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INTRODUCTION GENERALE






€ | 6heure actuelle, |l a population mondial e c
une énergie de plus de 13 milliards de tonnes équivalent pétrole par an. La demande mondiale en
®nergie ne cesse dobébaugment er lapopuiaton indndialefeede lade | a
croissance économique qui est particulierement forte pour les pays émergents comme la Chine qui a
doubl ® sa consommati on ®nerg®tique en vingt ans.
comme le pétrole ou leag naturel entrainant des émissions importantes de gaz a effet de serre, le
d®vel oppement des ®nergies vertes est primordial
de satisfaire 20% de sa consommeaetliadn efsi nalled hdoad®r
12 Parmi les énergies vertdes biocarburants, comme le biodiesel issu principalement de graines
oléagineuses, se développent de plus en plus entrainant une production importante de tourteaux qui
sontdessouypr oduits solides obtenus apr sleeolzahesacti on
principalement utilisé pour la production de biodiesel et le tourteau issu de la trituration des graines est
di sponi bl e tout e | 6ann®e constituant une sour
| 6al i mentation ani nahgag®marst caurcaobnitee xate, | i nno
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 filieres de production, dont fait partie le

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

Les différentes filieres de productions animales nécessitent de gros volumes de céréales et
notamment de graines oléagineuses moins colteuses sous forme de tourteaux pour répondre aux
besoins ®ner g®ti qgues des ani maux do®l evage. Po
importations des matiéres premiéeres riches en protéines végétales. Biteipips de 70% de ses
besoins en protéines qui sont essentiellement satisfaits par le tourteau de soja constituant la principale
source de prot® nes pour | es ani maux do6®l evage
i Nt ®®ressanttedadune pounritionnel mai s pose di f f
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 alimgriaanimale. Le tourteau de colza remplace facilement
l e tourteau de soja dans | 6alimentation des bov
volaille. Le tourteau de colza est une source de protéines intéressante en raison de sa disponibilité
i mportante en France, avec plus de trois millio
acides aminés. La teneur en protéines est cependant trop faible et les fractions pariétales trop

i mportantes pour quoi |limestationtdeswadlaillés.ilLa @esaencetdefacteursyr e me r



antinutritionnels r®siduel s, des probl mes doi ne

l imites dé&incorporation

Pl usi eur s approches incluant | 6am®Il i orati on
thermi ques et | 6addi tion dbébenzymes exo0g nes ont
augmenter la teneur en protéines digestibles et ainsi améliorer degfabale 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 rentabilitéy échelle industrielle*>. Le développement de procédés
bi otechnol ogiques, avec l Gutilisation de mi cr o
nutritionnelle de ces soywoduits représentent une belle opportunité pour une valorisation en
alimentation animale. Parmidebioprocédés employés, la fermentation en milieu solide (FMS) est la
plus appropri ®e pour | O6utilisation de cette bior
substrat de culture. Les microorganismes fongiques sont particulierement biéds agtapaison de
leur capacité a se développer sur ce type de milieu et a dégrader les composants récalcitrants a la
digestion tels que les fibres tout en améliorant la qualité nutritive par une concentration en pfotéine
Les tourteaux ont déja été largement utilisés en biotechnologie pour la production industrielle de
mol ®cul es doéint®r°t telles que |l es enzymes qui s
alimentaire das | es rations dest i®nAGeclementyles cuturés maphase d 6 ®|
solide connaissent un regain d'intérét auprés derfamunauté scientifique et des industries a travers
le monde en raison de leurs avantages économiques et environnementaux ainsi que des nombreux

domaines doéapplications notamment®dans |l a valori

\

Les élevages avicoles font face a plusieurs défis de taille qui ont un des impacts socio
économiques conséqusenfAinsi le codt de la ration, la productivité, le bi&ne animal, la sécurité
sanitaire, l a rentabilit® ° l ong terme ou encor
probl ®mati gues incontour nabl e dgserdeS antiltioBques comel nt e r (

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

afin de maintenir |l es performances et l a rentat
contexte que les microcgn i s mes et l eur composants bioacti fs
®valuer  6i nt ®r °t de | es i ncor porevage ethdantsquel es a

probiotiques, prébiotiques, enzymes, acides organiques, dérivés de parois de |gwepédes

bioactifs, et¢* En pl us de | 6 a ma@ionnelle, s miaoorgadiemed utliségena | i t ®
FMS peuvent apporter un bénéfice supplémentaa@ ne acti vi t® bi ol ogique d
ai nsi - l 6utilisation des antibiotiques.- Les p
glucane sonlargement réputés pour leur effet sur le systéme immunitaire, des préparations a base de

i -glucanes de la levur8. cerevisiaess o n t déores et d®j ~ uti |l i s®es er

animale®® Ces composants structurels des parois cel
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ils sont capables de stimuler les défenses naturétts Tr s peu doé6®t udes ont G
sur la production de polysaccharides fongiques en utilisant le procédé FMS. En effet, la culture en
milieu solide se limite essentiellement aux espé&tEchampignons médicinaux de type basidiomycéte

pour la production de carpophores & des fins thérapeutfues J us qu d ~ pr ®sent | e
pourtant couramment util i s ®e sexpbittespdui larechdrchetet on h
la production dece type demolécules bioactives. La potentialité du procédé reste donc inexplorée
concernant | 6® aboration doéali ments ferment ®s f
filiere en matiére de santéanimale et de performance de croissance. Cette nouvelle voie de
valorisation du tourteau de colza par FMS reste a mettre au point en tenant compte de la faisabilité
technique et des aspects économiques pour envisager un développement a échelleandustriell

Ces travaux de thése ont pour origine un programme de recherche et développement intitulé
«Colzaminoée ef fectu® dans | e cadre dbébune coll aborat:i
des filieres des huiles et protéines, le groupe Avrillaeplateforme de prééveloppement en
biotechnologie (Welience). Cette thése a pour objectif de développer un produit fermenté a partir du
tourteau de colza pour une application en alimentation animale en employant le procédé de
fermentation en milieu sdlie , une technol ogi e respectueuse (o
cl airement dans une d®mar che de d®vel oppement
alimentaires ainsi que | a possibilit® doéoddapt ati

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

aspects tr s importants ° prendre en c o-faipet e. Ce:
de la PPB dans le développement de procédEFMlu st ade | aboratoire au s
®t ® particuli rement port®e sur | e d®vel oppemen
besoins du march® tout en ®tant viable sur |l e pl
ax® sur | aspect nutritionnel avec |l 6enri chi sse

recherche déune val eur ajout ®e suppl ®ment aire

déanti biotiques comme facteur de croissance chez

Le manuscrit se divise en quatre chapitres

L a premi re parti e est consacr ®e N une ®t
connai ssances concernant |l es technol ogies mises
alimentation animale en orientdes améliorationsur le plan nutritionnel et fonctionnel avec un effet
b®n®fi que sur |l a sant® des ani maux. L6i mplicat.i
avant avec notamment un volet consacré a la fermentation en milieu solide et anwmudulateurs

déorigine fongique.



Le deuxi me chapitre traite de | a mise en pl
croissance des microorganismes et leur capacité a enrichir le tourteau de colza en protéines totales et
solubles (digestibles). 6 obj ect i f est de rendre | e colza pl uc
actuellement la source de protéines la plus utilisée en alimentation animale.

Le troisieme chapitre présente, a travers des essais mevitge sur plusieurs cellules cibles
dusyst me i mmunitaire, l a recherche doéune acti vi
riches eni-gl ucane de l evur e et | es extraits de cu

immunomodulatrice est souhaitable car elle apporte un bénéficplémgntaire susceptible

déoam®l i orer consi d®r abl ement | es performances en
Le quatri me et dernier chapitre expose | es
culture et | e changement do ®c-pileté d opuche profantleietai s an't

aération forcée. La priorité est de déterminer et maintenir les conditions optimales de croissance du
mi croorgani sme dans | e but déobtenir un maxi mu

molécules bioactives.



CHAPITRE |
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE






Chapitre |

|. Le tourteau de colza et sa valorisation en alimentatioanimale

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

La production mondiale dobéol ®agineux est en he
millions de tonnes (MnT) pour 2016/2017. Toutes les productions sont attendues en hausse, a
| 6exception notable du col za Yaonéd consémutive @t MATY e e st
en raison de la baisse des surfaces de productions, de conditions climatiques défavorables et a une
perte de compétitivité globale face aux céréalescrbégssance continue de la demande de tourteaux
prot® ques est | e principal facteur obpservéeeexpl i qu
derniéres années. Avec pres de 15% des huiles et graisses mondiales utiliséessah (@b MnT
sur 214 MnT), les marchés des huiles végétales et donc des oléagineux sont trés liés aux marchés
pétroliers et en subissent les variations. Le marché mondial des oléoprotéagineux reste ainsi sous
pression. Tandis que la production et lasmmmation de tourteaux protéiques sont dominées par le
soja, avec une production atteignant des sommets (325 MnT), les bilans mondiaux sont déficitaires en
col za. Dans | 6Uni on europ®enne, |l a production d
pour | 6ensemble du march® mondi al , seule | a prod
sur les marchés francais les prix actuels des oléagineux rest@essus des niveaux catastrophiques

de 2009, ainsi le colza reste plus compétitif parrappo au bl ® pour | &Yricul t e

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 sojasguese
autour de 2%FKigure 1). Ce secteur est fortement dépendant des politiques menées en matiére de
bi ocarburants (taux doéincorporation, d®fiscali s
importante de la production de colza est consécuativeéveloppement significatif du biodiesel. La
France, second producteur européen de colza prévoit une hausse de la trituration a plus de 4.9 MnT

avec des exportations également revues a la h&ti&8e

-
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Figure 1. Trituration des graines en Frarfce



Chapitre |

2. Origine et procédé de production

Les plantes oléagineuses comme le cdBragsica napus sontprincipalement cultivées pour
|l a production doéhuiles v®g®tales. Ces digureni res
2) au cours duquel l es graines sont tout ddéabor
supplémentaire par sa@mut (hexane), laissant alors un coproduit, le tourteau de colza dé€huilé
Léhuil e obtenue est ensuite raffin®e pour obteni
sa haute gualit® nutritionnell e, | 6huil e de co|

consommée au monde

Graines
100 kg

|

Broyage
Aplatissage
|

Flocons
Huile brute Cuisson Ecailles de
de pression : Pressi presse

34 kg P ression m
Huile brute EXTRACTION

Huile brute €< :
| d'extraction 7k SOLVANT
41kg g I

[ DESOLVANTATION |

A\ 4
Vers le raffinage

Tourteau
déshuilé 1-
2% MG

Figure 2. Les différentes étapes de trituration des graines de olza

Ce tourteau de type industriel affiche des temeam matiéres grasses résiduelles (MG) qui

sont tr s faibles, g®n®r al ement de | 6ordre de !
not amment en prot ®i nes. Cette caract®ristique
ingrédients protéiqee pour | dali mentation ani male en France
ann®es, la trituration sbéest fortement d®vel opp

expansion avec le développement du biodiesel. Cet essor importanturtdet gan alimentaire
guodéindustriel, a entra’ " n® une production accrue
colza. En tant quédaliment il reste toutefois un
il y a peu de chances quessprix puissent un jour dépasser B®o du prix du tourteaux de soja qui

couvre de nos jours efficacement |l es besbins ess
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3. Valeurs nutritionnelles du tourteau de colza

3.1. Composition générale et comparaison avec le soja

Léefficacit® dess propgoasei crus dmrei maelspect do G
not amment sur |l es apports ®nerg®tiques, prot ®i g
ne sont pas seulement exprimés en protéines totales ou matiére azotée totale mais en acides aminés
dgestibles et notamment en acides amin®s indispe
fournirtr " | 6®1 evage, des al i ment s concentr ®s e
spécifiques des différents stades physiologiques des anffhaux

La valeur nutritionnelle du tourteau de col z:
sexe de | 6ani mal ai nsi qgue selon | 6origine du c
trituration des graines. Il a été démontré par exemplelqgae di gesti bilit® dbéun r

meilleure chez certaines espécesdevol@ife Le proc®d® de trituration
a ®gal ement un i mpact sur | 6®nergi e brute cont e
protéines et constituants des parois végétales peut considérablement changer. Cestdraitémen
également une incidence sur la teneur en facteurs antinutritionnels comme les glucosinolates qui
peuvent varier du simple au quadrufle

Comparativement au tourteau de soja, source azotée de référence en alimentation animale, le
tourteau de colza est moins riche en protéaianoins énergétique di a une concentration plus élevée
en fibre: cellulose, hémicellulose et ligning@dbleau 1). Ces caractéristiques le rendent moins bien
adapt® ° | 6al i mentation des wvolailles qui sont
alimentation concentrée en protéiriese tourteau de colza est cependant relativement bien équilibré
en acides aminés limitants primaires, lysine et méthionine. Méme si le contenu en lysine reste plus
faible, la concentration en lysine et méthionine digestitlecolza est proche des seuils recommandés
par exemple pour les vaches laitiéfésLes tourteaux possédent des maéwénts qui sont des
constituants essentiels du tissu osseux (calciur
(sodium et potassiumf®. Le tourteau de colza étant particuliérement riche en phospétobien
pourvu en cal ci um, il per met doOoO®conomi ser jusqgui
avec un aliment a base de tourteau de soja. Sa richesse globale en sels minéraux permet ainsi de limiter
les apports supplémentairés Le tourteau de colza industriel est pauvre en matiére grasse mais
constitue n®anmoiess gurs Polryciensddac®E avec une
(om®ga 6) de | 6 dertalineau sef’e La préserie de vitargines du groupe B est
intéressante car elles participent aux réactions du métabolisme énergétique (cofacteurs enzymatiques).
Parce quodelles sont hydr os ol u higme,dlfaut ddnd asssirernre s 0 a ¢

apport quotidien de vitamines dans | es p®riode
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performances zootechniqu®s Bi en quo6 ®t ant moi ns ®dispanipl®dni q u e ,
grande gquantit® sur |l e territoire, repr®sente u
jours, ce coproduit de |l a trituration du col za ¢
remplacement totale du tourtedle s oj a doi mportation et en compl ®
Quant aux monogastriques, ils constituent un ma

freins techniques ° son wutilisati etdelaprésaneeidss on d¢
facteurs antinutritionnels résiduéfs.

Tableau 1 Composition et valeurs nutritionnelles des tourteaux de colza et-8dja

Par rapport au poids brut Tourteau de colza Tourteau de soja
Matiere seche (%) 88,7 87,8
Protéines brutes (%) 33,7 45,3
Cellulose brute (%) 12,4 6
Cellulose : ADFADL (%) 10,1 6,6
Hémicellulose NDF-ADF (%) 8,7 4,9
Lignine : ADL (%) 9,5 0,7
Matiéres grasses (%) 2,3 1,9
Sucres soluble®taux (%) 7,7 8,3
Cendres brutes (%) 7 6.3
Calcium (g.kg') 8,3 3,4
Phosphore (g.kY 11,4 6,2
Sodium (g.kd) 0.7 0.1
Potassium (g.k9 125 21
Magnésium (g.kd) 4.5 2.8
Vitamine E (mg.kg) 14 4
Vitamine B1 (mg.kd) 3 6
Vitamine B2 (mg.kd) 4 3
Vitamine B6 (mg.kd) 11 6
Energie brute (kcal.kg 4090 4130
Energie métabolisable volaille (kcalRg 1500 2300
Lysine (g.kg") 18 (Digestibilité : 78%) 27,8 (Digestibilité : 91%)
Méthionine (g.kg) 6,9 (Digestibilité: 87%) 6,4 (Digestibilité: 91%)
Thréonine (g.kd) 14,5 (Digestibilité 84%) 17,7 (Digestibilité : 89%)

D'un point de vue technieéconomique, l'incorporation du tourteau de colza dans la ration
devient intéressante lorsque son prix est inférieur & 75% de celui du tourteau de soja ce qui est toujours
le cas avec une moyenne du rapport de 62% depuis 200Zofeduit est donc amplement
val orisable dans |l e domaine de |l a nutrition an

®conomi que pour.l dindustrie bovine

Les acides amin®s sont relativement bien ®qu
végétales utilisées en alimentation animale mais ils sont globalement moins riches que ceux du
tourteau desoja {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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biologiguement en raison du traitement thermique appliqué lors du procédé de trituratio® appor t d
colza reste toutefois intéressant car certains des acides aminés notamment les soufrés (méthionine et

cystéine) sont limitants pour les monogastriques dans les régimes a base de’t&¥ales

Tableau 2 Composition en acides aminés des tourteaux de colza &? soja

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

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 I
alimentation animale. Le développement de nouvelles variétés ditasbte zéro> a faibles teneurs
en glucosinol ates et sans a cidédblema@nt sor incgrpoeatiom per n

dans | 6dalimentation des honogastriques (porcs et

3.2.1. Les glucosinolates

Les glucosinolates sont des métabolites secondaires produits chez toutes les plantes de la
famille des Brassicaceae®. La molécule ellanéme est biologiquement inactive mais une fois
hydrolysée pardesmygoi nases doéorigine v®g®tale ou intestin
de Dglucose et de nombreux composés néfastes (sulfates, isothiocyanates, thiocyanates et nitriles).
Les effets nocifs sont les plus importants chez les monogastriques avgeainde tolérance chez la
volaille fixé a4 pmol.gd 6 al i ment et qui ne “pcken les jqures anih@p. as s er

Audel ™ de ces valeurs, l es glucosinol ates sont
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hausse de la mortalitd*”. Plusieurs progrés ont permis de minimiser la quantité de glucosinolates.
Des variétés génétiquement modifiées contenant moins de 20 firdelgraine ont étdéveloppées
au début des années 80. Les traitements appliqués suite a la trituration industrielle des graines baissent

encore davantage | a teneur en'dgtoutead®sSi nol ate de |

3.2. 2. Léacide phytique

Léaci de phytcorsgtiue une néserpehdg phasphere dans toutes les céréales et les
graines ol ®agineuses 0% il repr®sente 50 ° 80 %
phytique par rapport au contenu total en phosphore dans le tourteau de colza est eelaéle@ et
s6®l “ve en MmoOepteenmiéaile 4 desbetieds antinutritidsreonsidérables pour la plupart
des ani maux, surtout chez l es jeunes monogastr
phosphore qubelle renfer me. Les phytates r®dui s
(calcium, magnésium, zinc dér) en les captant. lls se complexent aussi aux protéinedes
groupements basiques des acides aminés et aux acides gras a pH neutre et acide, dans le systeme
gastreintestinal de la volaille réduisant leur biodisponibilité. Enfin, les phytates inhigalement
des enzymes digestives telles que les pepsines, trypsines et affiyfases

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

source minérale de phosphor& dés lors pratiquée. Cependant, les conséquences de cette pratique

sont doubl es. Débune part, l a compl ®mentati on mi
débautre part, |l es porcs et |l es vol anehidleuss r ej et
d®j ections, ce qui pose un probl me environnemen
La solution pour rendre | e phosphore biodispon

contenant des phyt asresefdféeotr,i gli et imi icyg atbiiem nege (ki
ces rejets de 50, Les phytases cour amnoaimale sontlcéles®s d a

dérivés de microorganisme du geAspergillus Schwanniomycesu encoréEscherichia colf.

3.2.3. Les composés phénoliques

Les compos®s ph®noliques sont caract®ri s®s p:
plusieurs groupements hydroxyles ebeugrande variété de substituarfs 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 cing fois moins. Leplamidéques
représentent au total 18.4 gkde tourteau de colza sec. Parmi ces acides phénoliques, la sinapine

sous sa forme estérifiée est le plus abondant (70 &85%)
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Ces composés se complexent au fer et aux protéines les rendant indisppoileune

absorption par I édani mal . La sinapine provogue ®c¢
volaille dans | e jaune doéifuf | eur conf ®rant un ¢
| 6al i mentation ded por daummoan. alru et rl adirtse meun pr o c ®«
un traitement thermique peut diminuer en partie la teneur en composés phénoliques mais ces procédés
de s®paration sont toutefois *®™% mitants en mati r
4 . Les voies dbéam®Ilioration pour wune application

Pour | 6®1 evage du poul et de c hai rcoplza kta [ i mi

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

soj a. Des ®tudes indiquent que des taux dbéincor
de croissance dans les aliments distribés & i ni ti on (apr s 3 semaines d
pondeuses | a dose ne d®passe pas |l es 6% dbéincor

g®notype ®vite |la transmission du ¢*%t de poisso

Certains traitements technologigues peuvent améliorer la qualité nutritionnelle du tourteau de
colza. En fesant varier des paramétres tels que le chauffage ou le décorticage avant extraction de
| 6huil e, l es qualit®s nutritionnelles varient
antinutritionnels mais également des risques de pertes denpsotijjestibles pour les monogastriques
alors que le tannage chimique ou thermique est favorable aux ruminants. Le tannage accroit la
résistance des protéines a la dégradation bactérienne dans le rumen qui peuvent ensuite étre digérées
efficacement au nivau de l'intestin. Le dépelliculage quant a lui entraine une augmendatié¥o en
moyenne etne r ®duction des fibres mais occasionne
particules et une gestion difficile du surplus de coques produites néceasitantlorisation par
combustiorf**%.

Une autre strat®gie dbéam®lioration est |l a re
de variétés a fortes teneurs en protéines et faible teneur en lignine (2%). La valeur nutritionnelle des
tourteaux provenant de nouvelles variétés a graineesaanété estimée supérieure aux variétés
classiques a graines noires. Mais ces nouvelles variétés ne sont pas encore compétitives sur le plan
agronomique®. La s®l ection doébani maux mieux adapt ®s f a
gualit® plus variable peut ®gal ement °tre une
 6al i ment et | a ek$ premieres Utiliséesadn ialonantatibe animalearemettent en

cause le modeéle de sélection impliquant un environnement alimentaire optimal

Une autre approche est celle de | 6utlioréeri sati o
| 6efficacit® des productions ani males et Il a qu
d®vel opp® aujourdobéhui est cel ui des additifs
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| 6assimilation des nutrismeddPesri gibnsamqmecuddleine y me
courante en ®l evage et permet une utilisation p|
industriels actuell ement peu employ®s chez | es v
ce domainenotamment pour le remplacement des antibiotiques en tant que facteur de croissance avec

| utilisation de probiotiques, pr ®BliLepracéiédes, mol
fermentation en milieu saie peut ®gal ement °tre appliqu® pour
plus faible en facteur antinutritionnel et plus riche en nutriments grace aux bioconversions réalisées

par les microorganismeés

Il. Les biotechnologies au service de la nutrition animale

1. Objectifs et nutrition en aviculture

Sous | 6effet déune demande croissante des ¢
|l 6aviculture a connu une expansion et un d®vel oj
déune alimentation de qualit® “denoli mafrfei caoditt @& ®r
des ®l| evages. Afin dbéatteindre cette objectif,
déaddi tifs alimentaires dont l utilisation sobe:
ddaugment e rnstout en maintemahtwe lom &at général de santé des antmaux

Le rtil e princiopal doéun i ngr ®dient en al i men
di gestibles n®cessaires au dmydelprodugien.mietonetemahe | 6 a
de nombreuses données sont disponibles concernant la capacité des matiéres premiéres a fournir ces
nutriments cependant un degré de variabilité inhérent a chacune de ces matiéres doit étre pris en
considérationcequipes pr obl me pour | a formulation pr ®ci se
est excr ® ®e car non di g®r ®e par | é6ani mal . Auj o
formuler une alimentation équilibrée a moindre codt tout en garantissanttilisation accrue des
nutriments afin de r®duire | 6i mpact ermMvironnemen

L'aliment est incontestablement l'intrant le plus important en aviculture en matiéoéits car

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

| 6al i ment sont des consid®rations incontournabl
déopti mi ser | a pabesbindunapparttcastantlem énergiel paotéinds,eminéraux,
additifs eten eale tableau3f ai t | 6i nventaire des ingr®dients |
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Tableau 3 Ingrédients les plus utilisés pour la formulation d'un aliment destiné a la votaille

Source dbé®nergi e
1  Céréalegessentiellement mais, blé et sorgho), smasluits céréaliers

1  Graisses animales et huiles végétales

Source de protéine
1 Protéines végétaledourteau de soja, colza, tournesol et pois

1 Protéinesanimales f arine de poisson, farine de viande e

Minéraux

1 Apport de calcium calcaire, concassé de coquilles d'huitres
Apport de phosphore phosphate di et tricalciqgue, phospha
Minéraux traces m®| anges doOo®l ®ments (zinc, cuivr e, fer

= =4 =4

Apportde sodium sel, bicarbonate de sodium

Additifs alimentaires
1  Vitamine: mélange de vitamines
1  Acides aminés cristallinsméthionine, lysine, thréonine, tryptophane

Autres additifs

1 Enzymes protéase, xylanases, phytase, glucanase

1  Antibiotiques: avilamycine, virginiamycine, flavomycine, penicilline, bacitracine, avoparcine, tylosine,
spiramycine, monensine
Acides organiquesacide propionique, formique, lactique, citrique, sorbique et phosphorique
Pigments Xanthophylle
Probiotiques (microorgasine) et prébiotiques (fructaigosaccharides, mannanégosaccharides)

Extraits de planteherbes, épices, huiles essentielles

= =4 =4 A =

Peptides antimicrobiend.ysozyme, fowlicidine, colicine, cecropine

2. Réglementation européenne concernant les ingrédianttilisés

Léutilisation doéingr®dients en alimentation
dont | dapplication est i mm®di ate et obligatoire
matiéres premieres et les additifsut or i s®s avec | es conditions dobu

recommand®es pour une =efficacit® optimale sans

|l 6environnement

2.1. Les protéines animales

Dans le cadre de la prévention de certainespiradépathies spongiformes transmissibles, le

réglement (CE) n°999/2001 a fixé des regles strictes en interdisant I'utilisation de protéines animales
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dans | '"alimentation de t o ctr.sDeplselelerguni2@id, dusagedde®| e v a
protéines animales transformées de non ruminants est autorisé uniquement en aquaculture. Ces
protéines sont exclusivement produites a partirde-gagu dui t s provenant dbéanin
propres a la consommation hurreimais non commercialisabl®s A | 6 excepti on du t c
|l es autres sources de prot® nes v®g®t slakns n®c e
doatteindre un ®quilibre en acide amin®s essenti
capacit®s d'utilisation doéun | arge ®ventail d' i
les ingrédients classiquement utisdans certains pays Le tourteau de colza fait évidemment partie

de @s sources alternatives de protéines.

2.2. Les antibiotiques

Les antibiotiqgues 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
bi os®curit® pour l a sant ® hu neatatione de eésistarcan dema | e
mi croorgani smes pathog nes aux antibiotiques et
produits ani maux et dans | 6environnement condui
régimes alimentaires des animaliX ® | ev age .

A partir de | 6ann®e 2006, l 6Uni on Eur op®enn
antibiotiques en tant que facteurs de <croissan
déordre m®di cal sont a i n seutigué etnautori@s uniquememt gpar ut i |
prescription vétérinairé”*®. Plusieurs alternatives issues des biotechnologies ont été étydiée
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®.

3. L d&dessistechnologies

3.1. Application en nutrition animale

Contrairement aux rumi nant s, |l es volaill es n
déune fl ore bact ®ri enne naturell e capable de C
égalemend ot ®e s déune r®sistance et dbébune i mmunit®

microorganismes pathogéneslLes progrés effectués en biotechnologie microbiennes durant les deux
derniéres décennies apportent de nouvelles opportunités pour augmenter l'efficacité des productions

animales a travers une nutrition améliot&€En effet, les biotechnologies microbiennes ont une large
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gamme d o a Jableau d)ale seoteurd (plus développé dans le cas des monogastriques est

|l utilisation ddédenzymes dbéborigine microbienne f
expl or®es pour am®liorer la sant® animale et ac
dassm ce contexte que | es microorgani smes et l eur
®valuer | 6int®r°t de | es incorporer en tant quoda

facteurs de croissance non antibiotiques comme par egeleplproduits fermentés, probiotiques,
immunomodulateurs et peptides bioactifs. Ces derniers ont déja leur place en nutrition @fimale

Stimuler les défenses naturelle® 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 sontles®r i v®s de paglaicaneds leevmaaean@mes) . L6e
immunomodulatrices en nutrition animale pourrait particulierement aider les jeunes animaux a
d®vel opper des r®ponses i mmunitairesgénestauienes pe.

minimisant les dommages que cezibpourraient occasionnéf.
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Tableau 4 Microorganismesl 6i nt ®r °t et | eurs produits utilis®:
Catégorie Produit Composé et microorganisme utilisé Action
1 Bactéries BrevibacteriumBacillus Lactobacillus Pseudomonag$-lavobacterium, Streptomyces
Micro- 1 Levures: Candida Schwanniomyce®itchia, Saccharomyces Utilisation de protéines microbiennes en tant que nouvelle sourc
organismes | 1 Champignons Fusarium RhizopusAspergillus CephalosporiumPenicillium, Trichoderma nutriment (biomasse microbienne, extraits protéi§ti&y
Nouvel 036465
ingrédient 1 Ensilage bactéries lactiques
Produits 1 Fermentation de divers agrorésidusspergillus RhizopusPleurotus Lentinus Sreptomyce$ Effet probiotique, améliore les performances de croissance et
fermentés | § Tourteaux : colza aveBacillus Saccharomycesactobacillus Enterococcugt R. oligosporus digestibilitévia un enrichissement en enzymes et protéih&$
575 - soja aved.oryzaeetA. niger%®°
Vitami Vitamine C(Corynebacteriury vitamine B2(Ashbyaet Candidg, vitamine B3(Rhodococcus Exerce des effets bénéfiggisur la santé du tube digestif et le
itamines
vitamine B12 Pseudomonast Propionibacteriun), vitamine E Geotrichumet Candidg ™* systéme immunitaire. Améliore la vitalité et diminue le stPéss
Additifs 1 Lysine, tryptophane, histidine et valin€. glutamicunet B. lactofermentun®’®

nutritionnels

Acides aminés

1 Thréonine, phenylalanine, tryptophane, isoleuciBecoli "

1 Arginine et glutamateB. flavum’?"®

1 Sérine(Methylobacteriunet B. flavum) %7

Augmente la valeur nutritionnelle d'un aliment et améliore I'équili

protéique d'une formulatiof

Additifs
zootechniques

{ Bacitracine Bacillus 4"

7475

Inhibe la croissance des microorganismes pathogenes et favo

Antibiotiques | T Tétracycline, streptogramine, avilamycine et antibiotique ionoph®meptomycest Nocardia I'établissement d'une flore microbienne positive. Améliore
1 b-lactamine: Penicilliumet Acremoniun{® I'absorption des nutriments®!
1 Cellulase et hémicellulasAspergillus Trichoderma Penicillium, StreptomyceBacillus,
SclerotiumHumicola; Ligninase: TrametesPleurotus Lentinus Phanerochaeté’ @ Améliore la disponibilité en nutriments d'un aliment par réductic
Enzymes 7 Phytase Aspergillus Peniophora Escherichia* des composés antinutritionnels. Limite les rejets dans

1 Protéase Bacillus, Aspergillus Rhizopus.Fusarium79

1 Pectinase Saccharomyce8acillus Aspergillus Mucor, Sclerotinig Fusarium®

I'environnement>8!
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Additifs

Probiotiques

Microorganismes vivants du geriractobacillus, Streptococcus, Bacillus, Bifidobacterium,

Saccharomyces, Enterococ@isAspergillus®

1,53

Favorise I'établissement d'une flore intestinale désirable.
Prévention des désordres digestifs et améliore I'absorption et

conversion des nutriments®?

Prébiotiques

== =a =4

MannaneoligosaccharidesSaccharomyce®
FructooligosaccharidesAspergillus Penicillium, Bacillus, Lactobacillus®*
GalacteoligosaccharidesAspergillus®®

Entretien de la flore intestinale désirable dont les probiotiques
exclusion par compition les pathogenes, active le systéeme
immunitaire, améliore la digestiéf+8®

zootechniques _ 9 Acide citrique: Aspergillus Yarrowia® . . o )
Acides ) ) ) o ) Baisse le pH du systéme digestif et inhibe le développement (
(suite) ) 1 Acide lactique Lactobacillus Pichia, RhizopusSaccharomyce¥ ] ) .
organiques ) o ) ) o g microorganisme pathogéne
1 Acide succinique Actinobacillus Escherichia Penicillium
1 Astaxanthine Phaffig, Xanthophyllomyceg8
_ 1 Zeaxanthine Flavobacteriunf®® Intensifie la couleur du jat
Pigments . . %
1 Luteine: Spongiococcurf® peau et des carcassés
1 Lycopéne Blakesled®®
Immuno 1 b-glucan :S. cerevisiaé®*® Améliore la santé et la croissance des aniniaila stimulation du
modulateurs | 1 Polysaccharides fongique3dremella fuciformist Lentinus edode¥"* systéme immunitair&®
Molécules — —35
o Lysozyme: Pichia pastoris’
bioactives

Peptides
bioactifs

Colicine: E. coli®

Nisine: LactococcusStaphylococcu®

Halocine: Halobacteriaceaé®

Défensine Penicillium, Aspergillus Anaeromyxobactet

Action antimicrobienne, antivirale et activation du systéeme

immunitaire®’
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3.2. Aspects réglementaires concerdalitut i | i sati on des microorgani s me

o0 Réglementation américaine

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

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

additfs pour | 6ali mentation humaine et ani mal e. Ces
des exp®ri mentations scientifiques dans l es <co
mi croorgani smes pour | 6obt endment surleidcarbciecra&sRASs f er
tradui sant l eur r®putation déinnocuit ®. Jusquod-

lactiques, des levures ainsi que le champighorenenatunont obtenu le statut GRAS. Concernant la
majorité des champignonddimenteux, uniguement des substances dérivées telles que les enzymes

figurent parmi des additifs autoris&s

0 Réglementation européenne

Une grande vari ®t ® do6 ag epetes battérienhes gtifangioees , t e
peuvent °tre autoris®s dans | o0Union europ®enne
humai ne et ani mal e. Dans | e cadre des demandes

sécurité de ces agents biologiguen adoptant une méthodologie commura présomption

déinnocuit® reconnue ou QPS. Léinnocuit® dobéun g
de son identit®, des connaissances disponibles,
L6OBR tient © jour wune | iste dbébagents biologi

peut étre appliquée. Celté est révisée annuellement par le groupe scientifigue sur les risques

bi ologiques. Jusqud”™ pr®sent x IMdantPWgs a®@ti ® nr aesm
raison de leur potentiel & produire des métabolites toxiques et les connaissances disponibles sur
certaines esp ces, en particulier celles | i ®es
Le concept QPS peuatussi étre appliqué aux microorganismes utilisés pour produire des métabolites

ou dbéautres wutilisations finales sp®cifiques qu
vivantes. Dans ce cas les recommdnudat i cltalees QRS f s &

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

figurent dans |l e catalogue des mati res premi r
alimentation animale. Parmi ces produitse | u i i ssu deAsdergillus nigersuredn bléa t i o n
et du malt pour la fabrication®™fsenzymes fait pa
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lll. 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 siecles, est un des plus anciens
proc®d®s bi otechnol ogi ques connus au monde pou
fermentés. La fermentation en milieu solide est populaire en Asigjuafiét en Amérique latine ou
ell e est traditionnellement utilis®e pour | 6®I at
et divers aliments fermentés tels que le temp@hEurope, cette technologie est trés peu employée et
se limite & la fabriation du fromage et du paifi Actuellement, les cultures en phase solide
connaissent un regain d'intérét aupres de la communauté scientifique et des industries a travers le
monde enrasn de | eurs avantages et des nombreux dor
valorisation des d®chets et de | 6®nergie issues
molécules a haute valeur ajoutée. Les manipulations génétiques applajuéenicroorganismes
encouragent encore davantage le développement de cette technologie dan¥le futur

1.2. Caractéristiques

La fermentation en milieu solide est caractérisée par une croéssaiccobienne sur des
particules solides humides en absence dbéeau | ibr
rétention. Ce bioprocédé est particulierement bien adapté aux microorganismes fongiques bien que les
bactéries soient tout a faik@ abl es de sodéy d®vel opper. Les micro
systeme constitué de trois phases : une matrice solide, une phase liquide qui lui est liée et une phase
gazeuse prise au pi g ei'letypeade substrat gériérdlement Gitisé estu r  d ¢
une matiére premiére naturelle peu onéreuse issue de résidus agricobiss l§n pulpe de betterave,
tourteaux, etc.) fai sant - la fois office de s
microorganismed. 6 ut i | i sati on de d®chets agroindustriels

voie alternative de Varisation de ces résidus présents en grandes quantités et non eXpfSftés

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

beaucoup plus répandue, notamment concernant sa simplicité et son faibl&. daditsystéme ne

comporte pas de contrainte dobéoxyg®nation et | a
moisissires q U i tol rent une faible activit® de | 6eau
pression osmotiqué®®>. L6 humi di t ® r®duite permet de | imiter
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contaminationb act ®r i ennes et facilite ®gal ement | 6dextr
le milieu de culturé®”. La FMS est principal ement utilis®e p
alimentaires et dbébautres composp®@s chanonl es 6Rd Ethall
dans bien doéautres domaines comme | a biotransf ol

nourriture pour les animaux et la bioremédiation de composés polluants et danj8feux

1.3. Les transferts de matiére a échelle microscopique

En FMS, la source de carbone, généralement constituée par un substcalligpgique, est
transformée de maniére aérobie en biomasse microbienne, métabolitgsetCRO. Ces
transformations sont exothermiques, elles donnent donc lieu & la libération de chaleur. La génération
de chal eur m®t abol i quel est ddbhitikars ma faicser
do®chell e. Une des caract®ristigues douWwigwe FMS es

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

Unefd s ger m®e s, ces derni res donnent nai ssance ¢
filaments (hyphes) qui se d®vel oppent " l a surf
pr®sence dbédeau et de | 0o xii gnétabeligue esnlitecanauproduations | e s
déenzymes hydrolytiqgues catalysant | a d®gradati c
déo°tre absorb®es par | e champignon.
o F 9
G: phase gazeuse 2 A
L : liquide G 4
S: substrat solide
T : température Gj L ( ( Hyphes aériennes
- T
— T ——— L T Mycélium
| Surface du substrat solide
S S
Z S
Hzo S
NH3¢—» :
Ve Pores du substrat solide
pH

T (L Hyphes pénétrantes

Acidest— —
1 -
Enzymes .:. * Produits
- %ee ®
Polyméres _ bl . . ® Monomeres
'Y

Figure 3. Réactions biologiques et physicochimiques qui apparaissent a échelle microscopique,
adapté de Holker and Lenz, 206%
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Certains nutriments ne sont pas directement bi
indispensable a la survie et a la croissade la souche. La moisissure sécrete ainsi des enzymes
hydrolytiques qui restent concentrées autour des zones de sécrétion permettant une progression plus
efficace du myc®lium dans | e substrat. Ceci per
activit®s m®taboliques g®n r e nestlbéréviblarespitatioh e ur et
du microorgani smaleguibadonsdammes Id&@Oson d®vel oppe
également modifier le pH de son milieu en libérantmes! ®c ul es aci des ou de |
noter que les produits obtenus peuvent étre retenus piégés dans la matrice solide ce qui nécessite la
mi se en place déun proc®d® doéextraction en fin
évidemment prendre en considération dans la mesure ou ils peuvent affecter la performance et les

codts du procéd®”.

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 | eur habitat natur el

leurs propriétés physiologiques, enzymologiques et biochimitji&sCe groupe trés diversifié est

compos® dbébune part, des champignons microscopi gqu
champignons fil ament e uxgnoast maaiogcapiques alitschampignonsd e s c h
supérieur® dont | e carpophore (organé®Mmeady ucti ficat i

Les bactéries qui ont une importance en industrie alimentaire sont essentiellement des
bactéries a Gram positif, plus résistantes a la températua dessiccation et a la congélation. Elles
interviennent dans des procédés fermentaires solides notamment pour la fabrication et la maturation du
fromage mais aussi pour | 0®l aboration dodali ment
Conceg nant | es l evur es, | 6esp ce | a pS uweevisiae i | i s ®¢
notamment pour ses applications en panification. Le géaceharomycesst également trés répandu
pour | 6®1 aborati on d weiald FMSe Les misiSsures) etart sapablesrdemme nt ®
produire une vaste gamme dbéenzymes hydrolytique
i mportantes pour | 6affinage et | a t r aLndskft carpnea tdieo |
fermentation solide appa&é«koji » en Extrémeér i e n't constitue |l a base
multitude de produits (sauces, boissons, condiméhtshe potentiel commercial des champignons
supérieurs comestibles les plus cultivés dans le monde réside dans leur qualité culinaire et propriétés
médicinales. Le carpophore owckampignon» en langage courant est produit en milieu solide apres
la croissance végétative en modifiant un certain nombre de paramétres incluant la température, la

concentratonenCQ | e pH, | 6humidit®, |l a™salinit® et |d6e
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Tableau 5 Principaux groupes de microorganismes cultivés en FMS et utilisés en production alimentaire

(]
E Genre / espéce E x e mp Utiksatidnd Substrat de culture
Brevibacterium Fabrication de fromages Fromage
4 Micrococcus Fabrication de fromages et saucissor Fromage et viande
‘g Lactobacillus Divers aliments fermentés Fromage en maturation et céréales
& Streptococcus Fabrication de fromages Riz et céréales
Bacillus Aliments fermentés (natto et meju) Mais et soja
Fabrication du pain et divers produits N P -
Saccharomyces P . P Mais, blé, millet et autres céréales
fermentés
Endomicopsis burtonii Aliments fermentés Riz
[%)]
o " Fabrication de pain, fromages et . . .
S Debaryomyces hansenii .p 9 Blé, fromage en maturation et viande
3 saucissons
- Yarrowia lipolytica Fabrication de fromages et saucissor Fromage en maturation et viande
Candida Divers produits fermentés Riz et céréales
Pichia Divers produits fermentés Riz et céréales
. Aliments fermentés (miso), saké, sau Riz, mais, blé, orge, soja et autres
Aspergillus oryzae . : s
soja et autres condiments céréales
. . Aliments fermenté (miso), sauce se) . , . .
Aspergillus sojae ( ) ) ja Riz, blé, mais et soja
autres condiments
Aspergillus niger Aliments fermentés, saké et condimer Riz, blé, mais, sorgho et manioc
x
2 Aspergillus flavus Aliments fermentés Manioc
é Aspergillus awamori Aliments fermentés, liqueurs Riz et soja
< Rhizopusligosporus Aliments fermentés (tempeh) Riz et soja, céréales et Iégumineuse
g Rhizopus oryzae Aliments fermentés (tempeh) Riz et soja
c . . Fabrication de fromages et aliments . .
2 Fusarium solani ’g Mais et blé
g— fermentés
e Penicillium Fabrication de fromages Fromage en maturation
O - - -
Monascus Aliments fermentés (riz rouge) Riz
Geotrichum candidum Fabrication de fromages Fromage en maturation
Aliments fermentés (natto, tempeh, L . .
Mucor L ( P Soja, riz et haricot noir
sufu), fabrication de fromages
Neurospora Aliments fermentés Soja
Agaricus bisporus . . P . . .
9 . P . Champignon comestible et médicina Paille de riz et blé
(champignon de Paris)
. " . . I Sciure de bois, rafle de mais et pulpe
% Lentinus edodehiitake) Champignon comestible et médicina café puip
>
Q
= . . I Paille de riz, blé, haricot, coton, rafle ¢
9 Pleurotus ostreatu@leurote) Champignon comestible et médicina N . )
g mais, et jacinthe d'eau
(%]
. . . . s Paille de riz, blé, jacinthe d'eau et
2 Volvaria volvacegvolvaire) Champignon comestible et médicina . J
) résidu de palme
g Flammulina velutipegenoki) Champignon comestible et médicina Son de riz et sciure de bois
cCEG Grifola frondosa(maitake) Champignon comestible et médicina Sciure de bois
O

Ganoderma lucidurfreishi)

Champignon comestible et médicina

Sciure de bois

Coprinus comatus

Champignon comestible et médicina

Sciure de bois et son de riz

Hericium erinaceus

Champignon comestible et médicina

Sciure de bois et rafle de mais
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Plusieurs souches comre niger;, A. oryzaeet T. reesebsont populaires et largement utilisées
pour | 6® aboration de produits ferment ®s et de
animale. Or ces souches sont également susceptibles de produire des mycotoxines (aflatoxine,
ochratoxine, stérigatocystine, zéaralénone et toxine trichothécene T2) dans certaines conditions
appligu®es en | aboratoire. 1 sbav re ®gal emen
d®pendant e. Af in dobéass-avies d@u rsedc@v deatrmootaking enemrt @9
dans les produits commercialisés, les industriels sélectionnent et maintiennent attentivement leurs
souches. Des modifications génétiques peuvent également étre appliquées. De nombreux produits
fermentés et préparations dérivés par des ssuchdp@rgillusont ainsi démontré une absence totale
de toxines. Pl usieurs pr®parations ~ base dbéenz
statut GRAS™.

2. Conduite du procédé

2.1. Principales étapes du procédé

Les diff® rents stades r ®al reméBentéea daasfigure 4t au ¢
En fonction du substrat et du microorganisme utilisés, les traitements appliqués au substrat sont
adaptés et les paramétres de développement du microorganisme sont déterminés (température,

humidité, aération et pH).

o —
%0 «— AN )
o 'm
L — E SIS AR | E—
Pr@paration d Prepgratlpn du substrat sohc!e.
. . Modification de la granulométrie
Une ou plusieurs précultures . - .
Traitements chimiques/physiques
Etapes en bioréacteurs
- stérilisation du matériel
- chargementu substrat substrat
- stérilisationin situ : .
solide
- ensemencement — - Traitements en aval
- ajustement des |
parameétres et régulation b J
de la culture == -7
- déchargement T Elimination des
- nettoyage et préparation ) ) déchets
du prochain batch Injection do-
Filtration
Humidification Finalisationdu
Chauffage/rabidissement produit

Figure4. Principales ®tapes douaalRe0s®®d® FMS, adap
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Le maintien des conditions optimales sont d®pen
(fiole Erlenmeyer munie déun bouchon en coton o
prélevements pour le suivi de croissance et de produationles possibilités de régulations du

dispositif®.

2.2. Facteurs influencant le procédé FMS
2.2.1. Parametres biologiques

0 Type de microorgasme et inoculum

Les champignons filamenteux sont les microorganismes les mieux adaptés a la fermentation
en milieu solide. Mais le choix du type de microorganisme dépend surtout du milieu a valoriser et du

produit final & obtenir®. Des cocultures peuvent égalemétre avantageuses dans certains'tas

L6éinoocnuldaut imi | i eu de culture se fait l e plus sol
conserve mieux par rapport au myc®Il i um. La quant
de | a quantit® doéinocul um esnotanenerd pournl@®produatiors p | u-
ddenzymes. Par exempl e, ’“enlC sparesy dedsabstratssecnest plose me n t
approprié pour la production de xylanase fpgpergilluss ur son de bl ® dans | es
20 Une quantit® trop importante doéinoculam peut
raison de | 6®pui sement rapide des nutriments apr
et donc | 6®tat physiologique des spores ™ un i mp

o Nature du substrat solide

Les substrats utilisés en fermentation solide proviennent essentiellement de résidus organiques
naturels qui sont complexes &étérogénes. La matrice solide doit avoir une bonne capacité
déabsorption et doit contenir |l es nutriments n¢
dbazot e, de car bone et de sel s mi n ®r a Wstrats Les
lignocellulosiques (sous forme de paille, de son, de bagasse, de pulpe, etc.) et les féculents (résidus de
banane, de soj a, |l es graines, etc. ). Quant au X
mousse de polyuréthane, ils sont surtdtilisés a des fins de compréhension du procédé et nécessitent
| 6addition de solwutions nutritives. Des traiten
chauffage, stérilisation) et chimiques (addition de nutriments et modification du pHpadais

9,107]

n®cessaires afin de favoriser 0a®r ation et | 6ac
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2.2.2. Parameétres physicochimiques

0 Taille des particules

En FMS, | a sur face des particul es j oue u |
mi croorgani smes, |l es transferts des nutri ments e
la croissance de la souche considérée et la formation des produitsface slisponible dépend de la
taille des particules et de | eur porosit®. Une
facilement en contact avec les moisissures installées en surface des particules. Généralement les
particules plus pets offrent une plus vaste surface mais peuvent facilement former des agglomérats

et se compacter tandis que les grosses particules offrent une meilleure &&ration

0 LepH

Le pH varie considérablement lors du développement des microorganismes en raison de la
consommation des nutri ments avec des r®actions
m®t abolites comme | es acides or gauwneidg métihode dd 6 h ®t ®
mesure ne permet pas de contrbler efficacement les variations de pH. Les champignons filamenteux
peuvent se développer dans une fourchette de pH allant de 2 a 9 avec une gamme optimale entre 3 et 6
ce qui représente un avantage par rappaxtbactéries qui tolérent des valeurs plutot netifésLes
additions dbéacides ou de bases permettent dbaj u:
croissance car il a un impact sur lengport de différents composants a travers les membranes
cellul aires. Léacc s ~ certains carbohydrates coc

le pH est défavorablé>

0 Latempérature

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

métaboliqgues du microorganisme en croissance génerent de la chaleur, elle est de ce fait difficile a

r ®gul er . La temp®ratur e, me sl uar &@eu | "t ulréea i dpee ude ad dr
aud essus de |l a temp®rature dobéincubation <ce qui
mi croorgani s me et des activit®s m®t abol i ques

Lédaccumul ati on daformalioa deeguadients therrdiquéstqui Sont favorisés par la

faible conductivit® thermique et teneur en eau (
°, La chaleur g®n®r ®e peut °tre dissip®e par | 6a
déeau par une injection directe ou avec de | 6air

®gal ement i maoiati oaer de6®la chaleur (circulation e
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fines couches sont plus performants pour évacuer la chaleur par rapport aux couches profondes ou un

systéme de refroidissement actif doit étre mis en pfdce

O LOhumidit® et |l 6activit® de | 6eau

La teneur en humidité du substrat solide est un facteur clé pour le développement du
mi croorgani s me. Un pourcentage doOoOhumidit® compr.i
dévdoppement des champignons suivant la nature du substrat Soliges substrats utilisés en FMS
sont i nsol ubl ecs doitdenrevanched &ra absorbée epar lles particules solides pour
pouvoir °tre utilis®e par | e microorgani sme. Le
sa capacité maximale de rétention en eau. Une humidité trop forte peut entrainer des problemes de

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

Léalt®ration de |l a structure des particules sol.i
de | a matrice. Les variations de | a tenemer en e
déo®vaporation | i® aux calories ¥®n®r ®es par | e n

Léeau est i mpligu®e dans | a croissance cell

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

de | a fermentation solide. Les besoins en eau de¢
(ay) qui représente la disponibilité en eau pour une réaction dans un substrat solide.nt&trepara
thermodynamique dont les valeurs sont comprises entre 0 et 1, est mesuré selon le rapport entre la
pression de -ddapxrwsy déelaa swwrface du produit et
pure. Il donne une indication de la teneur en ehte let détermine également quel type de

mi croorgani sme est "®aipable de so6y d®vel opper

o Lé6a®r ati on

Léa®ration dans un syst me FMS permet de mai
di oxyde de carbone ou dbéautres compos®s volatil s
réguler la température ainsi que la teneur en eau du sulstrai sd e . Le choix déun
facilite la régulation de ces parameétres car les transferts sont facilités. Généralement, I'oxygene ne
constitue pas un facteur limitant en fermentation solide lorsque le substrat est bier” &fudis
circulation de | 6air peut se faire de mani re ac

de I 6air ~ |l a ¥urface des particules
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o Apport de sources exo0g nes de carbone et doéa:

Parmi les parametres de culture, le ratio carbone/azote est un des facteurs les plus importants
pour la croissance du microorganisme et pour orienter la production de bionadsepeduit
déint ®r °t . Un exc s ou un manque dbéazote dans |
coproduits agricoles et agroindustriels présentent des contenus en azote tres variables. Un ratio
supérieur & 20 est généralement favorabler fr plupart des champignotfa Le type et la nature de
ces composés peuvent égadmmaffecter le procédé de fermentation. Le ratio C/N détermine aussi la
sporulation qui peut étre induite ou retardée. Des ratios C/N peuvent étre spécialement appliqués pour
| bobtention de certains produi t siongehiomasshia part i
suppl ®ment ation en azote et/ ou en carbone nbest

du substrat de base ainsi que des besoins du mjarieme'?*

2.3. Estimation de la biomasse

La biomasse est un paramétre fondamental car il caractérise la croissance des
mi croorgani smes et per met do®t ablir sa cin®tiqu
réaliser dans le cas des champignons filamenteux en raison du probléme deséphanatycelium
avec le substrat. Plusieurs méthodes biochimiques et de spectrométrie permettent toutefois de faire une
estimation, notamment gréace a la variation de certains composants cellulaires spécifiques comme la
glucosamine et lbbilesgdDte@tbmala.atl iyesse sm®Iteh ces compos
|l aborieuses et ils peuvent varier au sein de | a

physiologique et dé” .| 6©ge du microorgani s me

Dobapr s | dableaut),tle® mé&thodes dispofibles ne sont pas toujours performantes
et fiables en raison de probl mes doéinterf ®Frenc
préparation des échantillons. Le probleme commun a é#sonfes est la relation entre la biomasse et
le facteur mesuré qui peut changer au cours du téffipBe plus, une corrélation entre plusieurs
facteurs est souvent difficle a mettre en évidence. Une méthode phesedpeut également étre
utilisée, comme la mesure de la production de dioxyde de carbone.cCp#iat notamment étre

corrélée a plusieurs paramétres mesurables comme la perte de masse séche pafexemple
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Tableau6.Bi | an des m®t hodes |l es plus uti |lP¥8e*="Four | 6es
Catégorie Cible Commentaire
Ergostérol Propre a la biomasse fongique, instable, varie en fonction du stac
9 développementt des conditions de culture, difficulté de la méthot
Glucosamine et chitine Propre a la biomasse fongique, varie en fonction des conditions
Composants culture et de I'état physiologique, difficulté de la méthode
cellulaires Spores Fortes variations suivant les conditions de culture, peu précis,
spécifiques P pas de distinction spore/mycélium pour la viabilité

Fortes variations, interférences suivant le milieu de culture,

Acides nucléiques et ADN difficulté de la méthode

Protéines Non applicable si le substrat contient également des protéines

Métabolites secondaires Dépendants du stade de développement, difficulté des méthod

Respiration (consommation g¢'@t Nécessite des installations étanches ou des mesures en ligne
production de Cg) rapidité de la méthode

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

Activités des conditions de culture
métaboliques Consommation de nutriments Dépendante du substrat, etivité métabolique et de I'état
(ex sucres) physiologique du microorganisme
Production d'ATP Estime I'a(_:tivité micrpbienne, non corrélée ala
croissance, résultats peu fiables
Perte de masse seche Mesure corrélée a la respiration, nécessite une précisioesiare
Analyse d'image par des techniqu Equipements onéreux, difficile & appliquer,
. de microscopie nécessite de développer des logiciels

Proprietes Production de chaleur métaboliqu:
physiques Mesures en ligne, interférences liés a la nature et

réflectance (réflexion de la lumiére Y bh®t ®roa®n®i t® du
et capacitancécharge électrique) 9

3. Les bioréacteurs

3.1. Caractéristiques générales des bioréacteurs

Le bior®acteur est l e ciur du processus de
mati re premi re en produit d®sir® et cbest ®g a
proc®d®. Léaugment ati on do6 ®cdsoredellagréseree de®ifféeents e un

gradients (température, humidité, oxygéne, concentration en nutriments) qui peuvent avoir des effets
néfastes particulierement en condition statique mais aussi dans le cas ou la culture peut étre agitée.
L 6 e n s e mbdtiens ehteeertains facteurs environnementaux comme le contenu en oxygéne, en
humidité et la température contribuent a la difficulté de réguler ces parantétresn choix du
substrat solide, du r ®act eur adedesandegdeéempémturesu i Vv i
et doéhumidit® relative p°DanepRagiasarastalnle bioréactelri e n u n
doit comprendre un certain nombre de caractéristiques et fonctionnalités
- Le matériau constituant le bioréacteur doit avoir un colt abordable, étre solide, résistant a la
corrosionet non toxique pour les microorganismes
- Un syst me de pr®vention concernant | 6entr ®e
place en utilisant des outils de stérilisation par vapeur vive et éventuellement un filtre retenant

les sporesensuspensbrans | 6air sortant du r ®acteur
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- Il faut une agitation, une aération et une évacuation de chaleur efficace, pour contréler la
température, la teneur en eau et en oxygene dans le milieu

- Le maintien de |1 6unifor mit @Gragbage rméaanigque quadst s e f
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

3.2. Classification

Depuis ces vingt derniéres années de réels progrés ont été réalisés dans la conception de
réacteurs pour la FMSGénéralement, les bioréacteurs peuvent étre divisés en quatrdeg

cat ®gories bas®es sur | eur fonctionnement, esser
118

de brassag@rigure 5)

) Agitation
Aération - —— - - -
Pas ou tr s Agitations continues ou intermittentes
Adrat HHHEHH |
ération non
forcée oo
(ldair p 200
de la couche) SaRseses
Réacteur a plateaux Tambour rotatif Tambourrotatif a agitation
$44 p 4
Aa "
00000DOCO
: e
Aération forcée ; o ——
(lédair ga0on0000
travers la couche ; ii wﬁis
Reacteur a lit fixe, couche Lit fluidisé Réacteur agit¢  Tambour rotatif &
profonde couche profonde  aération forcée
Figure5. Cl assi fication des r®acteurs utilis®s en FMS

adapté de Mitchebt al, 2006™®

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 sarfisisaogecontrer des problémes
op®r ationnel s. L6®vacuation de chaleur ainsi gu
majeurs qui limitent la viabilité commerciale des bioréacteurs, plusieurs modeles ont donc été
développés pour tenter de rédee ces problemes mais uniquement quelgmssont pu étre utilisés a
grande échellé®®. C6est surtout | a hauteur de couche et

types de éacteurs extrapolables industriellement. Les deux réacteurs les plus commercialisés sont
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Y

celui a couche profonde a aération forcée et a agitation mécanigue et celui en couche mince a lit
statique en plateau (type Kbeu).pCesvéedmesat bar

réalisées a échelle pilote au sein de la PPB a 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
asiatigues comme | a soci ® ® Fujiwara et certain
cabinets doéing®nieries clolmmexipotueg dancP PBe up ad 6 ien
fermenteurs industriefs Les modéles développés au stade pilote sont cependant bien décrits dans la

littérature et potentiellement extrapolables a échelle industrielle.

3.3.1. Le réacteur a plateaux

Le réacteur de type plateau est le plus simple des bioréacteurs utilisé en FMS. Il a été utilisé
depuis plusieurs si c¢cles pour | a fabrication doece
fermentation se rappr oc heauigeutcdntenir art dertaim manbre det dou

larges plateaux séparés de quelques centimétres pour garantir une aération hdxrigpgers).(

Sortie
Chambre de culture

— Plateaux

[ ]
L 1
| |
L 1
[ |
L 1
[ ]
L 1

Al
. " —

Substr

0
Q

t solide
mntréed 6ai

Figure6. Sch®ma simplifi® ddédun r®acteur ~ plateau
adapté de Cauto and Sanroman, 2866

L6inconv®nient de cette technologie est l a faibl
déun gradientdast tpanpr®gwdiurlea kauteur de couche
principalement exploité en surface par le microorganisme et non en profondeur. Ce procédé reste tout

de m°me bien adapt® aux esp ces ~ cianedammslasnce | e
moisissures dont les hyphes ne sont pas cloisofifiése fonctionnement de ce type de réacteur
nécessite cependant une mdi® T u v r e n oeret des@nfrastrugtwres bupplémentaires pour les
op®rations de st®rilisation du substrat®lachargert

soci ® ® Fujiwara a d®velopp® un r ®actetationpl us e
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avec des hélices a ruban et un plateau rotatif. La hauteur de couche reste toutefois limitée a 50 cm au
stade industriel et son mode de fonctionnement
rai son de | 6aut omat ioséatmaimmd i dereo mPrcessas rfeormaut

bioréacteur est réduite par rapport aux traditionnels réacteurs a pl#feaux

3.3.2. Le réacteur a couche profonde

Léagitation combin®e ° une a®ration forc®e
gradients de temp®rat urpe odtui d&h dmindi td® aquir epe dw
capacité maximale des enceintes de fermentation est donc généralement plus importante. De plus le
syst me dbéa®ration forc®e avec de | d6air humidifi
un dévéoppement plus homogéne des microorganisiiggife 7) . Le choix dbébune agi
ou par intermittence dépend de la sensibilité du microorganisme et des propriétés des particules du
substrat telles que leur résistance mécanique et la granulotifétrie

Sortie

L1 —>

- Substrat solide

Eau froide—p.
(si double enveloppe)

Entrée
doéa'’
Filtre
Bain-marie
Figure7. Sch®ma simplifi® ddédun r®acteur ~ couche pr
adapté de Cauto and Sanroman, 2t966
Gr ©ce | 6aut omati sati on des fonctions et " | 6e

plus élevée (jusqu'a 1 mpaprapport a un réacteur de type plateau. La plupart des parametres de

cultures peuvent étre contrdlés avec notamment des modeles mathématiques pour le maintien de

| 6humi dit® en prenant en compte | a peraustadde mas s
pilote a ®t® utilis® avec succ s - lpeoduitR PB  p o L
agroalimentaires ainsi gue pour D&uUnNpe odapxddiotn® d

tonne et demie (1,6 I il répond parfaitement auxict ~r es do6éautomati sation ¢
déop®rati ons, extrapolation possible au niveau

fonctionnement et production®®o6ali ments pour des
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4. Intérét de la technologie appliquée au tourteau de colza

4. 1. Production doéaliments fer ment ®s

Léal i ment destin® aux ani maux do®lpmduasgle est
l agriculture qui sont plut?tt pauvres en nutri.:i
am®| i orer l a digestibilit ®ls, dd wtamings ietvde aninérauxdléaa ci d e
plupart de ces soysr odui t s ne conviennent pas ° | 6al i ment
déadditifs contribue fortement ° | 6augment ati on

Face a ces conirdes, la culture de microorganismes par le procédé FMS directement sur ces sous
produits offre de nombreux avantag&s

Les moisissures et bactéries poussent rapidement et ggatuine grande quantité de
prot®i nes dans | eurs cel I"ullakismassenidrobi@ee apperte led or dr
acides aminés essentiels en plus des hauts niveaux de vitamines et de minéraux. La croissance de
microorganismes entraine égakamh la sécrétion de nombreuses enzymes extracellulaires dont
certaines sont habituell ement addi ti onn®es aux
bi ocatalyseurs sont produits et utilis®s adirecte
des additifs. Les substrats utilisés peuvent étre tres diversifiés car les microorganismes sont capables
de dégrader les composés récalcitrants tels que les fibres comme la lignine des déchets verts. Le
tableau 7f ai t | 6inventairgusgegsd trav@uantefdrc FM®s sur
l ignocellulosiques pour | & ®|°% ber pocédéd provodue unn o u r r i
enrichi ssement en prot® ne qui est g®n®r al ement
comme | es enzymes et | es acides organiques. La

particuliérement attractiviersque le co(it des matiéres premiéres est faible

Les tourteaux doéol ®agineux repr®sentent seul
nutriments pour le développement de mdaganismes par FMS. La production industrielle
déenzymes montre dobailleurs des r®sultats pr ome
desAspergillus RhizopusPenicillium, Trichodermat Mucor. Les tourteaux sont également utilisés
pour la praluction de champignons comestibl&efirotug, de métabolites secondaires comme les
antibiotiques et bi opesticides et déautres comg
antioxydants®. 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

lesétles cit®es jusqubd”™ pr®sent dans |l a I|litt®ratul
sont rel ati vement l'i mit ®es aux champignons fil
hydrolytiqgqgue pour l a product i oeh dedndrabnemspsmauses e t I

montrent une réduction la teneur en facteurs antinutritionnels comme les glucosinolates et leurs
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d®ri ve®s, | es t anft wsebasse de la quarititd de filpds g égalemere été mise
en évidence par plusieurs auteurs grace aux activités enzymatiquelsadgsigoons filamenteux
(endoglucanases, xylanases, protéases et les phytabe® étude a également été menée avec des
champignons supérieursirametes versicoloret Pleurotus ostreatys qui sont particulierement

efficaces pour la dégradation des cos#mphénoliques et la production de lacciges

Tableau 7. Mi croorgani smes employ®s en FMS sur r®sidus ag
animaux enrichis en protéin&t*

Microorganismes utilisés
Substrat

Champignons filamenteux et supérieurs Bactéries et levures

) i Rhizopus oryzae et spgpAspergillus niger et spp. Lactobacillus spp.
Manioc (épluchure, bagasse,

) Cephalosporium eichhornigePleurotus spp. Lentinus Brevibacterium divaricatum
tubercule et amidon)

spp. Geotricuniragrans Saccharomyces cerevisae

Café

. Pleurotus spp Streptomyces spp. et cyanel
(pulpe, coque et autres résidu

Coprinus fimetarius Phanerochaete chrysosporium

Blé (son, paille), moutarde . ] ) Bactéries cellulolytiges
) ] ) Pleurotus ostreatus et eryngii ; Phlebia radiata
(paille), haricot(paille), ) ) ) Streptomyces cyaneus
o Neurospora sitophila Trametes versicolor et spp. -
jacinthe d'eau Rhodotorula gracilis

Ganoderma spp.Trichoderma spp; Lentinus edodes

Pomme, ananas et raisin (mar ~ Rhizopus oligosporusPleurotus ostreatus et spp.

. o ) ] ) Candidautilis
pulpe et autres résidus), Penicillium funiculosum Myrothecium verrucarig
. . Saccharomyces spp.
caroube (gousse) Aspergillus niger
Riz (son, paille et autres  Aspergillus niger et oryzae ; Trichoderma viride et ree Candida utilis
résidus) ; Pleurotus sajofcaju et ostreatus ; Rhizopus spp. Saccharomyces cerevisiae
Canne a sucre (bagasse et Trichoderma reesei et viride ; Aspergillus niger
autres résidus) Pleurotus spp.
Bois (sciure et autres résidus Pleurotus spp. -
Pulpe de betterave Trichoderma reesei, aureoviride et spp. -

Sclerotium rolfsii,; Trichoderma harzianum,
Tourteau de palme ) ] o ) ] -
longiobrachiatum et koninggiAspergillus niger

4.2. Enrichissement en protéines et amélioration de la digestibilité

Dans 1l a Ilitt®rature uniguement quel ques ®t u
protéine du tourteau de colZBapleau 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 tatquat ® ddéazote prot ®

relation N x 6,25. Les auteurs affirment que la perte de masse séche, liée a la dégradation des sucres
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fermentescibles est |l a raison possible de. | daugn
Le profil en acide aminé varie également suite au procédé FMS avec notamment une conversion des
protéines du tourteau en acides aminés liBréS Les niveaux des différents acides aminiés

tourteau fermenté sont néanmoins dépendants du métabolisme de la souche cotisidérée

Différentes études rapportent également que la digestibilité des protéines est améliorée dans le
cassdune fermentation <car el l e est |l i ®e aux d®g!
doexempl e, un ®cart de 23% (digestibilit® enzym:
pour une culture de trois jours avecAspergillus niger. La méthodologie employée pour la mesure
in vitro de la qualité des protéines dans un aliment est trés diversifiée. Une des approches la plus
couramment utilisée est le traitement enzymatique avec des enzymes digestives telles que la pepsine,

la trypsine etlapancr ®atine qui agissent dans des condit
digestif de I 6ani mal (t é%MplLasokbilitédes protginds du myrteali e s d
decola peut ®gal ement °tre d®ter mi n®e dans | 6hydro

corrélée a la digestibilité des acides aminés chez le poulet et donne une indication sur la qualité du
tourteau qui est fortement influencée par les traitemér@smiques appliqués lors du procédé de
trituration des graines de col2&***?. La capacité de certaines souches & produire de nombreuses

enzymes hydrolytiques permet dbéobtenir une conve

en biomasse. Cbest T reseidcoanst pladra uggxmemplag i de r el at
prot® nes dans | e tourteau de colza ed®chiagde 23 %
d®pourvue dbéactivit® cellulase affiche une tenelt
culture . Les phytases microbiennes capables de d®g
phosphore qui devient ainsi f sponible pour °tre

Léajout do®l ®ment s nutritifs per met g®n®r al
déam®l i orer | a production de biomasse en ®quil.
étude réalisée avec la soucheniger, la croissance de la souchst ®nsidérablement ralentie sur
tourteau de colza seul car | e ratio C/N ndest s
Léajout dbébune source de carbone et dobéazote suppl
bénéfique non seulement rpeapport aux nutriments apportés, mais également pour améliorer la
granulomeétrie du substrat solide car le tourteau de colza a tendance a former des agglomérats une fois
humidifié”. Celuici conti ent g®n®ralement 5 dbdoet%i ®oazat a
Aussi, par rapport a la valeur donnée en protéine brute totale, le tourteau de colza contient une fraction
déenviron 14% dbéazote non perdisgoiblepouela apnvérsiopenut ®v
protéines microbiennéé®*. Les suppl ®mentations en source doa
organique (urée, extrait de malt, peptones, etc.) etadleone par exemple sous forme de sucre

optimisent les performances des microorganismes car ils fournissent des nutriments plus facilement
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m®t abol i sabl es. La stimulation de |l a croi ssance

rendement pour laégjradation des facteurs antinutritionnels et la concentration en préféine

Léefficacit® de certaines cocultures sur tou
des champignons filamenteux du geAspergillus Geotrichumet Lichthdmia, des levures du genre
Candidaainsi que des bactéries du geheetobacilus La synergie des r®acti ol
consommation des nutriments sont " |l 6origine di
rapport aux monocultures étudée dans | es m° mes conditions. Les
enzymatique des champignons sont efficacement métabolisés par les levures ou les bactéries qui se
développent ainsi en méme temps. Les cocultures sont néanmoins difficiles a mettre enrplaoa en

du risque d-éspaedi™bition inter
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Tableau 8 Bilan des études réalisées en FMS sur tourteau de colza démontrant un enrichissement en pr:

Protéines totales par rapport au poids sec

L . o Conditions de ) ) Produit )
Référence Souche Substrat Equipement utilisé Produit non  Incubation Augmentation
culture ) ) fermenté
fermenté (%) ()] / contréle (%)
(%)
R . 25°C, matiere 2 33,3 23
5 ) ) Tourteau de colza Boite de Pétri . ]
Rhizopus oligosporus . o seche environ 27,1 5 36,3 34
autoclavé 15 min a 121°C (9 cm)
30% 8 39,9 47
. . ) Tourteau de colza 70% avec sonde b Fiole Erlenmeyer 30°C, matiére 2 38,1 20
Aspergillus niger i o . 31,8
30% autoclavé 20 min a 121°C (250 mL) séche 40% 3 39,2 23
Trichoderma reesei 44,4 23
_ 30°C, matiére
Fusarium venenatum ) 40,2 11
146 _ i Tourteau de colza Fiole Erlenmeyer seche 50%, pH
Mucor circinelloides ) L ) 36,1 7 40,7 13
_ autoclavé 20 min a 121°C (500 mL) optimum pour
Aureobasidium pullulan 41 14
chaque souche
Pichia kudriavzevii 39,7 10
Lichtheimia + ] o ) N 2 46.2 22
137 ] Tourteau de colza autoclavé 15 min ¢ Fiole Erlenmeyer 30°C, matiére '
Aspergillus terreus + 115°C + 2% (NH),SO, et 1% gl (150 mL) eche 40% 38
i o °C + 2% 2SO, et 1% glucose m séche 0
Candida tricalis 4 48,4 27
141 ] ] Tourteau de colza préhydrolysé et Fiole Erlenmeyer 24°C, matiére
Aspergillus niger i L . 48,1 3 55,8 16
autoclavé 15 min a 121°C (250 mL) séche 35%
) 30°C, matiére
150 ) ] Tourteau de colza Fiole Erlenmeyer . ]
Aspergillus ficuum i o séche environ ND 2 ND 25
autoclavé 45 min a 121°C (500 mL)
30%
148 ] ] Tourteau de colza + urée, glucose et
Aspergillus niger ND 25°C,pH6 37,2 1 43,5 17

solution minérale
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151

Bacillus subtilis

Tourteau de colza

ND

30°C, matiére

séche environ

36,1 2 40,6 13
30%
144 Aspergillus niger Tourteau de colza ND ND 30,99 ND 35,81 16
Lactobacillus
33,8 7 35,2 4
fermentum+
67 Enterococcus faecium  Tourteau de colza 75% + de son de bl Sac multicouche (25  30°C, matiére
Saccharomyces 24% + sucre 1% ka) seche 60%
. 33,8 12 36,1 7
cerevisaer
Bacillus subtilis
i R R . 32°C, matiére
a3 ) ) Tourteau de colza autoclavé 30 min ¢ Boite de Pétri . ]
Rhizopus oligosporus seche environ 37,8 1,7 41,1 9
110°C (19 cm)
40%, pH 5
152 ) ) Tourteau de colza autoclavé 45 min ¢ Fiole Erlenmeyer
Aspergillus carbonarius 121°C 30°C ND 2 ND 25

(500 mL)

ND : Pas de données disponibles
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4. 3. Effets b®n®fiqgues chez | dani mal

A I 6heure actuell e, |l es ®tudes publi ®es sont
tourteau de <colza ferment® chez | 6ani mal . La p
microorganismes probiotiques et des levures dont les effetsfpesitic hez | 6ani mal soni

Chianget 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 do&ti® |seiumisl ai res ~ <cell es obt e bhaotebacilsavdec du t
plus une action probiotiqgue bénéfique sur la structure intestinale des animaux et peut avoir des effets

positifs contre la colonisation par des pathogénes corBaieonella ®"*%3,

Léaugmentati ol
ni veaux dodéant i cor mimnauxda égaleménk étésnise anmévidbrcs suggérant la
présence de peptides bioactifs qui ont la capacité de stimuler le systéme immtifitailees essais
chez le porcs montrent que le tourteau fermenté Avaetigerc ont i ent plus doé®nerg
métabolisable que le tourteau non ferméfité

Plusieurs auteurs s 31 t focali s®s sur l utilisation du
utilisation chez les porcelets qui sont particulierement sensibles a la présence de facteurs
antinutritionnels dans les régimes a base de soja. Les microorganismes utilisés sonlieasentie
des bactéries du genBacillus et Lactobacilluset des moisissures du gerikepergillus oryzaeles
effets b®nN®fi ques de ces ®tudes sont multiples
nutriments avec notamment une diminutides protéines allergénes et des diarri&esnais aussi
une amélioration de la microflof&”. Les performances de croissance obtenues sont significatives par

rapport aux produits non ferment®®s ou °~ dbéautres

IV. Le potentiel immunomodulateur des polysaccharides fongiques

1. Lgtusanel

La volonté de pouvoir manipuler le sys@m i mmuni t ai re afin déobteni
sur |l a sant® humaine et animale a conduit ~ | a
dont |l es pol ysacchar 4gldcangs. Ceegroupe mes givarsifié,i constitug der | e:
polyméres de glucose, suscite un intérét considérable par la communauté scientifigue ces derniéres

années.
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1.1. Définition et caractéristiques des immunomodulateurs

Les compos®s qui sont capables dointeragir &
i nhi bant des r®ponses sp®cifiques ~ | 6htte sont
compos® d®pend doéun certain nemddeacde ohaptreoepnr e,
son mode dbéadministration. Par mi l es nombreux coc
largement reconnus comme des molécules ayant un fort potentiel immunomodtilateur

Les polysaccharides dbéorigine naturelle gagn
biomédicale en raisode leur large spectre de propriétés thérapeutiques et leur faible toxicité. Les
champignons sont depuis longtemps étudiés pour leurs effets pharmacologiques et particulierement les
levures ainsi que leBasidiomycétegui regroupent la majorité des chagnmons médicinaux. Ces
derniers ont été traditionnellement cultivés depuis plus de 1000 ans principalement en Asie et sont
toujours commercialis®s de nos jours 7 des fins
obtenus suite a leur consommati&st associée principalement aux polysaccharides présents dans leur
paroi cellulaire. Les immunomodulateurs fongiques ont été identifiés comme étant essentiellement des

b-glucanes associés a la chitine, aux manannes et a des prbtéineks -gliscans bénéficient de nos

jours du statut GRAS d®livr® par la FDA pour u
| 6hemnet |'anCesal polysaccharides sont ®gal ement
| Gutilisation doéantibiotiqgue eolailla La stmeulatiomdes on an

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

réduire les pathogénes nuisibles du systéme digestif

1.2. Sources, propri ®tgiysangshysi ques et <chimiques

Les b-glucanes sont des composants structurels des parois cellulaires prhsenptusieurs
organismes vivants eucaryotes et procaryotes y compris les bactéries, champignons, levures, algues et
pl antes. L a-glscaneswarie suivant led sasirced et reflete les différences observées au
ni veau de | eur -dlucamestcansitnamtauhe desRformet despolysaccharide la plus
abondante dans les parois des bactéries et des champiginns ) **°. Ces macromolécules sont
liées a la chitine, une fibre cristalline composée de résidusale ®t y| gl ucosami ne. L O e
matrice est également composé de mannanes, des polyméres linéaires de mannose, associées a des
proténes qui forment ainsi des complexes de glycoprotéitfes L @lacanbs sont composés de
polyméres de glucose liés les uns aux autres paranesion gl ycosi di que | in®ai |
présenter des ramifications trés diversifiées. Gaudérivent de la chaine principale, et sont de type
b(1Y6) pour | es champignons.

En sol uti on -glacgnes forment desl sewsturds complexes eitehgsimple,

doubl e et triple) et en ressort multiple -et al ®¢
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glucanes de levure présentent des ramifications plus longues que ceux des champignons, quant aux
bactéries la structure reste linéaierc el | e es't uni quement constitu®e
glucopyranosyl e. Léactivit® immunomodul atrice ec
Un haut degré de complexité structurale peut étre associé a des effets immunomodulateurs et
articancéreux plus fort$®*®. La solubilité dépend également du degré de polymérisation et de la
structure physique des rghuta®es udolebkes ontg @es fedf a | e me n
pharmacologiques plus puissants que les insolubles sachant que ceux qui sont administrés oralement
sont par la suite dégradés en oligomeéres plus petits aprés ingestion favorisant leur dissémination dans

| 6orgdni ¢me diff®rences ent rasune miuense éviterite®uariles ai r e
propri ® ®s m®di cinal es. En eff et -glucames pommele mol ®
schizophyllane (1000" kDa) ou le lentinane (488 00 kDa) néa aucune incider
pharmacologique. De mémewpo doautres polysacchari deasnellasol ®s
fuciformisdont la masse peut varier entre 53 et 1000'®ba

Glycoprotein
Mannoprotein

B-Glucan

Chitin
Mannoprotein 5 1 H
Plasma membrane IRDHEHHI A CH,OH 1
6 D-GLUCOSE
T
O
(@]
¥
o
e T
1,6 BRANCH
OH (o) OH
CH,OH 6 CH,OH
HO HO HO 2
_0o o o -
OH OH p1 3 OH
$1,3 GLUCAN

Figure8. Structure mol ®glucdnafongigue®l 1 Y3) (1Y6)
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2. M®c ani

sme

ddbaction sur | e s

2.1. Modele mammiféere

Une t

déapr sindwsf tect 5®s

r

~s

chez | 6ani

Chapitre |

yst me i mmunitaire

f ai-glucane (g 0.29%) passe @n réhkité dans le sang apres ingestion

ma | Mal gr ® cette

sur le systeme immunitaire ont été démontrés en étudiatponse humorale et cellulaire. Aprés

i ngest i-gucanes domt saptds par les macrophageke récepteur Dectid le long du tractus

digestif. Ces derniers vont les fragmenter et les transporter vers la rate, les ganglions lymphatiques et

la noelle osseuse. Les macrophages vont ainsi induire une cascade de signalisation entrainant

|l 6acti vat

savoir

adaptative

on dbéautres <cellul es

et

B-glucan

4
4
Dectin-1

Scave
LacCer nger

L\

syk iC3 MIP2 PI3K
TRAF-6 PKC Akt

Y
card9 MAPK
w\
NF-xB

i nn ® eglucgnes (Figuretd). d o n ¢

telles que | es |

°tre mo

Figure 12, Acti vati on
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La réponse innée, présente des la naissance, ativaglent non spécifique et répond a
pl usieurs ant i glucane biendamnus telscqaerle zgnmoseBe€ifevisiag grifolane
(G. frondosa et lentinane l{. edode} . Ces polysaccharides sont capa
phagocytes pour | 6®l i mination de pathog nes par
pro-inflammatoires. Les récepteurs cellulaires, comme le récepteur Blectoonnaissented motifs
pat hog®ni ques appel ®es PAMPgsl uccoammnees | feo nLgPi Sq ubeasc,t ®er
l a surface des <cellules responsables de | 6i mmul
cellules dendritiques et monocytes. Une fois actéctinl déclenche en collaboration avec des
rcepteurs de type toll (TLR) wune cascade d'act
été entiérement établie mais qui conduit a I'activation du facteur de transcriptidh KE dernier est
une plaque tournante intracellulaire responsable de la sécrétion des cytokines inflammatoires comme
les interleukines 1t2, IL-10, IL-1 b, -12lainsi que le facteur de nécrose tumorale (TNF
aboutissant a la régulation de la réponse immunitaire adaptatn@d aut r es r ®cept eur s
reconnai s s-glucanes omt eégalement été mis en évidence comme le récepteur
lactosylcéramide (LacCer) propre aux neutrophiles et aux cellules endothéliales, le récepteur
scavenger présent a la surface des ptwtgs et enfin celui impliqué dans la voie alterne du
complément (CR3) présent a la surface des cellules tueuses ou NK (natural killer), neutrophiles, et
lymphocytes. La spécificité des cellules NK est notamment leur capacité a lyser des cellules malades
sans n®cessit® dobébune activation pr ®al abl e noéy
macrophages sont ®gal ement capables de reconnai-tt

fongiques comme les mannanisle récepteur mannose et ézepteur TLR 4%

Le syst me ad anplifien tairdponse ele maniere spécifique a un antigéne

représenté par un agent infectieux ou inconnu du systéme immunitaire. Il fait intervenir les

l ymphocytes B producteurs dbébanticorps et |l es | yr
cytok nes et poss®dant une act-glucaneés@ongiqyes vatieoskivant u e . L
l eur structure et donc | 6affi %Y Gracale présdneesie r ®c e |

lymphocytes B a mémoire, la réponse adaptative est caractérisée par une réponse efficace et rapide

suite & un contact répétitif avec un méme antig&he

En plus de ces act i vi-glwanesifongigues exercedt dd naultiples ¢ e s
effets sur les cellules cancéreuses (régression de tumeurs) et peuvent donc étre utilisés pour la
prévention de cancers mais aussi pour le traitement de plusieurs pathologies comme
| 6hyperchol est ®r ol ®mi e et l e dinmedet andfongigpesont act i v

également été mises en évideffée
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2.2. Modele aviaire

Bien que le systéme immunitaire aviaire partage des similitudes avec le modele mammifeére,

des différences subsistent concernant les génes, molécules, cellules et organes impliqués ainsi que

cet ains m®cani smes fonctionnels. Par exemple | 0®
| 6h®t ®r ophil e chez |l es o0oiseaux et | es nodul es |
gui produit | es | ymphocyt éesxomie lesbm@ammiféresrdé haiéeres n n ® e

physiques (plumes et peau) et chimiques (suc gastrique), et des cellules immunitaires qui sont les
monocytes, macrophages, h®t ®rophiles, thviombocyt
les PAMPs. Les hétophiles du sang détruisent les bactéries et relarguent par dégranulation des
prot ®i nes s p ®défehsingsugai ont poar réteyde ®rmdy des pores a la surface des
pathog nes et dobéattirer par c¢hi milesmacophagesn@s dod au't
peptides de petits poids moléculaires sont également présents chez les mammiféres et exercent une
activit® antimicrobienne dans un spectre dobdacti:
réponse a médiation cellulairepnt également produites par une grande variété de type cellulaire et
permettent ainsi la régulation de la réponse immunitaire comme pour les mamniféres
Léinterllebukdguie adappartient -1 ¢e8at sdpaerfbheut e udes:s
interleukines pranflammatoire décrite chez la volaille et qui entraumge réponse inflammatoire

similaire au modéle mammifeté,

23Li mites actuell es galacane®t udes concernant | es b

La plupart des travaux réalisés dans le cadre de recherches portant sur les microorganismes
ri chegl emarbes sont bas®s sur des extraits dont |
standa d ndest dobéaill eurs disponible avec une struc
des chercheurs utilisent généralement des produits plus ou moins purifiés comme le zymosane qui est
un m®l ange de c¢ o mp o s-gutdnes,dnemnes glyecdprotéines et ahitosanes). ( b
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 impligés notamment les liaisons avec les récepteurs et les voies de signalisation
induiteglpaankessnbBont pas encore ®t ® clairement

Des études supplémentair@s vitro et in vivo, sont nécessaires pour comprendre ces
mécanismes et produitke sgludanes 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 atteitdscade par exemple.
Pl usieurs essais cliniques, déores et d®j " effe

mais ces données restent insuffisantes et controveéf&ées
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3. Ef f et phar ngucaonek fongigugsueemicdoerganidmes impliqués

3. 1. Production et domaine doéapplication

Depuis des décennies, les champignons suscitent un grand intérét en raison de leur valeur
médicinale. Les espéces les plus populaires et cultivés de nos jouGasoaterma luciduniReishi),
Lentinus edode§Shiitake) etGrifola frondosa(Maitake). Les cmposés issus de ces souches sont
b®&n ®f i ques pour | e traitement et | a pr®ventio
doéi mmunod®ficience ou en combinaison avec une th
La culture des champi gn omestlpnguer(un Voieoplusiesirs t i o n
mois) avec des difficult®s ~ contr*ler | a qual.
culture de mycélium en milieu liquide. Celle permet de récolter du mycélium pur avec les
substances bioactivesn quelques jours®. Le proc®d® est d®j ~ mi se e
c hampi g n oAgaricus rdsilensigGrifdla frondosaet Phellinus linteusToutefois, le manque
de connaissance sur ce mode deculturé apgpu® ~ ces organi smes pose de
biologiques et physiologique¥”*® La production industei| | e -glut@ne dst plus largement
répandue a partir de la levure de boulangerie dont les effets bénéfiques ont été démontrés chez de

nombreuses espéces animafes

3. 2. Co glueame des souchds fongigues

La quanti fi cat iglacane tbrgigue aesta diffitie & standanmliseben raison de
leur grande diversité. Les méthodes de ditectapide employées ne sont pas parfaites et sont
essentiellement basées sur des techniques enzymatiques (kit Megazyme), -enaymatiques
(ELISA), de fluorimétries (bleu d'aniline), et colorimétriques (rouge cottgo)

Le cont egluaane eles chlmpignons comestibles et médicinaux est extrémement
variable avec des valeurs allantdé8 6 0 g pour 100 g de produit sec
zone de prélévement a savoir le carpophore ou le'ffigfle composé est rarement analysé dans le cas
des champignons filamenteux qui contiennent pourtant des quantités hon mgg a b-glecane.d e b
Kyanko et al , sont en outre | es seuls cheglucaheeder s -~ |
guelques souches comprenant les geReecilomyces Fusarium Mucor, Absidia Rhizopus
Trichoderma Aspergilluset Penicilliuma partir de mycélium provenant de cultures en milieu liquide.

Parmi ces souchePaecilomycest Penicillium présentent des niveaux particulierement élevés avec
respect i ve me nglucabelpour 100 d dé prgduitcsec cebqui est supérieur pamtajpp
valeurs rapportées pour certains Basidiomyc&e®Quant a la levurS. cerevisiate | a t eneur e

glucane est élevée et se situe aux alentoud® de pour 100 g de produit sE&
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3.3. Réponses du systéme 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 obselvéesa i d e
dodessai sinwwbdtim witroucllez les mammiféres résultent cependant de ces cascades de

signalisatiort ">

Les cellules utilisées sont majoritairement les neutrophiles, macrophagessytes, cellules
NK et les cellules dendritiques qui peuvent étre mises en ciituito. Léavant amgvvo des es
chez l a souris est de pouvoir ®t udi er la r®pol
| 6ensembl e des Idadéyeleppementdelcerthirs iongames cildels comme la rate par
exemple. Des stimulations (LPS, substances cancérigénes, organismes pathogénes) ou des modéles
particuliers (irradiation, animaux immunodéficients, modéles de cancer) peuvent étre appligtués ava
l a mise en contact avec | e produit test® afin
pathologie ou de déficience du systeme immunitaire. Les réponses observées sont soit de type
cellulaire comme la phagocytose, la prolifération, la difféagion, 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'oxygeéne, et immunoglobdfit®¥s”® Il est également
i mportant de prendre en consi d®rdd i ddadmi niyspter adtc
tableau 9résume les travaux les plus pertinents publiés dans la littérature démontrant une activation
du systéme immunitaire.

Déapr s la litt®rature, en plus de ces effet
fongique &ercent des actions prébiotiques. Le pleuranePl@eirotus ostreatugt le lentinane de
Lentinus edodes o n't des effets positifs sur | 6intestin
i nhibant | a f or malucanesmodifierdégalaenieat la floeesntestihake gn fdvorisant
le métabolisme et la prolifération de microorganismes bénéfiques comme les bifidobactéries et les

bactéries lactiques®,
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Tableau9 Effets pharmacol ogiques d%@%"™%8El ysaccharide

Micro - . Effet sur le systéme immunitaire et les cellules
. Ty p extraitdoagique .
organisme cancéreuses
Macrophage § act i vi-2 ®&-1@ k12 u
Extrait br udlucaoeoemp TNF-U, -6letlL-1 b
mannane associés a des protéines LymphocyteThhk  §y acti vit® cell
(Zymosane) Activation du complément
Saccharomyces Réduction des tumeurs
cerevisiae Macrophage, neutrophil e
cellulaire
b-glucanes Spl ®nocyYte : ¢ 1L
Lymphocytes T : ¢y-0actiyv
Réduction des tumeurs
Macrophable : § 1L
Fracti on s-glcandfdroteinede Cel | ul es NK : ¢ @¢t b FiNt
7/3 du carpophore Lymphocyte T et Th : §
Réduction des tumeurs
b-glucane lié & des protéines, extrait du Cellules souches h®mato
9 P ' prolifération et différentiation en macrophage et
) carpophore
Grifola granulocyte
frondosa b-glucane extrait du mycélium Activation du complément
Grifolane Macr ophalle-6,TNBU | L
Macrophage : § activit®
Biomasse en poudre Réduction des tumeurs
Différenciation des lymphocytes et activité cytotoxiq
Cellule souche h®matopo
. - macrophage et granulocyte-1Lb ,-6 | L
Lentinus Extrait soluble du mycelium Z TNFchez | a souris irr
lepideus Macr ophaglé, -1161y-10TIINIR, IL-18
Hétéroalveane Cellule souche h®matopo
gly différenciation en granulocyte, L b ,-6 | L
Macrophage §y prol i f ®r ati on
Lymphocyte T, Th et R,
Lentinane IL-1 b
Activation du complément
Lentinus Reéduction des tumeurs
edodes y Splénocyte ¢ prol i f®ration
b-glucane Réduction des tumeurs
Glucomannane et Mannogalactoglucane Réduction des tumeurs
Biomasse en poudre M,acr_ophage et lymphocyt
Réduction des tumeurs
Macrophaglé : § TNF
. . Cellule NK : ¢ activit®
g Extrait soluble du mycélium et carpophort Lymphocyte T § @cellulaire i t
garicus . X
blazei Réduction des tumegrs
Extrait éthanolique Macrophag, -8/INg TNF
Particules du carpophore et mycélium  Activation du complément
Macrophabfe, -0NBIIL
. Cellule dendritique § pr ol i f ®r at i
Polysaccharides du carpophore Lymphocyte B et T : § p
Ganoderma Réduction des tumeurs
lucidum Extrait alcalin du mycélium et triterpenoide Activation du complément
. Lymphocyte B : § prolif
Protéoglycane différentiation et production désmunoglobulines
Morchella Galactomannanes du carpophore Macrophage : § activit®
esculenta

50



Chapitre |

Macrophage -2,IFNpo ,NA&INFZy |ar
des macrophages et lymphocytes chez des souris

Phellinus Polysaccharides traitees au LPS

] Cellule dendritique : §
linteus prolifération de lymphocyte T
Lymphocyte B : § activa
Extrait soluble et éthanolique du carpophc LymphocytesT § pr ol i-f er at i on
%?L?Xg:gs Extrait méthanolique du carpophore  Ma cr o p h atpeTNEU, MO | L
Sparassis Cellule souche h®matopo
Pa b-glucanes monocytes, et cellules NK chez des souris
crispa - A
leucopénique (déficitaires en globules blancs)
. . CelluleNK: § activit® cell ul
Polysaccharlcﬁscgﬁis]dpmtelnes du Cellule dendritique : ¢
Trametes Y Réduction des tumeurs
versicolor Prolif®ration et diff®r
b-glucane immunoglobulines
Réduction des tumeurs
Macrophage : § activit®
Pleurotus Biomasse epoudre Prolifération et différenciation des lymphocytes
ostreatus Réduction des tumeurs
Glucogalactane Lymphocytes prolifération
Flammulma Mannofucogalagtgne et protéine du Lymphocyte T hdiférencigtiona c t i
velutipes mycélium

¥ - Augmentation par rapport au contrdle: Biminution par rapport au contréle

3.4.Etudes menées chez la volaille

Lerbledebgl ucanes en tant quodéi mmunomodul ateur ch

d®&montr® et publi ®. Cependant, gr©ce ~ |l a volont
déantibiotiqgue chez |l a volaille, | e®smentecherches
intensi fi®es. Comme pour -gleanesmaimeniéfidenceeusre | 6 expos
augmentation de | 6activit® et de | a prolif®ratio
animaux auxquels ces polysaccharides ont été apportésreht qu éaddi ti f al i ment ai
humoral es et cellulaires am®lior®es avec uhe aug
macrophages, une production doéinterleukine et dboé
organes lympoides comme la Bourse de Fabricius, le thymus et |§rdtesesai s avec | duti l

de microorganismes pathogénes ont également démontré une efficacité concernant la prévention de la
colonisation de ces microorganismes conSaémonella enteritidishezles adultes™ et

particulierement chez les jeunes oiseaux qui sont les plus vulnérdblss résultats prometteurs ont
également été obtenus concernant des infesparEscherichia col*° et la colonisation du tube

digestif par des parasites du geBimeriaresponsable de la coccidiosg

En pl us déam®Il i orer | e s -gldcanesc améliorans audssimesu ni t a
performances de croi ssance, | 6efficacit® a doai l
virginiamycine chez le pouléf> Une ®t ude por t a4glucane dérivé denalevy@ or t d e

cerevisiaea démontré une résistance accrue des poulets en maintenant des nivean @gtadénes
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(IL-1, IL-2, IFNo, TMNF et i mmunog! ob¥l La dose perniettagt @e dérhontrierg A )
|l 6efficacit® dere sepo ley gtadesc lnapureté edus progud et le stade de
d®vel oppement des ani maux?a0&kl®e® cheg Ie podlet delchaor d r e

déapr s | es donn®es diCespéudes sdntediflenttrat manpatatdes éti t t ®r
| 6efficacit® du traitement sui vantatehearerdporeipe ad mi n
actif dans | 6al i ment est souvent i nconnue, VoOli
communi qu®e . L e dnistfatio® gt Uaediversités desdsgherdasy expérimentaux ou des

parametres mesurés expliqguent également les discordances observés concernant les effets bénéfiques

constatés chez les animatix

4. Production de polysaccharides fongiques par fermentation en milieu solide

Tr s peu dé6®tudes ont ®t ® publi ®es ~ ce jour
utilisant le procédé de fermentation en milgalide. Certaines especes de champignons supérieurs
commeF. velutipes'™, H. erinaceum®, G. lucidum'®'® Trametes robiniophild®’ et G. frondosa
18 ont été cultivées avec succeés sur divers agrorésidus pour la production de biomasse riche en
polysaccharides fongiques. Les effets b®n®f i que
macrophages, PBMC ethez des souris atteintes de tumeurs. Concernant les champignons
filamenteux, les données disponibles dans la littérature sont quasi inexistantes et sont essentiellement
Il i mi t ®es "’ l a production déoexopol ysaccbamer i des
doéesp ce Slecbtiumete nk @ p Aurebbadidaim pullukrd®. Quelques auteurs ont
utilisé la FMS pour la production de chitosane dans des conditions optimiséssgauches du genre
Absidia Gongronella Rhizopus Aspergillus Penicillium et Fusariumsur patate douce, résidus de
soja et paille de riz. Des études comparatives montrent que le rendement de production est
particuliérement intéressant par rapport &wtédé de fermentation liquid®** Le faible colt des
matigdes premiéres encourage également le développement des procédés FMS comme pour la
production de pullulane sur divers squs od ui t s p r-industriesi’nQuelqiied ahgrcheurs
ont aussi mis en évidence des effets sur le systeme immunitaire avec des extraits provenant de cultures
F MS Agpédrgillus de Monascuset deMorchella esculentanais les composés impliqués dans ces

rfponses nodont pas W™® clairement identifi ®s

La potentialité du procédé reste donc inexploitéacernant la production de molécules
bi oactives ou | 6® aboration doéali ments ferment ®s
ani mal e. Les b®n®fices sur |l a sant® humaine dou
déja été mis en @ence mais des études supplémentaires restent nécessaires pour valider leur mérite

notamment par des modéles animaux et des essais clifigues
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CHAPITRE I

CROISSANCE DES MICROORGANISMES SUR TOURTEAU DE
COLZA ET ENRICHISSEMENT EN PROTEINES
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1. Introduction

application en alimentatioranimale Tableau 1Q. Un code numérique est attribué a chaque

microorganisme afin de faciliter la lecture des données.

L6®t ude

| 6ensembl e

Tableau 1Q Liste des souches utilisées dans le cadre du projet

bi bliographique d

des

mi croorgani smes

u chapitre

potent.i

Chapitre Il

el |

) Type dg Souche Code Collection ou provenance
microorganisme
Aspergillus niger 1 PPB*
2 Agrene*
3 Agrene
. 4 Agrene
Aspergillussp. 5 Agrene
6 Agrene
7 Agrene
Aspergillus oryzae 8 UMIP 1042.72
Aspergillus sojae 9 CBS 100934
Champignons Rhizopus.oryzae 10 CBS 131512
inférieurs Rhizopus oligosporus 11 CBS 338.62
Rhizopussp. 42 PPB
Penicillium brasilianum 12 Agrene
Penicilliumsp. 13 Agrene
. . 14 PPB
Geotrichum candidum 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
Morchella hortensis 19 CBS 273.49
Morchella esculenta 20 CBS 369.68
Morchellasp. 40 PPB
Trametes versicolor 21 CBS 73785
h . 41 ATCC 12679
Cgﬁg;:gﬂfsns Plel_Jrotus 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
Streptomyces cinnamonens 30 CBS 411.63
33 Agrene
34 Agrene
Bactéries 35 Agrene
filamenteuses Streptomycesp. 36 Agrene
37 Agrene
38 Agrene
39 Agrene

*Souches isolées principalement du sol par les laboratoires PPB (Dijon) et Agrene (Breteniére)

Les

quar ante

souches

ont

®t ®

s ®I

ect

onn®es

pr ®c ®d e |

ement

déapr

développer par fermentation en milieu solide sur un substrat de type résidu agricole et de leur

ut

doaddi ti

sati

fs

on

en

al

al i ment alaboration dé divera praddts fermentésrei/oma | e

ment ai

res.

L a

capacit®
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Chapitre Il

(immunomodulateurs, peptides bioactifs, etc.) constitue également un critére de sélectionLemjeur.
travaux de recherche mené avec | e groupe Avril ®t ant orient
nutrition ani mal e, certains microorgani smes ont
des levures, commé. cerevisiaeet certaines bactéries, comme les lactiques etBlasllus,

cl assiguement utili s®es en alimentation ani mal
probiotique. En effet, l es bienfaits sur | a san
avec une large gamme de produits commercialisé&podibles sur le marché a base de

mi croorgani smes Vvivants ou d®shydrat®s et divers
paroi s cel | udglacanessesmadnaned).evur e (b

La biomasse est un paramétre fondamental pour caractériser la croissance microbienne. En
fermentation en milieu solide (FMS) |l 6esti mati o
cinétique. Cependant celtei pose probl me e nlité dea Bépaven lesd e | 6
microorganismes de la matrice solide particulierement dans le cas de microorganismes fongiques car
le mycélium est solidement ancré aux particules solides. Un certain nombre de mesures indirectes
peuvent toutefois étre employées poutinesr la croissance microbienne comme discuté dans le
chapitre |, partie lll-2 . 3. Déapr s Rai mbault, | 6®quation sti

considérée pour décrire la croissance microbienne en'fvS
"YE O TQUNOT OEREOG. 0 0 0 OQE G OIGIGEQ dio daé & BAAiQo i

La variation de chaque composant étant strictement liée aux autres lorsque tous les coefficients sont
maintenus constant®armi ces approches indirectes, la détermination de la respingtola

production de C@ainsi que la perte de masse séche sont couramment utilisées éfEMBorsque

les sources de carbone du milieu solide sont mésalesl par les microorganismes elles sont
transformées en biomasse et {ftrainant une perte de masse séche du substrat solide. La quantité

de poids sec perdue est donc corr® ®e ° |1 6®volu
que la quanté de biomasse produite par unité de gaz métabolisé est conSfante D6 apr ~ s |
littérature, la production de G@t la perte de masse séche représentent des indicateurs satisfaisants de

| 6®volution de |l a biomasse fongiqgue en FMS. P e
composats cellulaires spécifiques qui sont souvent sujets aux interférences liées a des composants
présents dans les substrats solides complexes, ces deux parameétres sont relativement simples et rapides

amesurer® Aussi, |l a mesure de | b,@st@lantagéusencarele | a |

détermine uniquement la biomasse physiologiquement dctive

Les modéles mathématiques sont des outils importants pour représenter et décrire la cinétique
de croissance des microorgani smes particuli r eme

do®chell e. Les ®gquations a susammaant®uélisée enuFMS esbld | e s |
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fonction logistique, permettent de décrire le profil de croissance expérimental des microorganismes et
déoestimer | es param tres de cin®tique | i ®s au m
composition du miliewde culture, des conditions environnementales (température, humidité et pH)
ainsi que de | 86®tat phy'sH bd comglatipneent de MmMIO@V OO UG &
pourcentage de Gt la perte de masse séche a été mise en évidence paetSahiest Larrocheet

al., avec des souches du gemriehodermaet Aspergilluscultivées respectivement en boite de Pétri et

dans un réacteur a lit fixe & aération for¢&8™. Les relations entre les mesures de la biomasse
fongique (glucosamine)es$ activités biologiques (GOO,, perte de masse, ATP, température) et les

produits de la fermentation (enzymes, métabolites secondaires) restent difficiles a établir souvent en
rai son doéun manque de pr ®ci si onrminationdes ditféreftédsi c ul t «
vari abl es. Cbest pour quoi certains mod | es mat'l
attendus, |l es mod | es empiriques simples concer
évolué ces derniéres anné¥s?’.

Lébenrichissement en prot®i nes du tourteau de
alimentation ani mal e. Léam®lioration de sa qual.
compétitif visav i s d domgptrroedau i 6's pl us ri ches en prot ®i ne
litt®rature, l a teneur en prot®i i nes dbébun produit
Une concentration en protéines du tourteau de colza a ainsi été systématiquemeét @vsérvde
fermentation par rapport au produit non fermenté La faculté des microorganismes a se développer
sur substrat lignocellulosique seestend un profil enzymatique adapté a la dégradation de ce type de
substrat, la croissance du microorganismatéiépendante de sa capacité a extraire et a utiliser les
nutriments pr®sents dans son environnement . L O e
déenzymes met en ®vidence un crit re supptf ®ment a
la digestibilité plus faible du tourteau de colza par rapport au tourteau de soja est sans doute liée a une
solubilité réduite des protéines due a un confinement de -céltzns la matrice lignocellulosique.

Les quantités de protéines plus élevéeadestfibres plus réduites pour le tourteau de soja par rapport

au colza contribuent consi d®r ablement ~ | a diff
volaille (cf. Chapitre |, partie I- 3. 1) . Les fibres ont pour ef fet
cons®quent de r®duire | dabsorption des nutri me
Léutilisation déadditifs al i me sdccharides son amyldcéss e d o
am®liore | a qualit® du tourteau en att®nuant | 0c¢

parois cellulaires végétalésLes composés nutritionnels du tourteau de colza auraient donc davantage

déinteractions plus ou moins fortes avec dobaut
entraine,bez | 6ani mal consommant |l e tourteau de col ze¢
l ors de | eur passage dans |l e tractus digestif.
réduire le contenu en fibre et de libérer davantage de protéihes par cons®quent do

digestibilité du tourteau de colza suite a 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
provoquantla réaction de Maillard & haute températhre | | sbagit dounelesr ®act i
acides aminés et les carbohydrates qui a pour conséquences la modification des protéines et la
formation de compos®s i nhi b&%la fractioa azotédaltemedt des e
indigestible représente environ 10% des protéines totales du tourteau de colza

Léobjectif majeur de ce premier chaqliuesr e est
sur tourteau de colza effectu®es en fiole Erlen
| 6®t ude Dbibliographique. La s®l ection des souche
temps les performances en matiere desraisnce pui s ddenrichi ssement en
(ou digestibles) du tourteau de colza fermenté dans des conditions non optimisées.

Les paramétres physicochimiques du tourteau de colza sont préalablement déterminés afin de
le caractériser eraht 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 € N s u ipiradon @noductichaé ® e
CO,) et de la perte de masse séche obtenus avaspergillus nigewutilisé comme organisme modéle
dans cette étude. La modélisation de la cinétique de croissance est appliquée sur les données
expérimentales comme outil permettal@ décrire la croissance des microorganismes au cours du
temps. Les modeéles offrent également une aide a la décision pour la discrimination des souches entre
elles grace a la détermination des parametres de cinétiques, a savoir le taux de croissagae spécif
l a biomasse maxi male produite. Léinfluence de | a
est également étudiée en utilisant la souksgergillus nigercultivée dans des conditions strictement
identiques. Une fois les souches sélectionnées sur le premier critere, a savoir la respiration, les
mi croorgani smes restants sont di ff®renci ®s sui v

obtenu au caws 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 soucMonascus rubegui a étéi s ol ®e doéun produit f er me
isolements ont été effectués par la PPB et la société Agrene. Les autres souches proviennent de
collections de microorganisme$ableau 10. Toutes les souches sont mises en culture a 25°C dans

destubesdegggose i ncli n®e pendant 5 " 14 jours selon |
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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 boite deoRtgnant du milieu PCA (Plate

Count Agar) pour garantir la pureté des souches. Les milieux de culture favorables a chaque souche

sont répertoriés dans tebleau 11tandis que leur composition est détailléeaanexe 1 Uniquement

les souches ayant laagacité a sporuler sont conservées sous forme de suspensions de spores en

cryotubes a80°C. La production de spores est réalisée en fiole de Roux contenant chacune 160 mL de

mi | i

ddun

eu

e sol

g®l 0s ®.

ut i

on

Apr

~s

aqueuse

une

de

troi

S

gl yc®r ol

20%

par

®leéesaen présenced 6 i n c

gr a

cellule. Apres homogénéisation, un comptage des spores est effectué au microscope en triplicata a la

cellule de Malassez. Un indicde sporulation a été attribué a chacune des souches suivant la quantité
de spores récupérée. Les champignons supérieurs ainsi gBedptomycesie produisent pas de

spores et doivent étre entretenus régulierement.

Tableau 11: Milieux de culture utilsés et indice de sporulation des microorganismes

_ Type d? Souches Code M|,I|eu' Sporulation
microorganisme geélosé
Aspergillus et Rhizopus lal0et42 PDA ++
Rhizopus oligosporus 11 PDA +
ch . Penicillium et Geotrichum 12a15 PDA ++
ir%?ﬁé%?gns _ Monascus_ _ 16etl7 PDA +
Rhizomucor miehei 18 PDA ++
Trichoderma harzianum 28 PDA +
Trichoderma atroviride 29 PDA ++
Champignons Morchella 19, 20 et 40 MEA -
supérieurs Autres supérieurs 21a27et4l PDYA -
Bacteries Streptomyces 30et33a39 YMA -

filamenteuses

++:

2. 1.

2. Producti on

doi

nocul

um pour |

s us p e n'spoesml*O+:Susdelsion < 5.1@pores.ml’; - : pas de spores visibles

es

essai

S

en

Les précultures sont réalisées en fiole de Roux sur milieu gélosé pour toutes les souches sauf

les Streptomycegn raison de la quantité insuffisante de biomasse produite dans ces conditions. Ces

derniéres sont cultivées dans 200 mL de milieu liquide Ykkdies fioles bafflées sous agitation a

120 rpm dans un incubateur (€H03, Infors HT). Toutes les précultures sont incubées pendant 1 a 2

semaines a 25°C ou 30°C selon la souche considérée pour obtenir un maximum de biomasse et de

spores. La récupératiatu mycélium et des spores des microorganismes fongiques cultivés en fiole de

Ro u x

est

r ®al

i s®e

par

grattage

de | a

sur face

0.1%. Pour les bactéries cultivées en milieux liquide la biomasse est simplefoepérée par

pipetage.
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2.2. Substrats solides
2.2.1. Origine des matiéres premiéres et mesures physicochimiques

Le son de blé provient du groupe Dijon céréales, le tourteau de sGjand®a vert, tandis que les
trois lots de tourteaux de colza utilispsur 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 parametre détermine daeneam gramme
gudoccupe | e substrat brut et humide dans un
le phénomene de compaction lorsque le produit est humide. La densité volumique est mesurée

par pes®e dbébun volume doteg®uéd.e substrat dans

o Le pourcentage de matiére séche et la capacité maximale de rétention en eau : Le pourcentage
de matiére séche du produit est déterminé selon la méthode A®A@ substrat solide est
d®pos® dans des <coupelles en aluminium pour
répétitions sont réalisées par échantillon. La coupelle est pesée avant et aprés séchage. Pour la

capacité maximale de rétention en eau, le substrae s t déabord total ement

| 6eau pendant une heure 7~ temp®rature ambiani
exc s avant doéappliquer |l a dessiccation 7~ 10F¢
o Le pH spontan® humide : Le pH laberatoired(B22Er mi n ®
HANNA Instruments) apres broyage a 9500 rgna s ubstrat solide dans

| 6ai de -tudam(fi25, KA)X r a

Toutes les mesures ont été effectuées en triplicata et les résultats sont exprimés en pourcentage moyen

+ écarttype.

2.2.2. Composition des lots de tourteau de colza

Les |l ots de tourteau de col za ont ®t ® anal y.
nutritionnelle dans | e cadr e deaédtedédrmnndeavenat i on a
dessiccationt2’ACl §@tsgwe "~ | D®Hui l i bre selon |l a no
grasses totales sont ®valu®es par | a m®t hode doce

de pétrole selon la norme 1ISO 22630. La celalbrute est déterminée suivant la méthode de Weende
(norme AFNOR NF V03 4 0) fai sant intervenir déabord wune

séparation du résidu par filtration, rincage et calcination a 500°C. Les protéines totales sont dosées
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selonla méthode Kjeldahl ISO 5983 utilisant la digestion en bloc, le cuivre comme catalyseur et une
distillation a la vapeur dans de I'acide borique. La matiére azotée soluble (MAS) relative a la quantité
de protéine soluble (N x 6.25) est quant a elle éealidvant la méthode Bipea en appliquant la
méthode de Kjeldahl suite & une digestion dans de la salive artifféfellees résultats sont exprimés

en pourcentage moyen par rapport a la masse séeche.

2.3. Conditions de culture

Les cultures sont réalisées en fiole Erlenmeyer a col large de 5@0umies de bouchons en
coton et contenant chacune 45 g brut de tourteau de colza:cCeluie st ddéabord pr ® h
st®rilis® 20 minutes ° 121AC - | 6autocl ave afi
refroidissement le tourteau est dju® °~ 40% de mati re s che avec d
spores pour obtenir un taux de I.Bporesjsec ou avec 5 mL ddune susp
biomasse (mycélium ou bactéries) dans le cas ou 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 per met déavoir un espace de t°te
échanges de gaz. Plusieurs fioles par souche sont prépairéesn do6ef fectuer | es dif
cin®tigue |l ors de |l a croissance des microorgani
que soit la souche, cesd i r e 25AC. 1 sbagit ddbune temp®ratu

microorgansmes sont capables de se développer.

2.4. Mesures des paramétres liés a la croissance
2.4.1. Production de CO

Des mesures régulieres du pourcentage de €00t effectuées avec un analyseur de gaz
O,/CO;(canal 120, Vigaz) mu rsimesdrdssant effeatypeeseur troisifialeé r ar o
di ff®rentes afin de sbébassurer de | a repr ®sentati
fiole est pr®l ev® °~ | 6aide dobébune aiguille trave
une fable aération passive permettant de rester en condition aérobie,,l@@ @0 s 6 accumul e

constamment " | 6i nt ®r i eur de |l a fiol e.

2.4.2. Perte de masse seche

La perte de masse séche représente la perte de masse du substrat essentiellement sous forme de
CO,et dboébautres compos®s organiques volatils c¢comme

exemple. Exprimé en pourcentage, la perte de masse séche représente la différence entre le poids sec
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mesuré au temps initial et & un certain temps au couta daelture. La mesure de ce parametre
n®cessite |l e pr® vement et | dhomog®n®i sation d
temps de cinétique. La dessiccation est réalisée selon la méthode RDAC | 6 ®t uve pendan
105°C.

0¥ 0%

0QI Q@O iTM b
U ¥

p T

Avec MS : Masse séche au temps initialOMS : Masse séche a 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
|l ots de tourteau ai aprélimnpuesde ak ahamtre suesubsteatfarneent@adin | 6 e s
de valider le calcul théorique du contenu en protéine qui prend en compte la perte de masse séche au
cours du temps. Le dosage des protéines brutes (N x 6.25) est réalisé suivant la méthodatde Kjeld
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 séche finale obtend de fermentation

0i €0

pnmooer P

0 ¢ & 0BG QNENQ EDE D

Avec Prot: Contenu initial en protéines (%) et PM®erte de masse séche a un instant t+1 (%)

La quantité de protéines solubles donne un@edi cati on sur | 6®vol ut
nutritionnelle du tourteau de colza aprés fermentation en matiére de digestibilité des protéines.
Léextraction des prot®i nes solubles est effectu!
14244 mo®dHamteil ILdn e st -tdraadds0n ghm pendang I secondedguib t r a
placé sous agitation & 500 rpm dans une solution de KOH a 0.036'f@RRb) pendant 20 minutes &
température ambiante. Aprés centrifugation pendant 10 minutes a 1250rgdgeant est prélevé et
filtré sur fibre de verre 1.2 um (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 Allmin) 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
tourteas de colz&™ Cette m®t hode permet doéobtenir rapide:
grande quantit® doé®chantil |l ons .Lanmatieeecpmtte Wighleant i |

(MAS) utilisant lasalive artificielle a également été dosée pour certains échantillons.
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2.5. Traitement des données et modélisation

Les différentes analyses statistigues des résultats ainsi que la modélisation des données
(régressions linéaires et non linéaires) ont étéeet t u®es ~ | 6aide du | ogici ¢
2017 (Addinsoft). La méthode de classification ascendante hiérarchique (CAH) est utilisée pour
former des classes dans lesquelles les données peuvent étre regroupées. Le test de Student est appliqué
pour canparer deux échantillons. Un test de Fisher est réalisé pour valider la corrélation linéaire entre

deux ®chantill ons. Les di ff® rences ont ®t ® consi

2.5.1. Etablissement du profil de croissance dans l@ésysfiole Erlenmeyer

BN

Dans | a l' itt®ratur e, | 6 a c.ceaestmobteraué iswtan a des pou
enregistrements en ligne a partir de chambres de mesure closes contenant des cultures sur boite de
Pétri 2°41981%° o des systémes utilisant des bioréacteurs a colonnes mis sous aératioR’fétcée
Léutilisation de |l a fiole Erlenmeyer dans | e cac
aucun cas donner la valeur exacte de la quantité dep@duite par le microorganisme en raison
déune di ffusi oncded®atravers te baithanrmgui we peut pasdétwencomptabilisée.

En effet, par rapport aux appareils utilisés par les différents auteurs, la fiole ne représente pas un

syst me cl os ni un r ®acteur sous a®rgstteinantnen f or ¢ e
' i gne. La pr®sence du bouchon minimise | a perte
de la culture mais |l a composition de |6d%r dans

Léa®ration passive en fiole Erlenmeyer peut tou
respiration des microorgani smes ®tant donn® quéi

croissance selon les variations du pourcentlEBy€Q au cours du temps. Les mesures sont limitées a

deux parjouaf in que | es proportions de gaz ne soit p
Lébappareil ne pr®l ve que des petites quamntit ®s
trop fréquents entrainent un biais carle,@ a pas | e temps de sbdbaccumul

taux de production de GETPC) ainsi que la quantité de €@mise sont déterminés a partir des

équations suivantes établies par Smital utilisant une chambre de mesure clto$é®:

o e ypdG  p  ad P
Y (€3 < — =< T
0 @ & £&P8 I pnn‘YS’annnu_‘Y
Avec t: temps (h} V : vol ume occup® par | es gaz dans | bespace d

4.25x 10° m) ; p: pression atmosphérique enregistré a la station météo-Dijogvic (Pa); R : constante des
gaz parfaits (8.314 J.mbK™) ; T : températuré25°C soit 298 K) MS : masse séche du substrat (g)

660G Gatg® YO 6 Yo
1 est important de noter que ces relations ne |

la perte constante de G@e a la présence du bouchon en cotamsde systéme fiole Erlenmeyer.
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Par conséquent, la production de &8t dans ce cas inéluctablement sestimée. Le profil du CO
accumulé au cours du temps peut toutefois étre établi suite a ces estimations. Ce dernier est

indispensable pour appliquer les modéles et réaliser la corrélation avec la perte de masse séche.

2.5.2. Application des modeles

La croissance microbienne esburamment caractérisée par des modéles mathématiques
simpl es. Ces mod |l es dits primaires d®crivent | :
contexte environnement al donn®. Dans ces mod |
microbienne put étre décrite par un ensemble de paramétres, a savoir la biomasse initiale (X0), la
phase de | atence (&), | a vVvit g stda bompas8se iméximgler e ma X
( Xm) . Si |l es conditions sont & @omasseantictokiennesuitl a cr

toujours le méme profiligure 10) >,

’“md’\'

Xo

Concentration en biomasse (X)

— % >

Temps (n)

Figure10. Cour be de croissance doéun mi*tt:phasedelatence meOavec s
etX=X0);2: phase dbéacc®RD®Br aphas e( @ X p ¢.H p4A ghase deldécéléfation = ¢
(&x> € ;5: Ophase stationnaire (&g = 0 et X = Xm).

Les fonctions appliquées dans les systéemes FMiSant 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 suivaiés:

'OdJr‘]éé'QéD‘)"Q'Qc‘xd'%—b e O OQ €060¢EDOEDTO
0 € QQi Qo Q — t® p — @ -
Qo0 W (A 0

Avec X : biomasse microbiennd : temps; X, : biomasse initiale X,, : biomasse maximalgu : taux ou vitesse
spécifique de croissance

64



Chapitre Il

Plusieurs auteurs ont utilisé ces deux équations pour la détermination du taux spécifique de croissance
apartir du CQ accumulé dans le systéme FMS consid&&°2°¢2°"2%Concernant la perte de masse,
uniquement le modeéle logistique a été applitifié: Ces ®quati ons ne tiennen
de la concentration en nutrimen®6 autr es ®quations secondaires pl
décrr e | 6i nfluence des facteurs environnementaux (
mod | es primaires. Des mod | es tertiaires utili:
relations entre les modéles primaires et seconddites

Bien que les différentes phases de croissputgsent étre graphiqguement représentées par la
courbe du logarithme naturel ou népérien, les paramétres de croissance sont propres a chaque phase
dans le cas du modéle exponentiel. La courbe de croissance doit donc étre séparée en plusieurs phases
avecue ®quation diff®rente pour chacune doboell e. F
vitesse sp®cifique de croissance (0) est ma X i m,
maximale de croissance {}§) déterminée par une régression linréaCe modeéle trés 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 modele exponentiel, le modéle
logistique donne une apprioxation globale de la croissance microbienne incluant toutes les phases de
l a croissance. 1 suppose qudi l néby a pas de p
gubédeusssus dbébun certain point, | a s myttiplier,gdaute den mi cr
ressources. Il représente ainsi les limites (spatiale et nutritive) de la croissangg, &i@gi que la
biomasse maximalas soci ®e ( Xm) sont obtenus ~ partir de
par les données expérim¢ al es. Cbest pourquoi cette approche

autres modeéles proposés dans la littérdflird®

3. Résultats et discussion

3.1. Caractérisation du tourteau de colza comme substratepprocédé FMS
3.1.1. Propriétés physicochimiques

Les propriétés du substrat solide affectent considérablement le procédé de fermentation en
milieu solide et peuvent compromettre | e changert
la taille des particules, la porosité, la résistance mécanigsiegai@ 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 | 6®chell e du microorgani sme ces propri ®t ®s agi

ques ur |l es transferts dbéoxyg ne, de chal eur, de
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développement®®. Par mi |l es r®sidus dbéagroindustries | e

des plus intéressants, il a donc été choisi pour le comparer au tourteau d€atwzau(19.

Tableau 12 Caractéristiques physicochimiques du tourteau de cothasn de blé

Substrat Tourteau de colza Son de blé
Condition Produit brut Produit a 40% de Produit brut Produit a 40% de
MS MS
Matiere séche (%) 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 hlé est un substrat bon marché couramment utilisé en FMS pour la production
ddenzymes et sdeecom@®tabebkit ebsn dehor s de | a pr ®
nutritionnels, principalement des polysaccharides non amyl&&s8 (%) |, d e D19%petdesl o n  (
protéines brutesX18%), ses caractéristiques physiques jouent un rdle important en*EMS
capacit® maximale de r®tention en eau est ®l ev ®ce
|l a croissance des microorgani smes fongiques qui
d®vel opper. Léeau peut \wloppeman durchampignoa filamdnteaxequit | or
dégage de la chaleur métabolique lors de sa croissance. La surface élevée de ses particules et les
liaisons faibles entre celles assurent une bonne accessibilité pour la colonisation des
microorganismes. Sa détgsune fois humide reste faible, la compaction est limitée ce qui représente
un avantage consi d®rable pour |l a dissipation de
rapport au son de blé, la granulométrie du tourteau de colza est plas finéa 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 a 40% de matiére séche grace a sa capacité de gonflement
en pr ®s elredtoartead deepauti pas étre ajusté a la capacité maximale de rétention en eau, car
dans ces conditions, | a compaction et | a visco
granulométrie trés fine et de la présence de matiére gtasspetites particugeoffrent généralement
une plus vaste surface mais peuvent facilement former des agglomérats et se compacter tandis que les
grosses particules offrent une meilleure aératfdrnUne fois humidifié le tourteau de colza devient
plusdenseparrgpor t © | a condition brute (sans addition
moins collante et donc plus favorable au procédé FMS par rapport & son état saturé en eau. Ces
analyses ont mis en exergue les problémes que pourra poser le tounteézaders du changement
do®chell e car ce ph®nom ne de compaction sera en

de couche en fermenteur. Léaddition doéun cosubst
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am®l i or er | ationtde miltewde eultueet Quandaa @BH de 5.6, ils convient parfaitement au
développement des microorganismes fongiques. Stesptomyces o0 n t capables doé®vol
gamme de pH plutét large méme si elles sont considérées comme évoluant de prderies
environnements neutres et alcalins (65 ) . Les souches isol ®es du sol

une gamme de pH plus acide (8.6.8)*".

3.1.2. Composition des différents lots et teneur en protéines totales et solubles

Les trois | ots de tourteau wutilis®s dans ce
mais différent selon leur compositiohableau 13. Le lot 1 est le plus riche en matiére grasse tandis
gue le lot 2 est le plus pauvre en protéines (totales et solubles). La solubilité des protéines étant un
indicateur de |l a qualit® nutritionnell &pldsu tour
pauvre en protéine assimilabfé**4 Ces différences peuvent également avoir un effet sur la
croissance des microorgani smes par rparpopderlda ~ | a
fraction soluble est minime et ne représente que 15 a 27% des protéines totales. La composition des
lots est globalement proche de celle indiquée par la littérétfireChapitre |, partie } 3.1). Les
données issues des ouvrages consuiés s e x pr i m®es par Trapport au pt

pourquoi les valeurs affichées ici sont Iégérement plus élevées.

Tableau 13.Composition des lots de tourteau de colza

Tourteau de colza Lot 1 Lot 2 Lot 3
Matieres grasses totales (%) 4,95 1,66 1,67
Cellulose brute (%) 14,30 14,98 12,78
Protéines totales (%) 37,40 36,07 40,88
Matiéres azotées solubles (%) 10,23 5,44 6,89

Par rapport au tourteau de soja, principal concurrent sur le marché des protéines végétales, la
guantité 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 sojafféeedce 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 |l e soja cbdbest ~ dire 3¢
Relativementaux travaux de Fernandez al, ces résultats sont similaires une fois exprimés par
rapport aux prot®i nes totales. Lé6®cart ddenviraon
de protéines solubles pour le soja et 39.27% pour le colza parrtrappe teneur respective en
protéines totale$®™. Ces écarts entre les deux tourteaux sont conséquents et reflétent en partie les

rsul tats obtenus en mati re de peoméledumpanhdee c he z
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vue des protéines est plus réduite pour le colza par rapport alsdjaurteau de colza est par
cons®quent moins bien adapt® ~° | 6alimentation d:¢
réclamant une alimentation conceetré en pr ot ®i nes. Loobjectif est

différence en utilisant le procédé de fermentation en milieu solide.

3.2. Estimation de la croissance en fiole Erlenmeyer

La |litt®rature recense un cert animdirectodalar e de
biomasse en FMS dans le but de décrire la croissance des microorganismes. Parmi ces méthodes, la
détermination de la production de €@t de la perte de masse séche semble particulierement
pertinente en raison de la rapidité et de lapticité des mesures pour une application dans le cadre
déun criblage de souche men® au stade | aboratoi:
®t ® corr® ®es entre elles ai 1% LadiaedErlenthe§e®v ol ut i
considérée comme étant un systéme a aération passive, est utilisée comme nouveau modéle pour
obtenir le profil de Igproduction de C@au cours de temps. Cette approche est tout a fait valable dans
| 6hypot h se 0 %2 , boetsrelatvemerit dasbles dpar ra@pOrt a la respiration du
microorganisme. Normalement les mesures de respiration sont effectuées de nggmisreswia un
enregistrement en ligne a partir de systemes 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
anal yses effectu®es tmanisr pwemanet o uroluda et 0 h ®t iddwe
production de C@ Afin de vérifier la fiabilité du profil obtenu, cekai est corrélé a la perte de masse
s che. Cette approche est i n®dite et peug repr G
mesure plus complexes qui sont difficiles 7~ mett

Toutes les données expérimentales sont importantes dans la mesure ou elles donnent une idée
du prof il de croissance et ddes cdnditiong domresc ltai vi t ®
mod®I|l i sati on est un out il apportant des i nf orn
parameétres de cinétique de croissance microbienne comme la vitesse spécifique maximale de
croissance (M €t la biomasse maximale iy obtenues en utilisant les modéles exponentiel et
logistique décris par Mitchekt al et appliqués au procédé FM3. Ces paramétres de cinétique

seront compar ®s et wutilis®s pour discriminer | es

3.2.1. Evolution de la production de €O

Une des approches possible pour estifaecroissance microbienne est la mesure de la
respiration par la libération de dioxyde de carbone. Les résultats présetedsaisKigure 11A)

montrent une augmentation du pourcentage de &fes ensemencement avec la southaiger
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utilisée commanmodéle dans cette étude. La série témoin avec le tourteau seul libére au maximum 1%
de CQ mais ne présente pas de contaminants suite a une vérification sur milieu gélosé non sélectif
PCA (Pl ate Ce

acides (rancissement) .

Count Agar). d ® g a xyatennchimiqueedes ° t r e

L a
niger est une phase de latence qui dure approximativement 12h lors de la germination des spores. La

gr as premi Aspaxgilysh ase ¢

moisissure commence a se dévelogpeconsommant les nutriments du tourteau de colza directement

disponibles et elle synthétise en méme temps des enzymes pour dégrader les composants plus

compl exes. La croissance sdacc® re ensuite fai
blarcs. Cette étape est suivie de la phase exponentielle qui se termine au moment du pid 8L 0
vers 48h de culture |l orsque | a souche commence

le mycélium bien visible au niveau de la surface dissabchange 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 a leur résistance aux ultravidfets

14 4 A
0,003 | B 0,14
12 -
__ 0,0030 - 0,12
10 20,0025 010 2
= 8 1 =< £
g < 10,0020 008 =
g ° £ 00015 006 2
S - — ! E]
4 t Y 0,0010 i - 004 8
= ‘ X m
2 0,0005 A | e %002 &
m i‘/K s e ©
0 . ‘ : : ; T ‘ X 0,0000 #=— T T T \ 0,00
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Temps (h) Temps (h)
—Tourteau fermenté —Tourteau non fermenté -#-TPC ——CO02 accumulé
Figure 11. Evolution du pourcentage deO, | or s de | aA. nigersiurdairdeaucde cotza :

Pourcentage de GGur tourteau fermenté et non fermer@é. Taux de production de GQTPC) et quantité
correspondante de G@ccumulé par rapport au poids sec de la culture.

Figure12 Aspect
au temps initial (TO)B : Culture a 72h.

ma c r o s ¢ A.migegsurdourttau dd calzaemnfioleé ErleneneydrCulture
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A partir de ce moment, le pourcentage de, Cute progressivement, la croissance ralentit en raison

de | 0®pui sement des nutri ments iAnnperdpedimimtob | es a
en oxXxyg ne peut ®galement °tre responsable de ce
les échanges gazeux sont en effet limités au nidkeau bouchon en coton puisq
pourcentage de GCest constatée lors de la phase de croissance exponentielle. La reproduction du

mi croorgani sme par | a sporulation est une strat«
coloniser @s milieux plus favorables a son développement. Les spores présentent des caractéristiques
remarquables de résistances (température, dessiccation, etc.) et leur nature volatile et hydrophobe
permet une dispersion de I'espéce, parfois a une grande did¢ase point d'origine.

Les différentes étapes de la cinétique de croissance sont également observées dans le cas du
taux de production de G@TPC) ainsi que la quantité de g@ccumulé au cours du tempgsgure
11B). La quantité de COproduit en fin de fermentation de 0.12 mmdleast trés faible car elle est
souse st i mPRe par rapport aux VvV abteaues respedtieeménbdansdese de

systemes FMS de stade laboratoire utilisant des colonnes sous aérationbeftatesle Pétri en

chambre closé®?® Mal gr ® | 6i mperfection de cette appr o
profil de | 6 a,cefleterhien les difféemes ghased® croissance qui ont été observées
avec la variation dpourcentagede G@ ans | 6espace de t°te des fiole

est donc suffisamment faible pour visualiser une accumulation lors de la phase exponentielle de
croissance. Cellei se termine clairement au moment du pic de 8@ i s g usseménd pograssif

lors de la phase de ralentissement indique que la production ded&4gnt trop faible et ne
sbaccumule plus dans | despace de ,augmeate enPsar con
rapprochant de | a c wialpsoéshangas comstadieavdc e dduchonamdotora n t

Le pourcentage de GOne devient cependant pas nul car le microorganisme se maintient en phase
stationnaire et conserve une faible activit® m®t
sadenst ® maxi mal e. La respiration va cependant fi

métaboliqguement active diminue.

3.2.2. Evolution de la perte de masse séche

La perte de masse ainsi que le pH sont déterminés a partir de trois fioles dquiégpatement
sacrifiées a chaque temps de cinétique pour garantir davantage de précision. Contrairement a la perte
de masse s che, |l e pH nbéest pas suivi potwr | dest
est essentiellement lié aux actdstmétaboliques. Le pH peut néanmoins étre un indicateur du stade de
d®vel oppement de l a souche et de |l a producti ol
Lodappar it -dipeutédeatuckemdnt éesmise en relation avec la production geco®e

| 6a d®mo netal @ bibréactéunases des espéces du gemmiger”*®.
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D 6 a p rfiguse 13, la pH est plutét stable en début de culture puis augmente apres 48h lors
de la phase de ralentissement de la croissance. Ce phénoméne peut étre lié a la sécrétion de protéases
qui dégradent les acidesan®s , | i b ®r arff. de ®védd mmdminacde | a pert
comparable a celle du G@ccumulé. Elle atteint un maximum @8% en fin de fermentation. En
d®but de culture aucune perte de masse nodest <co
faible et non détectable mais par la suite il se produit une accélération similaire correspondante a la
phase exponentiellde croissance entre 24 et 48h de culture. Ce parametre semble donc bien lié a la
libération du C@au cours du tempsa la consommation des sucres fermentescibles

24 -

£ 90

1]

-

4§ 16 -

b3

a 12

E

$ 8-

g

g 4

0 + T T T T T T T T T 5,0
0 12 24 36 48 60 7 84 96 108 120
Temps (h)
—+—Perte de masse séche — - pH

Figure 13. Evolution du pourcentage de perte de masse seche et du ptidors| a crfA nigessarnce doé
tourteau de colza

3.2.3. Corrélation entre le Caccumulé et la perte de masse séche

La corrélation entre la quantité de £C@oduit et la perte de masse séche a déja été mise en
évidence au stade laboratoire en FNf8% Une relation similaire sur tourteau de colza a&eaiger
a été obtenud-{gure 14) démontrant que plus de 98% de la variabilité de lI'accumulation destO
expliqué par la perte de masse séche, ce qui constitue un excellent réstitat QR86).
L6ind®pendance et | a normalit® des r®sidus ayani
une pvaleur inférieure a 0,0001. Il existe donc une relation lieésignificative entre la perte de
masse séche et I'accumulation du,@Qu r i sque U de 5 %. Cette corr ®lI a
CO, accumulé, basé sur une estimation de la quantité dep@duit, est pertinent pour prédire la
perte de masse seche danc la croissance du microorganisme. La perte de masse séche 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, deyc® de Krebs).

L®vol ution de ce dernier peut ainsi °t'e predit

71



Chapitre Il

F‘:.l

a

g
©°

E
£
w
=

E

2

Q

o

~
o
(w]

0,00 +-= | | \ \
0 4 8 12 16 20 24
Perte de masse séche (%)
+ Données ——Droite de régression
—---Intervalle de confiance a 95% — —Intervalle de prédiction a 95%

Figure 5. Corrélation entre le CQOaccumulé et la perte de masse seche. 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

| 6intervalle de pr®diction e st iorm&n effet pourncette maueellel e pou

observation il est nécessaire de prendre en compte la variabilité individuelle, ce qui augmente la variance de
| 6esti mateur et donc | a | argeur de | d6intervalle.

3.2.4. Détermination des parametres de cinétique

La production de C@et la perte de masse ont été modélisées pour estimer les paramétres de
cinétique de la croissance microbienne dans le systéme étudié. La vitesse spécifigue maximale de
croissance est déterminée en utilisant le modeéle exponentiel et logiftiquee (15 € tableau 14).

Le modele exponentiel ne permet pas de donner une prédiction de la biomasse maximale (Xm)

correspondante a la quantité maximale de, P@duit ou a la perte de masse seche maximale.

Lé6®quation consid re uni q catenéaution théorigpehna efiete pas p o n e 1

|l 6enti ret® des donn®es de | 6exp®rience car | e
croissance est | imit®e par | éenvironnement dans

tableau 14 pour le modele exponentiel ne correspond pas a une prédiction mais a la donnée

exp®ri mental e maxi mal e enregistr®e pour chacune

| 6esti mation des param tres de ci ite@®dntlagcwissancd es de

du microorganisme. En effet les coefficients de détermination, représentant la part de variabilité
expliquée par les modéles, sont élevés et proches tlesimaleurs des 4, sont équivalentes pour un

méme modele. La méthode des nabves carrés est utilisée pour ajuster le modeéle logistique en
minimisant la somme des carrés des écarts entre les valeurs observéees et les valeurs données par le
mod | e. Léanalyse des r®sidus conf i r meantlpar f i abi
les parametres du modéle que pour les observations. Les valeurs initiales sont toutefois surestimées
par le modéle logistique pour la perte de masse (0,15%) et la quantité &@Q mmol.g). Quant

aux valeurs maximales (Xm), les prédicsoiu modeéle logistique sont trés voisines des observations
expérimentales.
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Figures 15 Profils obtenus a partir du G@Q c cumul ®
exponentielle (colonne de gauche) et logistique (colonne de droite).
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de

masse

Tableau 14 Estimation des paramétres de cinétique a partir du modéle exponentiel et logistique

Variable Production de CGO, Perte de masse seche
Paramétres Hemax (73 xm ) R tmx(hD  Xm (%) R?
& (mmol.gh &
Modéle exponentiel* 0,161 0,127 0,998 0,166 23,045 0,981
Modele logistique 0,107 0,120 0,995 0,119 22,058 0,990

* Xm correspond a la valeur maximalbtenue a partir des donnéegérimentales pour le modeéle

exponentiel

Bien que les pax SOient trés proches pour les deux variables, en ce qui concerne le modele

exponentiel, le nombre de données expérimentales est insuffisant pour représentertéwde la

phase de c¢r oi s sA nigeeEn effetpilcarété rapporté ule pourdéaliser des analyses

de cinétique convenable le profil de croissance doit au moins compter dix points de données dont la
maj orit® doit °tre situ®e dans | a zoneatimhet cr oi s
de décélératiod™ |11 est ®vident que |le mod | e exponent

maniére préise la croissance des microorganismes car il ne prend en compte que trois points de

données. Ce dernier ne peut donc pas étre retenu car il nécessite des mesukesirtg Q@ des

pr ®l vement s

pour

a

perte

de

mtade daecroissanoepdu f r ® q u

microorganisme. Le suivi répété de la perte de masse seche, qui requiert le prélevement systématique
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de | 6enti ret® de Il a culture " chaque point de
souche sachamt agwes il @agpdrai tdiuo ®e de cette phase
guarante souches a étudier. La valeur dg.p 6 e s t pas |l a m°me entre | es
| 6®volution de | a biomasse ndbest pas ercenpide®s ent ®e
| 6enti ret® du profil de croissance tandis que |
phase de croissance exponentielle. Cette différence a notamment été constatée pardlales
valeurs de paxSont propres a chaque méelét aux hypothéses qui les caractérid¥&nt

A | 6aide du mod |l e | ogistiqgue eaghontabtgru@n ~ | a
Hmax du mé&me ordre de grandeur (0.14 Avec unA. oryzaecultivé & 30°Csur du tourteau de colza.
Lorsque cette méme souche est cultivée strictement dans les mémes conditions sur du.hEstle p

pratiquement doublé (0.21havec ue perte de masse maximale (Xm) associée également plus

i mportante. Cette diff®rence peut sdexpliqguer pe
le tourteau de colza entrainant une croissance plus filble Dans | e m°me cas de f
Nageletal , a t eosnt & el dda dfdfi®rient s nutriments (sources

Hmax 2. 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 | 6 humi dammeént employée sdans e étudesu o i
doopti M* atlibernr du taux doéinoculation initial a
cultivée en FMS. Concernant ces essais, le temps de latence ainsi que la quantj@rde @Gont

directement liés a la quantité de biomasse introduite dans le milieu en @éberimentation. La
guantit® de cellules a dobail |,Gomme atRenhdd, leggone r ®1 ®e
varie pas en fonction du taux doéinoculati on, e
contaminant®>. Dans | e cadrleesddsuonu cchreisb Ipaegiev ent aussi °f
performance en mati re de <croissance et doéacti
nutriments et | a sy nt*” saeproduetionmaiintle ud Eosnassk @Estnt ®r
essentielle a pndre en compte en méme temps que le taux spécifique de croissance. En effet, pour

une méme valeur dep la phase stationnaire peut étre plus ou moins rapidement atteinte suivant la
souche consi d®r ®e, donc | a qua évdeniment ghela méme.ma s s e
Le taux spécifique de croissance propre a chaque microorganisme et la biomasse maximale associée,
sont des paramétres importants de cinétique de croissance qui peuvent étre utilisés comme critére de
s®l ecti on danklagd de soochedpowr lesdddférenciec dams des conditions de culture

identiques.

3.2.5. Relation entre la perte de masse séche et la concentration en protéine totale

Pl usieurs ®tudes se sont focal i s ®eprodsisr | den

déagriculture par FMS pour wune application en al
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été rapporté une amélioration de la qualité nutritionraalee notamment une teneur en protéines plus

®l ev®e par rapport au produit non ferment®. 1 ¢
|l a perte de masse s che |l orsqudaucune source

L 60 a z o ent damps le®substrats solides, contrairement aux carbohydrates majoritairement convertis

sous forme de CQ ne se volatilise pas au cours de la croissance mais il est converti en biomasse

mi crobienne car | es micr oor gpaur sedévelappen tUne fois ke nt U |

ressources épuisées le phénoméne de protéolyse peut toutefois apparaitre en fin de fermentation

convertissant les acides aminés en ammoniague qui se volatilise uniquement a des valeurs de pH

élevés (7.5 8) c e gasile cas @ans det epsai puisque aelogste inférieur & 7 en fin de

fermentation avec la souch&. niger (Figure 13) ** La perte de masse a donc pour effet de

concentrer la teneur en azote présente initialement dans le substrat solide. Un certaindeombre

facteurs comme | e pH, l a temp®ratur e, | 6humi di t ¢«

solide ainsi que |la dur®e du proc®d® MH#¥fl uencent

En considérant ces éléments, le contenu en protéines du produit fermenté peut donc étre

déterminé de maniéere théorique en prenant en compte la teneur initiale en protéines du substrat solide

et la perte de masse séche finale. Une culture sur le tourtamlzeea été effectuée avec la souche

modéle A. niger afin de valider cette hypothése qui a déja été citée a plusieurs reprises dans la

littérature. La culture a été stoppée aprés 5 jours et les mesures ont été effectuées en triplicata a partir

de trois fbles ErlenmeyerTableau 15. La valeur théorique du contenu en protéines totales obtenue

est assez proche, a 2.6% pres, de celle indiquée par le dosage conventionnel Kjeldahl. La perte de

masse s che est donc bien llieRe 'S a cbheannrti cghui dsasuecnuenn

ne peut étre occasionnée dans les cultures en milieu solide, la différence peut étre due a des

imprécisions au niveau des mesures de perte de masse notamment concernant le poids des cultures et

le pourcentage de matiéséche. Etant donné que lesétagt pes sont ddédenviron 1%

calcul semble pertinent pour estimer | 6azote tot

Tableau 15: Estimation de la quantité de protéines totales contenue dpraigt fermenté

Temps de culture Perte de masse Protéines totales
(h) séche (%)  Méthode Kijeldahl (%) Calcul théorique (%)
0 0,01+ 0,26 37,17+ 1,1 -
115 20,13+ 1,01 43,93+1,3 46,54

3.3. Etude comparative des lots de tourteau de colza
Dansce premier chapitre deux lots de tourteau de colza sont utilisés pour réaliser les deux
phases de s®l ection des microorgani smes. Or doa

partie3.1.2. ces lots différent de par leur composition. Les écausgent affecter la croissance des

75



Chapitre Il

mi croorgani smes particuli rement en ce qu-i conce
ci est deux fois plus importante dans le lot 1. Préalablement aux essais de cultures sur les deux lots de
tourteau aveda souche modeélé\. niger, | 6ef fet de | a st®rilisation

protéines est sensible aux traitements thermiques.

3.3.1. I mpact de |l a st®rilisation ° | 6autocl ave

Le dosage des prot ®i nes t uiltsantleensgthale Kjetdahtsurd 6 a b o |
le ot 1 ° partir doun ®chantillon de tourteau
minutes & 121°C. La teneur en protéine de ces échantillons est respectivement de 37.29% et 37.51%.
Léazote ®i gual npreast donc pas affect® par l e tra
protéines solubles des différences significatives ont été observées quelle que soit la méthode
doextract iFgarel ®mpl oy ®e (

16 *

$ 14

E 12

3 10

3 8

3 6

£

S 4

©

a 2

0
Lot 1 - méthode Lot 1 - méthode Lot 2 - méthode

KOH MAS KOH
M Tourteau brut B Tourteau stérilisé

Figure 16.Impact de la stérilisain sur le contenu en protéines solubles des deux lots de tourteau de colza. Le
pourcentage de protéines solubles est exprimé par rapport a la matiere seche. KOt r acti on dans |

de potassium a 0.2%MAS : extraction dans la salive artificiel * P < 0.003 (test t de Student sur échantillons
appariés).

Léapplication des deux m®t hodes de dosage mor
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 Bipkséuypar 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 a 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 traitere nt t her mi que ~ | dautocl a
davantage les quantités de protéines solubles. En effet, ces dernieres sont divisées par deux aprés
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 a mesure que la durée des traitements
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thermiques augment&#®? Do6éapr s des essais men®s chez | e
tourteau de colza apreés les traitements thermiques serait liée a unexptles groportion de protéines
associ ®es aux fibres. La relation entre | es prot
en évidence en utilisant la méthode au KOH appliquée comme indicateur du degré de transformation
des tourteaux. Plusiirs auteurs ont démontré que le temps de chauffage est le facteur le plus
important dans la mesure ou il affecte significativement la valeur nutritionnelle du tourteau de colza
pour les monogastriqué&?°2%

LO®t ape de st®rilisation ne sera bien ®videmi
trop onéreuse, le tourteau sera directement fermenté en sortie de trituration ce qui limitera également

sa contaminati on | gérCette dobtamnmnationt évotuk angceurs ple stockage, la

st®rilisation est donc n®cessaire "~ ce stade de
pas n®gligeable puisque | es prot ®i nesdisponiblaib| es 1
pour | e d®veloppement des champignons du fait q

milieu de culture. La croissance des microorganismes peut donc étre plus ou moins affectée selon la

souche et sa capacizot®@moins geeiblesver | es sources doa

3.3.2. Culture dO6Aspergillus niger sur | es deux

Afin de confirmer les hypothéses évoquées dans le paragraphe prééégengilius nigera
été choisi pour cette étude comparative. Ce microorganisme pousse relativement bien sur le lot 1 et les
résultats obtenus ont déja été confirmés sur deux essais disiinofgerest mis en culture sur les
deux lots de tourteau dans les mémes comditgue 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 masseséche | es perf ormances en mati re df¢
digestibilité des protéines est également évaluée au cours du temps en appliguant la méthode au KOH

a 0.2% sur quatre temps de cinétique.

o Etude des paramétres liés a la croissance

L6®vol uti on du,npboeusrtc epnatsa glea dne° née@esuaw codrsads d e u X
temps Figure 17). La croissance sur lot 1 est comparable a celle observée dans la partie 3.2.1 de ce
chapitre. Le pic de CQapparait au méme 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 aprés 48h de culture au mopierdedCQ. Lé®cart
devient ensuite moins marqué avec a peine 3% de différence pour le point final a 96h delLeulture.
modeéle logistique appliqué aux profils du £42cumulé donne des valeurs dggsimilaires, 0.102 et

0.104 R', respectivement pour let 1 et 2. En revanche, la production maximale de C@n) est
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triplée pour la culture sur lot 1 par rapport au loA2nigersemble donc avoir eu plus de difficultés a

se développer sur le second lot de tourteau avec une respiration et donc dés adtaboliques plus
rduites surtout en d®but de culture. Léacti vi
| 6®volution du pourcentage de perte desestdassse s
plus importante a 48lorsque la respation a été maximale apres les pics de.A@ ralentissement

du d®vel oppement est ensuite moins prononc® pol
atteindre une perte de masse séche finale pratiquement équivalente aux cultures sur lot 1.

25 -
20 -

15

€0, (%)

Perte de masse séche (%)

0 12 24 36 48 60 72 84 96 0 12 24 36 48 60 72 84 96
Temps (h) Temps (h)

=+ A niger sur lot 1 « A, niger surlot 2

Figure 17. Evolution du pourcentage de ¢®t de | a perte de Amgegifusnigesuc he des ¢
les deux lots de tourteau de colza

o Enrichissement en protéines totales et solubles

Les pourcentages de protéines totales et solubles sorélpités dans les cultures sur lot 1
(Figure 18).

55 4 12 -

Protéines totales (%)
Protéines solubles (%)

A. niger surlot 1 A. niger sur lot 2 A. niger sur lot 1
0 mJ1l mJ2 m)3 m)4

A. niger sur lot 2

Figure18 Contenu en prot ®i nes Aspergikus rgssurdes desxddtsuldtbugesiu d e s c u
de colza. Les pourcentages sont exprimés par rapport a la masse sgmiredd culture.

Le contenu th®origqgue en prot®i nes totales de
masse séche et celtei est plus ®l ev®e pour Il e | ot 1 dodéapr

Concernant les protéines solubles, les écarts entre produit Bouet fermenté a J4 respectifs a chaque
lot sont a peu pres égaux (3.4% pour le lot 1 et 4.3% pour le lot 2) suggérant une efficacité

métabolique similaire de la souche. La référence JO, représentée par le tourteau de colza stérilisé a

78



Chapitre Il

| 6 aut o ctbuefoi® heaueogptplus faible dans le cas du Id®a2.conséquent, a c uAt ur e d.
nigersur celuic i per met doobtenir pratiquement | e doubl e
Léoaccroissement de | a quantdet ® oduer plreotl® tnek mail ¢
pratiguement plus les jours suivants contrairement aux cultures sur lot 2. Ce phénomene laisse
supposer une activité métabolique plus intense a ce mdaepti est par ailleurs corrélée a la
croissance, avec probablemeune 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 i b rent des compos @&ssureelesenti e
développement de la souche. Il est difficle de conclure précisément sur ce sujet car trés peu
do®l ®ments sont disponibles notamment au niveau
des hydrates de carbone et des protéines mt deur disponibilité comme substrats pour le

métabolisme fongique.

La capacit® des enzymes ~ am®liorer | a diges:s
de Shiet al, a démontré une amélioration de la digestibilit&itro des acide aminés dooértains
essentiels a savoir la méthionine, lysine, arginine et histamine aprés fermentation du tourteau de colza
avecA. niger Ces changements sont étroitement associés a la croissance du microorganisme qui a la
capacit® de s ®cr ®t enzymes, nnotammentt des protéasesméndoglucathases,

xylanases, etphytasés Ldéaddi ti on ddenzymes exog nes d®gr ad

au r®gime alimentaire du poul et compos® en pa
digestibilit® des prot® nes mai s c ebsen&gs dtgonts b ®n
d®pendants du type dbéali ment . 1 est en effet di

enzymes dans ce type de régime mfxte

3.4. Premiée phase de criblage des souches

La premiére étape de sélection réalisée a partir des quarante souches consiste a les différencier
par rapport a leur capacité a se développer sur tourteau de colza (lot 1) dans des conditions identiques,
c 6 é-dire a 25°Cet a un pourcentage initial de matiére séche fixé a 40%. Le seul critére retenu a ce
stade est la production de €QAfin de faciliter la lecture des résultats, les souches testées sont
numérotées et classées en trois grands groufmse@u 10. Concernat les champignons, cette
classification ne correspond pas a la taxonomie habituelle, mais cela permet de simplifier en
di stinguant ceux qui reglire fe® motsisspres ©u ctiaenpignans ipféripunsp r e
de ceux qui en font a savoir lesampignons supérieurs. La durée maximale des cultures est fixée a 6
jours car atdela 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 sontegarptourteau

de colza sous forme débun inoculum | iquide <cont
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bactéries selon la souche). Cette opération a été réalisée pdbtrdpgomycesles champignons
supérieurs et quelques inférieurs (souches n° 1Bl,et 28). Pour les autres souches, le taux
ddensemenceme n'tsporessytde rhatiexe@eche. L& mddéle logistique est choisi pour

repr®senter | a dynamiqgue de croissance pour | 0e
Chaccumul ®. Lé®quation per met ,@rodeisdans leeconditioas g u a nt
de | 6essai et de d®duire | a vitesse maxi male de

3.4.1. Croissance des champignons inférieurs

Parmi les champignonisférieurs, plusieurs souches se distinguent des autres par une plus
forte production de CQavec des pics entre 8 et 10% vers 48h de culkigeie 19A). Ces souches
qui appartiennent majoritairement au gedspergillus(n® 1 a 9) etRhizopus(n® 10, 11 et 42),
auraient donc une meilleure croissance par rapporGaoxrichum(n® 14 et 15) eMonascugn® 16 et
17) dont la respiration est nettement plus faible. Certaines de ces souches présentent néanmoins une
chute brutale du pourcentage de @@rsque les souches n° 12, 1, 6 et 2 se maintiennent sur une plus
longue durée. Ce ralentissement plus progressif de la croissance apres le pic, peut indiquer la présence
ddéun m®t abol i s me mi e u X adapt® au mil i eu de cul
permettant de dégrader davantage le substrat. Cette capacité permettrait de maintenir plus longtemps la
croissance apr s | 6®pui sement des nutriments pl
ces activités enzymatiques, les protéines solubiestourteau de colza pourraient aussi étre
augmentées. Tous les microorganismes de cette catégorie sont en fin de croissance au bout du
cinquieme jour de culture saufMonascus rube(n® 17) qui a le développement le plus lent.

Léesti mat i oras dd eirgtiqueRigura OBt met en évidence des différences
significatives entre certaines souches comme poukdpsrgillust n A 1~ 9) qui ndaur a
discriminées uniquement en observant les variations du pourcentage, @ard€s courbesont en

réalité trés proches.
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Figure 19 Dynami qgue de croissance des c¢hampiBvoldiondu i nf ®r i
pourcentage de GQwu cours du temp® : Paramétres de cinétique détermiagsc le modéle logistique
vitesse spécifique de croissancém : quantité maximale de G@roduit.

La classification ascendante hiérarchique des données (CAH) permet de regrouper les souches
en trois classes en effectuant une mesure de dissiénidatre elles en prenant en compte les valeurs
de pmax €t de Xm Figure 20). Le premier groupe rassemble la majorité des souches, notamment
| 6ensensdergilugdest pr®sente deux sous classes fusi

microorganismes dont le Xm est particulierement élevé. Le second groupe est représenté par les
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Geotrichum(n® 14 et 15) caractérisés par une valeur gg ¢levé mais un Xm faible. Enfin le dernier

groupe réuni les souches n° 10, 13 et 16 a 18 qui possédent les pegam&inétique les plus petits.

18
16
14
12

Dissimilarité

=S E—— I —

2 4 29 1 28 5 8 42 9 3 7 11 6 12 14 15 17 13 16 10 18

o N B O

Souches

Figure 20. Dendrogramme de la classification ascendante hiérarchique appliquée sur les paramétres de
cin®tiqgues des champignons inf ®r i eur s. Léal gori t hme
troncature automatiqué.es classes choisies pour étre fusionnées sont celles dont la dissimilarité (ou indice
d'agrégation) entre elles est minimale.

Les souches nA 13 ~ 18 s o0n taetXmcemmd @ma®ens doap
capacitt modr e © se d®vel opper sur tourteau de col za,
Le Rhizopusoryzas A 10 est conserv® en raison de sa rapi
valeur de paxa sans doute été seestimee car la mesure €, a été réalisée trop tardivement pour
cette souche. Une forte hétérogénéité au niveau de la croissance en milieu gélosé des précultures a été
constatée a plusieurs reprises pour la souche nC&e derniére est ainsi également supprimée au
profit de la n°® 28 qui est la plus efficace des dé&tighodermapar rapport a la quantité maximale de
CO, produit. Pour cette premiére série de microorganisme, il est d'ores et déja évident que le suivi de
la respiration ne constitue pas un critére suffisanigoatques souches, notamment Aepergillus

sont trop proches les unes des autres pour pouvoir les différencier.

3.4.2. Croissance des Streptomyces

Les bactéries filamenteuses (n° 30 et 33 a 39) cultivées sur tourteau de colza sont caractérisées
par undéveloppement retardé dans le temps avec des pics de2@ir de 72h et 96lrigure 21A).
Une phase de latence trop longue associée a une respiration relativement limitée entraine des valeurs
assez faibles de XnFigure 21B). Bien que certaines souch&sient intéressantes par rapport a leur
Mmax @ quantité maximale de biomasse générée est insuffisant8tréggomycesont ainsi toutes

®l i mi n®es ~ ce stade de | 6®t ude.
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Figure 21 Dynamique de croissance d&reptomycesd 6 apr s | es ,mPe:sEvalutos dud e co

pourcentage de GQau cours du temp® : Parametres de cinétique déterminés avec le modéle logistigule. p
vitesse spécifique de croissancém : quantité maximale de G@roduit.

3.4.3. Croissance dehampignons supérieurs

Concernant la derniére catégorie de microorganismes, a savoir les champignons supérieurs,
Agaricus bisporugn® 27) et les deuXrametegn® 40 et 41) sortent du lot avec des pourcentages de
CO, supérieurs a 8%~{gure 22A). Morchellasp. (n° 40) est la seule a avoir un pic de,@@8h les
autres souches de cette série ont des pics plus tardifs observés a 72h de culture. Les cultures sont ainsi
retardées dans le temps par rapport a la plupart des champignons inférieugtertrandtion des
paramétres de cinétiqud-igure 22B) confirme cette tendance, les trois souches retenues sont
déaill eurs |l es seules 0% | e myc®l ium appara’t
parameétres de cinétique sont considdiéschella hortensis(n® 19) peut également étre retenue car
ell e a ®t ® cl ass®e par mi l es trois nrgurd 19eur e s
Deux autres souches (n° 21 et 22) faisant partie du second groupe peuvent éventuellement étre
conservéesar elles ont des parametres de cinétiques légérement 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 lentapjpairt @Ux moisissures. En
effet, le temps de latence est plus long et la quantité maximale gpr@dit est globalement plus

basse.
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Figure 22 Dynamique de croissance des c¢hampA:Bwlationsdu s up ®r i ¢
pourcentage de GQau cours du tempd®B : Parametres de cinétique déterminés avec le modéle exponentiel.
Mmax : Vitesse spécifique de croissanéém : quantité maximale de G@roduit.
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Figure 23. Dendrogramme de la classificatimscendante hiérarchique appliquée sur les paramétres de
cin®tiques des champignons sup®rieurs. Léal gori t hme
troncature automatiqué.es classes choisies pour étre fusionnées sont celles dont la digginfdarindice
d'agrégation) entre elles est minimale.

Sur les quarante souches présentes au départ de cette premiere phase de sélection, vingt
souches ont été présélectionnées sur le critere choisi au dépadtdire la croissance des
microorganisme suivant la production de GOSur ces vingt souches, quatorze moisissures et six
champignons supérieurs ont été sélectionnés. Les souches restantes sont néanmoins trop proches les
unes des autres sui vant | es r ®s y Ipdura posvoir des | 6 ®v

di scriminer. |1 est donc n®cessaire doéintroduire
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3.5. Deuxiéme phase de criblage des souches

Les critéeres supplémentaires retenus pour la seconde phase de sélection sorddanpesse
séche et le contenu en protéines totales et solubles des cultures en milieu solide. La perte de masse
séche, paramétre de mesure indirecte de la croissance, est corrélée a la producticat dét@@ine
|l 6efficacit® du mRPaabahi smae mhciohiesemant en p
rendre | e tourteau de colza plus comp®titif f ace
but de concentrer le tourteau en protéines totales tout en augmentant leur digestibitjeéaoatir une

meill eure assimilation chez | 6ani mal

Les conditions de cultures restent identiques a la premiére phase de sélection. Néanmoins, en
raison déune quantit® insuffisante de tourteau
cultivés sur ce méme lot tandis que les six champignons supérieurs sont cultivés sur Ghiajuz:
jour, |l 6int®gralit® dbébune fiole est r®colt®e pou
solubles. Les échantillons de culture sont décongalépiatre temps de cinétiqgue par souche sont
anal ys®s pour | a d®termination des prot® nes sol
J4 et les champignons supérieurs de J3 & J6 car leur croissance est décalée dans le temps par rapport
auxinf ®r i eurs. LoOoanalyse est r®alis®e en triplicat
pour les lots de tourteau stérilisé représentant la condition initiale a JO. La teneur en protéines totales
est quant a elle appréciée par le calcul théornigui@rend en compte la perte de masse seche relevée a

chaque temps de cinétique.

3.5.1. Enrichissement en protéines obtenu avec les champignons inférieurs

L6®volution de Il a perte de masse s che pr ®s
(Figure 24A). La perte de masse séche finale se situe entre 15 et 23% pour la plupart des souches.
Parmi lesAspergillus six souches (n° 2 a 4 et 7 a 9) sur les neuf occasionnent une perte supérieure a
20% en fin de culture. L&enicillium brasilianum(n® 12) fat également partie de ces souches
particuliéerement efficaces concernant la perte de masse séche sur tourteau de colza. Les résultats
présentés eilessous dans léigure 24B montrent que certaines souches sont particulierement
performantes pour la concerttom en protéines totales dés le second jour de culture notamment les
Aspergillus(souches n° 1 a 9). En fin de fermentation, plusieurs souches atteignent un contenu en
prot® nes total es ®gadire 100ude plusp&® rappertuau twau dé Gotta c 6 e s

non fermenté, grace a leur activité métabolique entrainant 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
séche sur tourteau IotA : Evolution de la perte de masse séche au cours du t8Bmpg3ontenu en protéines

totales théoriques. Le pourcentage de pmetéest exprimé par rapport a la masse séche. La teneur initiale en
protéines totales du tourteau de colza lestide 37.4%.

Le comportement des mi croorgani smes est t
| 6enri chi ssement en tenps @ura 25sLesAepergillug ebi an godayge
des courbes de développement assez voisines ¢CPerte de masse séche) ont sans doute des
aptitudes doéhydrolyse distinctes sur tourteau d
du temps. En effet, suivant la souche considérée les activités enzymatiques peuvent étre extrémement
varigbles sur un méme substrat et dans des conditions identiques de Clltues cultures avec les
souches n° 11Rhizopus oligosporjset n° 12 Penicillium brasilianunm révélent un accroissement
important a J2 par rapport a la ualele 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 étre la conséquence de la productiortadespaui
détruisent les protéines en cassant les liaisons peptidiques. Cette hypothéese est tout a 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 Bradfdrd_a souche n° 10Rhizopus oryzgese distingue des autres
par un enrichisement en protéines solubles particulierement élevé (11.5%) dés le premier jour de
culture ce qui est en accord avec son d®velopper

l a respiration. Lédactivit® mes solumes dagpule mileed ded on c
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culture serait donc la plus importante en début de croissance au moment du picreré&®entant la

1

Souches
mil mJ2 13 mJa

fin de la phase de croissance exponentielle.
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Figure 25.Contenu en protéines solubles des cultures avec les champigfénesuns sur tourteau lot 1. Le
pourcentage de protéines est exprimé par rapport a la masse séche. La teneur initiale en protéines solubles du
tourteau de colza lot 1 est de 6,26 + 0,48%.
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Les souches n° 8Agpergillus oryzag et n° 9 Aspergillus sojag sont desAspergillus
couramment wutilis®s en alimentation humaine pour
autres esp ces isol®es du sol néont pas encor e
spores, led\spergilluspourraientconvenir a une application en alimentation animalePéaicillium
brasilianum (n° 12) est la souche la plus intéressante des champignons inférieurs car elle permet
déobtenir dbébune part, un enrichissemeardeculere pr ot G
et ddautre part un doubl ement de | a faiestd i on s
ensuite constante. LRhizopus oligosporufn® 11) posséde un avantage supplémentaire, celui de ne
produire que trés peu de spores. La prodaoctile spores par un microorganisme peut, pour
| 6application vis®e, constituer un handicap et ¢
maitrisée afin de limiter la sporulation. Ces résultats sont prometteurs car ils sont obtenus retativemen
rapidement (2 a 3 jours suivant les souches) a partir du tourteau de colza lot 1 dans des conditions non
opti mi s®es. Le produit ferment ® est jusqud- det

rapport au tourteau de colza seul.

3.5.2. Enrichisement 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
s 0 a gMotcheliadhortensign® 19),Agaricus bisporugn® 27) et les deuXrametes versicolan® 21
et 41). Sachant que les inoculums Merchella sp. (n° 40) etPleurotus ostreatug n A 2 2) nobéon
présenté aucune anomalie lors de leur vérification par des étakerse s ur mi |l i eu g®l 0s®

la croissance est par conséquent certainement liée au deuxiéme lot de tourteau de colza. Certains
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champignons sup®rieurs auraient donc plus de dif
de | 6 ®v dalparte deonmassel ®che 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 impBitame Z6A). La
tendance observ®e au niveau des gpeonceriesmltures ot al e
avec champignons supérieusgure 26B). Le pourcentage est le plus élevé aggaricus bisporus

(n° 27) etTrametes versicolof nA 41) compte tenu dbéune perte de 1
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Figure 26. Enrichissement en protéines totales des cultures de champignons supérieurs suivant la perte de masse
séche sur tourteau lotAR : Evolution de la perte de masse séche au cours du tBmpgSontenu en protéines

totales théoriques. Le pourcentage de pmetest exprimé par rapport a la masse seche. 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 précédemmentuéhsant la méthode avec la salive artificiellégure 27).

Protéines solubles (%)

19 21 27 41
Souches

mJ3 m)4 15 mle

Figure 27.Contenu en protéines solubles des cultures avec les champignons supérieurs sur tourteau lot 2. Le
pourcentage de protéines est exprimé par rapport & la masse séche. Lanittadeuen 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 aprés quatre jours de culture. Cet accroissement est plus élevé que le nolsienuénpour
les champignons inférieurs sur tourteau lot 1. Il faut toutefois rester prudent car les compositions ne
sont pas les mémes entre les deux tourtebeixsecond lot présente des quantités plus faibles en
nutriments disponibles, surtoutensauwrcd 6azot e. Les souches ayant | es

adapt ®es seraient privil ®gi ®es. Cette hypoth s
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Aspergillus nigedans la partie 3.3.2. decechapitedact i vi t ® enzymaneeue ser
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 desTrametes versicolorleur efficacitén 6 e s t pas | a m° me. Les qu.
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 deu trois jours de décalage par rapport aux moisissures cultivées sur lot 1. Ce laps de
temps ndest pas n®gligeable pour un proc®dAd® FMS
ndest pas | e m°me et ces r ®@gelellacanpssitian dntbuiteiauree nt |

un impact conséquent suivant la souche considérée.

Finalement quatre champignons supérieurs peuvent uniqguement étre retenus du fait des
résultats obtenus sur le second lot de tourteau qui est plus faible en azoteagieen grasse. Bien
gue les lots de tourteaux ne soient pas identiques entre les deux catégories de microorganismes, les
r®sul tats concernant | 6ensembl e des microorgani
champignons inférieurs ont égalameté cultives sur le second lot de tourteau, les résultats qui
figurent dans le chapitre 11l de ce manuscrit valident le choix des microorganismes et leur capacité a se

développer sur les deux lots de tourteau.

4. Conclusion

La premiére 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 rble essentiel pwmer a bien le procédé FMS.
Comparativement au son de blé, un substrat particulierement intéressant, la granulométrie du tourteau
de col za et |l a pr®sence de mati re grasse jouen
une fois humidifié, & granulométrie et sa viscosité peuvent occasionner des phénomenes de
compaction qui seront ddédautant pl us mar qu®s I
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 K @Qale prdcéie FMSireprisendesamsnenat e n

opportunité pour réduire ces différences.

Lamiseenplaee déun criblage de souche implique | a
concernant la croissance des microorganismes et leur capacité a enrichir le tourteau de colza en
protéines. La croissance microbienne, difficile a mesurer en FMS, estestimgear t i r de | 6 ®v
la respiration et de la perte de masse séche obtenus a&epengillus nigewutilisé comme organisme

mod |l e. La d®termination de |l a perte de masse s
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lite alaconcentraiv en azote prot®i que totale. Mal gr ® | es
fiole Erlenmeyer, notamment liées a des pertes de gaz non comptabilisables, le profil de croissance a

pu étre établi en estimant les quantités de @Oduit. La corrélatin avec la perte de masse séche
démontre que cette appréciation est pertinente pour décrire la croissance du microorganisme. En plus
dé°tre corr ® ®es, ces deux variables sont rel at.i
criblage. Cette méthimlogie avantageuse devra étre comparée avec un systeme de mesure en ligne. La
modélisation appliqguée aux profils de croissance représente un outil supplémentaire dans la mesure ou

il permet de déterminer les paramétres de cinétique. Le modéle logistigeeptus approprié pour

décrire la croissance des microorganismes au cours du temps sur les données relatives a la quantité de
CO, produit. La vitesse spécifigue maximale de croissance propre a chaque microorganisme ainsi que

la biomasse maximale assaziéont des critéres de sélection importants & considérer dans le cadre

déun criblage de souche pour | es diff®rencier da

Les premiers essais de culture 7 partir des
procédé FMS sur tourteaux de colza en présence de champignons inférieurs, supérieurs et de bactéries
filamenteuse $treptomyces La premiére phase de sélection des souches qui prend uniquement en
compte les performances en matiére de croissapce a mi iminedla mltié des souches présentes
au d®part de | 6®tude. La seconde phase de s®l ect
protéines totales donne des résultats prometteurs. En effet, les pourcentages obtenus aprés
fermentation se rapprbent sensiblement de la valeur affichée par le tourteau de soja brut (45%). Un
gain de plus de 10% par rapport a la valeur de départ a été obtenu pour les meilleures souches avec un
total de 48% de protéines pour le lot 1 a 4 jours de cultures avéspesjillus (n° 3,8 et 9) et le
Penicillium(n® 12) et 45% pour le lot 2 apres 6 jours de culture avéalmetegn® 41). Lors de cette
seconde phase de sélection le lot de tourteau a da étre modifié pour les champignons supérieurs. Ce
changement impliqueeds di f f ®r ences de croi ssance et de per
protéines qui ont préalablement été mis en évidence avec la sAuctiger Le pourcentage de
protéines solubles, critere supplémentaire indiquant la qualité nutritionnelldodesaux, est
particulierement affecté par les traitements thermiques qui peuvent étre plus ou moins intenses lors du
procédé de trituration des graines de colza. La solubilisation peut cependant étre améliorée sous
| 6acti on doenzy meiss pdrjes miadonganisnies ®Eiques®yai rvadt libérer les
protéines en dégradant les fibres. Le métabolisme microbien est mis a rude épreuve pour dégrader
davantage la matrice solide et assurer le développement de la souche puisque la teneur iniiale en a
digestible est pauvre particuli rement dans | e
cependant pas |l es m°mes capacit®s et certains <c
nouvelle composition. La quantité de protéines digkstia toutefois pu étre doublée sur le lot 1 avec
les champignons inférieurs et triplée sur le lot 2 avdadenetey n A 41) . Loéefficacit®

pas | a m°me car | a teneur en prot®i nes soslubl es
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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 aprés fermentation le
tourteau de colza passerait de 13% a 26%, sacharleqoja est a 32%. La encore les deux produits
seraient ®quivalents concernant | a digestibilit@

Malgré ces résultats trés encourageants, sur le plan économique, le seul enrichissement en

protéines totales etosl ubl es ne sera pas suffisant car | 6®c
tourteaux de colza et de soja est faible pour jt
De ce fait, i est n®cessair e dudtéetadorx dat recherchnene v a

déactivit®s biologiques doéint®r°t cbpabl €6o0od©o6nm
déune application industrielle, plusieurs avant e
®vi dence poafuture ded ahampignons mférieurs et supérieurs. Les avantages concernant

l es inf®rieurs sont nombr eux. I'ls se d®vel opper
contaminé en limitant la croissance de ces derniers. Quealgeassde ces souchsont couramment
utilis®es pour | 6® aboration de produits fermen
leur conservation et la préparation des inoculums. Mais ces spores peuvent étre rapidement produites

en grande quantité et leur propriétés volatile rend le procédé de fermentation plus difficile a
maitriser En effet, la fermentation devra impérativement étre stoppée avant la sporulation sachant que

|l enri chi ssement en prot®ines et ®ventlaétke! ement
satisfaisant par rapport aux objectifs fix®s. L €
développement qui est généralement beaucoup plus lent par rapport aux moisissures les rendant
également plus vulnérables a une possible contarti i on. Cel a signi fie qubdau
n®cessaire de ma  triser parfaitement | 6 ®t ape d

contaminants dans le milieu de culture.

Par mi |l es compos®s ou act i virodor@gasismes réperorggs qu e s
dans la littérature, les immunomodulateurs sont particulierement attrayants en raison de leur caractére
i nnovant pour wune application en alimentation al
connus (enzymes, acidegianiques, probiotiques, etc.). Le réle des polysaccharides fongiques dans le
d®vel oppement des r®ponses i mmunitaires des ar
i mmunomodul atrices nbéont mani festement ®hs® que
inférieurs. Les supérieurs sont en revanche largement réputés pour leurs effets pharmacologiques a
travers I1-9gl®twuamresdesMais aucune de ces cat®gori e
moment cultiv®e par FMSalimérdfonstiornd degtinéiaquétoredldsaritéa b or e

des animaux et les performances en zootechnie.
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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 a valeur ajoutée destinés a
la nutrition animale particulierement concernant la teneur en protéines et vitamines avec une
digestibilité considérablement améliorédé****? Cependant, en raison de 16
protéines végétales sur le marché a des prix compétitifs, les produits fermentés doivent apporter des
bénéfices supplémentair&d. Aujourdohui | 6al i mentation ani mal e
aux besoins nutritionnels des animaux mais aussi aux attentes en matiére de sécurité sanitaire, de
rendement et qualité dgsr oducti ons issuedtde dé®I éaagepnl dud
l 6environnement et des pratiques do6®l evage dur ab

Depuis des siecles, les champignons sont considérés comme des sources naturelles de
composes bioactifs pour le traitement de digs maladies. Plusieurs composés majeurs a activité
i mmunomodul atrice et/ ou anti t umor al Ganodemiza ®t ®
lucidum Grifola frondosa Trametes versicoloet Lentinus edoded.a plupart des souches étudiées
dans la littéature scientifique sont populaires et relevent de la pharmacopée traditionnelle asiatique.
Les substances actives identifi®es sont -princi
glucanes, qui font partie intégrante des parois des microorganfsmes gi qu e s . Jusquéb”
activités immunomodulatrices ont uniqguement été étudiées a partir des levures et des champignons
supérieurs, par conséquent le potentiel des champignons inférieurs (moisissures) reste a explorer.
Léactivati on nmiut asiyrset ane ®ti@md®montr ®e ~ partir
compos®s i sol ®s e tglucpnes. Dds ie®as viram enhim e/ivo Ipernsetterfit de
caractériser les effets principaux sur le systéme immunitaire impliquant la prolifération, la
di ff®rentiation et | dactivit® doédune grand®e vari
L a s®cr ®t i on d einflammatoimret & fIkleby ki ner imrcd pal ement ®t

161732336t plus rarement dans le modéle aviaire (podfét*> est

mammiféres (hommet souris)
particuli rement i nf |l uen c-gueanes dangiqaes. Ces wWearnierns somti t € me
capables de se lier directement a des réceptcellulaires spécifiques présents a la surface des cellules
dendritiques, monocytes, macrophages et neutrophiles entrainant une cascade de signalisation qui
déclenche la réponse immunitaire innée et adaptafive

Suite © |l 6interdiction europ®enne doéutiliser
les immunomodulateurs naturels suscitent actuellement un intérét croéssieotr application en
alimentatonan mal e séintensifie aveerlsa adad ngldgcadnesida | ibaastel
levure. Ces composés sont obtenus par fermentation en milieu liquide avec des milieux synthétiques
ou solide sur biomasse végétale nécessitant un temps de culturemeaat long pour obtenir les
carpophores dans le cas des champignons supéf&urs Tr ~ s peu dé®t udes s 0O

production de ces substances bioactives (glycoprotéihesglicanes™ et exopolysaccharides?)
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chez les champignons inférieurs qui sont pourtant couramment utilisés en aliméfitaiossi, peu
déinformations ont ®t® publ i ®arsgles pav RMSea parirrde | a ¢
résidus naturels bon marché comme le tourteau de éSizQuelques travaux ont toutefois été

effectués avec des champignons supérieurs médicirfauxe(utipes H. erinaceumet G. frondosa

pour la production de mycélium et de polysaccharides sur divers résidus agroindustriels. Les extraits

i ssus de ces <cultures pemumenbdulatice sigdificative ccher ee une
macrophages et les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMEY® A ce jour, les

propri ® ®s i mmunomodul atri ces de@té recharchéesmalgré de C
| 6®ventual it® -deodwinvedbdol ®agi meowxs en al i ment f
santé des animaux et donc leur performance de croissance. Des chercheurs ont toutefois évalué le taux

de production de certains gehccharides par FMS, notamment des complexes formés de chitosanes et

de glucanes par des souches du gésgergillus Mucor, Penicillium et Rhizopus'®° ainsi que la

production de pullulane avek. pullulanssur divers résidus lignocellulosiquEd Dans les deux cas

l e proc®d® biotechnologique sbest av®r ® avant age
colts avec en prime la possibilité de valoriser les déchets verts utilisés comme substratedercultur
milieu solide. Les essais r®alis®s d®montrant un
du procédé FMS sont extrémement limités. Les effets sur cellules immunitaires ont été rapportés pour

des souches du genfepergilluset Monasws cultivées sur son de riZ® et Morchella esculentaur

des résidus de soj&.

Dans ce chapitre, la recherche dbéune activit
été réaliséen vitro en utilisant plusieurs cellules cibles du systéeme immunitaire. Des produits
commer ci auXx alocaeedelevu® sinsieqoe lebtountele colza ont systématiquement
été inclus a chaque test afin de déterminer et de comparer les éventuels effets pharmacologiques. Le
cont engu uecranbes des ®chantillons a ®t ® d®ter mi n®
entre ce compoddioactif et la réponse immunitaire associée. Une premiere phase de sélection a partir
des 18 souches restantes du pr®c®dent chapitre
neutrophile sanguin avec un test rapide au [gBiimettant une détermind on des ni veaux d
cellul aire. Des extraits de myc®lium sont ®gal e
davantage concentr®s en biomasse fongique et de
cellul es. Lotnadalatricesded sBuchiesvséiectionnées est ensuite évaluée a partir de deux
modeles cellulaires, & savoir les cellules mononucléées du sang périphérigue (PBMC) et les
macrophages dérivés de la moelle osseuse de souris (BMDM). Une étude de cytotoxiajigedms

recherche du profil de modulation de la cytokine-ipro f | ammat oi r e -1 bl, 6 ipnatre rll eeg

cellules stimulées par une endotoxine inflammatoire (LPS) sont effectuées pour chacun des modeéles.
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Léactivit® antimicrobiaenmeecheaxde sedamaeaiacet i
déint ®r °t, a ®gal ement ®t ® recherch®e pour |l es
pathogenesdupouldt.6 act i vi t ® anti mi crobienne ndest pas fc
secondaires, comnies antibiotiques qui sont interdits, mais peut étre provoquée par une acidification
vial a synth se dbdéacides organiques ou | a pr®sence
vVoi e a final ement ®t ® abandonts@mbantsnet duacadseo n de
réglementaire obscur pour une application en alimentation anifkahexe 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 réaliséediele Erlenmeyer strictement dans les mémes
conditions que celles effectuées dans le chapitre précédent (cf. chapitre Il, partie 2.1.2.). Le tourteau
lot 2 est utilisé comme substrat FMS. Des mesures deoQiCGté effectuées pour suivre la croissance
desmicroorganismes. Suivant les essais réalisés les cultures sont arrétées a différents moments. Les
pr®l vements (t®moin et cultures), sont i mm®di at
boites de Pétri en verre puis broyés en fine poudre (mfhpbau mortier sous hotte a flux laminaire
pour éviter tout risque de contamination. Les échantillons secs sont ensuite conservés dans des pots
st®riles 7 temp®rature ambiante et "’ | obscuri
immunomodulaice, des étalements sur gélose non sélective PCA et sur milieux favorables a la
croissance de chaque microorganisme (cf. chapitre THbleau 11 partie 2.1.1.) sont
syst ®mati quement ex®cut ®s pour d®t ect eom desd 6 ®v e n't
souches fongiques. La présence de microorganismes viables peut en effet donner lieu a des faux
positifs. Etant donné que le futur produit fermenté ne doit pas contenir de souches viables, le séchage a

105°C représente un moyen de les désactiver.

2.1.2. Production de mycélium en milieu liquide

Les cultures sont effectuées en fiole Erlenmeyer a baffle de 250 mL contenant le milieu PDB
(Potato Dextrose Broth) supplémenté en extrait de levure &2 Igeks fioles sont incubées & 25°C &
| 6 0 b s cniges sbuB agéation a 120 rpm dans un incubateud XT3 (Infors HT). Comme pour

|l es cul tures en milieu solide, | i nocul um est i
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récoltée apres 2 a 10 jours de culture suivant la souche (avant lmspo)et centrifugée 10 minutes

1250 g en effectuant successi vement trois cyc
®chantill ons sont ensuite ®tal ®s en couche minc
boites de Pétri en verre awn t déo°tre broy®s en fine poudre (<
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 delieu soli

2.2. D®termi natgluames du contenu en b

La quanti fglclmaddmeas des®thb® effectu®e glacanesut i | i s
spécifiqgue aux levures et champignons (Megazyme). La méthode est basée sur la libération du glucose
par une hydiby s e enzymati que apr s une premi re ®t a
chlorhydrique concentré. Les valeurs des contrbles, des échantillons de culture FMS et de mycélium
sont expri mPes en -guwanesd@Elod gasge pamrappoet anasdeeseche de
chaque produit + écatype.

2.3. Activités immunomodulatrices

2.3.1. Test de réduction du nitrobleu de tétrazolium (NBT)

Léactivit® i mmunomodul atrice est ®val u®e ° |
Reductionk i t , Si gma) . La m®t hode a ®t ® d-@&direler n®e d
diagnostic rapiden vitro p o u r |l 6i dentification doébun dysfonctd.i

infection Emeprieédlromme .dd un ag eimes, pastitulesrde llaexmdt ( bac
verre, parois de |l evure etc.), tel gue | dextrai't
sbactivent et g®n rent des d®riv®s r®actifs de
réduction du NBTqui précipite dans la cellule sous forme de formazan. Un examen microscopique
per met ensuite de d®terminer | e pourcentage de ¢
les dépbts intra cytoplasmiques insolubles de formatas. échantilloe de sang de I'EFS
(Etablissement Frangais du Sang) ont été prélevés chez des donneurs sains dont la numération des
leucocytes a été validéee sang hépariné est incubé avec une solution tamponnée de NBT en
présence des extraits a tester, un frottis sangst réalisé puis coloré avec le colorant de Wright. Ce
frottis est ensuite observ® au mi croscope ° | €
neutrophiles est compté trois fois par lame pour davantage de précision. Les résultats sont exprimés en
pourcentage moyen de neutrophiles activés +-égaet

Afin dbéobtenir une stimulation des neutrophil

concentr®s comme cbest |l e cas du sti mul aneg bact ¢
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mycélium ainsi que le tourteau de colza seul sont préparés a une concentration de 25bavaninL

| 6i ncorporation dans | e sang dans |l es conditior
st®rilis® pour garantir bxérait lest ebtenueaprdlie brogagen30 a mi n a n
secondes a 9500 rpche s ®c hantill ons secs en pr®sence dobéun.
9gL) " Il oaiderdaxl|l 6Ubhtcancentration flansilee dans

particules des échantillons sont nettement visibles sur les frottis sanguins. Des préparations a base de
b-glucanes de levure de la soucHe cerevisiae sont également testées a différentes
concentrationslans le sang (0 a 100 pg.iL, il sbaghAt ( §ug myPhoa@adedu b
levure (Megazyme).

2.3.2 Isolation, culture et traitement desllules immunitaires PBMC et BMDM

Léensemble des essais impliquant l es cul tur
Cohiro. Ces essais comportedt®t ude de cytotoxicit® et | a modul a

IL-1b par |l es deux types de |l eucocytes ®tudi ®s ( PE

0 Cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC)

A partir dodébune poche de couclhéeEH Séparatiorcdes ai r e
cellules mononucléées sanguines (lymphocytes et monocytes) de donneurs sains est obtenue par
centrifugation sur Ficoll de densité égale 8 1.077gmL L6 anneau opal escent col
mononucléées est récupéré soignmesd. Les cellules sont lavées trois fois avec du PBS (tampon
phosphate salin) par centrifugation & +4°C. Aprés numération des cellules viabRsellul®s sont
ensemencées dans chaque puits de plaques 96 puits a fond rond dans du milieu RPMIRRdswell
Memor i al Institute) + 10% SVF (S®  um de Veau Fi
Streptomycine et Amphotéricine B).

Le traitement des cellules par les produits issus des cultures de microorganisme ou par les
références internes aitiffammabi res a ®t ® r ®ali s® ~ | 6ensemenc:
stimulation par une endotoxine, le LPS (Lipopolysaccharides extraEsdberichia coli souche
0128: B12) . La s®rie dobe sadae troicpooduitscemmernidux rigbees t ® mo i
b-gl ucanes Ghcarle degazyree, MabroGard et ImmunoWall) ainsi que le tourteau de
colza seul ont été testés a des concentrations allant de 0.007 & 0.25'mgnslle milieu de culture
cellulaire. Les extraits de mycélium et des culturesSF Adséjaeet deT. versicoloront quant a eux
été testés a des concentrations allant de 0.125 a 1 rhgUniquement la fraction soluble avec des
fines particules est mise en contact avec les PBMC en raison de la sensibilité des cellules en présence
departicul es. Les ®chantillons sous forme de pou

mi nutes dans du milieu de culture sous agitatio
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doéo°tre | ai ss®s “ d®cant eation guesurrgeant exenpt ods plus gresses p o u r
particules. Deux références internes -amftammatoires ont systématiquement été testées pour valider

les essais : ZVAD (inhibiteur pasaspase,ciblant plusieurs caspases simultanément) a la
concentrationde8M et PRED (prednisolone, corticost®ropd
a été utilisé a la concentration de 10 ng'mLes surnageants cellulaires ont été récupérés le
lendemain (17h30 potPS) puis congelés-20°C afin de réaliser ultérieuremdea dosage des L b .

Un test de viabilité cellulaire utilisant le XTT a été réalisé sur le tapis cellulaire.

0 Macrophages dérivés de la moelle osseuse de souris (BMDM)

Les cellules de moelle osseuse sont prélevées au niveau des fémurs et tibiasglaripatis
de souris saines Balb/c. Aprés numération, les cellules sont ensemencées dans des boites de Pétri
contenant du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium) + 10% SVF (Sérum de Veau
Fital) + 1% Glutamine + 1 %etRBphotéficRe®B) i+ &0 dgmi n e, St
MCSF (Macrophage Colorgt i mul ating Factor). Apr s 5 jours d
en macrophage sont ensemencées en plaque de 96 puits.

Une nuit apr s | 6ensemencement, |l es BMDM sont
(ttmoins et extraits de culture FMS) ou les références internesfiartimatoires. La stimulation par
une endotoxine (Lipopolysaccharides extraittdeherichia oli, souche 0128:B12) a été réalisée 24h
aprés le traitement. Les échantillons testés dans la série comprenant les témoins sont les trois produits
commer ci auxglri cdreas edshicire degazyrae, NlabroGard et ImmunoWwall)
ainsi que le tourteade colza seul. Deux extraits de culture FMS ont également été testés avec la
soucheA. sojae Un des échantillons a été prélevé fgddir de culture tandis que le second a été
prélevé le 7jour de culture. Tous les produits sont testés a quatre comtbems (0.001% 0.017 0.1 et
imgml) dans |le milieu de culture cellulaire. Chac
préalablement homogénéisé dans du milieu de culture cellulaire pendant 20 min sous agitation
magn®ti que peuiddungiviaoe® t"exl éaaviadnt | 6i ncor porati on
antrinflammatoires ont systématiquement été testées pour valider les essais : ZVAD (inhibiteur pan
caspase, ci bl ant plusieurs caspases (pseednvalong, an ®me r
corticost®ropde) "’ l a concentrati ontérotl® a’Tad0 &M
concentration de M. Le LPS a été utilisé a la concentration de 1 pgimilne journée aprés le
traitement au LPS, les surnageants cellulaires ténté&upérés puis congelés2®°C afin de réaliser
ultérieurement le dosage desiLb . Un test de viabilit® cellulair

tapis cellulaire.
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2.3.3. Cytotoxicité

Le XTT, d®ri v® du t ®t r a itérétaboligue dp eeliulesevivantdse me s
en culture. Le XTT est réduit par les déshydrogénases mitochondriales emitattzondriales des
cellules vivantes actives en un compos® orang® I
réduit formé est pqmortionnelle a la quantité de cellules actives métaboliquement et quantifiée en
mesurant l'absorbance a 490 nm avec une contre lecture & 660 nm pour éliminer le bruit de fond.
Lébappareillage utilis® pour cett 2QOOMnRres Tecae).Lest un
pourcentage de viabilité cellulaire est déterminé par rapport au contrble (milieu de culture)
représentant 100% de viabilité cellulaire. Les résultats sont exprimés en pourcentage moyen de
viabilité cellulaire + erreur standard pappart a la moyenne.

2.3.4. Dosage desiL b

L6416 est dos®e par m®t hode i mmunoenzy)mati que
Les puits doébune plaque 96 puits sont recouverts
de culture cel {lbl)aivrae ,sel Garetri g A€ a(nhliti corps de c:
ajout® et se | i e secohdairalétaiung enzyee strépraviddiP test ajouté et s
se lie a l'anticorps de détection. Une fois le substrat enzymatique ajoutési adtiiconverti par
I'enzyme en une forme colorée quantifiable en mesurant I'absorbance a 450 nm (Infiniter@00OM P
Tecan) . Le LPS, additionn® ° une ¢ onelebn tcrhaetzi ol ne sr
PBMC et |l es BMDM. La quantit® doéinterl eukine es

surnageant cellulaire et en valeur moyenne * erreudatdmar rapport a la moyenne.

2.4. Traitement des données

Les diff®rentes analyses statistiques des r
XLSTAT Base version 2017 (Addinsoft). Une analyse de la variance a un facteur (ANOVA) est
utilisée pourcomparer les moyennes entre plusieurs échantilldndest de comparaisons multiples,

l e test de Dunnett, est appliqu® dans | e cas doél

un groupe contrdle. Les différences ont été considérées comme §igg cat i ves pour un r
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3. Résultats et discussion

3.1. Activation des neutrophiles du sang humain

Actuel |l ement dans | a litt®rature il ndéexi st
d®t ermination dbéune activit® i mmunomodul atri ce
En effet, les méthodes existantes sont difficiles a mettreenplacedal e cadr e doéun scr e
sont basées sur le dosage de molécules immunitaires complexes comme par exemple les interleukines
et i mmunogl obulines mais ®gal ement sur | a d®ter
différenciation de diules immunitaires spécifiques telles que les macrophages. Ces essais sont surtout
réalisésin vitro, & partir de cultures de cellules immunitaires différenciées mais égalemev en
r®al i sant directement des epogaltrde napeler gue d'unenpart, c h e z
les produits fongiqgues communément testés comme les extraits de champignon sont préalablement
pur i f-dglugame) €t/bu concentrés (extrait méthanolique a partir de carpophores). Ce type de
méthodologie ne peut évidemmeé pas °tre appliqgu® dans | e cas
Déautre part, l a concentration ainsi gue |l a put

objectifs fixés dans cette étude.

3.1.1. R®ponse des neubactéripns étfomgguesconcgnré® s ence doex

Léexploration de | a phagocytose est une tech
réponse immunitaire. La fonction majeure des phagocytes, dont les neutrophiles sont les plus
nombreux des leucocytes circulants,lests pr ot ecti on de | dorgani sme <co

processus de phagocytose suit di fVviaBreeomrtaissance®t ap e s

des motifs pathog®ni ques, l a mot i | iade8tuctidnar d h ® s i
inclusion ~ 16int®riétr Ld@acne vaadwnl eleSpmaegds omd
l e test au nitrobleu de t®trazolium (NBT). Ce t ¢
de cultures FMS mais dbéapr s | a iglucanegrovenantidee , di

l evur es et de champignons per mettent déobtenir
administratiorin vitro ouin vivo?** %3

Le kit NBT utilisé est un test normalisé destiné a un diagnostic rapdgoc he z | 6 h o mme .
(! est fourni avec un extrait bact ®rien non vi
pourcentage de gl obule blanc activ® est pl us ®lI
valeur moyenne de 10% maximum chez ujetssainbien que certains échantillons de sang puissent
en compter jusqud- 17 %. Les essais r®alis®s su

attendus en utilisant le stimulant bactérien. Les cellules contenant du formazan devenant ti®s fragile
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un maxi mum de pr®cautions ont d% °tre prises | ol
des frottis. En effet, pour étre considéré comme positif, le neutrophile doit présenter une membrane
cellulaire visible. U nopicque ennappligeantde8 oonditiens duakit esb . mi
présenté dans fegure 28. En condition non stimulée, peu de globules blancs présentent des dépots de
formazan avec un total de#80.32%, t andi s qubéen conditi aB%. kati mul ®c¢
coloraton 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 a 5) contrairemenltymphocytes et aux monocytes dont les

noyaux mononucléés apparaissent respectivement de forme arrondie et de fer & cheval occupant la
quasit ot al i t ® de | a cellul e. Les d®p?rts de forr

intracytoplasmiques irréguliérele couleur noire.

Condition non stimulée

Neutrophiles -
non activés

| y
| -
L ap e | )
L o | Ed

L Lymphocytes— -

L ‘ "‘
vl
************* > @
' Neutrophiles
Erythrocytes Condition stimulée activés
”””””” -
g Neutrophile »

Extrait - ‘ active " ’
bactérien - :
(stimulant) - ' " ‘

L5

Figure 28 Observation microscopique déw®ttis sanguins (Test NBT). Seuls les neutrophiles clairement
identifiés sont comptabilisés dans chacune des deux conditions du test. Conditions non :stamgée NBT ;
condition stimulée sang + NBT + stimulant bactérien.

Sachant g u e edt a avalaillen plusieucs iedsdis®ont été réalisés sur sang aviaire

(pigeon et poul et) mais |l e test ndbest mal heur e
do®rythrocytes nucl ®®s i mposants masqualles, | es gl
| 6®qui val ent des neutrophiles de mammi f r e, S

modifications de colorations réalisées. Aussi, les cellules présentant des dépdts de formazan
nbapparai ssent pas de fa-on dages.€amptentemugde @ast e po
problématiques uniquement le sang humain est utilisé pour appliquer le test NBT. Les mécanismes de

défense entre le modéle aviaire et le modéele mammifére restent toutefois comparables. Il a été
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d®mont r ® -glgcanes admeirsst®s 7 des poulets augmentent S i
hétérophiles avec une augmentation de la phagocytose et une libération accrue de radicaux libres
dérivés de l'oxygéne mesurés par le NBT par rapport aux hétérophiles isolés des animaux ayant
obenus une r at i-guwanesd®it ritd eprs@sesnche dbédun r-Bcepteur
la surface des hétérophiles aviaires a été mis en évidence en utilisant différents glucanes, notamment le
curdl-gahecdgbe bact ®r i en )* " Biendje lelprdoessus dearéconnaissancé e v u r
des polysaccharides soit similaire & celui des neutrophiles denifere des expérimentations chez
l 6ani mal resteront n®cessair esin\atiobtenud sur sarggl i der
humain.

L e -glbcane est le polysaccharide le plus abondant de la paroi des champignons, cette
molécule est notamment capalde se lier directement & de hombreux récepteurs cellulaires, dont ceux
des neutrophil es, d®cl enchant ai nsi | a cascade
immunitaire. Deux standards internes plus représentatifs des extraits de culturandgigifon ont
ai nsi At ® test®s en pr®sence des egmdahewéelevare Le p
associé a des protéines qui est couramment utilisé expérimentalement pour induire des réactions
infl ammatoires. Ce t titée dame le ®it NBIT eommes étant dird simulaht @w r s
systéme immunitaire et particulierement des globules blancs de type phagocyte comme les
neutrophil es. La seconde -ghcar@p derdeaureifourni avecslé kitden c o n
d o s a g egluchrees fonfliques Megazyme. Différentes doses de ces produits sont préparées dans de
| 6eau physiologiqgue st®rile avant | eur figunecor por a
29montrent gue | es deux typeserbeneyropilpsade maniere ns s
dose dépendante comme indiqué dans la littérature
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Figure 29. Ef fet de | a c onglacares sartla rédoction duoNBTE gaalestneutrophiles éu
sang. Les deux produits commerciaux test ®gucapdddeg azy me

S. cerevisiaéncorporés dans le sang & des@entrations allant de 0 & 100 pg.mL

La réponse au zymosane atteint un seuil vers la concentration maximale de 100 gay.feLnombre

de cellules activ®es nbdaugmente plus malgr® une
rapport a la dasinférieureCe ph®nom ne sugg re que | glscanest f et s
ne sont pas directement | i ®s ~ | a dose administr
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scores et sont en outre susc eplaipébence dedfériesmm hi ber
concentrations a certainement tendance ° bai sse
entrent notamment en comp®tition potrPalrapporit er ac't
au zymosane, la stimulation obtenue avec le produit de Megazyme est plus faible quelle que soit la
dose incorporée avec une réponsximale des neutrophiles pour la concentration la plus importante

de 100 pg.mL’. La réactivité des leucocytesadss i s de di ff ®r ent eglucane®par at
a été mise en évidence dans plusieurs études chez les neutrophiles et les madfophdgésa f f i ni t ®
desb-glucanes pour leurs récepteurs présents a la surface des phagocytes est spécifique et les doses
administrées ainsi que les différences de structures peuvent affecter les propriétés stimulatrices. Bien
gue | e contenu en polysaccharide soit en- faveur
glucanes contre 40.87 + 1.75% pour le zymosane de chez 8igsage Megazyme), la composition

globale avec notamment la présence de molécules annexes (protéines, chitines et mannanes) peuvent
influencer la réponse immunitaire. Selon plusieurs auteurs;aeaike serait donc pas dépendante de la

g u ant i-gdu@®nesimeais plutdt de la qualité et des caractéristiques physicochimiques des produits

(pureté, solubilité, poids moléculaire, conformation et degré de ramificatfoll)a été démontré que

l e proc®d® de production et donc | es mmitedesdes doé
b-gl ucanes. Par cons®quent, | 6act i-glican@ piovemahto g i g u ¢
déune m°me source peut **tre significativement di

3.1.2. Réponsedesneutop | es en pr®sence des extraits de cul

du crible

Les microorgani smes restants ~° | 0issue du ch
Les quatorze souches de champignons inférieurs présélectionnésAsgeamgillus niger(n® 1),
Aspergillussp. (n° 2 a 7)Aspergillus oryzaén® 8), Aspergillus soja€n® 9), Rhizopus oryzafm® 10),
Rhizopus oligosporugn® 11), Penicillium brasilianum(n® 12), Trichoderma harzianungn® 28) et
Rhizopussp. (n° 42). Il rete également quatre souches de champignons supérieurs aMdavdirella
hortensis(n® 19), Agaricus bisporugn® 27) etTrametes versicolo(n® 21 et 41). Afin de disposer
déun maxi mum de biomasse et donc potleohoixdes | e men
moments de pr® vement des ®chantillons pour | 6a
pourcentage de G@t | 6aspect deglucane Btanuun des compdsants niajeurs des
parois fongiques, sa production est donoittment liée a la croissance des microorganismes. Les
jours de prélevement ont été choisis selon plusieurs critéres importants. Le substrat doit étre
entierement colonisé par le mycélium et la sporulation doit étre treés faible ou encore absente. Au
momen du prélévement la quantité de biomasse est quasi maximale puisque les pics satCO
passés pour la plupart des microorganisnkégute 30). Concernant les inférieurs, uniqguement les

cultures avec les souches n° 1 a 7 ont été prélevées dés le secataldalture car la sporulation est
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trop importante le jour suivant. Toutes les autres sont sacrifiées au bout du troisieme jdRir sauf
oligosporus(n® 11) qui est la seule souche de cette catégorie a avoir été prélevée le quatrieme jour de
culture car en développement est le plus lent avec une sporulation trés limitée. Pour les quatre
champignons supérieurs les prélevements sont effectués le cinquiéme jour de culture puisque la
croissance est décalée dans le temps.

10 - 10

10 -

€O, (%)

0 12 24 36 48 60 72 84 96 0 12 24 36 48 60 72 84 96 0 24 48 72 96 120 144

Temps (h) Temps (h) Temps (h)
-1 -2 4«3 =4 -5 -6 7 -8 =+9 —+10 —11 —12 =28 42 —-19 =21 27, —41

Figure 30. Evolution dupourcentage de Gwu cours du temps des cultures FMS sur tourteau lot 2.

Les extraits des cultures sur tourteau de <co
test NBT pour la d®termination dobéune wuasang.i vi t ®
D 6 a p rfiguse 31 paésentant les résultats du test NBT pour les champignons inférieurs, le tourteau
seul per met doobtenir wune r®ponse similaire par
substrat sol i de n 6 aeutbphites. Paami tes extraiés fpfovenant ges cultureg s
FMS, uniguement ceux des souckhespergillus oryzaé€n©® 8) etAspergillus soja€n® 9) provoquent
une réponse significative des neutrophiles sanguins par rapport aux autres échantillons de aulture ave
un doublement du nombre de cellules activées. Les pourcentages restent toutefois inférieurs a la

réponse obtenue par le témoin positif du test,-&€éte le stimulant bactérien non viable.

Neutrophiles activés (%)

NS S T 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 28 42

Figure 31 Pourcentage de neutrophiles activés (présentant des dépéts de formazan) dans le sang en présence
doextraits de culture FMS awenditon roms stinnuléa (sang seplp:ns i nf @
condition stimulée (extrait bactérien du KifJ : exrait de tourteau de colza seuNuméro de souches (barres

bleus): extraits de culture FMS correspondant aux 14 champignons inférfe@rs: 0.0001 (ANOVA a un

facteur).

Il est important de noter que le traitement thermique des échantillons (séch@BCh ne

d®nat ur er alucanespfangiquds.eLa madbécule est cependant affectée généralement a plus
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haute température (>130°C) et dans certaines conditions en présence de solvant (DMSO) et en utilisant

des m®t hodes dohydroek¥8es acides et enzymati g

En ce qui concerne les champignons supéridtigife 32), le pourcentage de neutrophiles
activ®s est ®quivalent au tourt easangseullasaichert | a
T. versicolorATCC (n° 41) est la seule qui est statistiquement différente des autres souches. La
prudence sO0i mpose toutefois pour | 6i nterpr ®t at i
réalisées avec des échantillons dagsdistincts. Bien que le niveau basal soit dans la plage normale
chez les deux sujets (< 10%), les réponses ne sont pas les mémes pour le témoin positif ainsi que pour
le tourteau seul avec une sensibilité des neutrophiles manifestement accrue pauxcestraits

utilisés avec le second échantillon de sang. Ces différences refletent donc une certaine variabilité de la

r®ponse immunitaire propre ° c¢chaque individu qubd
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Figure 32 Pourcentage de neutrophiles activés (présentant des dép6ts de formazan) dans le sang en présence
déextraits de culture FMS a:.cenditon mos stimuéa (spng geplp:ns sup®
condition stimulée (extrait bactérien du KifJ : exrait de tourteau de colza seuNuméro de souches (barres

bleus): extraits de culture FMS correspondant aux quatre champignons supétieRrs.0.0001, *P < 0.007

(ANOVA a un facteur).

Déapr s |l a litt®ratur e, | essde phan®igreoms asupérieunss pr o
présentent des effets immunomodulateurs bien connus maicdeux n6ont j amai s ®t ®
partir doextraits bruts de culture FMSétrepaa conce
assez importante pour stifeu les globules blancs sanguins contrairement aux préparations
commerciales concentr ®es tel que |l egkymasanaedts
effectivement pas détectable dans les cultures FMS avec la méthode utilisée quelle queustiela so
considérée. Les pourcentages sont trés proches de celui du tourteau de colza seul (3.98 + 0.16%)
repr®sentant | dinterf®rence |i®e ° | a m®t hode d:
la celluloseAinsi,| e dosaggeucdaenspabsnpesti nent pour suivre |
sur tourteau de <col za. Déapr s |l es travaux publi
desglbucanes, sont maj oritairement i sol ®es et S |
concentration avant leur utilisation dans des edsaistro et in vivo pour la détermination de leurs
propriétés sur le systéme immunitaire. Par conséquent, les champignons supérieurs ne peuvent pas étre

®l i mi n®s ) ce st ade d e nd iaf@®ieursd les. southesareténuesa somt ¢ h a
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Aspergillus oryzadn® 8) etAspergillus sojagn °9) en raison des résultats encourageants obtenus
suite au test NBT. Malgré une réponse négafrezopus oryzafn® 10) etRhizopus oligosporu@®

11) sont également conservées car contrairement aux autres souches alimentaires restantes,
| 6i nt®gralit® de | eur bi omasse, pr ®sente sous f
couramment consomm®e par | 6 hermemautres mitroorganismenss i ®t
savoirTrichoderma harzianuret Penicillium brasilianumqui sont connus surtout pour la production
déenzymes tandi s A4 uiger Asgergiussp. ®tRHiz@psisspd peuvend présenter

un risque pour la sant&imaine ou animale car elles sont susceptibles de produire des mycotoxines.

3.1. 3. Comparai son des niveaux dobéactivation des
culture en milieu solide

Afin dbéobtenir des ®chanthh btanse, dheantktage NBJ
appligué en utilisant la biomasse brute des microorganismes sous forme de mycélium obtenu a partir
de cultures en milieu liquidd-{gure 32 . Un doglageamdes @per met en para
guantité de ce conmsé bioactif dans du mycélium seul puisque egilaist indétectable en utilisant les
échantillons de culture FMSFigure 33). Comme constaté dans le paragraphe précédent, les
pourcentages de neutrophiles activés concernant les standards internes ag lesntn@mes pour les
deux échantillons de sang utilisés. La tendance est cependant similaire, avec une réponse plus forte
pour l e stimulant bact ®r i g@lacane der levureaqi ples rniveaua u co
relativement bas pour le sang seul eblateau de colza.

Neutrophiles activés (%)

mSang 1 #Sang2

Figure 32 Pourcentage de neutrophiles activés (présentant des dépdts de formazan) dans deux échantillons de

sang provenant de donneurs di st i ncohdiion@on stimulé@qsangce dobe
seul); S: condition stimulée (extrait bactérien du kit-Ghucane b gl ucane de | evire Mega

** P < 0.0001, *P < 0.05 par rapport au groupe contrble représenté par le tourteau de colza seul (ANOVA, test
de Dunnett).
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En prenant en compte ledférences significatives obtenues sur les deux panels de sang, les
souches permettant doobtenir | es Aspergillosainshque ons | e
T. versicolorATCC etA. bisporus Ces nouveaux résultats, a partir de la biombss® concentrée,
confirment le potentiel immunostimulant de certaines souches et notamment les champignons
sup®ri eur s. -glueanedwnmytekum est extrémedment variable avec des niveaux allant de
2.5 a 25.1% selon les souches. Ces valeurscsonh ®r ent es par rapport ~° cel
études utilisant le méme kit de dosage avec différents champignons supérieiird§2%) > et
moisissures (0.9 23.8%)'°. Le tourteau seul est testé en assemblage avec le témoin du kit pour
®valuer | 6i mportance des interf®rences | i ®es
en quel que sorte | deladc@lglosephrde nicooarganising et & prpdaatidn dee
b-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. kghicames additiorinde @u tougealbest détectable avec une interférence liée
a la présence de cellulose restée stable, la méthode est donc tout a fait applicable aux cultures, a
condition toutefois que la quantité de glucanesd@@ic de biomasse fongique) soit suffisamment

élevée. Une partie de la cellulose peut étre métabolisée par le microorganisme au cours du temps donc

|l a valeur de | 6interf®rence peut sensiblement di
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Figure 33 Pour c e n t-glugames dam$ ébs ®c hant i | | o@leand etémoiy duRdosage m. b

Megazyme -Glu 50% + T 50% assemblage du tourteau avec le témoin du kit en réduisant leurs quantités
respectives a 50%. Les pourcentages sont exprimés par rapport a la masse séche.

Les pourcenh a g e gylucdress I€s plus élevés ont été obtenus avec les quatre champignons supérieurs

et lesAspergillus La réponse immunitaire, mesurée par le test NBT, peut donc étre corrélée a la

g uant i-dgluganed présénte dans la biomasse mycélienne desorgignismes étudiés. Comme
®voqu® pr ®c ®d e nylmeametet/oll de molécydes bichativedHassociés ont également leur

i mportance. Des diff®rences dobéaffinit® et dobacc
ces résultats. En effet, larsulation des neutrophiles est relativement plus faible pburortensispar
rapport aux autres souches -glecane six fasgplus@ngportaritgue Mal ¢

R. oligosporus] e pour centage doéact i vamndl poor ces sldux spueHeat i v e n
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Parmi les autres composés de paroi dont les activités biologiqgues ont été démontrés figurent
notamment les mannanes ainsi que les associations praté@mesines™. Ces composés sont
pr®sents dans | eur i nt ®gr al i $é& Fipalementgla domalike une e x
oligosporuse st ®|l i mi n®e ~ <ce stade de | 0®tude en rais
et doun cglucaheetrasufaibke 12.5%) par rapport a toutes les autres souches. Sa croissance

est également la pldente 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 méme échantillon de
sang Figure 34). Des réponses significatives ont été obtenues poatre 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 méme &agy ¢ 32, sang 1).

Neutrophiles activés (%)

Figure 34 Pour centage de neutrophiles activ®s (pr®sentant
culture FMS des souches sélectionnées: bighdition non stimulés (sang seuly: condition stimulés (extrait

bactérien du kit) -Ghucane b g | levura Megazyre a 10 ug.riL** P < 0.0001 par rapport au groupe
contrble représenté par le tourteau de colza seul (ANOVA, test de Dunnett).

Les guantgltukesands Bont toujours i nd®t ectabl es,
concentration trop faie en molécules bioactives pour les cultures sur tourteau dans les conditions de

| 6essai ef fect et@l Antter sluijj®tl, a Caist r®r ence dobdacti
phagocytes ~ | agluees’ eeas danméesisaggerem aussb que les effets sur le
systeme immunitaire a différentes doses sont variables en raison dedmgat€ristiques physieo

chimiques propres et de leur affinité-@wis des récepteurs membranaires des cellules immunitaires.

Le m®cani sme-gdaazamiesn cvemxsebnant | 6induction des
pas encore éttotalement éludé ace jour '°% Par ailleurs, les extraits utilisés dans cette étude
peuvent contenir déautres substances bioactives
lipides et phénols. Ces composés ayant des propriétés pharmacologiques établies ont été identifiés
dars le mycélium et le carpophore des champignons médiciia@ontrairement au mycélium seul,

la biomasse est considérablement diluée dans la culture FMS etiaedlgpeut pas en étre séparée

puisque les hyphes fgni ques sont f er mement |l i ®s aux particu
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Il i mit ®e, | 6accessibilit® des mol ®cul es bi oact i\
immunitaires en raison de cette adhésion entre le mycélium et les particulesrtdau de colza.

Suivant |l a variabilit® de | 6®chantillon de sang
plus ou moins marquées ¥dsv i s doéun m°me produit ce qui pose

microorganisme, particulierement dansés des extraits de culture FMS. Néanmoins, en prenant en

compte | 6ensemble des r®sul tats effectu®s jusqgl
particuli rement HivesicolwATEGGesARMjae Aver tespectivengpnt 25 ed e
21 % del bcanes dans | eur biomasse, el l es font par

immunitaire sur le neutrophile du sang humdpour le choix définitif de la souche, le potentiel
immunostimulant des deux microorganismes sélectionnés deipétalablement confirmé avec un
test plus fiable par rapport au test NBT dont les résultats restent plus ou moins dépendants de

| 6®chantill on de sang consi d®r ®.

3. 2. Ef fet des produit slbf epramme nlite®s cseul rlmaihas dp r noodnuocnt
sang périphériqgue (PBMC) et les macrophages dérivés de moelle osseuse de souris (BMDM) stimulés
par une endotoxine

Les essaisn vitro impliquant la culture de cellules immunitaires sont les plus utilisés pour

évaluer le potentiel immunomodulateu d un compos® donn®. Cette appr
dans |l e but dbéexaminer |l a capacit® des substanc
sp®ci fiques comme | 6dactivation doO®I E®mentade part i

de signalisation, etc.) entrainant la production de cytokines. Les modéles cellulaires PBMC

(représentatif des cellules circulantes du sang) et BMDM (représentatif des tissus) peuvent étre utilisés

dans | e cas dbéune stimuyluaetsi opuipanedés |dompada®s
monocytes et | es macrophages sont calpcaed®es de s6

Léinflammation est une des premi res rr®pons
pathog ne qui peut °tre dobéordre physique (traun

(substances toxiques) et biologiquef(ect i on par un organisme Vvivant
immunitaires & un agent stimulant, comme le LPS, entraine la sécrétion de plusieurs cytokines pro
infl ammatoires dldn tCete derniere a été sElackionmée en ralson de ses effets
multiples exercés sur une grande variété de types cellulaires. Elle joue également un réle clé dans les
processus inflammatoires eniact a n t |l es | eucocytes et en r®gul ant
la réponse immunitairé>™. 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 composdsnt les extraits de champignofid La détermination des

ni veaukkb dmdrLmet ai nsi do®t udi er | a nprésence des i on d
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différents composés testés a condition que -©tugoient utilisés a des concentrations non
cytotoxiques.

Lesll-1 b aviaires ont | e m°me rtle que ceux des
rponse i nfl amma-gluzarerse .s uLrd i Ingp ajthcetddedic EssemtielkdentL
chez les mammiféeres mais quelques essais ont également été effectués chez la volaille. Des
expérimentations menégsvivo sur poulet ein vitro sur les macrophages aviaires ont notamment mis
enév dence une ®| ®valh omprdes InG eempauxi tdibdr. aux pol vy
r®sul tats similaires ont doéailleurs ®%® obtenus

3.2.1. Activités immunomodulatrices obtenues avec le modele PBMC

La premi re approche a ®t® de v®rifier l a pi
fraction essentiellement soluble des produits testés sans cytotoxicité en utilisant un des modéles les
plus approprié, a savoir les cellules mononucléées humainsandupériphérique (PBMC). Afin de
ddéanal yser l es profil s -hlamna®ieril@tbi, o nl ede cled il rutl eers
incubées avec différentes concentrations des produits a tester. Les profils de cytotoxicité ont
également été mis en évite en parallele en utilisant le test XTT.

Les résultats concernant la viabilité cellulaire présentés ddiggifa 35Amont r ent quobap
17h30 doéincubation, l e LPS sebrndi nuduilti sa®u cunea ccy
encomparaisb au contrtl e (milieu de cdnflamomatogreds ZVADe m° me
et PRED ne modifie pas statistiquement la viabilité des PBMC. Les différents produits testés a des
concentrations allant de 0 & 1 mg.fine présentent aucune cytotosécinajeure Kigure 35B et Q.
Lébextrait de A . cojpeit uad i tFMSnedbcytotoxicit® dbéenvi
concentration testée (0.125 mg.mL. 1 est toutefois not® que cett
la concentration, par conséauieune interaction avec le test XTT peut étre envisagée. Certains
échantillons induisent une |égére prolifération cellulaire mais-celle n b6 e st pas signi
nbaugmente pas avec | a dose incorpor &misebne sti
évidence avec le test XTT par Cheinal avec des extraits d@. lucidum mais la durée de contact
avec les PBMC est prolongée a 48 et 72h pour obtenir des résultats significatifs. Une cytotoxicité a
toutefois été rapportée dans cette mémeechalir un des échantillons incorporé a la concentration

maximale de 1 mg.mt>®.
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Figure 35. Pourcentage de viabilité cellulaire des PBMC en présence des différents composés testés par rapport

au contrdle milieu de culturd : Viabilité dans le milieu de culture seul, en présence de LPS a 10 heginen

présence de LPS 10 ng.thladditionné és deux références internes dnflammatoires (ZVAD a 5uM et

PRED & 100uM)B : Viabilité en présence de LPS a 10 ng:haldditionné des différents témoins (tourteau seul,
b-Glucane Megazyme, ImmunoWall et MacroGard) incorporés dans le milieu celldaidifférentes
concentrations (0, 0.007, 0.015, 0.0312, 0.0625, 0.125 et 0.25 mMy.@L Viabilité en présence de LPS & 10
ngmltladdi ti onn® des diff®rents exA. soméetTsversicelorincgrpo®@$ i um et
dans le milieu cellulaire & différentes concentrations (0, 0.125, 0.25, 0.5 et 1 Mg*nL< 0.0001 par rapport

au groupe contréle représenté par le milieu de culture seul (ANOVA, test de Dunnett).

Déapr s |l es r ®s ul figuxet 36A, praRus elma ®Wts dand 7h &0 dob
stimulation par le LPS, utilisé a la concentratonde 10ng,mLa i ndui t udé& prodleti
PBMC (928 + 70 pg.mt) en comparaison au niveau basal en présence du contréle représenté par le
milieu de culture (13 + 3 pg.mt). Toujours en présence de LPS, ZVAD et PRED induisent une
di minution significative de 42% el1lb 32 &br Fesp@&at
stimulées validant le tedtes deux andinflammatoires sont particuliérenteefficaces pour inhiber la

production des cytokines pinflammatoires. Le ZVAD est un composé méthylkétone de synthése qui

bl oque |l e site catalytique dbébune prot ®asleh - cCys
i nhi bant de dcee [|féaintf | laGmamatsiowiet ZdL RP 3, un compl exe
|l a r®ponse i mmunitaire i nn®é&" Leprédgisolone (PRED) astiuh e | 6 3

corticostéroide de synthése qui empéche la transcription du géne responsable de la synthé&sé des IL
en interagissant avec les récepteurs nucléaires aux stéfSidesrmi les quatres témoins testés,
uniquement le produit immunoWall a un effet sur les PBMC stimuléesaegmentant

significativemehb, | pupgqoductiong ©H6i & plus par ra
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dépendanteRigure 36B). Les autres produits testés, dont le tourteau de colza, ne modifient pas de
mani re notabl el bl desapBME dtimaldes. bes pratldits dommerciaux a base de
b-glucane deS. cerevisiaen 6 o n t pas | a m°me composition, | mmun

c o nt e nglucarerest Ib plus faibl@dbleau 16.
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Figure 36. Concentr dthi osnr®cad ®It ®e par |l es PBMC en prA®sence d
Quanti-1® dédhs |l e milieu de cul tur @etenepésence gerLPSpari®s enc e

ng.mL* additionné des deux références internes-iafiammatoires (ZVAD a 5uM et PRED & 100uNVB. :
Quanti-1® €6l pr ®s enc e ddditionne Bes différerls témgins fdurteau seudlucane

Megazyme, ImmunoWall et MacroGard) incorporés dans le milieu cellulaire & différmmesntrations (0O,

0.007, 0.015, 0.0312, 0.0625, 0.125 et 0.25 mg)mC : Quantlibt @ nd 6plrL®sence 'de LPS
additionn® des diff®rents e xA s@aeetTsverdimlorincprpokék daoste et de
milieu cellulairea différentes concentrations (0, 0.125, 0.25, 0.5 et 1 mg.nit* P < 0.0001, *P < 0.001, *

P < 0.005 par rapport au groupe controle représenté par le LPS (ANOVA, test de Dunnett).
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Ces di ff®rentes pr ®parati ons n 6 ambduleméani f e st
productlimnparéllLes PBMC et | 6absence déinformatio
permet pas de conclure sur les effets observés sachant que newseraient pas uniqguement liés a la
concent r-@altuoan e.nndbo@ dupfaurnisseur, EnmunoWall est un prébiotique riche en

b-glucane, mannare | i gosaccharides et en prot ®i nes gui

pr®vient | a colonisation de | 8intestin gy des |
comme | es | actobacill es. (! per met ddaugment er
cCroissance et r ®dui t la mortalit® chez | a vol ai

additif dont la pureté ainsi que la préservatios de mo | ® ¢ ugluease est @artiéulierement

i mportante et dont | 6action principale est | 6ac
est conséquente pour ce dernier concernant la démonstration de la capacité a promouvoir la résistance,
lasmt ® et | es performances des ani maux d&i®d evage
sur monocytes et macrophages démontrtarg augmentation des cytokines qmflammatoires et

not ammehti d@rlLs 2%h @es co®$ alctats ont cependant
stimulant inflammatoire comme le LPS. Des réponses extrémement variableg ocapgrtéesn

vitroen ut i |-glwanestseuls @uen dmbinaison avec le LPS. Selon la cytokine considérée, il

néy pas doéi mpact ou une amplification plus ou
occasionnée par le LPS. Ces résultateeddpnt de la dose incorporée seule ou en combinaison avec

un stimulant. Les interactions ne sont donc pas les mémes suivant les conditions des essais et les
m®cani smes i mpliqu®s ne sont pas cl airement ®I uc
invivosugg rent en r evanc heglucanoes fongiques réduittlaepnoduntion da v e ¢ |
cytokines preinflammatoires dans des conditions inflammatoires comme suivant une stimulation par

le LPS?° Aussi, lesb-glucanes de levure bien que présentant la méme structure basique, sont
présentés sous différentes formes, plus ou moins purifiésldiles avec des poids moléculaires

variables ce qui peut également expliquer les résultats obtenus. La contamination potentielle par une

endotoxine (effet costimul ant) ndest pas ne®gl i

systématiquement vérifiéé,6ut i | i sati on doébun autre mod | e cell
hypothése.

Lorsque |1 6on consid re les extraits de myc®l
étudiées, ceux i sont capables de diminuer-lfdepdra-lo@as i PPN

stimulées et de maniere ded@pendanteRigure 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 iagaport aux extraits de culture FMS respectifs

des microorgani smes certainement en raison doéun:
mol ®cul es bi o a egludanes gui ne sontrpas déteetableshavec la méthode employée

dans les cultuesur tourteadliableau 16.
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Tableau 16 P o ur c eglucamgdans keténfoins, le mycélium (culture en milieu liquide) et les cultures
sur tourteau de colza (culture en milieu solide)

Echantillons Cont e n-glucana (%h

Tourteau de colza ND
Témoins b-Glucane Megazyme 53.2+0.9
ImmunoWall 21.2+0.7
MacroGard 395+1.1
My ¢ ® | iAspengilldsésojae 20.7 £0.8

Microorganismes Cul t ur eAspErdlilss sdjae ND
cultivés Mycélium deTrametes versicolor 251 +1.7

Culture FMS déframetessersicolor ND

ND : non détectable
L6i mpl i c adlucanes dadsecette béponse immunitaire reste incertaine puisque les
®chantillons de culture r®v | ent uflé.apteist udles ud e

obtenus pour ces échantillons coincident toutefois avec ptasi¢udes par rapport a une réponse de
typeanti nf | ammatoir e. Le ph®nom ne doéinhibition de

par plusieurs auteur s e n -glucaned fongiguestsur bk enémeanodale o s ® s

cellulaire, a savir les PBMC. Selon Poutsial al , -hlecanesfpeuvent induire une production
i mpor t alRg,an ahtdgoriste naturel au récepteur dell'f, sans d®cl encher |
| 6-1 k. La production de | 6i nhi sénteeda LPS é@voquantiugeu € me n

intéraction combinée a la surface des récepteurs cellulaires avec différents ligands pour déclencher la
transduction de ce signaf* L egleicanbs semblent capables de modifier la réponse a une
stimulation preinflammatoire méme en cas de sepsis. Des études cliniques ainsi que de nombreux
essais chez lemamaux démontrent le réle protecteur des polysaccharides fongiques dans certaines
conditions comme dans | e cas doéune | ®sion ou dolt
Le processus responsabl e des cwla masfleb essas vitppo s i t i f ¢
tendent a confirmer le potentiel aiMiflammatoire des polysaccharides fongiques avec une diminution

du ratio IL-1 b /-1IR&vial 6 anal yse des facw®duretdedet rlaenusrcrliipaii
différents promotteurs desytokines. Il a été démontré que cette induction est différente suivant

| 6additi on de LPS ou dou#l)e™ hes profils entcytokines sécrétéasc t ®r i
seraient ainsi di ff®rents suivant |-Ebtybesde®sutl
issus de la littérature sur les cellules non stimulées sont contradictoires. Un extréét palubnant

du mycélium del. lepideusa ugment e consi d®r ablbememdz |lless NPREMG@ L
gue les autres cytokines ne sont pas affectées. Des résultats similaires ont également été obtenus sur
PBMC et monocyte humain avec un extrait deypatcharides isolé du carpophoreGlesinenseet

une pr ®par at-glusame purifiébdaSs eereviiaé®™®®’. Par opposition, dbo
montrent que | a stimulation des cel-nflainmawireseul es

avec des niveaux inchangés enllliF®*®> Ces données supplémentaires signifient que la réponse
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obtenue, en plus doé°tre d®pendante de |l a pr ®sen
composants impliqués avec une possible combinaison de différents ligands apsésdifuement

sur | e profil des cytokines. Par ¢ ons-@uranesnt , I a
peut donner lieu a des effets pau antiinflammatoires suivant les conditions testées et le type de
molécules impliquée$®**> || faut °tre tr~ s prudent dans | &
considérant les modeélés vitro. En effet, des analyses complémentaires sont nécessaires avec entre
autres | ut i |l iinsvavboponor dearmoadt @reisser l e type doa
provoqué par un produit donné et établir une corrélation avec les essai. L dtilisation de
plusieurs genres cellulaires permet notamment d¢
cas, la validation de | b6efficacit® sur l e syst

| 6organi®¥me vivant

Les tests réalisés sur les leucocytes circulants du sang confirment les potentiels
immunomodulateurs de certains produits, notamment le mycélium et les cultures FMS desAouches
sojaeet T. versicolor par la modificationdelpr oduct i on d e-infladmatoireelklibe u ki ne
Malgré des résultats prometteurs,versicolore st ®I1 i mi n® ~ ce stade de |6
déja existants concernant ses propriétés immunomodulatrices (choix stratégique du groupe industriel).

Le modele PBMC, communément utilisé en recherche pour la démonstration des effets
immunomodulatelr de nombreux compos®s (hydrophiles et h
|l a pr®sence de particules insolubles concentr G

utilisant les produits complets. Uniquement la fraction soluble comtégglement de fines particules

a pu °tre mise en contact avec | es PBMC en ra
cons®quent , |l a concentration en mol ®cul es bi oac-
doute réduite. Il est égalemd i mportant de rappel er qudi l noé

immunologie et que chagque modéle cellulaire a sa propre spécificité et limriteigisles conditions

testées.

Comme | es add i-gtucahessont utilibta daas lalireintéfralité en alimentation
ani mal e, Il e choi x doéun autre mod | e de type m
préparations contenant des particules. Ainsi, le macrophage dérivé della nsseuse de souris
( BMDM) a ®t ® propos® -~ ce stade de | 6®tude afi |
particulierement intéressant car il représente également la premiére cible cellulaire du systéme
i mmunitaire | orsgldéuares ngeissquwdmi Idee sht |l ocali s®
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 immunomodiiices obtenues avec le modele BMDM

Les macrophages constituent l a premi re |ign
important (cellules sentinelles>) dans le déclenchement de la réponse immunitaire adaptative.
Déapr s heigo leBfi-gludapes ingérés sont rapidement capturés par les macrophages au
niveau de | 6intestin qui s®cr tent ensuite des

en relarguant des petits fragments qui activent les leucocytes circulants. Cette dasigdalisation

est donc ° |l odoriginéd ddaodeafe®Rpdes @l udfi@renes 5aipr o c
concentrations est ®valu® sur | alft oxdrcilte®s ermha d rao

dérivés de moelle osseuse de souris stimulés par une endotoxine (LPS). Ces essais permettent de
comparer et de confirmer les activités immenoaolulatrices observées sur les PBMC. Contrairement a

ces derni res, |l a pr ®sence doaeaexaninéeatpartvdutfpréduip h ar ma
complet, en présence de particules.

D 6 a p rfigwse 3VAale LPS est utilisé a une concentratioon cytotoxique pendant 24h.
Les références internes aimtflammatoires (ZVAD, PRED et DEXA) ne présentent aucune
cytotoxicit® et ne modi fient pas | 6augmentati or
Utilisée a la concentration de 1 mg.hll e t ®@locane Mdgazyme est le seul qui ne modifie
pas | daugmentation de Il a prolif®ration <cellul ai
produits qui | 6i nhi be sans °tre cytotoxigue, hor

&vis du contréle milieu de culture. Utilisés a des concentrations inférieures ou égales a 0.T,mg.mL

|l 6ensembl e des t®moins ainsi que |l es extraits d
induite par le LPS Kigure 37B et Q. Les niveaux rdse n't déaill eurs identig
| 6®chantill on consi d®r ®. Des q u-glucane de® sersisolomi | ai r e

etS. cerevisia®nt été mises en contact avec des macrophages sans induire de cytotoxicité démontrant

que ces ellules sont bien adaptées a la présence de partiifté¥ Soumis & un stimulus
inflammatoire comme le LP8t les polysaccharides fongiques, les macrophages activent plusieurs
enzymes de type oxydase notamment | 6oxyde nitr]
r®actifs de | 6oxyg ne et de | 6oxyde nithogehegue ( NC

® Des fortes concentrations en NO peuvent cependant affecter la viabilité des macréfhages

Lédactivation des cel |l ul es e tresfaeteurp cytotdxigues peavent e x c e
°tre ° | dorigine de |l a perte de viabili'td® obser
produit MacroGard. Léactivation des cellules dan
delaproducto d-BB L”~ | a concentration *(Fguwe38BytotLéainalgs
et | 6interpr®tatiobhbdesti aacoapttablrati opaeni i Ldu
débune part, néaffectent pacsontar vliembmil li it ®u cad | al
part, néinhibent pas | 6effet 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 contréle milieu de culturd : Viabilité dans le milieu de culture seul (MC), en présence de LPS & 1 Jig.mL

et en présence de LPS 1 a ug-hadditionné des trois références internes -arftammatoires (ZVAD & 5uM,

PRED & 70uM et DEXA & 1uM)B : Viabilité en présence de LPS & 1 pg:fradditionné des différents témoins
(tour t e aQucareeMedazymeb ImmunoWall et MacroGard) incorporés dans lleungellulaire a
différentes concentrations (0, 0.001, 0.01, 0.1 et 1 mg)mC : Viabilité¢ en présence de LPS a 1 pg:mL
additionn® des e x tAr sojaeprélevés eespectivenent 1€¢Bar (JB) Mide 7¢bdr (J7) de

culture et incorporés dans le milieu cellulaire & différentes concentrations (0, 0.001, 0.01, 0.1 et ) migamL

< 0.0001 par rapport au groupe controle représenté par le LPS (ANOVA, test de Dunnett).

En présence de LPS, les référenadgsrnes antinflammatoires (ZVAD, PRED et DEXA)
di mi nuent de 35 7 -li8irddite pardes pMDMdar cappiorban LP& &elulLvalidant
ai nsi Hglre388)ai PFar mi | e-&lucan® Megazynse ,provbqeie également une

réponse de typantiinflammatoire a 1 mgmtavec une di minution d& 70%

par | es macrophages stimul®s. A cette concentrat

la viabilité et la prolifération cellulaire. A 0.1 mg.mMLMacroGardinduit 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
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Figure 38. Concent-Ifat s®ar @t6®d par |l es BMDM en prARsence d
Quanti-i® dah& le milieu de cul t ur éeteneprésence @erLPSpari®s enc e

ug.mL* additionné des trois références internes-mfiammatoires (ZVAD & 5uM, PRED a 70uM et DEXA a

1uM).B:  Qu a n tlibt & nd &plrl®s e n ¢ e additionhéRiISs différehts téngpinsftourteau seul,

Glucane Megazyme, ImmunoWall et MacroGard) incorporés dans le milieu cellulaire & différentes
coneentrations (0, 0.001, 0.01, 0.1 et 1 mgHLC : Quantlikk ®endopL®sence de LPS
additionn® des e x tArsajaeprélevéd eespectiventent te Se jou(88%et lé de jour (J7) de
culture et incorporés dans le milieu celltdga différentes concentrations (0, 0.001, 0.01, 0.1 et 1 mb).rit*

P < 0.0001, **P < 0.006, *P < 0.03 par rapport au groupe contrble représenté par le LPS (ANOVA, test de

Dunnett).

ImmunoWall a pourtant eu un effet dose significatif en présence des PBMC maiscicelei

sbappligqgue pas aux maicpréseptént des séceptebrs denrecapoasssancee u x
sembl abl es aux monocytes, [-lab nmmoddeud tat pdans led mp d cat
conditions test®es. De m°me | a suspicion dbéune c
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valide compte tenu des résultats obtenus sur macrophages. Concernant les deux échantillons de

c ul t UAr sejgesudtéurteau de colza, uniquerheelui prélevé a 7 jours de culture augmente de
fa-on significatlbve” |laa s®cn ®¢ n b it gRidudel B3C).dles 0. 1 m
différences entre ces deux échantillons sont la quantité de biomasse mais aussi la présence massive de
spores dans la culture la plus agée. Les spores sont certainement plus accessibles aux macrophages par
rapport aux fragments de mycélium car eldest plus petites et trés nombreuses ce qui pourrait
amplifier l e stimul us. Les macrophages sont doa
ai nsi gue | es spores fongiques enetaladésantméugde | eur
l a reconnai ssaneged ukesn emo Ip® ®eleenst ede Abfulmigatuparr f ac e
les macrophages de souris est cruciale pour le déclenchement de la phagoaytesecepteur

Dectinl . La disponibilit ® tataet®n apea legrécapteard membrahaire esp o u r
d®t er minante pour induire ufe Le®ponmsdreanamshemi b a i
i nd®t ectable avec | a m®thode de dosage empl oy®e

impligue une augmentation potentielle de la quantité de carbohydrates fongiques olEcddesol
bioactives détectables par rapport a la culture a J3 ou le microorganisme est essentiellement présent
sous forme de mycélium.

Les résultats obtenus sur le modéle BMDM coincident avec plusieurs études portant sur
| 6anal yse de-l1bas&®cr ®tai st i dnull lat i o-glucahessnaisrdarsr o p h a
des conditions non inflammatoires. Les compos®s
proviennent essentiellement de levures et de champignons médicinaux comme latygmiGhe
lucidum Léexposition doédune pr®paration de <ce dern
prot ® nes active | es macrophages de mani re dos
codant -pBUr DbA@uktres r®ponses du-1m° meNOt el e adeeu T NIFe
été obtenuen vitro avec des macrophages péritonéaux de sauriutilisant différents extraits @&
lucidum?®®.  En plus de | 6i nt er dodesiagteurs anvpe mettteen évidkoce pt e u
I 6i mplicati on du r ®cepteur de type toll 4 (TL
macrophages, dans la reconnaissance des pohaddes de5. lucidumet la médiation associée a
| 6expression des dZnddemesemdi et erlse Wloinme®eks tr ou
partir doiesitoatinsvivaseung®s r e n tglucqanesefongicues infuisent plutdt des
réponses de type pioflammatoire®>, En revanche | ors déune pr ®expo
la réponse suite a une stimulation par le LPS serait plutdype antinflammatoire avec une baisse
not amment deklbnparaiuxhidldil i on d+w Bf a Ctoenunre ®e otqrua®n
|l a partie pr®c®dent e, l a suppression de | a r®p
protecteur obseé dans des études vivos ui t e ° | 6 admi Aglucatercantrd lesn or al
infections bactérienne et les chocs septiques chez la souris. Cette protection est effective grace a la
pr®sencgl ucand dans | e plasma YW qgoed éémensh apr

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 foeh#galem
partie int®grante de {1°0lLesnextraits dencultaretestés dansrcdtté éudena t o |
ai nsi gue | e produit Ma cg lolGaa e e ulr¢anmte,comaer
inhibiteur par rapport & un stimulus pomué par le LPS, mais au contraire amplifie le signal pro
infl ammatoire de ce dernier. La r®ponse est dobai
ou de mycélium en utilisant le modéle PBMC. Ces résultats sont difficiles a interpréter étant don
gue | duni qgue doslabgenedepelromentt epdssudke neoncl ure en
biologique effective occasionnée par les composeés testés.

Quel que soit | e mod I e cellulaire utilis®,
effets immunomodulateurs significatifs par rapport au tourteau de colza seul. La #ousbtiae
semble prometteuse dbéapr s |l es essais men®s. Dar
engbucane de | evure no6i nuteudpesemdr rappartsa lasmodulat®moet | g u
la produtbi srur d&@IBIMC et BMDM. Déapr s | es donn
phénoméne est sans doute lié aux caractéristiques de ces derniers (composition, qualité, solubilité,
etc). Les polysacchatés représentent un des composés les plus abondants dans les champignons. Les
mul tiples effets pharmacol ogi ques aglucapnes,ia®s peuv
nombr eux autres compos ®s ddéorigine hei systéemd i e nn e
immunitaire a déja été démontrée mais des recherches supplémentaires restent nécessaires pour les

caractériser ainsi que pour valider leurs applications médiciffafés

4. Conclusion

Ce chapitre a per mis de mettre en ®vidence

déo®chantillons provenant de champignons sup®ri et
approche est in®dite dans | ¢ation engmiliel&oide bomtanntd | on s
la fois | a biomasse fongique et |l e substrat sol
jusqud” pr ®s ent i mit ®e aux | evures et aux chan
également a évalueel potenti el des champignons inf®rieur s
Sachant gue dbéapr s Il a litt®rature | a mol ®cul e

i mmuni t ai-glueane, lessdifférdnte maddoéles cellulaires choisis sontelkdes immunitaires
de type phagocyte présentant les récepteurs adaptés a la reconnaissance des polysaccharides fongigues.
Les ®chantill ons provenant de culture eninmili eu

vitro qui ont été appliquésans le cadre de ce travalil.

Dans un premier temps, afin de pouvoir détecter une activité immunomodulatrice dans le
cadre dbébun screening, un test simple et rapide

Loutilisation dd adre®p aroaygiemnmern e dneserbd evur e conf |
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des polysaccharides fongiques avec | dobtention d
humai n. Les r®sultats sugg rent toudmentl®eslaque |
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
qgualité des produits commerciaux est donc prinaded pour exercer un effet sur le systéme

i mmunitaire. Une s®rie de plusieurs essais, effe
a ensuite démontré que parmi les souches étudieeggrsicolorATCC et A. sojaesont les plus
prometteuseg oncer nant l a stimulation des neutr-ophil e:
glucanes varie selon la source ce qui a des conséquences directes sur leurs propriétés biologiques. De
pl us, comme aucune m®t hode doompasés pautent@galemedta ®t «
influencer la réponse cellulaire. Le probléme majeur concernant ces essais est la variation de la
r®ponse immunitaire suivant l es di ff®rents ®cha
obtenus sur les souches séleconn ®es ont ®t ® confirm®s avec dobau
culture cellulaire dans | e but déobtenir des

hétérogénéité.

Le profil pharmacologique des différents produits a été établi surdasépnflammatoire des
PBMC et BMDM stimulés par une endotoxine (LPS). En plus des échantillons de culture (FMS et
my c ®l i um) di ff ®r ent e glucgne @gs.aceravisiaed H5licane Mdgazye, de b
ImmunoWall et MacroGard) ont été incluses comr@moin avec le tourteau de colza pour en
déterminer les effets sur les modeles cellulaires.

Léapproche initiale avait pour but de v®rifi.
la partie majoritairement soluble des produits testés sans topairéle modéle le plus adapté des

cellules immunitaires circulantes, les PBMC. Dans cette étude, les échantillons provenant des deux

souches ont |l a capacit® de modul er | a fidn gptairon |
les PBMC stimuléesdmani re dose d®pendant e, ce qui est en
partir dbéextraits fongiques dans | e cadre dbéun s
plus concentré en biomasse, induit un effet similaire par rapport auxrcdts F MS.. Lébunique
du t®moin | mmunoWall | ai sse Q®gllearatndeappopas
cause de | b6effet observ® puisque | es autres pr

polysaccharides. Ces résultats igjent les hypothéses évoquées précédemment concernant la
corr®l ation entre | a r ®glocans et les caracténstiques des maléculea q u ¢
impliquées. Par rapport au type de réponse induite, a saveiogpmntiinflammatoire, lestudesin

vitror est ent insuffisantes pour aller plus | oin de
variabilité a été rapportée concernant la production de cytokines suivant les conditions inflammatoires

testées.
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Léutilisati on ,mprésentantla premierd REDUM cible du systeme digestif,
per met de tester | 6i nt ®gral i t® des ®chantill ons
PBMC, l a glbnest®adgmkent ®e A s@aerenforgantdaudponsde e F MS

type preinflammatoire provoquée par le LPS. Ce résultat est en contradiction avec la documentation
scientifique rapportant majoritairement des effets de typeirdl@mmatoire qui renvoient au role

pr ot ect egwcanesddarss le® modelas vivo. La réponse obtenue dans cette étude est
significative wuniquement avec | 0®c keatentré quunen de
biomasse importante est nécessaire mais aussi qu'une participation des spores présentes en plus grande
guantité estégalement 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 poténtesns par rapport aux

résultats obtenus sur PBMC insinuant une spécificité de la réponse immunitaire propre au type

cellulaire consi d®r ®. Déapr s |l a litt®rature | e
composition des préparations a basgpde| ysacchari des fongiqgqgues et I 6
(doses, toxines, autres cytokines etc.). Léabs

échantillons et la sensibilité des cellules&igs des molécules présentes ne permet pas deucencl
sur ces points. Quel que soit le modéle cellulaire considéré, la concentration maximale testée a da étre
Il i mit®e en raison dbébune <cytotoxicit® ou dbéune

macrophages. Il est important de rappeler que whagstin vitro a ses propres limitations en

comparaison de I 6efficacit ®ingvo Mdislle griblage mpide de s
concernant l es effets biologiques déint®r°t do
dans des auditionsin vivoen consi d®r ant | 6aspect financier et

nécessaires pour développer des applications spécifiques en particulier celles touchant a

I i mmunol ogi e et ~ | 06®l aboration de traitements

Malgré ke 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 a

des études complémentaires particulierement concernant la cartiotédsa molécules impliquées et

l a confirmation de | a pr ®sdrevivaclkez |d Goulet. ¢a fermoentationt t ® p |
en milieu solide est un proc®d® particuli rement
fonctionnel capablel 6 a m®| i orer | a sant® et |l es performance

culture peut étre utilisée. Cet additif pourrait constituer une nouvelle stratégie pour améliorer la
r®si stance des ani maux do®I| ev alg®urtdao detcolza.enfiv, al or i
cette étude ouvre également des perspectives concernant la recherche de molécules bioactives chez les
champi gnons i Adp@gilusesojaegui est eléjas popglairé pour ses applications en

alimentation humaine.
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OPTIMISATION DU PROCEDE DE CULTURE EN MILIEU
SOLIDE ET CHANGEMENT DO6E£CHELLE

125



126



Chapitre IV

1. Introduction

Un certain nombre de facteurs sont a considérer pour développer et mener a 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 p@ortiaux objectifs fixés est une premiere

étape clé. Ainsi, parmi tous les microorganismes teAtéspjaea été retenue comme étant la souche

la plus performante concernant | denri chi ssement
immunomodulatrie déterminéén vitros ur cel |l ul es i mmuni taires. Léut
naturelles pour une application en alimentation

fermenté et simplifie le traitement en aval qui consiste a séchertlaecshns étape intermédiaire
directement dans | e r®acteur. Cet aspect est av:é
plus | ongues et co%teuses doéextraction de compo:
difficultés notammentancernant 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 parametres les plus importants afin de les optimiser.
Ces parametres sottdb or dr es physi cochi miques et biochimiaqu
particul es, l es pr®traitements du substrat, | 6F
| 6a®r ati on, | 6addi ti on de nut ®i thénnhscet uddi prtdact
est un parameétre incontournable en FMS car elle influence particulierement la croissance des
microorganismes, la sporulation et la formation des produits. La chaleur métabolique génkrée
respiration des microorgames est difficile a évacuer en raison de la faible conductibilité thermique
des substrats solides. La r®gul ation de |l a temp
du syst me et |aadeneuraeneau dbibéreisuffisdntetpal i mi t er | 6 ®vapor

ne doit pas étre trop élevée sous peine de diminuer la porosité et les transferts de nutriments et

déoxyg ne au s eifi*” dre granalométdet bien éudiée srésistantt au phénoméne
de compacti on, facil i tedre plus fagileanens @&rg eontadteaved @sa i r (
microorganismes®® En tant quéorgani sme h®t®rotrophe, | e

sources de carbone organiques pour se développer comme les polysaccharides constitutifs des parois
végétaks. Les sucres simples comme le glucose, fructose et le saccharose sont les plus couramment
utilis®s en | aboratoire dans |l es ®tudes dbdéoptim
microorganisme$’®. Ces derniers doivent cependant étre bien équilibrés par rapport au contenu en
azote également nécessaire au développement de la biomasse micréfenree type et la
concentration des sour c degatialGNjauent un role impodant danalea b o n e
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 métabolit&8. cibles
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Les principales difficult®s déun proc®d® FMS
des premiéres études qui sont généralement réalisées sans aération en utilisant des modéles tres
simples comme la fiole ou plus complexes sous forme de miniugédeisant intervenir un systeme
déba®ration active. Ces derniers sont des outils
de | 6air satur® en eau ~ travers | es couches du
conditions & mire en place pour améliorer et développer le proc®d& L 6 aegmat i on dd ®c h
en bioréacteur représente un défi majeur pour surmonter les effets liés aux phénomeénes de transport de
masse et de chaleur. Plusieurs approches sont disponibles en utilisant notamment des systemes de
refroidissement par aération forcée.6 agi t ati on a ®gal ement son i mg
uniformité du développement microbien et des réactions biochimiques. Différents designs de réacteur
ont été développés mais uniguement quelguesscomme le réacteur a couche profonde et a aération
forcée ont fait leur preuve a plus grande échéfeL 6 obj ecti f de ces install a
conditions de culture optimales, par conséquent, une régulation efficace des parameétres est

indsppnsabl e pour d®velopper | es proc®d®s ~ | 6®chel

Ce dernier chapitre est divisé en plusieurs parties, chacune consacrée a une étape de mise au
point du proc®d® FMS qui est progressivedent or.i
produire un max i mum de bi omasse afin doattei
i mmunomodul at e u r-glucanes,tera aptmisant les eanditibns et le milieu de culture.

Aprés la détermination des paramétres optimaux de croissance propres@h&Asa@ojaesur milieu

g®l 0s ®, une s®rie de culture est déabord r ®al.i
premiers essais visent a évaluer les besoins de la souche en matiére de nutrindats

suppl ®ment ati on en ocma.r cledidrofalzwdrec eetd ed el 6caa®rbat i
®vi dence. Léoptimisation se poursuit par | e pas
qui constituent la premiere étape pour définir les paramétres de contréle de la fermentation avec une
attention particuli re port®e ~ |1 06®volution de |
®t ude compl ®mentaire est effectu®e en int®grant
gue des graines de tournesol choisies entaitaqg e nt a ®r ant avant dbéabouti
prépi l ote de 50 L (CNS). Ldébensemble du syst me ut
en couche profonde en appliquant une stratégie visant & maintenir les conditions de croissance
optmd es de | a souche. Le changement doé®chell e i myg

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 consisterae s ur er | 6 ®vol uti on du di aAmsojaer e de
au cours du temps en bo " te de P®tri. Le milieu |
boites sont incubées a 20, 25, 30, 35 et 37°C pour réaliser les plages de teesp@idib.6 + 0.2).

En ce qui concerne les plages de pH, le milieu est ajusté a pH 3, 4, 5, 6, 7 et 8 + 0.2 avec une solution
acide (HSO, 1M) ou basique (NaOH a 1M) incorporée a la gélose en surfusion maintenue a 65°C

sous agitation magnétique. Ces bsitsont ensuite incubées a 25°C une fois inoculées.
Lensemencement au centre de chaque bo" te est r
spores issue de A sojaeCBRN1G09 erdtebe derg@osainclinéedTdois boites

sont uilisées respectivement pour chaque condition testée. Deux mesures quotidiennes du diamétre de

l a colonie sont effectu®es perpendicul airement I
| 6®volution du diam tr e damétre deda celene santeexpriniéesen d i me

centimétre moyen écarttype.

2.2. Prétraitement thermique du substrat solide

Le tourteau de colza et les graines de tournesol sont préparés a des quantités correspondantes
aux besoins des essais pour le changethén®c hel | e (45 g ° 4 kg brut).
|l es substrats solides subissent wun passage ~ | 0
durée de cycle qui varie de vingt minutes a une heure. A la sortie de chaque traitement tharmique

échantillon est prélevé en triplicata et incorporé en fiole Erlenmeyer dans des conditions stériles. Une

fois | e pourcentage de mati re s che ajust® "~ 4(
| 6®t uve ° 3 0 A C. ubatign,rdessétalenments concegnteési (cfs partie62i6.13.5 sont
effectu®s sur PCA en bo te de P®tri pour ®valuer

destruction des contaminants endogénes aux substrats solides utilisés.

2.3. Cultures enidle Erlenmeyer

Les fioles Erlenmeyer contiennent chacune 45
préhumidifié puis stérilisé 20 minutes a 121°C, excepté pour les essais réalisés sur substrat non stérile.
Léensemencésperesgestr ®a.l1 G ® ~ par t A sojaeefiectnée enfiole®c ul t u
de Roux sur milieu gélosé PDA préalablement incubée a 30°C pendant 5 jours. La suspension de
spores esbbtenue par grattage de la surface de la gélose en présence de Tween 80 a 0.1%. Aprées

[6aj ust ement " 40% de mati re s che, | a hauteur
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pourcentage de G ont ef fectu®es par jour 7 | 6ai de dobun
cultures sont incubées a 30°C. Plusieurs fioles par série pont®p ar ®e s afin dbéef
prélévements en triplicata et en cinétique au cours de la fermentation.
0 Supplémentation en carbone et azote
Au moment de | 6ensemencement, di ff®r entes s®
sources de carbone dt6 a zegptine2es en pourcentagar rapport au poids sec du tourteau. Le
carbone est incorpor® sous forme de glucose ~ he
0.5 % en wutilisant | e sulfate doancdaesapportssda.C/NDe ux
de 10 et 2. Ces supplémentations ne modifient pas le pH ni le pourcentage initial de matiére seche.
0 Agitation et aération des cultures
Léouverture des fioles est r®alis®e quotidie

flux laminaire, aprés les mesures de,CO L e s cul tures sont homog®n®i s

stérile.

0 Culture sur tourteau non stérile et modification du pH initial

Le tourteau de colza est directement utilisé sans traitement thermique préalable. sPlusieur

s®ries de fioles sont pr®par®es en ajustant | e |
st®rile en pr®sence ou en absence dbéinocul um. L e
d 6,80, 4 5M.

2.4. Cultures en miniréacteurréé

2.4.1. Présentation du matériel et suivi des paramétres de culture

Les minir®acteurs dbéune capacit® doéun I|itre,
déune grille en acier i noxyd &igureel9).dlauson placggidars| | e r ¢
une ®tuve ventil ®e et sont ali ment ®s par de | 06:

relative peuvent étre régulés. Les miniréacteurs sont connectés en série sur une rampe en verre qui est
elleméme directement branchée &lar t i e dobai rpidlest ePaCNR.urlsegprpRar a
entrant dans les réacteurs sont contrélés a partir du panneau de commande des CNS (cf. partie 2.5.1.).
Léacquisition des donn®es est r®al i s®e skn cont
Léensemble du dispositif est pr ®al abl ement past

branchement des réacteurs.
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Mesure
du CG

Couvercle——pg

=) Sortie

Piquage pour

sonde T°C Substrat solide

Grille

Espace sous___| 1)@ Entr ®e

la grille

Figure39. Sch®ma et photo doéun minir®acteur avec branchen

Des mesures de températures peuvent étre relevées dans la couche en insérant une sonde de

temp®rature au ni veau ddesslsil®la grikernakttecopératon peatal e p |

compromettre |l a st®rilit® du proc®d®. Cbobest pou
sont préférables | 6 ai de doéun thermom tre portatif (HI 9 :
r®gul i rement umanémoméire (Testbtdrm 4400¢ Urddispositif a été mis en place

afin de mesurer indirectement la production de biomasgaela génération de CQOlors du
développement de la moisissure (mesures estimatives). Comme pour les fioles Erlenmeyer, cette
mesure nda jamais ®t ® r®alis®e sur ce type de mi
effectuée avec un analyseur de gaz aprés dix migut de coupure de | 6a®rati
di spos®s au niveau de | darriv®e et de |l a sortie
COhdans | 6espace de t°te etLel egarzen’drled idn®t@erciteaubrl ed
est pr®lev® “ | 6aide doéune laivipase dpdcibquetnaxdamale des a n t
croissance (4 ainsi que la biomasse maximale associée (Xm) sont obtenues suivant la
méthodologie décrite dans le chapitre Il, partie 2.5. ll estippss e ddagi ter manuel | e
| 6ai de dbébune pipette st®rile sous hotte ° flux |
des clamps. La perte de masse séche ne peut pas étre déterminée avec ce matériel en raison de la
présencede ondensats dans | 6espace sous la grille et

|l es conduits doentr ®e et de sortie dobéair.

2.4.2. Ensemencement et conditions de culture

Chaque minir®acteur est st®rili s@mpsiqubdes ™ | 6a
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 a part
pendant 40 min a 121°C. Les réacteurs smsuite chargés avec le substrat solide sous hotte a flux

laminaire. Concernant les essais en présence de tourneseti @dtimélangé a hauteur de 30% (38.5
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g brut) avec le tourteau de colzaéjustement du pourcentage de matiere seche a 40% estiéffec
avec de | 'eau st ®r Alsgaeacfoint ecv@oht & reisrspeged dée s u xd 6d €
mati re s che. La proc®dure de pr®paration des p
celle décrite pour les essais en fioles Erlerenggf. 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 | 0® uve et de | 6air entrant dans
essais avec une humidit® relative proche de 90 %.
régulieremententre 2et3L.Min Ce d®bit est suffisant pour fair
en maintenant la teneur en humidité de la celtUne agitation est réalisée par jour en condition
st®rile d s | 6apparition deafmypc @IGihwmMmog®n &b ment |
éviter la formation de chemins préférentiels.

Plusieurs séries, chacune composée de trois miniréacteams, réalisées avec une
suppl ®mentation en source de carbone seule ou dbé
deux substrats solides, a savoir le tourteau seul et le tourteau mélangé a 30% de graines de tournesol.
Les témoins respectifs someprésentés par le substrat solide sans apports. Le carbone est additionné a
1% par rapport au poids sec du tourteau en util:@
apport® - hauteur de 0.1% avec d u ais sunel dtuad e doa
complémentaire a été effectuée en utilisant le meilleur substrat avec différentes concentrations de
carbone (1, 5 et 10%) sous forme de sacchadost.addi t i on rmkemodifial pas iesne nt s
conditions initiales hormis pour les fortes cortcations en carbone de 5 et 10%, nécessitant un

ajustement initial du pourcentage de matiére seche a 45% au lieu de 40%.

2.5. Culture en cuves non stériles (CNS)
2.5.1. Présentation du matériel et suivi des paramétres de culture

Les cultures sont menéearts deux cuves en acier inoxydable, de capacité maximale 50 L,

comportant chacune un couvercle ainsi gudun pan
solide Eigure 40) . ElI'les sont aliment®es en paraddn | e av
haut |l a couche de <culture. Le d®bit doéoair est
r®guli rement en cours de fermentation gr ©ce ~ |

de chaque cuve. Celles permettent de limiter les vations de débits entre les deux cuves liées a la

formation de chemins pr ®f ®&r ent i elmarie quLgérene plusdi t ® r

ou moins de vapeur selon |l es consignes demand®e
circui t déeau froide. La vapeur est entra’  n®e dans
fond du bainmar i e . La temp®rature de | 6air en entr®e d

échangeur de chaleu€es parametres sont contrélépa r t i r déun r®gul ateur F

132



Chapitre IV

corrige automatiquement les perturbations afin de garder une valeur de consigne constante.
Ldacquisition des donn®es est r®al i s®e Llesnn conti
paniers perforés sostt ®r i | i s®s ~ vide par un passage ° | 6 ¢

systeme est entierement pasteurisé a la vapeur pendant trois heures.

fSortie

1
Couvercle—d — _, |—

Panier a fond

perforé _
Réglage dyf [
d®bit
—
Sonde =
de T°C
Vanne de
Echangeur de purge
chaleur
Entr ®@emp —l a +Eau
e v l__.f
| 1
I J
Circuit ]
doe g ) N
froide — Résistance
=== électrique
Bain-marie

Figure 40 Sch®ma et photos doéun gr'8 i°getempéiafire HR:chanpidité® de Du
relative.

Adesi ntervalles de temps r®gquliers, des mesur e
effectu®es dans | 6air en sortie et en di ff ®r en
thermom tre portatif. Il este podDdiahlde ddaqiet g ir

acier a long manche préalablement stérilisé. Comme pour les miniréacteurs, le pourcentage de CO
peut °tre mesur® au niveau de | 6espace de t°te

de | 6a®Rradiuionnamih wumthbhouchon en coton au niveau d

2.5.2. Précultures en milieu solide

La product i A msojaeest réalipte endicle Edelmeyer sur pulpe de betterave ou
son de blé (Dijon céréales). Les fioles @mant chacune 30 g de substrat brut, sont stérilisées 20
minutes ~ 121AC ° |l dautoclave. Le milieu est aj
contenant les spores a I"Bporesgo bt enues ~ par tA. sojasffectuéeenfied ®c ul t u
de Roux. Les cultures sont incubées a 30°C et trois fioles sont prélevées aprés 3, 5 et 7 jours de culture
pour | e d®nombrement des spores au cours du tem

du milieu solide peadamtblB3ndercodeebabond dtadidree
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rapide en pr®sence dbébeau suivie dbéune filtrati
particules. Le comptage des spores est ensuite effectué en triplicata a la cellule de Malassez. Les
résulats sont exprimés en nombre de spores totaux par fiole typart

2.5.3. Ensemencement et conditions de culture

Le tourteau de colza seul ou avec 30% de tournesol est préhumidifié avant son passage a
| 6autocl ave puis tr ansdie®r ® N np oduer duann sp acshsaagguee “p a
121AC en cycle solide pour ®viter | daccumul ati o
directement positionn®s dans | es cuves pr®al abl
ajustt” pH 4 avec BOSEMsolLdti hocmutd dh est pr ®par ® en
solides (cf. partie 2.5.2.) directement dans de:
nécessaire pour atteindre un pourcentage initial de maéehe sle 40% ou 45% en présence de 5%
de carbone. Ce dernier est incorpor® sous for me
|l a pr®paration de | 6inocul um. Une foi s homog®n
lentement sous agitationanuelleL e t aux dd&ens e men c sporestijtde madéset e f i x
séche. La hauteur de couche est variable selon les essais réalisés (11 & 16 cm) avec une quantité totale
de substrat de | 6ordre de 3 kge iméange avpco30% del e t o
tournesol . La temp®rature de | 6air en entr ®e e
humidité relative fixée & 85%. Le débit initial est ajusBOOL.mn>En f oncti on de | 6 ®v.
température du milieu mesuréans chaque cuve a quatre endroits différents dans la masse, les
consignes de r®gulation de I 6air ~ | 6entr ®e sor
culture. Une agitation est réalisée par jour au moment du picgdg@a @ n d 6 h o mouljuzs ®i s er
et éviter la formation de chemins préférentiels. Cette agitation nécessite une ouverture des cuves

entra’ nant in®vitablement un risque de contamina

2.6. Analyse des échantillons
2.6.1. Dwglecangse des b

Le dos a-glwanesest efféctué sur les échantillons secs selon la méthode Mégazyme

décrite dans le chapitre lll, partie 2.2.

2.6.2. Dosage des sucres

La quantité de saccharose et de glucose présente dans les échantillons de culture est

déterminéepar chromatographie liquide haute performance (HPLC). Les échantillons secs sont
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déabord brdaw®s aXx pédldiama 30 secondes ° 9500 rp
centrifugés 10 minutes a 3500 rpm. Le surnageant est filtré sur membrane .Aglpm0O(Miller HN,
Millipore) avant anal yse. La cha" " ne HPLC Waters
717 plus autosampler, doéun four ~ colonne et do.u
est r®alis®e " parHPX-87H (8i6-Rad)ehaudféela 8307Q et parkoniuen panune

solution doéacide sul furi qlleconcemrationdn Sucraiest calc@dei t d e
a partir du logiciel Empower @Vaters) en prenant en compte la courbe de calibration correspendan
a 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 do®chantillon sont incorpor ®s da
pr®sence de 6 ~ 10 mL doéou'méi soddbboenstr®uinke sodeé L
concentr ®e au maxi mum. L ases par®tries Féguiitees qursla serface e lee f f e ¢
g®l ose PCA en bo"te de P®tri. Trois bo " tes sont

colonies est constat®e apr s 72h déincubation

o Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale
10 g dé®chantil | on Ultaeturraxipéntdantr3@ secormdesten poésence @es
90 mL dobéune sol ut i oh Apses @oiri effeetué dles diNtmr® len cascade, dps L
étalements en spirale sont effectués dans des boites de drd¢mant 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

résultats sont exprimése nombre dO6UFC moyen par -typeamme de mat

2.6.4. Activité immunomodulatrice

Les échantillons issus des fermentations en CNS prélevés a 0, 24 et 48h de culture sont
préalablement séchés 24h a 105°C et broyés en fine poudre (< 0.8ssoi)t ensuite testés a quatre
concentrations (0.0010.017 0.1 et 1 mg.mL}) dans le milieu de culture cellulaire des macrophages
dérivés de la moelle osseuse de souris (BMDM) selon le protocole décrit dans le chapitre 1ll, partie
2.3.2. Le test de wabilité cellulaire utilisant le XTT ainsi que le dosage ELISA desllb s ont

appligués suivant la méthodologie décrite dans la chapitre Ill, partie 2.3.3.et 2.3.4.
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2.6. Traitement des données et modélisation

Les différentes analyses statistiques dedtadsiainsi que la modélisation des données ont été
effectu®es ° | daide du | ogiciel XLSTAT Base ver
un facteur (ANOVA) est utilisée pour comparer les moyennes entre plusieurs échatditigast de
compaaisons multiples; e test de Dunnett, est appliqu® dans
déo®chantill on par rapport " un groupe contr 1]

significatives pour un risque U O 5%.

3. Résultats et discussion

3.1.D®t er mi nati on des condiAspewilussojaept i mal es de cr oi

Déapr s | es r ®s ufiguiread/s lesptempé&atures adlant dd 30rmB87°C sont
les plus favorables pour le développement de la moisissure. Il est importaotedegue lors de son
développement, le microorganisme génére de la chaleur métaboliqueciGadiet étre difficile a
®vacuer en raison doOoune mauvaise a®ration due
temps. Il serait donc préférable de mefes essais aux alentours de 30°C en raison du risque
do®chauffement de |l a culture. La temp®rature d
réacteur ne doit pas étre trop élevée au départ pour permettre une meilleure gestion de la fermentation.
Le milieu g®l o0s®, ajust® aux diff® rents pH est |
croissance Almmjgedeomani es edpl u sfiguerdZBcle nsiccoorgabisma pr s |
tolére une large gamme de pH allant de 4 a 8, sepHiude 3 semble perturber sa croissance. Le pH
de base du tourteau de colza se situant en moyer

pour sa croissance.

8
A 8 B
5 7
6 __ 6
fa, 5 5 5
£a £ 4
Q Y
5 £
5, e,
1 1
0 ‘ ; 0 | ; ; ' ‘
0 24 48 72 96 120 0 24 48 72 96 120 144 168
Temps (h) Temps (h)
-+-20°C  -=25°C 30°C —35°C 37°C ~+pH3 =pH4 —pH5 —pH6E —pH7 —+pHB

Figure 42 Evolution du diam tr e A.dsejaeenrfanitiensde nactempédarire | a c o
déincubation et du A:Rlagesude tempérhtue RPlaggs@lé gHs ® P DA.
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La tol ® ance ddédune souche ° pH ac-Gi deat inhitetle un av
développement de contaminants, notamnies bactériesComme le pH est difficile a contréler en
milieu solide, i est pr ®f ®r abl e doéutiliser un
une large gamme de pH.

3. 2. CAspergilius sojaeindiole Erlenmeyer
3. 2. 1. eBldppl@anentatdod enrazote et carbone

Le tourteau de colza contient g®n®r al ement 5
au tourteau de soj4>. Ces macronutriments constitutifs substrat végétal, ne sont que partiellement
di sponi bl es pour | es microorganismes fongiques.
de dégrader la matrice végétale, seule une fraction est assimilable pour la croissance des champignons
etlappduction de biomasse. Sans un apport de solt
croissance des microorganismes reste limitéeContrairement & 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 refléte pas/Nreftierement métabolisable surtout lorsque
| 6azote digestible est compar ® ®t ant donn® | es
chapitre Il, Tableau 13. Les travaux effectués en FMS étant quasi inexistants fiosojae les
données servant de base a cette étude concernent uniguement laAsaurghaequi fait partie de la
méme section deBlavi. Ces deux espéces, relativement proches au niveau de leur séquence ADN,
sont trés populaires en Orient car elles ont étéidepu | ongt emps domesti qu®es
| ®| aboration d#& ptoédoitehifegsemant®sdes milieux
sour czeost edéeat de carbone a ® ® | argement ®tudi ® p
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 geictesesaccharose. En ce qui
concerne |l a source dobdoazot e, la plus <classiquem
| 6extrait de | evure est souvent éBerhonemrnt ® clo
littérature, ces derniéres sont préférables powrnibtiavantage de biomasse. Cependant, les sources
ddbazote inorganiques restent peu on®reuses et s
production a plus grande échelle.

Déapr s | es r ®s ufigura 434 etB,rparsrappotta@ss sérieé &man nbna
suppl ®ment ®e, | 6apport ddédun C/ N de 10 ne modi fi
courbe de CQ@ainsi que les paramétres de cinétiqgues sont similaires. Le C/N global du milieu
(tourteau avec apports) reste quant aimghangé compte tenu des faibles quantités incorporées.
L6influence de | 6addi ti on déune source déazot

déammoni um est mi se en ®vidence avec un apport

137



Chapitre IV

accélérée avec ungide CQ relevé des 24h de culture et des valeurs plus élevées concernant les

param tres de cin®tique. Léoextrait de | evure a
pr®sent ®es) mais |l a diff ®r ence sauche mesembledncpasu x s o
avoir de préférence visvisdecellexc i . Mal gr ® | es di ff ®r ewlacanes obser

restent indétectables quelles que soient les conditions testées. La méthode de dosage employée

( Megazyme) n 0 epastasspzrsenbildebpbue mettre en évidence une différence entre les
s®ries. Ces r®sultats montrent toutefois que | 0c¢
facilement assimilables est susceptible de stimuler la croissance du microorgansmec c e s si bi | it
source doOoazote agit sur |l a vitesse de d®velopper
doéailleurs ® ® d®montr ® que | daddition dbdazote s
cellulaire faisant baisser paonséquent les niveaux en sucres résiduels du tourteau de“tdlirse

forte hétérogénéité a été constatée dans toutes les séries, méme avec une faible hauteur de couche, le
microorganisme colonise difficilement le tourteau en profondeur mais essentiellement en surface ce

gui suggére une limitation en oxygéne.

Parameétres de cinétique

% de CO,

Série » 4
Hmax(h™)  Xm (mmol.g")
Témoin 0.068 0.058
12 24 36 48 60 72 84 5;6 1% C+0.1%N 0.065 0.061
Temps (h) 1% C + 0.5% N 0.143 0.073
Série C/N apporté
—-+Témoin 0
——1%C+0,1% N 10
—1%C+0,5%N 2

Figure43 Dynami que deA wjacoubsbn®eeddfi ol e Erl enmeyer avec
carboneA : Evolution du pourcentage de ¢&u cours du temp8 : Paramétres de cinétique déterminés avec le
modele logistique. jy: vitesse spécifique de croissanc¥m: quantité maximale de GOproduit; C:
carbongglucose) ;N azote (sulfate déammoni um).

3.2.2. I mpact de | 6a®ration

Lacr oi s sAapergilleis sdj@p e u t tre inhib®e en fiole Erl

syst me passif | aissant p®n®trer peu dbair 7~ tre
tendance ° se compacter unel tei $ahdmfdusi ®&®nl dmi
l a matrice solide. Lébagitation et | 6a®ration de:¢
en compt e pour opti mi ser l a croissance du <char

P

I 6i nf | uaératiore unel srieldéculture a été quotidiennement aérée et agitée sous hotte a flux

laminaire avant chaque mesure de,CCellec i est compar®e 7 une s®rie
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traitement. La productonde G@ 6 av r e ef f ect i venmwonditibn agitteuasec unmp or t «
écart de 2.5% au niveau du pic vers le second jour de cUufigied 44A). Bien que la différence soit

marquée au niveau de la quantité de,@ecumulée avec 0.050 mmot.gour le témoin et 0.077

mmol.g* pour la condition agie, la vitesse spécifique maximale de croissance respective a chaque

série est similaire (0.061'fet 0.058H) . La fr ®quence dbéagitation appl
n®gati f s urA. somefactew sosvenadeaiteconuné inhibiteurlderoissance fongique.

En comparaison a la culture témoin, il est important de noter que le tourteau est davantage colonisé par

le mycélium lorsque la culture a été régulierement agiégule 44B). La quantité de biomasse

produite est visuellementplasb ondant e | or sque | a aoanualamenh Paron de
conséquent ce changement se traduit parres@ration plus importantdda | gr ® une -quant i
glucane toujours indétectable, la perte de masse séche finale, reflétant leismé¢atadpiratoire de la

souche, confirme cette hypothése avec une perte de 11.9% pour la série témoin et 13.7% pour la série
agit®e. La di ffusion de | 6oxyg ne entre |l es part

t aux d o' wmpodrienta®e initial de matiére séche augmenté a 50 au lieu de 40% provoque

cependant un arr °t rapi de de | &. scjae@donséssanorc e et
présentées). Le passage en condition aérée est nécessaire 3t ade de | 6®t ude <car
tourteau de colza |Iimite | es transferts dodéoxyg r
matrice.
A 10 ' *
8 1
86
3 ¥
x 4 ‘
2 ¥ '
0 T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72
Temps (h) L &% i - "
Série avec agitation ¥ Agitation Culture témoimon agitée Culture agitée

-+-Série sans agitation

Figure 44 Cr o i s s A.nsojaeendidle Erlenmeyer en condition agitée et non agifee.Evolution du
pourcentage de GQwu cours du temp8& : Aspect des cultures a 72h aprés homogénéisation.
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3.3. Cultures en condition aérée
3.3.1. Détermination des conditions de prétraitentensubstrat solide

Le changement do®chell e et  utilisation dol
nécessite une validation au préalable des conditions de prétraitement thermique pour garantir sa
stérilité. Celleci est indispensable pour comeates essais avec ceux effectués en fiole Erlenmeyer et
®viter une ®ventuel |l e Asperiliup sofaépar e développeraent g oi s s a
contaminants notamment en présence de nutriments exogénes facilement assimilables. La durée du
passage A 6aut ocl ave des substrats pr®al abl ement pr ®|
masse de substrat a trait€éableau 19 . Léeffet de masse | imite | a di
substrat puisque la vapeur ne passe pas a travers maisdiufroduit 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
i nox, un cycle ddbune heure est n®cessaire pour g
surPCAr¢ | ent |l a pr®sence de bact®ries qui sont C«
spores et qui se développent dés que le milieu devient favorable. Les traitements thermiques de longue
durée peuvent cependant avoir des effets négatifs et dégradédwre la teneur en nutriment. Les
prot® nes solubles du tourteau de col za sont dosz:

c

121AC doéapr s les r®sultats pr®sent®s dans | e h
Tableau 15 Décontamination des substrat® | i de par traitement ther mi gu
Substrat solide Durée a 121°C Quantité Contaminants*

20 minutes 459 Absence

20 minutes 100 g Présence

Tourteau de colza 30 minutes 100 g Absence

30 minutes 4 kg Présence

40 minutes 4 kg Présence

1 heure 4 kg Absence

20 minutes 459 Présence

Graines de tournesol 30 minutes 459 Présence

40 minutes 459 Absence

1 heure 2 kg Absence
*D®t ection sur PCA apr s ajust eacobatona30’°C40% de mati r e
3.3.2. Culture db6Aspergillus sojae en minir®acte
En FMS | e ritl] e de | 6a®r ati on est de mainten
produit et r®egul er la temp®rature et Il e niveat

miniréacteurs utii s ®s au stade | aboratoire of frent | a

microorganisme dans ces conditions. Ces équipements sont simples et peu colteux et conviennent

parfaitement aux ®tudes dobéoptimi satleion du milieu
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3.3.2.1. Amélioration de la croissance par une supplémentation en azote ou en carbone

Lébobjectif de <ce premier essai men® en mi n
| 6a®ration et d®terminer | 6ef f eteendaenditichaédéd sut i on ¢
l e d®vel oppement de | a souche et sa production
sul fate doéammoni um et |l e carbone est additionng

conditions de culture sont proches d@simums pourA. sojaeavec une température de consigne de

28AC et une humidit® relative de | b6air i njectd@
| 8ass chement de |l a culture qui pourrait consid
123 Ces parametres sont régulés efficacement par le systtme CNS qui communique avec la rampe
alimentant les miniréacteursigure 45).

32 94

- 92
30 | i / 5 | ‘ \| L 88 ¢ ,'
29 ‘ 86 E

84

82

27 T T - 80
0 12 24 36 48 60 72

Température (°C)

N
3]
I

—Température réelle —Humidité relative

Figur?45. R®gul ation de | a temp®r at temggratareé dedansighetehbtlixésdad i t ® r

28AC tandis que celle déhumidit® est r®gl ®e ~ 90%.
Déapr s | es r ®s ufigira46A et B, ta®reissante®@st plub ampatante &n

condition aérée par rapport aux Erlenmeyer et particulierement dar&satgeurs avec addition de

carbone. La différence est marquée au moment du pic deeCI®s parameétres de cinétique sont

sup®rieurs par rapport aux autres s®ries de r ®c

ralentit le développement de lausbe avec un g p !l us f ai bl e par rapport 3

modifie la capacité de la souche a utiliser les nutriments disponibles notamment la source de carbone

car en condition statique aucune am®l058rles i on n

courbes de températures mesurées en sortie de ré&dtpue (46C) varient sensiblement en fonction

de |1 6®vol uti on gtu apdoutirscaennt abgiee nd el 6@ t i vi*t'® m®t ab

Les températures enregistrées sont proches entre les différentes séries, sauf poomteabat la

source dbéazote 0% |l es degr®s relev®s sont | ®g r ¢

| 6origine dobéun d®\AedojaepCes réaeteuts ot probablerheatrété dadaitage

i nfl uenc®s par | e s Figurea4tld.eHn eeffdt, slors dié & ®crosdariced du  (

mi croorgani s me, |l e d®bit doéentr ®e dans | a rampe
compact ce qui a pour effet de | e diminuer au c
réaustée vers 2 L.mihen modi fi ant | a fermeture des cl amps
identiqgue entre |l es r®acteurs. La diff®rence maj
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s®ri e est | e d®bit domi rl e rmadessapamhias cookmaet ®
m° me moment. La modification du d®bit dbéair a ur
ce qui explique donc les écatypes parfois plus élevés pour une méme condition testée. Le
pourcentage filade matiére séche a toutefois été maintenu entre 40 et 45% en appliquant ces
parameétres de régulation.

A B
> N Paramétres de cinétique
. Série B B
Hmax (W)~ Xm (mmol.g)
g3 Ay Témoin 0.219 0.012
w
. 2 \ 0.1% N (SA) 0.177 0.014
1 N 1% C (glucose) 0.294 0.024
0 1%C (saccharose  0.285 0.026
0 12 24 3 48 60 72
Temps (h)
C 33 D
T 32 s
g 31 E 4
2 30 =3
a ] =
£ 29 52
] =
28 a1
‘o
27 T T T T T 1 e 0 —+ T T T T T |
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
Temps (h) Temps (h)
—+-Témoin -=-0,1% N (SA)
-+1% de C (glucose) ——1% de C (saccharose)
¥ Agitation

Figure 46. S uA.sojaecdid t i v® en minir®acteur a®r® sur tourteau
ou de carboneA. Evolution du pourcentage de €8&u cours du temp®. Parameétres de cinétiqugéterminés

avec le modéle logistique .k : vitesse spécifique de croissancém : quantité maximale de GQroduit. C.

Evolution de la température de sortie des réacteurs au cours dufeempsevol uti on du d®bit do
réacteurs au cours demps. SA s ul f at e ;@:@&abom ¢N:iazote

Le ph®nom ne de compaction est nettement Vi

colonisation du tourteau de colza est hétérogéne avec un mycélium beaucoup plus dense du cété de

| 6 a ®r astlaigolle, cellee i est dobéailleurs partiellement col |
(Figure 47).

Cultures en Culture prélevée dans Dessous dbo Culture prélevée

miniréacteur la masse contre la grille
Figure47. Aspect de |l a culture en minir®acteur apr s 48h
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Malgré une premiére agitation réalisée a 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 suielsy@grieure du

r ®acteur . Ce ph®nom ne |l imite | 6apport dbéoxyg ne
nutriments disponibles de maniere optimdlee gr adi ent observ® ainsi q
croissance par rapport aux fioles Erlensresne t t e nt en ®vidence | 6avant a

procédé a aération forcéle.e sgluéanes ne sont pas détectés dans les séries de culture apres trois
jours doéincubation en d®pit des diff ®entes obs
témoin et les apports de carbone. La production de biomasse est donc toujours insuffisante méme dans

|l e cas doébun ®chantillon pr®l ev® contre |l a grille

3.3.2.2. Ef fet de | 6addi tion dbébun cosubstrat

A. sojaeestcultivé sut ourt eau de colza avec 30% de grain
S i |l 6addi tion de ce substrat, gui fait ®gal ement
°tre b®n®fi que pour l e d®vel oppe meation puttque daa s o U
granulomeétrie est plus importante que le tourteau de colza. Les nutriments de la graine de tournesol
sont difficilement accessibles en raison de | a
constituée de cellulose, hémicddise et de lignine. La forte proportion de lignine (28%) limite
notamment sa biodégradation par les microorganismes. Les champignons supérieurs de type
basidiomycétes sont les mieux adaptés pour la dégrader car ils ont la capacité de produire des enzymes
lignolytiques™. Les additions de carbone et do6éazote son
débune augmentation de | a hauteur de couche | a t
une humiditérelative correspondante qui a di étre baissée a 88% a partir de la troisieme heure
ddi nc uHgareé 480 n (

29 94
92
90!
88 o
- 86
84 -
- 82

24 -+ T 80
0 12 24 36 48 60 72
Temps (h)

—Température réelle Humidité relative

28

27

26

Température (°C)

25 4

Figure 48. R®gul ation de | a temp®rature et de | 8humidit®
25°C tandis que cele  d Gté astmédglde a 88%.

L6®vol uti on du ;amsiguecss paramétres dd einétigue indiqués dans les
figures 49AetBsont compar ables © | 6dessai pr ®c ®dent men

entre | dair | nj eateuss ed égalément idemtiquei(ea mayenise +3AC) mu nmo@ent
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des pics de CQ(Figure 49C) mal gr ® | a pr ®sence de tournesol et
régulierement réajusté a 3 L.ilifFigure 49D). Les températures sont homogénes entre |ésssér

Léinhibition de | a croissance en pr®sence doune
de r ®gul ation et |l es temp®ratures maxi males att
pr ®c ®dent e, | a cr oi srésédes doenéen dbtesues cqneemantald réspiratior®de  d 6

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 seulgllesmnes étant toujours
indétectables avec la méthode Megazyme.

Concernant | 6aspect vi suel des cultures, | a
matrice solide constatée précédemment ont également lieu dans ces séries, mais les agitations
manuelles sont plus faciles a réaliser en présence de tournesol avextune moins collante. La
guantit® de graines de tournesol nbéest sans dou
ni veau de | 6a®rati on, l a granulom®trie tr s fini
enfoncé dans du sablauhide. Cette proportion de tournesol ne peut malheureusement pas étre
augment ®e car |l 6objectif du projet est de wvalor
graines semblent intactes et ne sont donc pas détérioréasqmacau bout de 72h deulture ce qui
signifie que | a souche nda certainement pas | a
uniquement en tant que support.

A B
- Parametres de cinétique
Série 4 5
& Hmax (h™) Xm (mmol.g7)
e Témoin 0.212 0.012
L 0.1% N (SA) 0.157 0.018
1% C(glucose) 0.283 0.023
: : r 1% C (saccharose) 0.272 0.027
0 12 24 36 48 60 72
Temps (h)
c D s,
o =
2 5
5 :
£ 8
lg a
1 4
1 0 T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
Temps (h) Temps (h)
~+-Témoin -+-0,1% N (SA)
1% C (glucose) —1% C (saccharose)
v Agitation

Figure 49. S uA. sojaecuti®é en miniréacteur aéré sur tourteau de colza enrichi en tournesol avec addition
dédune sour ce doaA.Zvotution duypourdentage dergi@ocowes. du temp&. Paramétres de
cinétique déterminés avec le modeéle logistique, Lvitesse spécifique de croissancém : quantité maximale

de CQ produit.C. Evolution de la température de sortie des réacteurs au cours du Berijy®lution dudébit

dédair en sortie des r:®asculefuatse [ CucabmmeeNsiazotes t emps. SA
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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 @ métaboliser pod. sojagp ui sque | a source exog he per me
r®sul tats jusquod"” pr ®sent est |l e carbone sous
(saccharose). L6augment &cepeadant ava@r désaépercussiansm suelat r at

croissance du microorganisme car les fortes teneurs modifient le rapport C/N global du milieu de
culture ainsi gue sa texture.d&h" edden, appomtbad
carbone sousofr me de gl ucose en raison dbébune aggravatic
déaugmenter | a mati re s che initiale ° 45 %. Qu
tourteau seul sans apport (série témoin) et supplémentées avec 1, 5 dt t@ftbone. En plus du
suivi de la croissanceéia la mesure du pourcentage de ££[@s sucres sont dosés au temps initial et
apr s 48h de culture afin dé®valuer l eur consol
cul tures sont présgreérdans lg padies3.32.1.1 6 es s ai

Déapr s | es anal yBigare 504 et B a4 rFréasapcumpliesdini on ¢
effectivement plus importante en présence de saccharose avec des picplles @@vés par rapport

au témoin, mais le jacbaisse a la concentration maximale testée.

A, B
v - Parametres de cinétique

6 - Série N N

5 Hmax (W)~ Xm (mmol.g)
9«: 4 Témoin (*C/N = 8) 0.217 0.012
33 1% C (C/N = 8,2) 0.275 0.023
5 5% C (C/N = 9) 0.283 0.037

1 10% C (C/N =10) 0.169 0.036

0 1

0 12 24 36 48 60 72 *C/N global théorique
Temps (h)
C 33 D
s
o &
rl €
S <
© 5
\g -
£ =
:
Temps (h) Temps (h)
—+Témoin 1% C o
{ Agitation
5%C  —10%C
Figure 50. S u A.vsojae cufiivé en miniréacteur aéré sur tourteau de colza supplémenté avec des

concentrations croissantes en sacchamsgvolution du pourcentage de géu cours du temp8. Parameétres

de cinétique déterminéavec le modéle logistique.kk: vitesse spécifique de croissancEm : quantité

maximale de C@ produit. C. Evolution de la température de sortie des réacteurs au cours du 2mps.
Evolution du d®bit ddéair en Shrrts el fdetse ;rdedeachoneourrisu ma u
(saccharose).
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Le pourcentage initial de matiére seche, bien que plus élevé par rapport au témoin, est identique pour
les deux plus fortes concentrations en carbone, a savoir 5 et 10%. La concentration maximale de 10%
inhi berait | a croissance du microorgani sme en r a
osmotique trop forte entra®nant une disponibilit
Quelle que soit la concentratianitiale en saccharose, ce dernier est totalement dégradé par la
moisissure dés le deuxiéme jour de cultfgre 51) . Et ant donn® que | 6hyd
(glycolyse) du saccharose par les invertases fongiques libére du glucose et du fructasesée al
également été dosé pour confirmer sa consommétioha quanité de glucose présente dans les
®chantillons © 0 et 48h de culture sbéav re tr
inférieurs a 0,05%. Au temps initial, le milieu est donc dépourvu de molécules de glucose libres. En
revanche Igluandesaed8hcsmnifiel gue le glucose apporté par le saccharose a bien été
métabolisé puisque le disaccharide a également disparu. Cette hypothése a pu étre confirmée en
appliqguant |l a mejhwdaena® quwis aag ep aersarobdeh glucosel 6 hy dr
pui squdell e fait intervenir de | 6acide chlorhyd
présencale glucanases et glucosidad®s Le glucose apporté par le saccharose est bien détecté au
temps initial par rapport au tourteau seul et les quantités affichées en pourcentage coincident avec les
concentrations apportées en saccharésgufe 51). Mais aprés 48h de culture, la teneur devient
similaire au tourteau non suppl ®ment ® dont | a
partielle de la cellulose. Malgré une consommation de sucre conséqueiispae | a qu-anti t ®
glucane reste indétectable (< 3 %). Ces résultats suggerent que le carbone, absorbé sous forme de
sucr e, ndbest pas siudlutanespaunéire aétectable avet faiméthode@mpogée.
Les sucres seraient donc majoritairamerientés vers le métabolisme respiratoire libérant lg €20
bout de chaingia le cycle de Krebs. La biomasse est évidemment synthétisée au méme moment mais

ledosagedeésgl ucanes nbdbest pas assez sensible pour me!

=
o
|

0,10
0,08
0,06 -

N
o wu
I
a co
I 1

E-Y
I

0,04

Saccharose (%)
BN
o [6,]
Glucose (%)

o wu
I

Megazyme (%)

N
I

i 0,02
0,00 - ND ND ND ND

Glucose libéré - méthode

o
I

Témoin 1%C 5%C 10%C Témoin 1%C 5%C 10%C Témoin 1%C 5% C 10%C

M Prélévement TO M Prélévement 48h

Figure 51 Pourcentage de sucr e sgludasea audempsringia €0) ettaprég #8h deo s e )

culture en miniréacteur aéré. NIbon détecté.
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3.3.3. Culture dO6Aspergillus sojae en cuves non

L6bobjectif d ecteur prapiloteuestelas défimition du®paocédé pour ajuster
efficacement | es param tres de culture afin dba
aux tests sur animaux. Les cuves non stériles assurent une meilleure aération avec un figbietplus
|l a possibilit® de racler plus ai s®ment | e fond d
entrainant le colmatage des grilles. Ce phénoméne, constaté en miniréacteur aéré, perturbe le
d®vel oppement de | a shomogémneavec ane aétation quiidévierd finalemént st p

vite limitée entrainant la formation de chemins préférentiels. Contrairement aux miniréacteurs, le

syst me des CNS, comme | e nom | 6indique, ndéest
notamment pe d a n t | 6®t ape de chargement, ddbensemencem
pr®l vements n®cessitant | 6ouverture des cuves

inoculum conséquent et le maintien des réacteurs sous air, ces opépativent entrainer un risque

de contamination quéil est n®cessaire de prendr e
proche du stade industriel 0% |l e nombre dbéinter\
plus limitées.

3.3.31. Acidification du milieu de culture

Le tourteau de colza est wutilis® sans traite
des contaminants au cours du temps. La st®rilis
envisageable a échelindustrielle en raison de la quantité a traiter et du co(t du procédé faisant
intervenir de | a vapeur d'eau satur®e souS pres:e
proposée pour limiter la prolifération de contaminants bactériensgdéoida culture ave®d. sojae
Léadaptation des champignons filamenteux ~ une
prévenir et limiter les risques de contaminations bactériennes particulierement lorsque des conditions
acides sont appliquéé&¥.

Le suivi du développement des contaminants (UFC) est effectué en présence ou non de la
soucheA. sojaecultivée sur tourteau de colza en fiole Erlenmeyer. Le pH ainsi que le pourcentage de
CO, 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
Hmax trés proches, a savoir 0.178 $ans acidification et 0.56h" avec le pH initial baissé a #igure
52). Ces valeurs sont beaucoup plus élevées par rapport aux essais effectués sur substrat préalablement
st®rilis® (cf. partie 3.2.) certainement en r ai
d 6 ubatmn, le pourcentage de €@ugmente progressivement dans les séries témoins non inoculées
en raison de | 6activation et du d®vel oppement d

les UFC deviennent détectables. Ces derniers sont toutdtaitigdorsque le pH initial est ajusté a 4
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avec une différence significative de plus dd LOFC d o6 ®c ar t " 24h doéincubat
cependant pas stable et augmente au cours du te
| 6aci diiteRu ddue miudl t ur e. Le pH augmeM somemplgré&is r api
| 6acidi fication de d®part. La majorit® des souch
un pH basique et/ ou neutre. EM®xdrcecd ,dd oahmbagmmi
aucun effet sur | eur d®veloppement. En revanche
de | eur croissance qui e sA sofhel v adn8t agyte ahr gd ®ien cewn
résultat est probablement liéuae compétition inteespece pour les nutriments disponibles sachant
gue la population bactérienne est beaucoup plus réduite dans ces conditions acides. Les critéres
microbiologiques du plan de surveillance propre au pbéle animal du groupe Avril desematier
premiéres limitent la flore aérobie mésophile 84 C/ g de produi t . Léaci di fi

de culture permet dbéatteindre cet objectif m° me

1E+10
1E+08
1E+06
1E+04

1E+02

Biomasse vivante (UFC/g sec)

1E+00

- T T
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72

Temps (h) Temps (h) Temps (h)
——A. sojae - pH non ajusté ~+-Témoin - pH non ajusté
—— A.sojae - pH ajusté 3 4 - Témoin - pH ajusté a 4
Figure 52 Effet de | dabtaiiasls edmue ntto udrut epaHi idne col zaslsur | 6 ®\
pH et Il e nombre de contami nant s AasojaeteCu unigés fbmantse mps e

colonies.

La quantité initiale de contaminants est beaucoup plus faible par rapporicroorganisme

i nocul ®. Si |l e taux de croissance du contaminan
pas capable déatteindre des fortes chepHnd rati or
milieu de culture devra sans doute étre maintenu & 4 au cours du temps avec des injections régulieres
déacide pour maintenir | édinhibition |i®e ~ |6ac
également des agitations fréquente q u i pourraient consi d®r alkhl ement
sojae Concernant le procédé dans sa globalité, il sera nécessaire de limiter a terme la durée de
stockage du tourteau de colza car il leplaszlgvet de |

surtout en pr®sence déhumidit®.
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3.3.3.2. Pr®paration dbébun inoculum adapt® au

Jusqubé”™ pr®sent, | 6inoculum a toujours ®t® p
suffisant pour les essais menés a échellerdbire. En revanche pour les études en réacteur pré
pilote, ce type de pr®culture nodest plus adapt®
de tourteau, environ dix fioles de ROapoesg. gratte
(! est donc n®cessaire doobtenir une gquantit®
do®chell e. L6i d®al pour | a

servant a ensemencer le tourteau de colza. hetra solide ne doit donc pas étre trop compact et se

rcup®ration des spor

d®liter facilement en pr®sence de | iqgquide, cbest
laboratoire, la pulpe de betterave ainsi que le son de blé ont été choisis pour cettecgtidriltats

présentés dans fagure 53 montrent que la pulpe de betterave est le substrat le plus performant pour

la production de spores avec 1%<pores totales par fiole dés le cinquieéme jour de culture. Le nombre

de fioles nécessaire est ainsi réduitrois pour 3 kg de substrat solide avec une récupération des
spores facilit®e avec une faible prise en mass

métabolisable est certainement liée a 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 sucré® La pr®culture constituant l 6i nocul u
pulpe de better&v et r ®c ol t ®e apr s 5 jours doéincubation

1,3E+10

w

Y 1,1E+10

[=]

& 9,0E+09

(']

37,0E+09

£ 50E+09

z°3,0E+09

1,0E+09

3 5 7
Jours de culture
Son de blé

® Pulpe de betterave

Figure 53. Quantité totale de spores produites Avasojaecultivé 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 méleggournesol

Les additions de graines de tournesol ndéont
minir®acteur a®r® probabl ement en raison de prol
préférentiels). Les graines entieres mélangées ateéoude colza sont donc testées a nouveau a plus
grande échelle en utilisant les CNS. Les cultures sont effectuées en parallele dans deux cuves, la
premiére contient uniqguement 3.1 kg brut de tourteau de colza tandis que la seconde est chargée avec

45kgdu m®l ange constitu® dbébune quantit® identi gue

149



Chapitre IV

haut eurs de couches respectives sont de 11 et 1
régulé au temps initial & 25°C avec une humidité relative teed5un débitl 6 a i r L.chie™. 2 00

Au moment du pic de Cenregistré dés 15h dans les deux cuves, la température de la culture
a fortement augment ® avec jusqud” 20 degr ®s de
mesurée en sortieFigure 54A & C) . Les consignes de r®gul ation
immédiatement modifiées et une premiére agitation est appliquée dans chaque culture pour éliminer
les calories générées par le développement de la moisiBgyuee(54B et D.

w
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Figure 54. S uA. sojaecudti® en CNS sur tourteau de colza seul et tourteau mélangé a 30% de todrnesol.
Evolution du pourcentage de ¢@u cours du temp®. Evolution de la température relevée dans la culture et

dans | 6air en G d&ntoilait des d®adt®burts ddDaRégulatom dedaor t i e ¢
temp®rature et de | dhumidit® relative de | ddair ~ | den

Afin de baisser lateap ®r at ure en entr ®e, l a consigne doéh
diminuée car la génération de vapeur par le-banr i € continue ~ r®chauffer

| 6air en entr ®e des r ®act e uvers 300LImim™ et @antertu ainki6 a i r a
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pendant toute |l a dur®e de | 6essai. Ces modi ficat
peuvent cependant pas °tre appliqu®s trop | ongt e
Aprés la premiéere agitatiota température de la culture a considérablement chuté, elle augmente
ensuite progressivement suggérant une reprise de la croissance mais le pourcentagesie &3ez

bas. La seconde agitation nda ensuidueefmitpas | e m
sbarr°ter. L6®Vvolution de |l a croissance est tr
ma x i mal de croissandedadgdeémii oon a0.c2t tai nement [
cr oi s sAaspjagenaidelle restemée ssaire en raison de | a compact
de | a temp®rature dans | a couche. La compaction

les bords du panier qui est nettement visiBligre 55). Celuici forme un chemin préféntiel qui

|l imite | 6apport dobéoxyg ne et | 6a®ration dans | a
|l es gradients de temp®ratures. Léaddition de tou
stade de | 6®t udce ®t & olb&sr®@tv@®eo &M tI&@s deux cas
qui forment des points chaud pouvant atteindre prés de b@°€use majeure du rétrécissement de la
matrice solide est | a finesse dearticyldeerdd dellesiil es co

sous | 6acti®n du myc®lium

Culture sur tourteau seul

Avant agitation Apres agitation Avant agitation Apres agitation

Figure 55. Aspect des cultures en CNS aprés 48h de fermentation

Aucune addition dbéeau nb6éa ®t ® effectu®e dans
rest® assez stable entre 40 et 43% jusqu& ™ 48h
La présence de contaminants bactériens a cependant été confirmée le troisieme jour de culture malgré
un pourcentage de matiére séche élevé. Ces derniers ont pu interférer avec le développement de la
souche car ils peuvent se développer relativemendeamnt si le taux de croissance est supérieur a
c el Wspergillds sojae L6 ensemble de | a proc®dure est rem
réguliers de températures dans la couche ainsi que les agitations qui sont sources de contaminations.
Laprésencel bune forte population bact®rienne peut pei
|l e mod | e de r®acteur utilis® nba pas ®t ® con-u
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3.3.3. 4., Ef fet de | 6addi tion dbébune source de

Lbébessai a ® tcanditioms id@ntigdes auspréatdest en additionnant 5% de carbone
sous forme de saccharose dans <chacune des <cuve
poursuivie atdela de 24h en raison de la présence de contaminants bactériens de type baséles qui
sont développés plus rapidement que précédemment. Etant donné que la stérilité du substrat a été

ve®r i fi ®e ai nsi gue | a puret® de | O6inoculum, | es
l ors de | 6ouverture derst rcoudvuecst i maurdel e 6d maorcgd meam
r®al i sation des mesures de temp®rature ° | 6i nt

génération de chaleur métabolique est comparable dans les deux cuves avec une température maximale
me s u r Rtérieur della@ouche atteignant 40°C & 18h de culture. Ce pic de chaleur est enregistré au
méme moment que celui du €@ v e ¢ un pourcentage maxi mal de
précédente. Ces deux phénoménes sont donc bien liés et reflétent la craissaram@pignon malgré

la présence des bactéries. En effet,;sojacestbi en vi si bl e ~ I 67 i | nu mai
modification de la consistance du milieu avec notamment une humidité plus importante et un aspect
visqueux aggravant de ce fait legplomeéne de compaction. La présence de saccharose intensifie les
r®actoxylaiesncdddui sant “ une aug me meétaboliqueanu dce ulra dper «
la masse avec un pourcentage de matiére séche se situant en moyenne a 33% au lieu det40%. Quan

la viscosité du substrat, celtei est probablement due © |l a produc!
bactérienne®. L 6 addi teiamplifie @étefavosise der 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 pastiétre gar

3.3.3.5. Activité immunomodulatrice

La culture en CNS est répétée sur tourteau seul pour la détermimatidrod e | 6act i vi
immunomodulatrice a 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 CQ. Par rapport =~ tbes8aB.pr® cPdehda(cf. padent
regul ® © 28AC au |lieu de 25AC pour tenter doaccQ@

Les r®sultats i ndiAqgsojaeed comparableldans lesrdeuk cugesavece d 6
UN pnax de 027 Kt q u i est sembl abl e -~ | 6essai sur tourte
i nf ®ri eur e. La temp®rature en sortie du r®acteur
pr®sence de points chauds pouv axnld comhefiguie 6&lr e | us

Ces points chauds, sans doute plus nombreux dans ce cas, ne semblent pas avoir eu de conséquence
n®f ast e sur l a croissance dde 118ah sdoeuch el tdubraepr

| augment ati on dsse de® lransigned dearégulatiang (terhpaératupeaet humidité
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relative) restent nécessaires pour éliminer les calories générées par la moisissure. Ces modifications
ont ®t ® op®r®es de |l a m°me mani re gqueestim@dessali
nouvelle fois confirmée a 48h suggérant un ralentissement de la croissance de la moisissure et une
guantit® maxi mal e de bi omasse prgludanes hegerdeapas Cc e S
de visualiser une différence entre les différents tedgsinétique (0, 24 et 48h). Les prélévements
effectués ont été séchés 24h a 105°C en couche mince avant la recherche de microorganismes sur
gélose PCA pour détecter la présence de contaminants. Les étalements cowpoefitréent la

destr uA.tsopersuitedau séchage contrairement aux contaminants bactériens qui sont
certainement présents sous forme de spores dés 24h de culture. Ces derniers résistent donc davantage
au traitement thermique.

A 3 B
2,5 M _. 50 - 50
r b !
o 2 | \ =45 45 :
g , v 40 a0 | i
4 = -
g 15 o 35 - ik, 35 e
= ' g e ' Ty '
8 1. - . .
05 g 25 25 -
' - E 20 20 -
0 . w 15 ‘ | ‘ 15 . ‘ . ‘
Y 12 24 36 48 0 12 24 36 48 0 12 24 36 48
Temps (h) Temps (h) Temps (h)
~+Cuve 1 Cuve 2 4 Agitation A Culture o Sortie ¥ Agitation

Figure 56. S uA. sojaeculti®é en CNS sur tourteau de col2a.Evolution du pourcentage de €&u cours
du tempsB. Evolution de | a temp®rature relev®e dans | a cu

Léoeffet du produit ferment ®t ao®t ®e ®val pPoduct
cytokine prei nf | ammat oi re,-1bl 6pat ed lesu kd enlel ull le s de mo e
différenciées en macrophages matures (BMDM) et stimulées par une endotoxine inflammatoire (LPS)
Léoaddition de L#®&Spracduaelthided t ddi®Ricld eche hle une prol i
chapitre Ill, partie 3.2.2.). Comme constaté dans le chapitre précédent, les produits testés induisent
bien la prolifération des macrophages en présence de LPS excepté a la concerdaritimbende 1
mg.mL' q u i | 6i nhi be s digwe 57).tLeserésudtatst concesnant lgsllb (ne sont
donc pas pris en compte a cette concentration.

Parmi les échantillons testés, seule la culture prélevée a 48h donne une réponse significative a
la concentrationde 0.1mg.flavec un doubl ementibdealal pso®MOM a
au LPS seulRigure 58 . Les autres ®chantillons néont aucun
1b mal gr® | a pr ®sence dedamgsderptoduinsende24tsde buliucet LRr i e n
baisse de pH initial n'est donc pas suffisante pour limiter leurs développements en condition aérée.
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Figure 57. Pourcentage de viabilité cellulaire des BMDM en présence des échantillons issus dearCNS
rapport au contréle milieu de culture. Viabilité dans le milieu de culture seul (MC), en présence de LPS a 1

ug.mL*eten présencede LPSalpughdddi t i onn® du tourteau seAlsoaet des

prélevés a 24 et 48h de cubugt incorporés dans le milieu cellulaire & différentes concentrations (0, 0.001, 0.01,
0.1 et 1 mg.mL). * P < 0.001 par rapport au groupe controle représenté par le LPS (ANOVA, test de Dunnett).
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Figure 58 ConcentIftats ®arlaitBMEM en arésence des différents échantillons issus de la
culture en CNISh dQunasntlie ®midlodileeu de cul t uf eterspeésehce en
delPSailpgntaddi ti onn® du tourteau s eAdojaeprélevése 84 eed8itdeai t s
culture et incorporés dans le milieu cellulaire a différentes concentrations (0, 0.001, 0.01, et 0.1)mgAmL

0.0001, par rapport au groupe contrble représenté par le LPS (ANOVA, test de Dunnett).

4. Conclusion

L 6 ®d dedfacteurs physicochimiques qui influencent le procédé FMS est primordiale pour
mener ~ bien | a fermentation et appr ®hender au
est la culture en couche profonde a aération forcée car elle esmtatdilextrapolable a 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 die croissance du microorganismia les mesures de respiration et des

difficultés principalement liées a la granulométrie du tourteau de colza et a sa qualité microbiologique.
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Chapitre IV

La soucheA. sojaee s t particuli rement i nt ®®ressante dbé
capable de croitre de facon optimale dans une large gamme de pH (4 a 8) et a des températures élevées
(30 a 37°C). Les premiers essais menés en fiole Erlenmeyer ont rapidememésoutig limitation

en oOXyg ne. Les effets |i®s " | a suppl ®mentati ot
°tre valid®s avec ce mod | e dbéo% |l e passage obli
La culture en minir®actedn®a®t ®Pencpofsgme | ai

consi d®r abl ement acc® ®r ®e déune di zaine déheu
mesurée en sortie du réacteur au méme moment que les picsdeeClOl ~t e bi en | dacti v
du microorganisme. Cependan un gradient déboxyg ne est Syst
colonisation hétérogéne de la souche du bas vers le haut du réacteur. Le colmatage des grilles lié au
ph®nom ne de compacti o sbjaece st rdau” nde®v@d aolpgaranmetnt | ¢
chemins préférentieltes agitations journaliéres, nécessaires pour homogénéiser la culture et éliminer

la chaleur métabolique, sont réduites car elles ont tendance a perturber le développement du

mi croorgani s me. La f r ®q ugté dee agitatioas redtent &idemraentnas i g
mettre au point. La granul om®trie et la di ffusi
am®l i or ®es avec un apport de 30% de tournesol. \
mont r A sopaes t stimul ®e l or s déun apport exXog ne

métabolisable. Bien que le sucre soit entierement consommé dés le second jour de cultaie, celui
ndest pas suf f i sghcameepour pernetirevsa détedtion sachadi la biomasse
seule (mycélium) du champignaen compte 20%. Les carbohydrates sont donc majoritairement

utilisés dans le métabolisme respiratoire qui assure la plus grande part des besoins énergétiques des

cellul es. Lor s des ® utimetre da stdrifité du fowrtéau sles eoima st en
indi spensabl e, par cons®quent de nouvelles condi
par rapport " la quantit® de substrat " trait

applicabé a plus grande échelle pour diminuer le développement de contaminants bactériens. Le
stockage du tourteau ®tant | 6®t ape qui pr ®sent e
pr ®f ®r abl e dbéavoir ~ ter me urcteus gnsdrtie dedrituaaton. ment ant
Les essais en CNS mettent en évidence des complications supplémentaires liées a la présence
de contaminants bact ® i ens apr s 48h de cul tur
précautions employées lors desf@iéntes opérations (chargement, ensemencement, agitations, etc.).
En effet, la st®rilit® ne peut pAsojabse dégelogpar ant i
en présence de contaminants bactériens-cepasent probleme du fait de leur centration pouvant
dépasser TOUFC.g" dans le produit fermenté séché 24h a 105°C. Un inoculum plus conséquent et la
modi fication des conditions de culture (humidit6ee
pistes envisageables pour limitex prolifération en créant un environnement défavorable a leur
croissance. Le phénoméne de compaction déja observé a petite échelle est encore plus marqué avec

| 6augment ation de | a hauteur de <couche. La grar
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maj eur qui l'imte | es performances de croissance
de température. Des cosubstrats plus grossiers que le tournesol, comme la pulpe de betterave qui a une
forte capacité de gonflement, peuvent étre tegtésur t ent er doéam®I| i orer | a
circulation de | 0air au sein de | a couche. Loens
®vidence |l es inconv®nients de ce type de r ®act
métbol i que avec | e pa-mariadoatladempétatira lia plus basse sst liméée d ai n
la temp®rature de | 6eau froide du r ®seau. Afin
teneur en humidité relative doit étre obligatoirendintinuée car la génération de vapeur implique le
r®chauffement i n®wmatrakl eCeéetedop®radui bai mccasi ol
de |l a culture et |l a probabilit® de devoir ajoute
Léact i vicdlogique détermimée sur BMDM montre une augmentation significative de
l a produkhf iwar dléed cell ules stimul ®es pour | e pr
Des essais compl ®mentaires doivent stimmenitame n ®s p
Mal gr ® une phase dbéoptimisation non achev®e, dec
arrétant la culture suivant son degré de contaminationcdméenu en molécule bioactive devra

cependant étre suffisant pour obteniruneffetgni fi cati f chez | 6ani mal
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Léobjectif de ce travail ®tait de d®vel opper
dutourteau de colza pour une application en alimentation animale. Cette nouvelle voie de valorisation
sbappui e sur un proc®dId® simple - mettre en Tuvr
biomasse végétale et viable sur le plan environnemeréabaomique.

Dans un premier temps, | 0®tude bibliographiqg
| Gutilisation du tourteau de colza en alimentat

efficaces pour améliorer ses qualités nutritionnelles, notarngaeteneur en protéines, pour le rendre

plus comp®titif face au soja. La FMS, ayant fait
en alimentation ani mal e, peut parfaitement r ®por
aientétc onsacr ®es “ | denrichissement en prot®ines d

économique et des besoins du marché en matiére de performances zootechniques, un autre volet a été
particuli rement d®vel opp®,uel adodériena®ar dhe Le&unaenn
naturels, tels que les polysaccharides fongiques, sont particulierement bien étudiés par la recherche
scientifique ces derni res ann®es car ils repr ®s
| 6 h ecutruee lal e, cette voie ndba jamais ®t ® expl or ®e
pharmacologiques rapportés sont pour le moment limités aux champignons médicinaux.

Les premiers travaux ont ®t ® c ouckeafocal®ssur®™ | a 1
la croissance des microorganismes et leur capacité a enrichir le tourteau de colza en protéines. Le
premier crit re de s®l ection est estim® ~ parti
pourcentage de GQOmesuré quotidiennement en fiole Erlenmeyer. Cette méthodologie inédite est
facil ement applicable dans |l e cadre déun cribl a
|l a perte de masse s che sans sys tdélende crdissancee sur e
logistique fournit une aide a la décision supplémentaire grace a la détermination des parametres de
cinétiques de croissance. Le modéle utilisé dans ce travail peut étre aisément appliqué aux procédés
FMS en utilisant un systéeme de mesute la respiration en ligne afin de vérifier les données
expérimentales et optimiser le procédé a plus grande échilla modification des paramétres de
culture au cours du temps. La mesure de la perte de masse séche, décrivant avec succeséa croissan
des microorganismes a petite échelle, peut en revanche étre difficilement appliquée a plus grande
échelle car elle nécessite des préléevements fréquents et homogenes. En tenant compte de la teneur en
protéines totales et solubles des cultures, plusgaushes ont été mises en évidence avec des valeurs
atteignant celles du tourteau de soja. Parmi les microorganismes retenus, les champignons inférieurs,
dont |l e d®vel oppement est l e plus rapide, sont
utilisation au stade industriel. En paralléle 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 pmedé Ces modifications affectent le
développement des souches dont le métabolisme est certainement moins bien adapté comme ca a été le

cas pour certains champignons supérieurs.
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Dans la seconde partie de ce projet, le pouvoir immunomodulateur des sautiésscsur
tourteau de colza a été démonimévittros ur cel | ul es i mmuni taires. Cet
présent a partir de culture en milieu solide, confére une valeur ajoutée au produit fermemtée
apport en mol ®cul eGo rbiigoilnoeg i fqauregi qdudel .ntl®GF &t idvati o
(test NBT), évaluée a partir des cultures FMS et du mycélium seul, a dans un premier temps mis en
évidence le potentiel immunostimulant de certaines souches, notarinsnjaeet T. versicolor En
raison doune variabilit® de | a r®ponse | mmunit e
modeles cellulaires plus conventionnels ont été employés, a savoir les PBMC et les BMDM. Bien que
| 6i mpl i cadliwmankess nfbait p agant ®@dtaBment adesi préparationse n il
commer ci al es -glocane €le%.t cer@siaelesdffets fpharmacologiques des produits
obtenus sur ces modéles sont significatifs. Cette étude a permis de sélectionner |A seajeledont
| 6acti vit® aitmmuneomoddau j amai s ®t ® exami n®e dans |
tous les champignons inférieurs. La réponse inflammatoire des cellules stimulées par une endotoxine
reste néanmoins difficile a interpréter en se basant uniquement sur la tooddéala sécrétion des
IL-1 6. La r®ponse immunitaire est en effet d®pen
composition des ®chantill ons, |l a dose incorpor ®

ces modeélesn vitro ont chacun leupropre spécificité et limite. Les résultats de cette étude ont

not amment fait | 6objet db&ent dd@puinte dpeu bb ri @waeti oinn
(Annexe 3.
Le dernier volet de | 6® ude consacr® ~ | a phe

augmentation des performances de croissance de laesAusojaeen modifiant les conditions de

culture (température, pH, aération) et en enrichissant le milieu avec des sources de carbones
facilement métabolisables comme le saccharose. Bien quectehit entierement consommé par le

mi croor gaemstsmgas i $ ufnfoi samment converti-glecanebi omas
d®t ect abl e. Loensemble des essais effectu®s en
ont permis de mettre en place une stratégie visant a maintenir les corliiionsles de croissance

vial a modification des consignes de r®gul ation et

| 6®l i mi nati on de | a chal eur m®t abol i que. Cette
déoxyg ne et dipalementdps®@ tagranulongtrigfine do tourteau de colza entrainant
un ph®nom ne de compaction qui est amplifi® av

présence de contaminants bactériens en cours de fermentation dans les CNS a été entqxéte mai
gr©ce ° | "abaissement du pH initial car | a st ®ri
échelle industrielle. Pour baisser le pH du milieu de culture, plusieurs stratégies peuvent étre
envi sag®es comme | dadaduti déappertsodet sehs doénde:
s®cr ®t i on doa%li dedsutdrlgasmitgwenss déune souche plus

maintient des valeurs de pH assez basses représente une solution supplémentaire. La qualité
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microbiologique du tourteau de colza peut égalérdene contrdlée 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 particulierement intéressdnte epr omet t euse dans |
application en alimentation animale. En effet, cette technologie est relativement simple & mettre en
Tuvre pour | 6® aboration doéun ali ment ferment ®
concernant hn&laes fpnetionnel danstler buttdé @@pondre au mieux aux besoins de la
fili re. Afin dbéatteindre ces objectifs et vali
échelle industrielle, des études complémentaires sont nécessaires en se fpealisaliérement sur
| 6®t ude de | a granul om®tri e, l a ma " trise de | a
responsables de | 6dactivit® i mmunomodul atri ce.

Concernant la valeur nutritionnelle du tourteau de colza fermenté, des analyses
suplémentaires seraient intéressantes a mener notamment par rapport a la composition en acides
aminés digestibles, minéraux et vitaminds. sojae est également connue pour sa production
déoenzymes extracellul aires Aglpcesidasas’t &% iseptiblgsr ot ®a s
ddbaugmenter |l a digestibilit® du tourteau de co
comme | es fibres. Cette ®tude permettrait ®gal er
solubilisation progressive des protéings tourteau. Il serait également possible de sélectionner
déautres souches dont l e profil enzymatique est
dans le produit fermenté est avantageuse dans la mesure ou des cocktails enzymatiques sont

systéméquement additionnés dans la ration alimentaire destinée aux animaux.

Dbautres axes restent ®galement ~ d®velopper
recherche déun cosubstrat de granul om®t évitce pl us

la formation de gradients et favoriser les transferts de masse (oxygene, nutriments et métabolites) et de

chaleur au sein de |l a matrice solide. Loutil i se
envisageabl e 7 | Onrdestdel reais arcprétraitdment cormame lasctisscthuesioni
peut ®ventuell ement °tre envisag® en tenant com

nutriments. Les limites constatées lors du fonctionnement du réacteur CNS ont conduit a des
0

mod fications du syst me de r®gul ation de | air

0®I i

été remplacé par un groupe froid, un circuit chaud comgo8&u ne r ®si st ance ®I| ect

rapport aux changements de consi gnes emariea

humidificateur raccordé au réseau de vapeur du laboratoire. Chagque module est piloté
indépendamment en tenant compte des valeurs de consignes et de celles enregistrées par les sondes de

temp®r at ur e lative. Cedshistemma de irégugation @ depuis lors été validé en utilisant
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di ff®rents couples microorgani sme/ substrat et p

installation de type industrielle.

L6®t ude concernant | 6 éedgninéew vitto®esté arappuofoodmpodru | at r i
| 6identification des mol ®cul es i mpliqu®es parti.i
compr ®hension des m®cani smes dobéaction sur | e sy:¢

référence avecese nt i e | |-guoaeenptrifiédniont fias 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 c¢oncl ur aentisllament induig paf le tourtgaln ar ma c
fermenté avec la souch®e sojae le produit fermenté a été testévivo sur animaux. Deux séries
ddbessais sur poul et ont ®t ® effectu®es ° | 6i s s
guotidienne sans cgnl ® me nt l a ration avec |l e produit fer.
ainsi que le produit commercial ImmunoWall. Ces additifs ont été apportés a des concentrations allant
de 0.1 a 1% et appliqués sur une période allant de 0 a 38 jours, chitqueetraa été répété 9 fois.

Afin de mettre en évidence des effets sur la santé des animaux des conditialienge» ont été

appliguées avec des poussins plus fragiles issus de jeunes pondeuses soumis a des stress immunitaires
(vaccins), alimentairest 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
paramétres zootechniques mesynmsrtalité, poids vif, gain moyen qudten, indice de
consommation, etc.) ainsi que les analyses complémentaires visant a déterminer un éventuel effet sur

l e syst me immunitaire (formule | eucocytaire, d
sup®rieurs devremitr °dmei nte®gr®snt”™ E&voeanvt uel | ement

riches en glucane fongique.
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Annexe 1 Composition des milieux de culturgélosés

Milieu gélosé Composition pH
PDA Fécule de pomme de terre : 4 g/L
(Potato Dextrose Agar) Glucose : 20 g/l 56
Agar : 20 g/L
PDYA .
(Potato Dextrose Yeast Agar PDA + extrait de levure2 g/L 5,6
Extrait de levure : 4 g/L
YMA Extrait de malt : 10 g/L 73
(Yeast Malt Agar) Glucose : 4 g/L '
Agar : 20 g/L
MEA Extrait de malt : 30 g/L
(Malt ExtractAgar) bactopeptozz a?ru: g%c;?lt_ryptone :5¢g 54
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Annexe 2 D®t er mi nati on de | 6dactivit® ant.i

Mode opératoire
1 Technique et souches cibles utilisées

La m®t hode empl oy®e est celle de | 6antibiogr
recommandations 2010 du EAFM (Comit ® de | 6Anti bi ogramme de
Microbiologie). Deux souches bactériennes pathogenes du poulet, a Eaebieichia coli et
Enterococcus cecorurnfournies par le laboratoire Labofarm sont testEesoliest cultivée sur gélose
Luria Br ot h E.(céc&Qnest caltivéeiersjarrg andérobie sous atmosphépes@@élose
Columbia au sang de mouton (5%). Arfir des cultures pures, une suspension est réalisée dans de
| 6eau physiologigue et ajust®e ~ wune densit® opt
Une dilution supplémentaire au dixiéme est nécessaire pour la sBuclé. Pour obtenir o tapis
homogene, la surface de la gélose est ensemencée en stries serrées suivant trois orientations décalées
de 60°. Des disques de cellulose de 6 mm de diamétre sont imbibés de différents extraits et déposés
sur la surface de la gélose. Lamesuredeswli t r es doéinhi bition est effec
37°C.

9 Préparation des extraits de culture FMS et des témoins
Les ®chantillons de culture sur Utratumax3®au de
secondes ° 9500 rumscentafugéspen@®astdnunea 3500 rpra. Le sprnageant est
prélevé et filtré sur 0.5 puis 0.22 um pour supprimer toute trace de biomasse (spores et fragments
myc®l iens). Chaque disque st®rile est cilloasr g® aVv e

issus des cultures FMS des quatorze souches de champignons inférieurs prélevées a J3 et des quatre

champignons sup®rieurs pro®l ev®s ~ J5, cing t ®moi
lots de tourteau préalablement stérilisés (lot e t | ot 2) , déeau sto®ril e,
(chloramph®nicol ~ 30 Og) et débun disque non cha
Résultats

Aucune activit® ant i mi ck aolbet Ee qecormmaved lessextraits on st a
de culture FMS et les témoins négatifs (disque seul, tourteau lot 1 et 2, et eau stérile). Le témoin
positif avec |l e chloramph®nicol permet dobéobtenir
diameétre. Uniquement deux soucHhemctériennes pathogénes du poulet ont été testées dans cette
étude, cellegi peuvent étre insensibles aux molécules présentes dans les extraits de culture ce qui
peut expliquer les réponses négatives obtenues. Les extraits utilisés ne sétregeas gffisamment
concentr ®s en mol ®cul es bioactives par rapport a

de solvants pourrait °tre appliqgu®e afin de con
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antimicrobienne a été testée sur ddsaits de culture prélevés a des temps définis correspondants a la
phase de ralentissement et au d®but d-étre paa phase
suffisant pour libérer des molécules bioactives et a des quantités pouvant étre dtactées

| dant i bUpe éudengus fine en cinétique et dans des conditions optimisées devrait étre
entrepri se, " condition toutefois dbéavoir bi en
champignon test ®. Compt e tenu de | 6absence d
potentiellement présentes dans les extraits et une perspectiveedaunisint laborieuse il été décidé

de ne pas poursuivre les rechercthe. a s pect r ®gl ementaire tient ®gal

pui sque | e produit ferment® constitue une mati
contenir des moléculés acti vit® antimicrobienne. Or , |l es ad
en alimentation animale depuis 2006 dans | 6Uni on
pr®sence de mol ®cul es 7" activibob®d®et dminsr dleisen e

particulier revendiqué pour une matiére premiére fonctionnelle (par exemple la résistaneis s

processus infectieux) peut ®ventuell ement faire
démonstration scientifiqume n t ®t ay®e dobébapr s une proposition
antibiotique r®f ®renc® pourrait dans ce cas conc

indésirable™*®@?” | a r gl ementation concernant ces nouve

Cible | Extraits de culture FMS (numérotation des souches) Témoins
% : AR~ 2t ey '
=
(&)
L
€
=
o
(8}
[}
(8}
L

Témoins: C= Chloramphénicol T1 = tourteau lot 1 T2 = tourteau lo® ; e = eau stérile.
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Annexe 3 Article publié®®?
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