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Influence de certaines conditions

de la culture superficielle sur la production des lipases
et des protéases par des souches

de Penicillium roqueforti et Penicillium candidum

par

L. STEPANIAK", K. KURNACKI*, J. GRABSKA" et E. WuDECKI"*

1. INTRODUCTION

Au cours des dix derniéeres années, des recherches ont été pour-
suivies, surtout par des auteurs frangais, qui ont permis de faire
connaitre, sur un plan assez large, I'importance et la nature de l'action
des lipases et des protéases produites par les moisissures P. roquejorti
et P. caseicolum [6, 7, 11, 12, 13, 14, 15]. Les travaux de Desmazeaud
et al. [4], Gripon et al. [8] ont mis en évidence que les protéases
de streptocoques lactiques et celles de P. roqueiorti et P. caseicolum
différaient entre elles par leurs activités endo- et exopeptidasiques
dans leur action sur les protéines de la pate du fromage. Desmazeaud
et Gripon [3] ont décrit le mécanisme général de la dégradation
des protéines du fromage sous l'influence de la présure, de la micro-
flore du lait et des moisissures. Gripon [6] qui étudiait les moisis-
sures de P. roquejorti, ainsi que Lenoir et .Auberger [13] qui
s'occupaient de P. Caseicolum, ont démontré que ces moisissures
produisaient un systeme compliqué de protéases qui pourraient étre .
classées en plusieurs groupes. Nos études [10] ont révélé que les
lipases de P. roqueiorti et de P. caseicolum se caractérisaient par
une spécificité élevée pour les acides gras de la matiére grasse du
lait. C'est le caractere avantageux, l'utilisation de préparations lipo-
lytiques dans la technique laitiére étant prise en considération. Pour-
tant, lorsque l'on compare les nombreux travaux sur la détermination
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des parametres optimaux de la culture qui favoriseraient la biosyn-
these des lipases et des protéases par des moisissures dans la fabri-
cation des fromages, des différences considérables peuvent étre
observées dans les résultats qui étaient obtenus par divers auteurs
[5, 9, 12, 15, 18, 20].

Cela pris en considération, il nous semblait utile de rechercher
I'étendue de l'intéraction de parametres choisis de la culture sur la
production des lipases et des protéases extracellulaires. Pour atteindre
cet objectif, une expérience a été effectuée dans le plan orthogonal
de deuxieme degré, ce qui nous a permis de déterminer la corré-
lation des facteurs variables étudiés et de les décrire au moyen des
équations de régression.

Il. MATERIEL ET METHODES

Pour nos recherches, des souches de P. candidum nv 11 ont été
choisies, ayant des caracteres morphologiques identiques a ceux de
P. caseicolum  (Bainier), ainsi que des souches de P. roquejorti n> 23.
Ces souches provenaient de la collection du Laboratoire de produc-
tion des biopréparations lactiques a Olsztyn.

Les moisissures étaient cultivées sur le milieu de Czapek, modifié,
par Lenoir et Choisy [14], par addition de glucose et de peptone,
ainsi que de la solution d'oligoéléments, sans que des solutions tam-
pons fussent employées pour stabiliser le pH du milieu. Des cultures
superficielles étaient réalisées dans des bouteilles a plasma, d'un
volume de 500 ml et de 8 cm de diametre. Le milieu était ensemencé
avec la suspension des spores de la culture des moisissures, en quan-
tit¢ suffisante pour obtenir 1 X 105 germes par ml de milieu. La
culture était réalisée a 25°C.

La durée de la culture, les valeurs initiales de pH du milieu,
I'épaisseur de la couche du milieu et la concentration de glucose
dans le milieu étaient déterminées par les conditions de I'expérience
dans le plan orthogonal de deuxieme degré [16].

L'activité lipolytique était déterminée par rapport a I'émulsion
de la matiére grasse du lait par la méthode pH-statique. Le substrat
était préparé dapres les méthodes de Perry et al. [19] et de San
Clemente et Vadehra [21]. La mesure a 37°C et a pH = 7,2 était
effectuée pendant 5 min. Pour la titration électrométrique, I'ensemble
des dispositifs « Radiometer » Copenhague (pH-métre PHMSG, titri-
meétre TTT60, autoburette ABU-13, servographe REC61jREA160). Il
était admis qu'une unité d'activité lipolytique (~AL) correspondait a
1 micromole des acides gras libres, libérés, pendant 1 h, de 9 ml de
substrat par 1 ml de liquide apres-culture. L'activité protéolytique
était déterminée par la méthode d'Anson [1].



Equations décrivant l'influence des quatre paramétres

P. candidum 1

TABLEAU 1

de culture sur
par des souches de P. roqueiorti 23et P. candidum 11

la production des lipases et des protéases

+ x3 + x4 1+ xZ1 .+ XI'xZ +x1:x3  +xl~ + xzz + xzx3 + xzx4 + xz3

y = a + Xz
valeurs pour «x})
-1 [---- R ———[m——————— o I—
P. roqueforti 23
vyi = + 3035- 955 +222-231 - 873 + 1,06 -0,29
Y; = + 54,97-1415 -0,18 + 0,22 + 167 + 1,03 + 0,00
v3 = + 156,93-40,74 -0,71 -0,46 -10,04 + 3,03 -0,07
1
vyl = - 16,71 + 2759 -576 + 893 - 7,17 -1,97 + 0,27
Y = + 2592- 208 -036 -030 + 394 0,00 0,00
v3 = + 1888 + 12,79 -1,67 + 1,99 -18,34 -196 + 0,12

Activité lipolytique.

Activité protéolytique a pH 5,5.
Activité protéolytique a pH 7,0.
pH initial du milieu (4,6-7,4).

Xz -

X3 -

X4 -

+0,33 !+173 -001 -0,03 -0,17 + 0,06
0,00 + 0,52 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 ,+275 + 0,01 + 002 -0,18 0,00

-056 -418 + 0,06 -011  + 048 -0,08
0,00 0,00 0,00 + 0,02 0,00 0,00
-0,31 + 3,40 0,00 + 0,02 + 0,12 0,00

épaisseur de la couche du milieu (5-35mm).
durée de la culture (4-20j).
Teneur du milieu en glucose (0,2-3,4p. 100).

extracellulaires

+ X3~ + xu

+ 0,21 0,00
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0,00 0,00
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+ 0,11 -1,45
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La caséine, obtenue de la compagnie Fluck, préparée selon
Hammarsten, était mise en solution jusqu'a concentration de 2p. 100
au moyen de 0,15M tampons de phosphate a pH 5,5 et 7,0.

Comme unité de l'activité protéolytique (J.tAP)on a adopté l'aug-
mentation de densité optique de 0,01 unité de I'échelle spectropho-
tomé trique dans le filtrat du mélange de liquide aprés-culture (1 ml)
et de substrat (9 ml), aprés incubation d'une heure a 37° C, additionné
du réactif de Folin. Le filtrat était obtenu en ajoutant au substrat,
aprés l'incubation, une quantité égale d'acide trichloracétique de
12p. 100.

Pour atteindre I'objectif proposé, nous avons entrepris un essai
orthogonal du deuxieme degré que nous avons réalisé d'apres la
formule:

n =2k + 2k +1,
ou : k = nombre des variables
n = nombre total des essais [16, 23].

La disposition détaillée de I'expérimentation en forme de matrice
a été déduite des données suivantes

. Intervalle de
Facteur Niveau de base variations
xi = pH initial de milieu 6,0 14
x2 = temps de culture/j 12,0 8,0
xs = épaisseur de la couche du milieu 25,0 20,0
X, = teneur du milieu en glucose 1,8 1,6

. RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats des essais étaient analysés d'aprées Manczak et
Zielinski [16, 23]. On y utilisait le « plan uniforme de rotation
(Uniform rotable design) qui consiste en unité de précision. A l'aide
d'un calculateur numérique, la surface de régression était analysée
et on en vérifiait les équations. La signification de l'influence des
facteurs et de leur coopération était déterminée en vérifiant [I'hypo-
these selon laquelle chaque coefficient de régression est égal a
« zéro »; le niveau de signification établi « a = 0,05 » permet de
se servir des équations de régression vérifiées comme des relations
de prédiction, avec une marge de 5p. 100 comme risque d'erreur.
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Penictlliuniroqueiortt 23

ActiVite' prot~olgftLUf! Activite' prote‘olyliqu{J
d pH 55 apH 7,0

Durée de la rulture.jours
fig. 1
Influence du pH initial du milieu et de la durée de culture sur la production des

lipases et des protéases extracellulaires par la souche P. roquejorti 23 (teneur du
milieu en glucose = 0,2p. 100, épaisseur de la couche du milieu : 10 mm).

Penicillium candidum 11

Activite'  Jpolyti'lue Activite' protéolyti'lue Activite' protéolytr'lue
A pH 55 aApH 7,0

[13°3

"eo100

Durée de la catturejoors

fig. 2
Influence du pH initial du milieu et de la durée de culture sur la production des
lipase et des protéases extracellulaires par la souche de P. candidum 11 (teneur
du milieu en glucose = 0,2p. 100.épaisseur de la couche du milieu = 10 mm).

En analysant les équations présentées dans le tableau 1, on peut
constater que, dans lintervalle des valeurs analysées, ily a un niveau
de glucose, ou les deux souches produisent des quantités minimes
de lipases. On peut aussi observer que la teneur en lipases du liquide
apres-culture diminue tant que I'épaisseur de la couche du milieu
augmente. Les figures 1 et 2 représentent l'influence du pH initial
et de la durée de culture sur la production des lipases et des pro-
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téases, la teneur du milieu en glucose étant de 0,2p. 100et I'épaisseur
de la couche du milieu de 10 mm. Il résulte de l'analyse préalable
des équations que ces valeurs sont favorables pour la production
des lipases extracellulaires.

Les relations présentées en diagramme mettent en évidence des
variations dans l'intéraction du pH initial du milieu et de la durée
de culture sur la production des lipases extracellulaires par P. can-
didurn 11 et P. roqueforti  23.

L'influence du pH initial du milieu sur la production des lipases
par P. candidum 11 est moins intense, mais plus compliquée, que
I'effet du méme facteur sur la production des lipases par P. roqueforti
(fig. 1 et 2). Indépendamment de la durée de la culture, plus le
pH initial du milieu est élevé, plus est élevé le niveau révélé des
lipases qui sont produites par P. roqueforti. Les valeurs initiales plus
élevées du pH du milieu sont plus favorables pour la production
des lipases, qui sont produites par P. candidum dans des cultures
de 12 j environ. Pour la production des protéases, c'est l'effet, tout
contraire, du pH qui peut étre observé. Pour les deux souches étu-
diées, la mesure de l'activité protéolytique a pH 5,5 et 7,0 confirme
qgue la valeur moins élevée du pH du milieu favorise la biosynthese
des protéines. Niki et al. [18] ont constaté que plus le pH initial
du milieu est élevé, davantage de lipases et moins de protéases sont
produites par P. roqueforti. Les résultats que nous avons obtenus
confirment cette tendance, mais les relations constatées ne sont pas
linéaires. L'exemple de P. roqueforti 23 nous montre que ce n'est
gue jusqu'a un certain niveau du pH du milieu que l'activité pro-
téolytique diminue a mesure que le pH du milieu augmente.

Le pH initial du milieu est un facteur qui détermine, d'une
maniére essentielle, le niveau des protéases qui sont produites par
P. candidum 11, et cela surtout, lorsque l'activité protéolytique est
mesurée a pH 7,0. A cette valeur du pH, l'activité protéolytique
révélée atteint des valeurs inférieures a zéro dans I'étape finale de
la culture, comme on le voit sur le diagramme (fig. 2), ce qui
s'expligue probablement par le fait que l'erreur de calcul a dépassé
le niveau assez bas de l'activité protéolytique.

Aux valeurs inférieures de pH initial du milieu, Il'activité pro-
téolytique révélée, mesurée a pH = 7,0, est beaucoup plus élevée
qgue celle qui est mesurée a pH 5,5. Cela vaut pour les deux souches
examinées. La durée de culture est un facteur qui influence le niveau
des lipases et des protéases d'une maniere bien différente. Dans les
intervalles de temps étudiés on peut observer que l'activité protéo-
lytique de la souche de P. candidum diminue a pH 5,5, indépendam-
ment du pH initial du milieu, tandis que le niveau des lipases aug-
mente. Gripon et Bergere qui cultivaient P. roqueforti sur des milieux
a pH 4,0, 6,0, 8,0 ont mis en évidence que cette moisissure produisait
des protéases ayant leur activité optimale a pH 6,0, labiles dans l'inter-
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valle alcalin du pH. Les relations que nous avons décrites indiquent
que les deux especes étudiées produisent un mélange composé de
protéases dont certaines sont labiles a pH plus élevé et peuvent étre
inactivées au cours de la culture.

Les figures 1 et 2 permettent de conclure que les rapports entre
l'activité protéolytique mesurée a pH 5,5 varieront dans un intervalle
considérable, en fonction du temps de culture et du pH initial du
milieu. Outre cela, la proportion entre les activités protéolytiques
mesurées a ces deux valeurs de pH, seront différentes pour deux
souches étudiées, aux conditions culture identiques.

L'analyse des équations de régression indique l'existence de la
corrélation entre le niveau de glucose dans le milieu et le niveau
de pH du milieu ainsi que la biosynthese des lipases effectuée par
les deux souches étudiées.

Autrement que pour P. roqueforti 23, la teneur moins élevée
en glucose doit étre maintenue dans le cas de P. candidum 11 pour
assurer le méme niveau des lipases produites avec des pH plus élevés.

L'interaction de ces deux facteurs reste sans effet sur le niveau
des protéases qui sont produites par P. candidum 11. Dans le cas
de la souche P. roqueforti 23, la concentration plus élevée en glucose
stimule la production des protéases plus efficacement aux valeurs
inférieures de pH initial du milieu.

Lamberet et Lenoir [12] ont démontré que le niveau de glucose
était le facteur qui déterminait la production des lipases par P. casei-
colum. Chander et al. [2] ont constaté que le glucose stimulait Ila
production des lipases par P. chrysogenum. Lenoir et al. [15] ont
mis en évidence que le glucose, mieux que beaucoup d'autres sucres,
stimulait la production des protéines par P. caseicolum. Les équa-
tions de régression que nous avons obtenues laissent conclure qu'il y a
un niveau du glucose dans le milieu qui est le moins favorable pour
la biosynthése des lipases. Au-dessus et au-dessous de ce niveau, la
biosynthése des lipases pour les deux souches augmente. La teneur
optimale en glucose dépend aussi de la valeur du pH initial du milieu.

L'épaisseur de la couche du milieu est un facteur qui détermine
le niveau des protéases dans le liquide aprés-culture d'une maniere
bien différente. La teneur en enzyme diminue lorsque I'épaisseur de
la couche augmente, mais ces variations dépendent en méme temps
de l'espéce de la souche et de l'espéce des enzymes.

Cela peut étre illustré par un exemple des calculs suivants
aprés 12 j de culture, la teneur du milieu en glucose étant 0,2p. 100
et le pH initial du milieu 6,0, l'activité lipolytique sera, avec une
épaisseur du milieu de 10 et 35 mm, respectivement de 109,1et 31,7
itAl/ml pour la souche de P. candidum 11,et 11,4et 7,5 itAl/ml pour
la souche de P. roqueforti 23. En augmentant [I'épaisseur de la couche
de cet intervalle d'épaisseur, la quantité des lipases produites par
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les souches étudiées est réduite de 28 et 66p. 100, respectivement.
L'activité protéolytique révélée, mesurée a pH 5,5, sera 8,1 et 5,6
I-LAp/mpour une épaisseur de couche de 10et 35 mm, pour la souche
de P. candidum. Il/réduction jusqu'a 69,7 et 46,4p. 100. Mesurée a
pH 7,0, l'activité protéolytique sera, pour les mémes épaisseurs de
la couche de milieu, 35,6 et 2,9 rtAp/ml/réduction jusqu'a 8,2p. 100,
ou bien, pour la souche de P. roqueforti 23, de 13,4 et 0,0 !-LAp/ml.
Les équations obtenues indiquent qu'il y a un maximum d'épaisseur
de la couche du milieu pour la souche de P. roqueforti. Les couches
plus minces ou plus épaisses sont moins favorables pour la biosyn-
these révélée des lipases extracellulaires.

Les résultats des recherches de Desmazeaud et al [4] et de
Gripon et al [8] montrent que P. roqueforti, autant que P. candidum
(p. caseicolum)  produisent des lipases dont l'action est semblable.
La sensibilité de réaction que nous avons trouvée chez ces deux
especes en fonction des divers paramétres de culture ne nous per-
mettent pas de généraliser qu'il s'agit de différences entre deux
espéces. On peut de méme prévoir des différences d'une souche a
l'autre, dans la méme espéce, ce qui est confirmé par les commu-
nications d'autres auteurs. Des relations dont nous avons constaté
I'existence entre les parameétres de culture étudiés et la biosynthese
des lipases, peuvent indirectement expliquer l'origine des divergences
considérables dans l'estimation des conditions optimales de culture
pour la biosynthése des lipases et des protéases, et dans I'estimation
des conditions optimales d'action des lipases et des protéases que
nous avons trouvées chez divers auteurs [5, 7, 9, 10, 14, 15] qui ont
étudié des moisissures de fromagerie.

Les résultats que nous avons présentés a cette phase de nos
recherches ne nous permettent pas de préciser les valeurs optimales
de la culture superficielle. Pour cela, il faut mettre au point des
expériences dans les limites plus étroites des facteurs analysés et
faire une analyse plus détaillée des équations de régression obtenues.

Les résultats rapportés nous permettent cependant de tirer
guelques conclusions et de faire des généralisations qui pourraient
se montrer assez importantes lorsqu'on se propose d'utiliser les moi-
sissures étudiées pour la production de préparations enzymatiques.

Il faut prendre en considération que les diverses souches de
moisissures réagissent d'une maniére bien différente aux conditions
variables de la culture. Il y a donc lieu d'admettre qu'un paramétre
défini de culture ne peut étre optimal que pour d'autres conditions
de culture précisément définies.

En variant les conditions de culture, la quantité des lipases et
des protéases ainsi que les proportions entre ces enzymes peuvent
étre réglées dans des limites assez larges.

En raison du systtme non homogene et méme compliqué des
protéases qui sont produites par des moisissures, les conditions de
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culture influencent non seulement la quantité, mais aussi la spéci-
ficité d'action des préparations enzymatiques obtenues.

Résumé

Des équations de régressions ont été employées pour présenter
I'intéraction du pH initial du milieu, de la durée de la culture, de
I'épaisseur de la couche et de la teneur en glucose du milieu sur
la production des lipases et des protéases par une souche de P. roque-
[orti et une souche de P. candidum. Les équations étaient formulées
a partir des calculs d'une expérience effectuée d'apres le plan ortho-
gonal du deuxieme degré.

Les équations obtenues mettent en évidence la possibilité de la
régulation, dans des limites assez larges, de la quantit¢ de lipases
et de protéases, et des proportions entre des enzymes, par la sélection
des conditions de culture. A partir de ces équations, on peut conclure
que les valeurs des facteurs variables qui sont optimales pour la
production des lipases et des protéases par P. roquejorti, différent
de celles qui le sont dans le cas de la souche de P. candidum. Les
proportions calculées entre les valeurs d'activité protéolytique, mesu-
rées a pH 55 et 7,0, ont varié dans un intervalle assez large, en
fonction des conditions de culture, pour les deux souches étudiées.

Summary

INFLUENCE ~OF SOME SUPERFICIAL ~ CULTIVATION CONDITIONS
ON THE PRODUCTION OF LIPASES
AND PROTEASES BY P. roquejorti AND P. candidum  STRAINS

Regression equations were used to present interactions of 'the
initial pH value of medium, the cultivation time, the thickness of
medium layer and the glucose content of the medium on the
production of lipases and proteases by one strain of P. roquejorti
and one strain of P. candidum. The equations were obtained by
calculating results of an experiment which was carried out according
to the orthogonal plan of Il degree.

The equations obtained showed the possibility to control
amounts of lipases and proteases produced, as well as proportions
between those enzymes by choising cultivation conditions. From the
equations obtained, it may be concluded that the values of variables
factors studied which are optimal for lipase and protease production,
are other for the P. roquejorti than for the P. candiaum strain. In
case of both strains, the radio of proteolytic activities, as measured
at pH values 5,5and 7,0was found to vary in a wide range, depending

on cultivation conditions.
Recu pour publication en ao(t 1979.
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