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Le systéme protéolytique de Penicillium roqueforti

1. CONDITIONS DE PRODUCTION ET NATURE DU SYSTEME
PROTEOLYTIQUE (1)

par

J.-C. GRIPON et J.-L. BERGERE

Station Centrale de Recherches Laitiéres et de Technologie des Produits Animaux,
ILN.R.A., Jouy-en-Josas (Yvelines)

INTRODUCTION

Parmi les phénoménes biochimiques qui dominent les processus
de maturation des fromages la dégradation des protéines est l'un des
principaux. La flore microbienne, par l'intermédiaire des enzymes pro-
téolytiques qu'elle produit, est a l'origine de transformations qui affec-
teront la saveur, l'ardbme, les qualités rhéologiques et l'aspect du
produit final. Au cours de la maturation des fromages a pate persillée,
Penicillium  roqueforti  joue un réle important non seulement par son
action lipolytique mais aussi par l'action de ses enzymes protéolyti-
ques (Proks et al., 1959; Salvadori et al., 1962). Une meilleure connais-
sance du systéeme protéolytique de Penicillium  roqueforti  permettrait
de mieux comprendre et éventuellement de mieux contrdler les phé-
nomenes de protéolyse dans les pates persillées. Nos connaissances
sur ce point se limitent a des propriétés déterminées dans des extraits
non purifiés. Naylor et al. (1930), Thibodeau et Macy (1942) ont
montré l'existence d'une activité protéolytique intracellulaire de pH
optimum compris entre 5 et 6. Ultérieurement des études portant sur
des extraits intra et extracellulaires (Nishikawa, 1957; Imamura, 1960;
Niki et al., 1966) ont confirmé ces données. C'est pourquoi nous avons
entrepris I'étude des protéases de Penicillium  roqueforti en travaillant
sur des fractions isolées et purifiées. Le présent travail constitue la
phase préliminaire de cette étude : détermination des conditions de
production du systéme protéolytique extracellulaire et, préalablement
a toute purification, caractérisation sommaire de ses constituants.

(1) Travail réalisé dans le cadre d'un contrat passé avec la Délégation Générale
a la Recherche Scientifique et Technique, Contrat n- 6701037, sur l'emploi d'en-
zymes d'origine microbienne dans l'affinage des fromages.
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MATERIEL ET METHODES

1) Origine et caractéres des souches

Les quatre souches étudiées ont été mises a notre disposition par
la Société des Caves de Roquefort. Les souches 43, 608 et 493 appar-
tiennent a l'espece Penicillium  roqueforti. Elles ont été isolées a
partir de fromage (43) ou bien sont issues de prélevements effectués
dans l'air des Caves de Roquefort (608 et 493). La souche 10 a été iden-
tifiée comme appartenant a l'espéce Penicillium frequentans.  Inoculée
en souche pure a titre d'essai dans des fromages de Roquefort, ce
Penicillium se développe et permet d'obtenir des fromages dont les
qualités organoleptiques sont comparables a celles obtenues avec des
souches de Penicillium roqueforti. Son étude a été incluse ici afin
d'observer si l'analogie de comportement obtenue dans les fromages
se reflétait au niveau des cultures en milieu agité.

Les souches sont conservées par repiquage sur milieu Potato
Dextrose Agar Difco.

D'autre part un variant spontané (43 FP) faiblement protéolytique
a été obtenu a partir de la souche 43. Il a été isolé par dilution d'une
population de spores et ensemencement sur milieu Potato Dextrose
Agar Difco.

2) Conditions de culture

a) CULTURE EN ERLENMEYER

Pour préparer [l'inoculum une culture sporulée de Penicillium
roqueforti  est obtenue sur milieu Potato Dextrose Agar Difco. Environ
8 ml d'eau distillée stérile contenant 5 p. 1000 de Tween 80 sont intro-
duits dans le tube contenant la culture sporulée. Apres agitation le
liquide de lavage est filtré sur gaze stérile. La suspension de spores
ainsi obtenue est diluée afin d'obtenir un taux de 6.10' spores par ml.

Deux milieux de culture dérivés du milieu Czapek ont été utilisés:

Milieu A:
Glucose . 10 ¢
Trypticase (Mérieux) " . 10 g
NaCl . 115 g
CaC!.,2 H20 " . 6 g
HK..PO....ccooovvviees 1 g
KCI . 05 g
Mg SO.,7H20 .. .. .. .. . . . . . 05 g
Fe SO.,7H20 .. .. .. .. .. .. . " . . . 0,01 g
Eau distillée .. .. .. . e 1000 ml

Le pH est ajusté a 5,0 avant stérilisation.
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Milieu B :
Glucose . 10 g
Trypticase (Mérieux) .. .. .. .. .. . . . . 10 g
HK.PO. .. . . . o« & o e 1 g
KCI .. o e e e 05 g
MgSO.,7 H20 .. .. .. . . . . . . . 05 g
FeSO., 7H20 .. .. .. .. . . . & & . . 0,Q1g
Solution tampon 0,1M .. .. .. .. .. . . 1000 ml
Solution d'oligo-éléments .. .. .. .. . .. 1ml

Suivant le pH désiré il s'agit soit de tampon succinate-phosphate
(pH 4,0 et pH 6,0) soit de tampon phosphate (pH 6,0 et pH 8,0). La
solution d'oligo-éléments est celle proposée par Meyers et Knight
(1958). Sa composition est la suivante

CuClI2 . 15,5mg
ZnSO., 7TH20 .. .. oo i 175,6mg
MnCI2,4H20 .. .. .. .. . . o 36,0mg
CaCI2,2H20 .. .. .. oo i i 183,4mg
(NH)6 M070.., 4H20 .. .. .. .. . . . . 10,2mg
Eau distillée .. .. .. .. .. . . . . . . 100ml

Les milieux de culture sont répartis dans des erlenmeyers de
250 ml a raison de 60 ml par erlenmeyer, puis stérilisés a 120°C
pendant 20 mn. Un ml de suspension de spores préparée extempora-
nément est ajouté a chaque erlenmeyer ce qui correspond a un taux
d'ensemencement de 10' spores par ml. Les erlenmeyers sont ensuite
incubés a 25° C dans une étuve a plateau agitant (New Brunswick,
Modele R 26). Le plateau supportant les erlenmeyers est animé d'un
mouvement de va-et-vient de 5 cm d'amplitude. La vitesse d'agitation
est de 120 allers et retours par minute.

b) CULTURE EN FERMENTEUR

Des cultures ont été réalisées en fermenteur de 14 1 (New Bruns-
wick, Modele FS 314) contenant 101 de milieu B en tampon phosphate
apH 6.

Apres stérilisation le milieu est ensemencé avec 500 ml d'une sus-
pension provenant du lavage d'une culture sporulée obtenue en boite
de Roux, L'inoculum est d'environ 5.1063pores par ml de milieu de
culture. Les cultures ont lieu a la température de 25° C, la vitesse
d'agitation est de 240 timn et le débit dair injecté de 2 I/mn.

3) Mesure du poids sec du mycélium

Apres divers temps de culture le contenu total d'un erlenmeyer
est filtré sur filtre Durieux nv 111 préalablement desséché puis taré.
L'ensemble mycélium et filtre est placé a I'étuve a 90° C pendant 24 h,
puis pesé.
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4) Mesure de l'activité protéolytique

La mesure de l'activité protéolytique est effectuée sur le filtrat
de culture recueilli au moment de la détermination du poids sec. Le
pH du filtrat est ajusté avec de la soude ou de l'acide chlorhydrique
environ N a la valeur du pH réactionnel.

a) MESURE DE L'ACTIVITE PROTEOLYTIQUE A pH AciDE (pH 3,0)

2,5 ml dune solution d'hémoglobine (NBC) dans du tampon
glycine-HCI 0,1 M a pH 3 sont ajoutés a 2,5 ml du filtrat. Aprés incuba-
tion a 40° C pendant 1 h, la réaction est arrétée par addition de 5 ml
d'une solution d'acide trichloracétique a 5 p. 100 (concentration finale
2,5 p. 100). Apres 20 mn de contact le mélange est filtré sur filtre
Durieux nv 111. La teneur en peptides de la fraction soluble est
mesurée par absorption a 280 nm selon la méthode de Kunitz (1947).
L'unité d'activité protéolytique est définie comme la variation de 0,01
unité de densité optique en 1h dans les conditions décrites ci-dessus.

b) MESURE DE L'ACTIVITE PROTEOLYTIQUE A pH VOISIN DE LA NEUTRA-
LITE (pH 6,0)

- Méthode utilisant la caséine

L'activité protéolytique est déterminée de la méme maniere qu'a
pH 3 sauf que le substrat est constitué par une solution de caséine
a 2,5p. 100en tampon phosphate 0,1 M a pH 6,0 et le temps d'incuba-
tion est de 3 h. L'unité d'activité protéolytique est définie comme la
variation de 0,01 unité de densité optique en 3 h dans les conditions
définies ci-dessus.

- Méthode utilisant I'azocaséine

Cette méthode est dérivée de la méthode de Charney et Tomarelli
(1947). Un ml d'une solution d'azocaséine (Fluka, lot n° 562309) en
tampon phosphate 0,1 M a pH 6,0 est ajouté a 1 ml de filtrat de
culture. Aprés 1 h d'incubation a 40°C, 2 ml d'acide trichloracétique
a 5 p. 100 sont additionnés pour arréter la réaction. Aprés filtration
du mélange sur filtre Durieux nO 111, 1,5 ml de filtrat est ajouté a
1,5 ml de soude environ 0,5 N. La densité optique du mélange est
mesurée a 440 nm. L'unité d'activité protéolytique est définie comme
la variation de 0,01 unité de densité optique en 1h dans les conditions
définies ci-dessus.

C) MESURE DE L'ACTIVITE A pH ALCALIN (pH 9,0)

L'activité protéolytique est mesurée et définie de la méme facgon
qu'a pH neutre sauf que l'azocaséine est préparée en tampon Tris-
HCI 0,1Ma pH 9,0.



MEMOIRES ORIGINAUX 501

[ =
P~
100| @ aE |';i.
~ - 71 .
,; 6 10 ~
] s0 ~.
1! I
"8 ~ 4
L]
2 3 4 6
temps en Jours
gmo | @ |8 |-- :
~ | (71 1
-2 | —— — 6 | u
~ 50 ~ 5
~ —— —
s - .
2 3 4 6

temps en JOUrs

fig. 1
Evolution des cultures en milieu A (non tamponné)

-e-e- Poids sec.

-A-A- Activité protéolytique (substrat caséine 2,5p. 100
en tampon phosphate 0,1 M pH 6,0).

-. == - pH du milieu de culture.

a) souche 43.
b) souche 10.
¢) souche 608.
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RESULTATS

1.- Etude préliminaire de quatre souches de penicillium

Les quatre souches ont été cultivées en erlenmeyer sur milieu A.
L'activité protéolytique mesurée sur la caséine a pH 6,0, la croissance,
le pH du milieu ont été déterminés chaque jour du 2™ au 6me jour
pour les souches 43, 608 et 10 et du 4me au 6?" jour pour la souche 493.

La croissance de la souche 43 (fig. 1a) s'effectue surtout au cours
du Ime et 3me jour d'incubation, puis s'arréte. La décroissance ulté-
rieure du poids sec est due a une lyse progressive du mycélium, lyse
que l'on peut observer au microscope. Les spores commencent a
apparaitre au cours du 3me jour. Le pH diminue d'environ une unité
pH et demie pendant la phase de croissance, puis remonte pour
atteindre une valeur supérieure a 8 aprés l'arrét de la croissance.
L'activité protéolytique a pH 6,0 suit une évolution inverse de celle
du pH. Elle est maximale au 3™ jour, puis diminue ensuite brutale-
ment entre le 3me et le 4me jour.

Le comportement de la souche 608 (fig. 1c) differe de celui de la
souche 43 par une croissance plus lente, une variation du pH égale-
ment plus lente et une activité protéolytique plus faible et dont la
diminution aprés la fin de la croissance est moins accusée. Une étude
compléte du comportement de la souche 493 n'a pas été effectuée en
raison de sa faible activité protéolytique. Cette activité représente
moins d'un dixieme de celle de la souche 43 et se maintient sensible-
ment constante pendant la période d'alcalinisation.

Le comportement de la souche de Penicillium frequentans (fig. Ib)
differe de celui de la souche 43 par une augmentation plus lente du
pH (en fin de culture le pH ne dépasse pas 6,5). L'activité protéoly-
tique est moins importante, elle apparait plus lentement et ne diminue
pas lorsque la croissance s'arréte.

De la comparaison des résultats obtenus avec les trois souches 43,
608 et 10, il résulte que le phénomene principal est la corrélation entre
l'alcalinisation du milieu et la diminution de l'activité protéolytique
a pH 6,0.

Il. - Propriétés d'un variant faiblement protéolytique
de la souche 43

Les propriétés d'un variant faiblement protéolytique isolé & partir
de la souche 43 ont été étudiées. Lorsque ce variant est cultivé dans
le milieu liquide B en tampon phosphate a pH 6,0, I'évolution du pH
au cours des cultures est sensiblement la méme que celle de la souche
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d'origine (tab. 1). Cependant [I'activité protéolytique reste beaucoup
plus faible que celle de la souche d'origine. Ce variant présente les
mémes caractéeres morphologiques et le méme aspect de colonies que
la souche 43 lorsqu'il est cultivé sur différents milieux gélosés
Potato Dextrose Agar, Malt Agar et milieu de Czapek gélosé.

TABLEAU 1

Comparaison de la souche 43et d'un variant faiblement protéolytique
(Activité protéolytique exprimée en unité azocaséine a pH 6,0)

Souche 43 Variant 43 FP
Temps
en h Activité Activité
pH protéolytique pH protéolytique
64 6,05 12 6,00 0
88 6,05 23 6,00 0
112 6,50 40 6,40 1
136 6,70 30 6,55 1
160 6,71 29 6,55 2

lll. - Influence du pH du milieu de culture sur la production
du systeme protéolytique de Penicillium roqueforti
souche 43

Cette étude a été conduite sur la souche 43 qui a été choisie pour
une étude plus approfondie du systeme protéolytique en raison du
niveau et de la rapidité de sa production. Etant donnée I'influence du
pH sur la production de l'activité protéolytique en milieu non tam-
ponné les cultures ont été réalisées sur milieu tamponné a différents
pH : 4,0, 6,0 et 8,0. Pour cette étude le glucose est stérilisé a part en
solution concentrée et ajouté extemporanément au milieu de culture.

1) Evolution du pH

Les tampons phosphate a pH 6,0 et 8,0 stabilisent correctement
le pH du milieu de culture. L'amplitude' de la variation est de l'ordre
de 0,5unité pH (fig. 2).
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Evolution du p'H des cultures en milieu tamponné B

-e-e- Milieu en tampon succinate phosphate 0,1 M p'H 4,0.
-0-0- Milieu en tampon succinate phosphate 0,1M pH 6,0.
-. -. - Milieu en tampon phosphate 0,1M pH 6,0.
- 0-o - Milieu en tampon phosphate 0,1M pH 8,0.
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fig. 3

Croissance de la souche 43en milieu tamponné

--e-e- Tampon succinate phosphate 0,1M pH 4,0.
-0-0- Tampon succinate phosphate 0,1M pH 6,0.
-0-0- Tampon phosphate 0,1 M pH 6,0.
- e-. - Tampon phosphate 0,1M pH 8,0.
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Les tampons succinate-phosphate a pH 4,0 et 6,0 sont débordés
aprés le S?" jour de culture. La cause principale est vraisemblablement
la libération des produits alcalins du métabolisme comme on I'observe
en milieu non tamponné (milieu A). De plus la variation du pH peut
étre accentuée par la disparition du composant acide du tampon si
le succinate est métabolisé par le mycélium.

2) Evolution de la croissance et sporulation

Comme on peut le voir sur la figure 3 la croissance maximale est
obtenue avant que le pH initial du milieu varie. Plus ce pH est bas
et plus la croissance maximale est élevée. Le pH optimal de croissance
se situe donc aux environs de 4 comme cela avait ét¢ montré par
Taha et Knight (1960) pour une autre souche de Penicillium roqueforti.

3) Evolution de l'activité protéolytique

L'activité¢ protéolytique du milieu de culture de Penicillium
roqueforti souche 43 a été mesurée en fonction du temps d'incubation
a trois pH :3,0,6,0 et 9,0.

a) ACTIVITE PROTEOLYTIQUE A pH 3,0 (fig. 4 a)

L'activitt maximale a pH 3,0 diminue quand on augmente le pH
initial du milieu de culture. A pH 6,0 et 8,0 on obtient respective-
ment la moitié et le dizieme de la production a pH 4,0. D'autre
part au cours des cultures a pH 4,0 et 6,0 on observe une dimi-
nution de l'activité quand le pH du milieu devient supérieur a 6,5,
cette diminution est dautant plus marquée que la variation de
pH est plus brutale et plus importante. A pH 8,0 l'activitéprotéoly-
tique reste stable malgré le pH élevé du milieu de culture.

b) ACTIVITE PROTEOLYTIQUE A pH 6,0 (fig. 4 b)

Dans les cultures a pH initial de 4,0et de 6,0les courbes de produc-
tion de l'activité mesurée a pH 6,0 ont la méme allure que les courbes
de production de l'activité mesurée a pH 3,0. La production maximum
la plus importante est obtenue dans le milieu a pH 4,0 et on observe
une diminution de l'activité lorsque le pH augmente. En milieu tam-
ponné a pH 8,0, l'activité mesurée a pH 6,0 augmente régulierement
jusqu'au T"™ jour en dépit du pH qui est aussi élevé que les pH de fin
de culture des milieux précédents.

C) ACTIVITE PROTEOLYTIQUE A pH 9,0 (fig. 4 c)

L'apparition d'une activité protéolytique a pH 9,0 n'est détectable
gue dans les cultures en tampon phosphate a pH 6,0 et 8,0 et seule-
ment en fin de culture. Cette activité est par ailleurs tres faible.
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Evolution de l'activité protéolytique en milieu tamponné B
apH 4,0,6,0et 8,0

-e-e- Tampon succinate phosphate 0,1 M pH 4,0.
-0-0-  Tampon succinate phosphate 0,1 M pH 6,0.
- 0-0- Tampon phosphate 0,1M pH 6,0.

- Tampon phosphate 0,1 M pH 8,0.

a) Activité protéolytique mesurée a pH 3,0.

b) Activité protéolytique mesurée a pH 6,0.

c) Activité protéolytique mesurée a pH 9,0.
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IV. - Caractérisation sommaire du systéme protéolytique de

Penicillium Roqueforti souche 43

Les essais ont été effectués sur des filtrats de culture bruts de la
souche 43 cultivée sur milieu A pour les déterminations des pH opti
mums d'activité et de stabilité, sur milieu B en tampon phosphate a
pH 6,0 pour les essais concernant la température.

a) pH opmivaL DAcTiviTE (fig. 5)

Les deux courbes établies avec la caséine et I'hnémoglobine comme
substrats font apparaitre deux maximums d'activité, l'un qui est au
plus égal a 3,0 et l'autre qui se situe au voisinage de 5,0 sur I'hnémo-
globine et de 5,5 sur la caséine. Un décalage des pH optimums suivant
le substrat a déja été observé par plusieurs auteurs pour des protéases
de moisissures (Bergkvist, 1963 ; Brunner et al., 1971).

a

a

ii.100
"

ti

23456789
pH
fig. 5
Influence du pH sur l'activité protéolytique
-0-0- Caséine 2,5p. 100en tampon citrate phosphate 0,1 M.

-e-e- Caséine 2,5p. 100en tampon Tris HCI 0,1 M.
- 0-0 - Hémoglobine 2,5p. 100en tampon citrate phosphate 0,1 M.
- a-. - Hémoglobine 2,5p. 100en tampon Tris HCI 0,1 M.

Temps de réaction :3h.

b) pH OPTIMAL DE STABILITE A DIFFERENTES TEMPERATURES (fig. 6)

Quand la préparation d'enzymes est maintenue 24 h a 24°C ou
5j a 4° C la zone de stabilitt maximale de l'activité a pH 6,0 est voisine
de pH 5,0.

L'activité décroit trés rapidement quand le pH "augmente au-

dessus de 6,0. Au-dessous de pH 5,0, l'activité reste stable a 4° C alors
gu'elle décroit a 24° C. Quand la préparation d'enzymes a subi une
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congélation a-25°  C suivie d'une décongélation sa stabilité s'étend
de pH 4,0 a pH 6,0. Notons que l'activité résiduelle est encore de
85p. 1004 pH 7,0et & pH 3,5.

5 6 7 8 9
pH
fig. 6

Influence du pH sur la stabilité de l'activité protéolytique
mesurée a pH 6,0

-0-0- 24 h a 25° C.
5 jours a4° C.
-0-0O- 5jours a-25° C.
Substrat

: caséine 2,5 p. 100 en tampon phosphate
0,1M pH 6,0.

Temps de réaction: 3 h.

c) TEMPERATURE OPTIMALE (fig. 7)

La température optimale

de l'activité protéolytique a pH 6,0 est
voisine de 40° C.

10 20 30 40 50 60
température
fig. 7

Infauence de la température sur l'activité protéolytique

Substrat: caséine 2,5p. 100en tampon phosphate 0,1 M pH 6,0.
Temps de réaction: 3 h.
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d) STABILITE A LA TEMPERATURE (fig. 8)

L'activité protéolytique a pH 6,0 est stable jusqu'a 40° C. A 45° C
et 50° C <l'activitérésiduelle est respectivement de 85 p. 100 et 20 p. 100.
A 62° C l'activité est totalement détruite.

zoCv:"

w

10 20 30 40 50 60

température
fig. 8
Influence de la température sur la stabilité de l'activité
protéolytique
Substrat: caséine 2,5p. 100en tampon phosphate 0,1M pH 6,0.

Temps d'incubation : 3 h.
Temps de réaction : 3 h.

V.- Culture en fermenteur

Dans les conditions choisies pour la culture en fermenteur,
I'évolution des cultures est plus rapide qu'en erlenmeyer tant en ce
qgui concerne la variation du pH, la production de protéase qu'en ce
qgui conceme le début de la sporulation. Le maximum d'activité pro-
téolytique mesuré a pH 6,0 est obtenu entre le z?" et le 3™ jour.

(fig. 9).

25 6,5

terres en jours
fig. 9
Culture en fermenteur
-. -. - pH en milieu de culture.
-A-A-  Activité protéolytique.
Substrat: Azocaséine 4 p. 100en tampon phosphate 0,1 M pH 6,0.
Temps de réaction: 1h.
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CONCLUSION

Les nombreux travaux effectués ces derniéres années sur les
enzymes protéolytiques des moisissures ont souvent mis en évidence
la présence de plusieurs types d'enzymes protéolytiques chez le méme
organisme (Bergkvist, 1963). Ces enzymes se distinguent entre elles
en particulier par leur pH optimum dactivité qui peut étre acide,
neutre ou alcalin. Chez Penicillium roqueforti souche 43, la courbe de
l'activité protéolytique du milieu de culture en fonction du pH (fig. 5)
présente deux optimums ce qui permet de supposer que cet orga-
nisme produit au moins deux systémes protéolytiques : un systéme
acide dont le pH optimal d'activité est inférieur ou égal a 3,0 et un
systeme {{semi-acide » de pH optimal voisin de 5,5. Cette hypothese
ne pouvait étre déduite des courbes de l'activité protéolytique du
milieu en fonction du temps de culture puisque ces courbes présentent
la méme évolution que l'activité mesurée a pH 3,0 ou a pH 6,0.
Cependant une analyse plus poussée peut permettre de préciser les
conditions de production et de stabilité de ces deux systéemes protéo-
lytiques. L'activité protéolytique mesurée a pH 3,0 est maximale a la
fin de la croissance. Sa disparition ultérieure dans les milieux a pH
initial 4,0 et 6,0 coincide avec l'augmentation du pH du milieu de
culture et est due trés probablement & une instabilit¢ du systeme
acide aux pH alcalins. On peut toutefois faire remarquer qu'il existe
encore une activité mesurable a pH 3,0 dans les milieux de culture
a pH initial 8,0. Cette faible activité pourrait résulter d'un équilibre
entre la production du systeme acide et son inactivation en milieu
alcalin si I'on suppose que le systeme acide est encore produit dans
un milieu a pH 8,0.

L'activité protéolytique du milieu de culture quand elle est me-
surée a pH 6,0 est obtenue quel que soit le pH initial du milieu de
culture, mais son évolution en fonction du temps de culture dépend
de ce pH initial. Dans le milieu initialement & pH 4,0 lI'activité mesurée
a pH 6,0 disparait rapidement quand le pH augmente, alors qu'elle
décroit plus lentement dans les milieux a pH 6,0 et qu'elle continue
d'augmenter dans les milieux a pH 8,0. Il semble donc que le systeme
« semi-acide » differe suivant le pH du milieu de culture dans lequel
il a été produit. On peut supposer qu'il est constitué de deux compo-
sants dont l'un serait stable aux pH supérieurs a 6,5-7,0 alors que
l'autre ne le serait pas. Le pH initial du milieu de culture conditionne-
rait la synthése préférentielle de l'un ou l'autre composant du systeme
{{semi-acide », les pH voisins de 8,0 favoriseraient la production du
composant stable vis-a-vis du pH alors que les pH acides favorise-
raient la production de l'autre composant. Ainsi, dans le milieu a
pH 6,0, le composant instable aux pH alcalins serait produit principa-
lement. C'est ce que l'on constate lorsque I'on étudie la stabilité en
fonction du pH de l'activité protéolytique mesurée a pH 6,0 (fig. 6).
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L'existence d'un systeme protéolytique a pH optimal alcalin pour-
rait étre postulé a la vue des courbes de l'activité protéolytique du
milieu mesurée a pH 9. Cependant il est plus vraisemblable que les
faibles activités mesurables a pH 9 qui ont été détectées au cours des
cultures a pH 6,0et 8,0sont dues au composant stable en milieu alcalin
du systeme « semi-acide »,

En conclusion, les données présentées sur l'activité protéolytique
de Penicillium roqueforti souche 43 permettent de postuler I'existence
de deux systemes protéolytiques, I'un a pH optimum 3,0, l'autre a
pH optimum 5,5, ce dernier contenant deux composants dont l'un
instable en milieu alcalin.

Nous avons souligné Il'existence d'un variant de la souche 43 dont
l'activité en milieu a pH initial 6,0, quand elle est mesurée a pH 6,0
est trés faible et apparait en fin de culture. Le composant stable
vis-a-vis du pH pourrait étre le seul responsable de la faible activité
observée chez ce variant.

La comparaison des courbes de croissance et de production des
systemes actifs a pH 3,0 et 6,0 fait apparaitre qu'il y a coincidence
entre les deux phénomeénes pour les trois pH de culture étudiés. Cette
remarque ne constitue pas un élément suffisant pour discuter de la
relation éventuelle existant entre la croissance et la production d'en-
zymes. Cependant elle représente un argument en faveur de la nature
exocellulaire des systémes enzymatiques étudiés puisque ils apparais-
sent dans le milieu avant que le mycélium ne commence a se lyser.

La sporulation est visible avant le ..me jour pour les cultures a pH
initial 6,0 et entre le 4™ et le 5™ jour pour les cultures a pH intial 4,0
et 8,0, c'est-a-dire pendant une période ou l'activité protéolytique du
milieu de culture croit. La coincidence entre les deux phénomeénes a
déja été observée chez les moisissures (Kunitz, 1938).Pour Penicillium
janthinellum, Thangamani et Hofmann (1966) ont conclu qu'll n'exis-
tait pas de relation entre la production de protéase et la sporulation.
Dans le cas de la souche de Penicillium roqueforti que nous avons
étudiée on remarque que la sporulation est beaucoup plus importante
en milieu a pH initial 6,0 qu'en milieu a pH initial 4,0 alors que la
production des systemes protéolytiques actifs a pH 3,0 et 6,0 est plus
importante en milieu a pH initial 4,0 qu'en milieu a pH initial 6,0. Ces
résultats sont en faveur d'une absence de corrélation entre la sporula-
tion et la production de protéase. Toutefois une conclusion ne pourra
étre apportée que lorsque les systemes protéolytiques de Penicillium
roguejorti  seront mieux connus et que l'on pourra doser spécifique-
ment dans le milieu de culture I'activité de chacun des composants.

Nous avons vu que la souche étudiée présente deux optimums
d'activité dans la zone acide, I'un qui est égal ou inférieur a 3,0 et
l'autre qui est proche de 5,5.La production de protéases acides actives
entre pH 2,0 et 4,0 est un phénomene fréquent chez les moisissures
et méme chez les Penicillium (Shimada et Matsushima, 1968). Par
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contre la présence d'un pH optimum voisin de 5,5 est plus rare. On
I'a déja observé pour dautres souches de Penicillium roqueforti

(Niki, 1966)et pour Rhizopus oligosporus (Wang et Hesseltime, 1965).
En général les protéases des moisissures actives au voisinage de la
zone neutre ont un pH optimum entre 6,0 et 7,5 qui est supérieur a
celui de la souche de Penicillium roqueforti que nous avons étudiée.
La purification et I'étude des propriétés de ce systeme « semi-acide »
de Penicillium roqueforti permettra de confirmer ou d'infirmer son
originalité par rapport aux propriétés des enzymes protéolytiques de
moisissures déja connues.

L'analogie de comportement observée dans les fromages entre
la souche de Penicillium frequentans étudiée et Penicillium roqueforti
ne se retrouve pas en culture agitée. Des différences au point de vue
physiologique se manifestent par une alcalinisation du milieu en fin
de culture moins forte chez Penicillium frequentans. Les éléments
obtenus sont insuffisants pour comparer le systéme protéolytique de
cette souche avec celui de Penicillium roquejorti souche 43.
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Résumé

En culture agitée a 25°C la croissance de 3 souches de Penicillium
roquejorti  dans un milieu trypticase-glucose-sel minéraux tamponné
a pH 6,0 est maximale entre les 3™ et sme jours de culture suivant les
souches. Le pH du milieu de culture diminue pendant la croissance
puis augmente. L'activité protéolytique du milieu de culture mesurée
a pH 6,0 est maximale a la fin de la croissance. En culture submergée
l'activité protéolytique maximale est obtenue entre le z?" et le 3me jour
de culture. Pour une souche le systéeme protéolytique de P. roqueforti
présente deux maximums d'activité sur la caséine en fonction du pH
(3,0 et 5,5). L'évolution de l'activité protéolytique mesurée a 3 pH
différents (3,0, 6,0 et 9,0) en fonction du temps de culture dépend du
pH initial du milieu de culture. De ces données on peut distinguer

dans le systeme protéolytique de cette souche de P. roqueforti 3
composants:

a) un composant avec un pH optimum d'activité sur la caséine
d'environ 3,0,

b) un composant avec un pH optimum d'activité sur la caséine
d'environ 6,0et instable aux pH alcalins,

c) un composant avec un pH optimum d'activité sur la caséine
d'environ 6,0et stable aux pH alcalins.

Summary

Proteolytic ~ system of Penicillium  roqueforti
J. Cultural conditions and nature of the proteolytic  system

Three strains of Penicillium  roqueforti  were grown in a trypticase-
glucose-minerals medium buffered at pH 6.0 and shaked at 25°C.
Mycelial growth was maximum after 3 ta 5 days, depending on the
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strain. The pH of the culture medium decreases during mycelial
growth and then increases. When assayed at pH 6.0 the proteolytic
activity of the culture medium was maximum at the end of mycelial
growth. In submerged culture proteolytic activity was maximum
after 2-3 days of culture. The properties of a strain were further
investigated. The proteolytic system exhibited two pH optima (3 and
5.5) for casein digestion. The evolution of the proteolytic activity
during incubation depends on the initial pH of the culture medium
and on the pH value (3.0, 6.0, 9.0) choiced for the proteolytic activity
assay. From the results it could be suggested that the proteolytic
system of this strain contained three components

a) a component with optimum pH for casein digestion at about 3,0,

b) a component unstable a alkaline pH, with optimum pH for
casein digestion at about 6,0,

c) a component stable at alkaline pH, with optimum pH for
casein digestion at about 6,0.
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