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Résumé

Dans la nature la biodégradation de la cellulogeessentiellement réalisée par des
microorganismes. Le but de ce travail est la mis@&wdence de l'activité cellulolytique de
deux souches fongiquedspergillus Nigeret Penecillium spaprés fermentation a I'état
solide sur des sous-produits agricoles : le grigdative, les cladodes et la sciure de bois
avec 10g de chaque substrat humidifié a 75% pauilieu liguide mendel et weber’s, afin de
leur valorisation et leur bioconversion. Des mi#¢ments alcalins par NaOH 2N ont été
réalisés pour chaque sous produit afin d’optimiagsroduction de cellulases. Les controles
eléctrophorétiques de quelques extraits obtenussagik jours de fermentation a révélé la
présence de bandes : une de 45,6KDa et des baadd8KDa, 45,5KDa, 33KDa, 31.6KDa,
21,7KDa, 19.5KDa, 18,8KDa pour les deux extraisissde la culture Aspergillus Nigesur
grignon d’olive et sur grignon d’olive alcaliniséspectivement, et des bandes de 48,4KDa,
48KDa, 33,5KDa, 30,3KDa pour le témoispergillus Nigercultivé sur milieu liquide
mendel et weber’'s contenant 0.5g de cellulose plares 250ml du milieu liquide. Les
protéines de 21,7KDa, 30,3KDa, 33,5KDa, de 48KDalet48,4KDa pourraient étre des
cellulases, tandis que la protéine de 31.6KDa peuespondre a une xylanase. Le dosage de
l'activité enzymatique a des différentes tempéedB0°C ,40°C, 50°C, 60 °C, 70°C, 80°C a
montré que la température optimale de l'activité &$50°C et 60°C, avec une activité
maximale de 0,202 U.ml donnée paAspergillus Nigera 50°C, et une valeur maximal de
0,198U.mI? donnée paPenicillium spa 60°C L’étude de l'activité anti-oxydante des poly
phénols par le test au DPPH des extraits du grigebrdes cladodes avant et aprés
fermentation avec la souchepergillus Nigem donné des concentrations inhibitrices (CI50)
de 70+ 1,96ug/ml pour le grignon fermenté, 168+4¢g/inl pour les cladodes et 170+6,21 ;

pg/ml pour les cladodes fermentés.

Mots clés :Cellulose, cellulaseg\spergillus NigerPenicillium sp sous produits agricoles.



Summary

During the biodegradation process of cellulose st d@ssentially completed by
microorganisms. The objective of this study is eamdnstrate the cellulolytic activity of two
fungal strainsAspergillus NigerandPenicillium spafter solid state fermentation on agricultural
by-products: olive pomace, cladodes and sawdush, ¥g of each substrate, 75% humidified
by the Mendel and Weber's liquid medium, in orderdach valorization and bioconversion.
Alkaline pretreatment with 2N NaOH were carried tarteach by-product in order to optimize
the production of cellulase. The electrophoreti¢thods on some extracts obtained after six days
of fermentation revealed the presence of the mwifibne of 45.6KDa and 48KDa, 45.5KDa ,
33KDa, 31.6KDa, 21.7KDa, 19.5KDa, 18.8KDa for tmtextracts from théspergillus Niger
culture on olive-pomace and on alkaline olive-poenaespectively, also 48.4KDa profiles ,
48KDa, 33.5KDa, 30.3KDa for thAspergillus Nigercontrol grown on Mendel and Weber's
liquid medium containing 0.5g of pure cellulose2iB50mI of the liquid medium. The proteins of
21.7KDa, 30.3KDa, 33.5KDa, 48KDa and 48.4KDa cdoddcellulases, whereas the protein of
31.6KDa may resemble to a xylanase. The determmati the dosage of the enzymatic activity
at different temperatures 30 ° C., 40 ° C., 50 °@D. ° C. 70 ° C., 80 ° C. showed that the
optimum temperature of the activity is at 50 ° 6d &0 ° C. with a maximum activity of 0.202
U.ml? given by theAspergillus Nigerstrain at 50 ° C. and a given maximum value by the
fungusPenicillium spof 0.198U.mIt at 60 ° c. The study of the antioxidant activifytioe
polyphenols by the DPPH test of the extracts ofdinee pomace and the cladodes before and
after fermentation with théspergillus Nigerstrain gave inhibitory concentrations (IC 50) of
70+1.96ug / ml for the fermented olive pomace, 388/ 1ug / ml for cladodes and 1#6.21ug /

ml for fermented cladodes.

Keywords: Cellulose, cellulaseg\spergillus NigerPenicillium Spagricultural by-products.
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Introduction

Introduction

La disponibilité d’énormes quantités de matériawtlubosiques dans le monde
souligne la nécessité d'explorer les potentielsddéesmposeurs naturels-deslymeres de la
paroi cellulaire végétale. L'objectif est la tréorsnation de ces sous-produits en produits de
valeurs tels les biocarburants, produits chimigeesméme des produits pour I'amélioration
des aliments pour les animaux. Les sous-prodwtsndtieres cellulosiques peuvent étre
classés comme sous produits agricoles, industtetsunicipaux. Ces sous-produits solides
sont habituellement rejetés indifféremment ou de&d®idans différents sites ou certains sont
brilés, enterrés ou laissés se décomposer, ce muioque parfois une pollution

environnementale.

L'hydrolyse des matériaux cellulosiques impliquaction synergique du complexe
enzymatique des cellulases. Ces enzymes sont pesdqar plusieurs bactéries, champignons
et actinomycetes, mais les champignons sont iesqannus pour la sécrétion de cellulases a
des quantités abondantes. Parmi ces champignopsudrciterAspergillus et Penicillium

qui sont largement exploités pour la production cwrciale de cellulases.

Les enzymes de l'industrie sont produites en fetatiem sur milieu solide pour la
facilité de sa manipulation et du bon contréle dasteurs environnementaux tels la
température, l'aération, l'agitation et le.pBependant, la fermentation a I'état solide (SSF)
est la mieux adaptée pour 'amélioration du rendemee qui réduit le colt de production
d'enzymes en raison de la capacité de ces chammsiditamenteux de bien se développer et

de coloniser divers substrats.

Dans ce contexte de valorisation par fermentatepyésente étude est menée sur le
grignon d’olive, les cladodes du figuier de barbaai la sciure de bois lesquels sont des sous
produits agricoles qui peuvent étre utilisés ertdmionologie comme substrats cellulosiques
pour la production d’enzymes cellulolytiques par dalture des deux champignons
filamenteux :Aspergillus Nigeet Penicillium Spproducteurs de cellulases en fermentation a
I'état solide. En outreun grand nombre de polyphénols sont reconnus lpats propriétés
antioxydante, anti-inflammatoire, antifongique entimicrobienne. Ces COMpOSes
phénoligues étant des métabolites secondairesédgdaux peuvent étre extraits a partir du
grignon d’olive, des cladodes et de la sciure ds.bo

Le présent travail sera alors réparti en deutigsar



Introduction

- Une partie relative a I'étude bibliographiquelans une premiére partie sur deux
polysaccharides présents en abondance sur tereetllilose et le xylane, suivie d’'une partie
parlant sur deux types d’enzymes : les enzymeaslobiiques et les enzymes xylanolytiques,
et une derniére partie récapitulant des généraligés les sous produits agricoles et les
champignons utilisés dans la présente étude aetdegposes phénoliques.

- Une autre partie sera réservée a I'étude expétateesubdivisée en deux chapitres : 'un
présente les méthodes et les techniques utilisgées lp réalisation de ce travail et l'autre

consacrée a la présentation et la discussion dakats obtenus.



Chapitre |

Synthese
bibliographique



Synthése bibliographique

I-Synthese bibliographique
I-1-La cellulose

La cellulose est I'un des polyméres les plus abatglsur terre .Elle existe dans le
bois, le chanvre le coton et dans d’autres plamiés, renforce la structure des plantes, cette
molécule est aussi synthétisée par les algues edyups bactéries (SIRO et PLACKETT,
2010). La cellulose représente le polysaccharidplds important de la biomasse, elle est
présente dans les parois cellulaires végétalesgidrties ligneuses (VALENTINI, 2008). Le

tableau suivant montre la teneur en cellulose @éoges composés végétaux.

Tableau | : Teneur en cellulose de quelques compaseégétaux (KLEMM et al, 2005).

Source Cellulose (%)
Bois dur 43-47

Bois tendre 40-44

Coton 95

Chanvre 70

Epis de mais 47

Tige de mais 35

Paille de blé 30

[-1-2-Structure de la cellulose
[-1-2-1-Structure moléculaire

La cellulose est un polymere linéaire qui contjesgu’a 15000 résidus de D-glucose
reliés par des liaisong (1-4) (VOET.D et VOET.J.G, 2005). Les unités duagise sont
reliées par des liaisons glycosidiques entre lesorees C1 et C4 des unités glucopyranose
par des liaison$ (1-4). Chaque unité de glucose est tournée 180fapgport aux molécules
voisines formant ainsi une molécule dissacharidipieellobiose. Cette rotation de 180 ° fait
gue la cellulose soit tres symétrique puisque lainsha un nombre égal de groupements
hydroxyles de chaque coté. (ZHANG et LYND, 2004&s derniers sont positionnés sur les
carbones C2, C3 et C6 (KLEMBt al, 2005 ; JOSHUA edl, 2015).

Comme illustré par la Figure 01, le polymere dedHdulose contient une extrémité
réductrice (R) qui correspond a l'unité glucopysmdont le carbone anomérique n'est pas
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engage dans une liaison avec une autre unité ghueidL'unité glucose située au coté opposé
de la chaine est appelée extrémité non-réduc(Né® car son carbone anomérigue est
engagé dans une liaison glycosidique (MAZZA, 2009)

Cellobiose :
2 unités anhydroglucopyranose réductrice

Figure 01: Structure chimique du polymere de la dwlose. DP: degré de
polymérisation.

La cellobiose est I'unité de répétition de la delée, elle est constituée de deux motifs
de glucose orientés a 180° l'un par rapport a l@aatutour de la liaison glycosidique C1-O-
C4 (BENHAMOU, 2016).

[-1-2-2-Structure supramoléculaire

Le polymeére de cellulose se caractérise par ladtion de liaisons hydrogenes intra et
intermoléculaires, cela est permis par les trosugements hydroxyles présents dans sa
structure chimique donnant une structure tres asgan(BENHAMOU, 2016), cette derniére
est illustrée par la figure 02 :

Figure 02 :Liaisons intra et intermoléculaires ded cellulose.

Ces liaisons hydrogénes sont responsables deulzist naturelle de la cellulose qui

consiste en des microfibrilles dont les agrégationment des fibrilles puis des fibres rigides



Synthése bibliographique

et résistantes qui confere la résistance aux véga&h les rend insolubles dans I'eau malgrée
leur caractére hydrophile (VOET.D et VOET.J-G , 20(Figure 03).

Fibre

Fibirille
+ = 0.4 um

Microfibrilies

Figure 03 : Structure fibrillaire de la cellulose(KRASSIG et SCHURZ, 2002).
[-1-2-3-La cellulose cristalline

La cellulose est formée naturellement de régiorsatiines et de régions amorphes
avec des proportions variables, Les liaisons hy@lieg sont plus nombreuses dans la
premiére. Le taux de cristallinité de la cellulest de 40 & 70% (JOHSNY et SABAPATHI,
2015).

[-1-3-Les dérivés de la cellulose

La substitution des groupes hydroxyles de la aadlellconduit a la formation de
plusieurs dérivés (NIRMALEt al, 2017).

I-1-3-1-La carboxyméthylcellulose

La carboxyméthylcellulose est un dérivé de lautele contenant des groupements
carboxyméthyles liés a certains groupes hydroxyglest un polymere anionique soluble dans
'eau avec de nombreuses applications dans dimdisstries, la substitution est généralement
effectuée par le sel de sodiufNIRMALE et al, 2017). (Figure 04).

QOCH,COONa
o] OH
O HO ~
HO o} o
OH O n
OCH-COONa

Figure 04 : Structure chimique de la carboxyméthylellulose.
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[-1-3-2-L’acétate de cellulose

L’acétate de cellulose est un dérivé de la celkllobtenu par une acétylation , les
fibores de cellulose natives sont converties prajvement en acétate de cellulose sous
'action d’'un mélange d'acide acétique glacial énthydride acétique en présence d’'un
catalyseur tel que l'acide sulfurique ou l'acideghdorique, utilisé dans la fabrication de
fibres, de matiéres plastiques et de films (mendsate filtration) (TAYEB, 2014).

I-1-3-3-La cellulose microcristalline (I'avicel)

La cellulose microcristalline est un dérivé de &ludose, il est obtenu suite a une
hydrolyse acide par un minéral acide de la cedliloaturelle de forme native, les régions non
cristallines sont donc hydrolysées, les régionstaltines sont ainsi libérées (VANHATALO
et al, 2016).

[-2-Les cellulases
[-2-1-Définition

Les cellulases sont un groupe d'enzymes hydrolgtiqgoapables de dégrader les
matiéres lignocellulosigue$ACHARYA, 2008), ce sont des enzymes synergiqudséis
pour dégrader la cellulose en glucose ou en d'autemposés oligosaccharides par
I'hydrolyse de sa liaison glycosidiqyie(1-4). Elles sont produites par divers champignons

bactéries, protozoaires, plantes et animaux (X0220

Il existe trois principaux types d'enzyme cellutmyes qui peuvent dégrader la
cellulose: I'endo-1,4-D-glucanases (EC 3.2.1.4), la cellobiohydrolagss 8.2.1.91) et I8-
glucosidase (EC 3.2.1.21) (Xu, 2002).

[-2-2-Structure

Les cellulases sont classées en 115 familles drasant sur les similitudes de leurs
séquences d’acides aminés et leurs structuresaltnes (SCHULEIN, 2000), toutes les
cellulases clivent la liaison glycosidiqug (1-4) mais elles présentent des variétés
topologiques (ZHANG.X et ZHANG.P, 2013).

Les cellulases fongiques ont une architecture Ieinapntenant deux domaines : un

domaine catalytique et un domaine de liaison aelalose, ces deux domaines sont reliés

10
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avec une liaison peptidique. L’ancrage du domamdiaison permet au domaine catalytique
d'effectuer sa fonction catalytique, le domainelidesson n’est pas impliqué dans la réaction
mais son élimination réduit considérablement latdi enzymatique vis-a-vis du substrat
(JUTURUet al, 2014). La structure de I'exoglucanase présentsiteractif qui comporte une
boucle étendue formant un tunnel (ZHANG.X et ZHARG2013). (Figures 05 et 06).

Figure 06 : Structure cristalline de lap-glucosidase dd3acillus polymyxa.

I-2-3-Caractéristiques des cellulases
[-2-3-1-Le pH

Les cellulases commerciales ont un pH d’activiénpris entre 4.2 et 5 avec un pH
optimum d’activité de 4.8, c’est la valeur la plasmmunément utilisée. Le pH dfs
glucosidases varie selon son origine donc selomitgoorganisme producteur, celle issue
d’Aspergillus Nigerest généralement utilisée a un pH allant de 36 an pH optimum se
rapprochant de 4 (SHANMUGAPRIYAt al, 2012).

11
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[-2-3-2-La température

La température optimale des cellulases la plusisédl est de 50°C
(SHAHSAVARANI et al, 2012). La température varie selon l'origine dec#dlulase, les
cellulases produites passpergillus Nigeont des températures d’activité allant de 35 &G0
présentant une activitt maximale a 60 °C, elle cesisidérée comme une température

optimale d’activité pour les cellulases issuesettecsouche (JENE al, 2011).
I-2-3-3-Le poids moléculaire

Le poids moléculaire des cellulases differe seeomicroorganisme producteur, il en
est de 32.5KDa pour celles issues des souchegibacdigs selon les résultats des PAGE-SDS
et les zymogrammes (SHANMUGAPRIYét al, 2012).

Les cellulases produites par le gerenicillium ont des poids moléculaires de
35KDa, 37KDa, 48KDa et de 71KDa (PICARS al 2007). Deux cellulases extraites du
termiteMacrotermes subhyalinumt des poids moléculaires de 27KDa et 63KDa (SEA,
2006). Dans une étude, des cellulases de 26KDaDd6Kt de 56KDa ont été révélées par
une PAGE-SDS (HURS®t al, 1977).

I-2-4-Mode d’action

Le complexe cellulasique est composé de trois tgpawzymes qui peuvent présenter
différents modes d’action.

L’endo-cellulase (EC 3.2.1.4) coupe les liaisonternes de la chaine cellulosique
aléatoirement au niveau des zones amorphes poturlpar la structure cristalline de la
cellulose, puis exposer les chaines polysaccluprgdi en diminuant le degré de
polymérisation du substrat cellulosique, ce quirane la libération de cellodextrines, du
cellobiose et du glucose. L'attaque de I'endocalial a pour effet de créer de nouvelles
extrémités non réductrices qui sont des sitesifégmur la cellobiohydrolase (HASPER
al, 2002).

La cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91) dite aussi edoghase, attaque les liaisons
glycosidiques3(1-4) des chaines de cellulose par les extrémiésréductrices et libere des
résidus de cellobiose. L’enzyme seule n’est pasegati sur la cellulose cristalline, ni sur les
celluloses solubles, par contre, elle attaque daloses partiellement dégradées (SCRIBAN,
1993), les exoglucanases libérent le cellobiosd&EHIE1997; Xu, 2002).

12
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La cellobiase (EC 3.2.1.21) pB-glucosidasehydrolyse les liaisons glycosidiqués

(1-4) du cellobiosgpour donner deux molécules de glucose (ONSet al, 2005) (Figure
07).

Ir:nd.tl_ul LIC T S

H OH CH 20OH I

CH,OH

T1
Exoglucanase/ Cellobiohydrol ase

OH

CH20OH H ‘

CH,OH
lﬂ-_u] ucosidase

Figure 07: Mode d’action des trois principaux types d’enzynes constituant le complex:
cellulasique (JUTURUet al, 2014).

I-2-5-Mécanisme d’action des cellulas:

Les cellulasestlivent les liaisons glucosidiques en utilisarne catalyse de type
base/acidel.'hydrolyse est effectuée par deux résidus catplgs de I'enzyme: un donneur
proton qui est le premier acide aminé de la cadlel] et une base nucléophile qui attaqt
centre anomeérique du substrat et liberepremier fragment du substrat DAVIES et
HENNIISAT,1995) puis l'autre fragmel fixé & 'enzyme sera stabiliggar un acide amin
chargé négativement qui arrache un hydrogéne amwiécule d’'eau et formalors un
groupement hydroxylequi va agir comme nucléophile sur un carbone d'molécule de
glucose , c’est ainsi quse romg la liaison glycosidique, puikautre fragment du substr
sera libéré (MUNOZt al, 2001). (Figur 08).
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Figure 08 : Mécanisme d’hydrolyse de la cellulosegp la cellulase (BEGUIN et
AUBERT, 1994).

I-2-6-Microorganismes cellulolytiques

Les cellulases sont produites par de nombreuxoariganismes : par les bactéries, les
actinomycetes et les champignons (KUHADal, 2011). Le tableau suivant résume quelques
microorganismes cellulolytiques.

Tableau Il : Quelques micoorganismes cellulolytique (KUHAD et al, 2011).

Champignons | Aspergillus Niger; A. Nidulans; A. terreus; Fusarion solani ;
Penicillium brasilianum; P. occitanis; P. decumbansTrichoderma
reesei ; C. thermophilum; Neurospora crassa; P. figosum;
Trichoderma atroviride

Phanerochaete chrysosporium; Sporotrichum thermojghi

Bactéries Acinetobacter junii;; Bacillus subtilis; B. pumiluB.

[72)

amyloliquefaciens; B. licheniformis; B. circulan; Bexus;Pseudomona
cellulosa ; Clostridium thermocellum; C.cellulolggim; C. acetobutylium;

C. papyrosolvens; Fibrobacter succinogenes.

Actinomyceétes | Cellulomonas fimi; Streptomyces drozdowiczii; Themmonospora fusca.
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[-2-7- Applications industrielles des cellulases

Les cellulases ont un large spectre d’applicatess diverses industries, elles sont
appliguées dans lindustrie alimentaire et brass€dUTURU et al, 2014), mais aussi
production et transformation des aliments pour anixp production de détergents, la
blanchisserie, le textile et la fabrication de &epa papier (ZHANG.X et ZHANG.P, 2013).

Leur biotechnologie a débuté vers les années 1886 kindustrie animale, puis dans
'industrie du textile et celle des détergents apgtiere (CHESSON, 1987).Actuellement,
elles occupent environ 20 % du marché mondialedeymes (BHAT, 2000 ; LEKCHIRdt
al, 2006).
[-2-7-1-Application dans I'industrie agroalimentaire

Les cellulases sont utilisées pour faciliter ldrdiion des différentes suspensions
riches en fibres cellulosiques manipulées par lstde agroalimentaire (SCRIBAN, 1993).
Les cellulases sont employées avec d'autres enzyouwesdégrader les parois végétales dans
le traitement des fruits et de légumes et aussis diandustrie des boissons (LEGHLIMI,
2013).
I-2-7-2-Dans l'industrie du textile et des détergets

Les cellulases sont habituellement utilisées dartgaitement et la finition du textile,
les nceuds des fils de cellulose, développant pacasisse et brillant du tissu et lui assurant
une luminosité de couleur (JUTURAS al, 2014).

I-2-7-3-Dans l'industrie du papier ou papetiere

L’ajout de cellulases aux suspensions de patesuryates de papiers de recyclage
durant le lavage, améliore significativement leltrabilité, cela conduit a des économies
importantes en matiére de consommation d’eau (SBRJB999).

I-2-7-4-Dans la nutrition animale

Les enzymes cellulosiques sont utilisées commeitaddour I'alimentation de bétails
et de volailles. L'addition de cellulases aux airts pour volailles ou porcins améliore la
digestibilité des fractions cellulosiques, et peralers de réduire a la fois les consommations
de sources d’énergie comme I'amidon et I'excrédercellulose non digérée. (GUSAKQ@WY
al, 2000).

I-2-7-5-Production de biocarburants

Le pétrole et le charbon sont les sources pritespd’énergie, mais ces derniers ont

de nombreux effets néfastes sur I'environnemers ¢gle la pollution atmosphérique, le

réchauffement de la planete et 'émission de ga#fei de serre. Dans le but de réduire ces
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effets néfastes sur I'environnement, des sourc&sgétiques alternatives sont mises en
évidence. Le rendement énergétique de I'éthan@mbé partir de la biomasse végétale est
presque égal a celui de I'essence, il est obtepartir de substrats fermentescibles tels la
canne a sucre, la betterave sucriére, le maige,de blé, ..., ce biocarburant est appelé
carburant de premiére génération, et le carbutardeuxieme génération est obtenu a partir
de la cellulose des résidus agricoles tel queaidlepou les cannes de mais ou résidus
forestiers (PIMENTEL et PATZEK, 2005).
I-2-7-6-Dans l'industrie agricole

Diverses préparations enzymatiques qui consistetés combinaisons de cellulases,
d’hémicellulases et de pectinases présentent geisatpons dans I'agriculture pour améliorer
le développement des cultures et le contrble detadies des plantes. Les enzymes
cellulosigues comme leB-glucanases de certains champignons sont utiliséese les
maladies végétales, car elles sont capables deadkgies parois cellulaires des agents
pathogenes des plantes (KUHADal, 2011).

I-3- Le xylane

Le xylane est le deuxieme polysaccharide le plamdant dans la nature, représentant
environ un tiers du carbone organique renouvelahie terre, il constitue le principal
composant de I'hnémicellulose.ll est principalemprésent dans les parois des cellules
végetales avec la cellulose et la lignine, cess tominstituants interagissent via des liaisons
covalentes et non covalentes Le xylane est trauimterface, entre la lignine et la cellulose,
il assure la cohésion des fibres et l'intégritdadparoi cellulaire des plantes (VERM# al,
2012).

[-3-1- Structure du xylane

Le xylane est un hétéropolysaccharide complexgeh@ent ramifié dont la structure
varie entre les différentes especes végétale& @Eal, 2001). Il est composé de résidus de
B-xylopyranose (HALTRICHet al, 1996).

Les xylanes sont formés d’'une chaine principalenités D-xylopyranosyl liées par
des liaisons B(1—4). Cette liaison confere a la chaine une conftomarelativement
étendue. La chaine décrit une hélice gauche aiBueésylose par tour (ATKINS, 1992).
Cette conformation en hélice est plus flexible galle de la cellulose ; car cette structure

n'est stabilisée que par une seule liaison hydregentre I'’hydrogéne du groupement
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hydroxyle en position 3 d'un résidu xylose et 'gene en position 5 du cycle suivi
(MARCHESSAULT et LUANG, 1962).

I-3-2-Les branchements

La plupart des xylanes sont deétéropolysaccharides, contenant un ou plusi

sucres substitués sua chaine principale de xylo: ces ramifications different e

composition, en taille, en lieu de fixation surclaine principale, sel I'espece et I'origine
végetale (MOINE, 2005).

Le degré de substitution de la chaine principakexylanes détermine ses proprié

physicochimiques, telles que sa solubilité et sa cape se lier a la cellulos (MOINE,

2005).Des exemples des structures du xylane sont doramsslal figure 0¢

c)

d)
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Figure 09:

Exemples de structuris de xylanes dorigine végétal a)

arabinoxylane fortement substitu¢; b) arabinoxylane faiblement substitut¢; c) 4-O-

méthylglucuronoxylane ;d) arabino-4-O-méthylglucuronoxylan (MOINE, 2005).
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I-4-Les enzymes xylanolytiques
1-4-1- Structure des xylanases

Les xylanases sont classées en six familles glydosirolases : 5, 7, 8, 10,11 et 43,

les plus étudiées appartiennent aux familles I €NINAWE et al, 2008).

1-4-1-2-Famille 10

Les xylanases de cette famille possedent généealeun haut poids moléculaire et
un faible point isoélectrique. Ce domaine constitnaepliement enB(a), et un site actif qui
se trouve au centre d’'une crevasse longue, débmidé des boucles a la surface du domaine
(BOONMAK et al 2010). La figure 10 représente la structure g¢mrases de cette famille.

Figure 10 : Structure des xylanases de la famill®0 (LESKINEN et al, 2005)

1-4-1-3-La famille 11
Ce sont les endo-xylanases, elles ont une faibsenaoléculaire, et peuvent avoir un

point isoélectrique soit alcalin, soit acide (CONS et al, 2005).
Le domaine catalytique de ces enzymes a une steuotwerte de type feuillgt formant
deux couches qui entourent le site catalytique (8X@MI et al, 2011) La structure de ce
domaine catalytique a été assimilée & une mairnedediec sa paume et ses 4 doigts ou la
boucle représente le pouce comme l'illustre larggll (NANMORIet al, 1990).
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Figure 11 : Structure des xylanases de la famillell(Thermobacillus xylanilyticu$.
(NANMORI et al, 1990).

1-4-2-Mode d’action des enzymes xylanolytiques

L’hydrolyse complete du xylane nécessite I'actiomaomplexe de plusieurs enzymes
hydrolytiques avec divers modes d'actiodBEG et al 2001). Le systéme enzymatique
xylanolytiqgue est composé d'un répertoire d'enzynyesolytiques, y compris I'endoxylanase
(endo-1,48-xylanase : E.C.3.2.1.8), [&xylosidase (xylan-1,$-xylosidase : E.C.3.2.1.37),
I'a-glucuronidase d-glucosiduronase : E.C.3.2.1.139), la larabinofosisase d-
Larabinofuranosidase : E.C.3.2.1.55) et l'acét@ngktérase (E.C.3.1.1.72) (JUTURUA,
2011). Toutes ces enzymes agissent de maniére ratiopépour convertir le xylane en ses
sucres constitutifs. Les xylanases et les endoggles sont les plus importantes en raison de
leur implication directe dans le clivage des liasalycosidiques et dans la libération des
xylooligosaccharides courf¥ ERMA et al, 2012).L'hydrolyse compléte des xylanes requiert
l'action combinée d'endo- et d'exoenzymes, ellesdhysent les liaisons au sein de la chaine
principale et libérent aussi les constituantsatesnes latérales (K& al, 1992).

Les enzymes qui attaquent les liaisons intériedeetypep(1,4)-xylosidiques appelées
les endoB-1,4-xylanases (EC 3.2.1.8) libérent des oligométespetites tailles, les exo-
xylanases et leR-xylosidases (EC 3.2.1.37) hydrolysent les petlitpomeres libérées par les
endoxylanases en xylogRIELY et al, 1985).

19



Synthése bibliographique
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Figure 12 : Mode d’action des enzymes xylanolytiques sur la clivae principale et

sur les ramifications du xylane (BEGet al, 2001).
I-4-3-Applications biotechnologiques des xylanases

Les applications des xylanases sont multiplessedbnt représentées dans le tableau

suivant :
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Tableau Il : Applications actuelles des xylanasedans les industries alimentaires et non

alimentaire (GABERIEL, 2005).

-nectar, purée, huiles

-panification

-jus de fruit

-amidon

-la biere

-Nourriture pour animau:
monogastriques €
ruminants

- Pates et papiers

-Textiles

-Bioconversions

- Amélioration de la macération et de la
clarification des jus, réduction de la
viscosité

- Les xylanases sont utilisées comme
additifs pour améliorer la qualilé

boulangére (I'élasticité et la résistance des
farines)

- Dans la clarification des jus.

- Séparation facilitée de I'amidon et du
gluten par réduction de la viscosité

- Fermentation alcoolique des sucres,
essentiellement le maltose. Ces enzymes
assurent donc une filtration et une bonne
clarification des bieres.

- Baisse de la viscosité et une meilleure
disponibilité des protéines et de I'amidon
qui accroit la digestibilité et la valeur

nutritionnelles des aliments

- Blanchiment des pats krafts, séparation
des encres, donc réduction de l'utilisation
chlorés et alcalins.

-Amélioration des procédés mécaniques
de pulping qui aboutit a une baisse de
consommation en énergie

- Préparation des fibres par trempage et
macération remplacants les procédeés
chimiques.

- Traitement des déchets, Production des
composés fermentescibles, carburants
renouvelables (bioéthanol), chimie fine
(tensio-actifs).
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-Synthése des
xylosides

alky - Les alkyl-xylosides sont des dérivés du
xylose, ils sont des agents tensioactifs.

I-5-La biomasse lignocellulosique

La biomasse est I'ensemble des matiéres organigaesuvelables issues de
différentes sources : forestieres, agricoles ouustrtelles (SAUVAGEON, 2012), La
biomasse lignocellulosiqgue est composée essemietie de trois composants: les

polysaccharides dont la cellulose, la lignine stdgtractibles (SUN et CHENG, 2002).

La cellulose, 'hémicellulose et la lignine repnéwat environ 90% de la matiere
10% tarmrss
inorganiques et les extractibles (cires, composéngliques,..) (MOHANet al, 2006). Le

seche des matieres lignocellulosiques, les représentent les minéraux

tableau ci-dessous montre la composition de certaatériaux lignocellulosiques.

Tableau IV : Composition chimique de la biomasse dinocellulosique (SUN et CHENG,
2002).

Matériau

lignocellulosique

Cellulose (%)

Hémicellulose (%)

Lignine (%)

Bois dur 40-55 24-40 18-25
Bois tendre 45-50 25-35 25-35
Herbes 25-40 35-50 10-30

[-5-1-Valorisation de la biomasse lignocellulosique

Les sous produits agricoles sont une cause priecipde la pollution
environnementale, leur bioconversion peut élimilesr dommages causés (MILAL&L al,
2005), ils sont utilisés en fermentation a [I'étailide avec plusieurs champignons
cellulolytiques tel queTrichodermaet Aspergillus ils sont valorisés par bio-raffinerie ou
raffinerie végétale qui valorise I'ensemble delante pour concevoir des produits de haute

valeur (BRIENSet al, 2008).
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I-5-1-1-Pour la production du bioéthanol

La biomasse lignocellulosique est une source deesuermentescibles qui servent
pour la production des essences liquides commeé&Hhanol, ces sucres polymeérisés qui sont
la cellulose et I'hnémicellulose permettent de faurde bioéthanol par la fermentation du
glucose apres plusieurs étapes de traitements rblyge physique, chimique et biologiques
dites bio-raffinerie. Le bio-raffinage est un preses de transformation de la biomasse en
produits bio-basés utilisés en alimentation, empits chimiques et matériaux. Le bioéthanol
a été utilisé pour substituer les essences dansrdbreux pays (MOORLt al, 2013).

La production du bioéthanol a partir de ces magiemnprend quatre étapes :
1-le prétraitement : pour décomposer la structegerdatériaux lignocellulosiques ;
2-I'hydrolyse enzymatique : pour dépolymérisereédudose en glucose ;
3-la fermentation : pour métaboliser le glucosétanol ;
4-distillation-rectification-déshydratation : aftte séparer et purifier I'éthanol pour répondre
aux spécifications du carburant (MARGE®@fal, 2009).

[-5-1-2-Pour la production de cellulases fongiques

Les cellulases sont des enzymes qui hydrolysentelaulose des sous produits
agricoles pour produire des unités de glucosesoas produits peuvent servir de substrats
pour produire les cellulases ainsi réduire leutt ci®lleur importation (MILALAet al, 2005).

Les sous produits agricoles sont riches en carbabssl en lipides et en protéines, ils
sont donc utilisés comme le composant majeur duemitle la fermentation pour la
production des enzymes comme les cellulases (leA@dl, 2012). La fermentation a I'état
solide est généralement utilisée, car elle s’alepdus efficace en cas de substrats insolubles
dans l'eau et la plus économique car des faiblésmes sont utilisés, haute température et
une stérilisation avec un équipement basé surmelsspn (BONNINet al, 2002).

I-5-1-3-Autres utilisations

Les matieres cellulosiques sont utilisées pour praduction des solvants, acides
organiques, protéines et lipides ; la producticalidients riches en énergie pour les animaux
et pour la conservation des fourrages (KUH@aal, 2011).

I-6-Présentation des sous produits agricoles utiés
I-6-1-Le grignon d’olive

Le grignon d’olive est le résidu sec issu lors ‘@ettaction de I'huile d'olive, il est
compose de la pulpe, du noyau et du tégument tee;@vec un taux d’humidité entre 24 et
40%, une teneur en gras entre 3 et 7% selon |&g@éod’ extraction utilisé. (TOUATI, 2012).
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[-6-1-1-Composition

Le grignon est composé d’une fraction riche enitig et une autre en glucides comme
la cellulose et I'hémicellulose. Le tableau suivagume la composition chimique du grignon
d'olive (CHOUCHENE, 2010).
Tableau V : Composition chimique du grignon d’olive(CHOUCHENE, 2010).

Matiere seche Matieres Matieres Cellulose brute | Matiéres grasse
minérales azotées totales
75-80% 3-5% 5-10% 35-50% 8-15%

I-6-1-2-Valorisation

Les grignons dolives sont une biomasse qui présemtes problemes
environnementaux dans les pays méditerranéensl'diguortance de leur valorisation afin
d’éliminer ces déchets (CHOUCHENE, 2010).

Les grignons d'olive peuvent étre valorisés eisédd dans plusieurs domaines :
-en alimentation : par la séparation du noyau depudpe, la pulpe étant utilisée en
alimentation et le noyau en biocombustible ;
-en biotechnologie : comme substrat pour la cultie®champignons filamenteux producteurs
d’enzymes ;
-en compostage : généralement pour la fertilisademsols. (ROUSSA& al, 2009).
I-6-2-La sciure du bois

La sciure de bois (Figure 05) est un sous prodaitéré par la transformation
industrielle du bois, il est composé de fibres deicture complexe (BENYOUCEF et
HARRACHE, 2014), essentiellement de la cellulogaerhicellulose, la lignine et d’autres
extractives (RAMAGEAet al 2017), il contient en faibles proportions des poses
organiques tels que les sels minéraux et les edies sciures de bois peuvent étre valorisées
pour
(BENYOUCEF et HARRACHE, 2014). Le tableau VI denia teneur du bois en certains

COMpOSES.

plusieurs usages tels que la valorisation gétiggue comme combustible.
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Figure 13 : Morphologie superficielle de la sciurede bois «Pinus sylvestris»
(BENYOUCEF et HARRACHE, 2014).

Tableau VI: Teneur du bois sans traitements en clellose, hémicellulose, lignine et
extractives. (ELOUMI et al, 2016).

Composeé Cellulose (%) Hémicellulose (%) Lignineg) | Extractives (%)
Bois sans| 40 28 25 5
traitement

I-6-3-Les cladodes du figuier de barbarigOpuntia ficus-indicg

Les cladodes sont des articles du figuier de berpaplatis en forme de raquettes,
ayant une couleur verte, de longueur de 30 a 5@trde largeur de 15 a 30 cm (HABIBI,
2004). (Figure06). La plante du figuier de barbari®puntia ficus-indica» est originaire des
régions arides et semi-arides du Mexique puisaké introduite en Afrique du nord, c’est
une plante robuste avec un tronc épais, il mesisquja 5 metres de hauteur (HABIBI,
2004).

Figurel4 : Opuntia ficus-indica: fruits et cladodes (ULISESet al, 2014).
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[-6-3-1-Composition

Les cladodes sont composés principalement de HeaB0 a 95%, de faible quantité
de carbohydrates (3 a 7%), de fibre (1 a 2%) ed.Bea 1% de protéines. (ULISES al,
2014). lls contiennent une quantité importante exiere minérale, de graisse et de cires, de
lignine, polysaccharides et de cellulose (MELAINIMEal, 2001). Les cladodes mexicains
ont une teneur de 8 a 9 mg/100g en composés phéesl (BOUTAKIOUT, 2015). Le
tableau suivant résume la composition chimiquecthetodes.
Tableau VII : Composition chimique des cladodes (MEAININE et al, 2001).

Composant (% en poids sec)
Cendres 19.6

Graisses et cires 7.2

Cellulose 17.5

Autres polysaccharides 28.6

I-4-3-2-Valorisation

Les cladodes sont utilisés dans divers domaines :
-en agroalimentaire : par la transformation dedari@s en cladodes au vinaigre, confiture de
vinaigre (BOUTAKIOUT, 2015)... ;
-en cosmétique et pharmaceutique comme les cremeesiglies et les champoings
(BOUTAKIOUT, 2015) ;
-en production d’alicaments : sous forme de gélolesde capsules pour le traitement des
maladies comme l'obésité et le cholestérol (BOUTAKIT, 2015).
I-7- Présentation des champignons utilisés
I-7-1-Aspergillus Niger

Le genreAspergillus est le groupe des champignons filamenteux avegrand
nombre d’espéces commapergillus NigerAspergillus Nigerest un champignon qui pousse
sur la matiére organique que I'on retrouve darsolela litiere et sur la matiére végétale en
décompositionAspergillus Nigerse développe a des températures entre 6 °C & 4avec
une température optimale entre 35 °C et 37 °Gstltapable de pousser a des pH allant de 1,8
jusqu'a 9,8 (SCHUSTER al, 2002).

Aspergillus Nigerest un microorganisme tres important en bioteagielutilisé pour
produire les enzymes extracellulaires et 'acidedqeie, et il est également utilisé dans la
biotransformation et le traitement des déechelSHSSTEREet al, 2002).
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I-7-2-Penicillium

Le genrePenicillium comprend environ 225 espéces, c'est un champitigerproche
des Aspergillus.C’est un champignon filamenteux qui a été utiligéatimentation et en
pharmaceutiques vu l'intérét des métabolites quidlduit (HOCQUETTEet al, 2005).

C’est un genre diversifié dans le monde entieestespeces jouent un réle important
en tant que décomposeurs des matiéres organiques,retrouve dans une large gamme
d’habitat tel que le sol, la végétation et diversduits alimentaires ou il provoque des
pourritures destructrices en produisant des myaoésx(VISAGIEet al, 2014).

[-8- Les oxydations et les antioxydants
|-8-1-Généralités

L’oxydation est une réaction chimique qui fait gadiune réaction d’oxydoréduction,
elle transfere un électron vers un agent oxydemtqui peut générer des radicaux libres
entrainant des réactions destructrices. Les ardiamxig sont un moyen de défense contre les
radicaux libres, un antioxydant est une substarmgalide de retarder ou d’empécher
I'oxydation des substrats a faible concentra(RAHAL et al, 2014).
I-8-3-Les radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique possédanélectron célibataire sur sa
couche externe, dans le phénoméne d’oxydatiomatisaux libres ont un électron célibataire
sur un atome d’'oxygene (BOUTALIOUT, 2015). L'oxygemoléculaire est indispensable
pour la vie mais il peut entrainer des dommages darcorps et cela par la formation de
radicaux libres ou les espéces oxygénées activesoqtisoit 'anion peroxyde (O2e-) ou le
radical hydroxyle (OHe) ou bien des molécules tak de peroxyde d’hydrogéne (H202)
(HALENG et al, 2007).
[-8-4-Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre ten&dion des espéces oxygéenees actives
et la capacité du corps a leur neutralisation,&s#duilibre conduit & des dommages oxydatifs
et des dégats irréversibles pour les cellules. belende vie et les habitudes alimentaires
favorisent I'apparition des espéces réactives axyfieéne qui ont pour conséguence

I'apparition des pathologies comme le vieillissetretries cancers (HALEN@t al, 2007).

I-9-Les composés phénoliques

[-9-1-Généralités
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Les composés phénoliques sont des wiéegsecondaires des végétaux, ce sont des
produits phytochimiques c'est-a-dire des produiisnmjues synthétisés par les plantes qui
peuvent avoir un effet sur la santé mais ne sondea nutriments essentiels. (EL GHARAS,
2009). Les polyphénols sont caractérisés par lewvar antioxydant et leur capacité
d’interagir avec les protéines ainsi la préventide [|'oxydation des lipoprotéines
(CHEYNIER, 2005), ils sont aussi considérés comnes dhélateurs de métaux, des
antimutagéenes, des anticarcinogéenes et des agaimscaobiens (EL GHARAS, 2009).
[-9-2-Classification

Les composés phénoliques sont divisés en plusiasses (EL GHARAS, 2009). Le
tableau ci-dessous représente les classes etuesists des poly phénols.

Tableau VIII : Structure des squelettes des poly pénols (CROZIER et al, 2006).

Nombre de | Squelette Classification Structure de base
Carbones
7 C6-C1 Acides phénols @-CD{)H
8 C6-C2 acétophénones )
& o
8 C6-C2 Acide phénylacétique @_,CDOH

9 C6-C3 Acides @f‘i:'::"::'H
hydroxycinamiques

9 C6-C3 Coumarines wj
10 C6-C4 Naphthoquinones O
i )
13 C6-C1-C6 Xanthones m
O
14 C6-C2-C6 Stilbénes |:, D
15 C6-C3-C6 Flavonoides @Ifj’@

[-9-3-Applications
Les polyphénols sont utilisés dans divers domaimaisstriels :
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-en agroalimentaire : dans le développement daiosriconservateurs alimentaires et cela
grace a l'effet antimicrobien de certains polypHénatilisés aussi dans la stabilisation des
denrées alimentaires pour la lutte contre la petatign lipidigue grace aux propriétés
antioxydantes des composés phénoliques (BOUTAKIQRJLS).

-dans l'industrie pharmaceutique : les poyphénelgrent dans la composition de certains
produits pharmaceutiques anti-infectieux (MOU&HEI, 2001).

-en cosmétiques : pour des applications localesURPet al, 2001).

29



Chapitre |
Matériel et methodes



[I-Matériel et méthodes

Matériels et méthodes

La partie expérimentale de notre travail a étéigéalau niveau du laboratoire de

recherche de Biochimie Analytique et de Biotechgme (LABAB) et du laboratoire de
recherche de microbiologie de I'université MOULOWIAMMERI de TIZI OUZOU.

Au cours de notre travail la mise en évidence algwités enzymatiques a partir des

sous produits agricoles a été effectuée par desomés microbiologiques, biochimiques et

biotechnologiques.

lI-1-Matériel, appareillage et verrerie

Le tableau suivant représente le matériel, I'apilage et la verrerie utilisés dans ce
présent travalil

Tableau 1X: Le matériel, I'appareillage, et la verrerie utilisés.

Appareillage

Verrerie et autre matériel

Bain marrie (MEMMERT) ;
Autoclave (PBINTERNATIONAL) ;
Centrifugeuse réfrigérée (SIGMA 3B-
18 K, SIGMA 4-16K) ;
Etuve (28-30 °C, BINDER) ;
Réfrigérateur ;

Congélateur ;

Balance analytique a affichage digital

(0.01g) (DENVER INSTRUMENT) ;

Balance de précision a 0.0lmg =

(SARTORIUS) ;
Spectrophotomeétre
(SCHIMADZU) ;
pH meétre (HANNA instrument) ;

UV-visible

Agitateurs : a barreaux magnétiques, =

chauffants ou non chauffants
vortex ;
Hotte ;

Broyeur électrique ;

et =

Erlenmeyers de 250 ml et 500 ml ;
Eprouvettes ;

Fioles jaugeées ;

Béchers :

Flacons de 180ml, 250 ml et 500ml
Cristallisoirs ;

Boites de Pétri en plastiques de
mm de diamétre ;

Pipettes graduées ;

Disques de filtration ;

Pipettes pasteurs ;

Micropipettes ;

Tubes a essai ;

Tubes de centrifugation ;
Spatules ;

Papier aluminium ;

Papier film ;

Mortier.
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=  Enceinte de filtration ;

= Lyophilisateur.

[I-1-2-Sous produits agricoles utilisés

Le grignon d'olive, la sciure de bois et les claglodiu figuier de barbarie sont les
trois sous produits agricoles utilisés au coursalkee travail, le grignon d'olive est récupéré

dans une huilerie au systeme tri-phasique.

lI-1-3-Souches fongiques utilisées

Deux souches fongiques utilisées qui sosspergillus Nigeret Penicillium Sp ces
deux souches ont été collectées au laboratoireiahighie Analytique et Biotechnologies
(LABAB). L'aspect de la souchaspergillus Niger sur milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

apres 6 jours d’'incubation a 28°C est montré darfiglire suivante :

Figure 15 : Aspect de la préculture dAspergillus Nigersur milieu PDA.
lI-1-4-Substrats et milieux de cultures

La production des enzymes cellulolytiques par ksxdsouches fongiquésspergillus

Niger et Penicillium Spa été réalisée comme suit :

-Sur milieu liquide Mendel et Weber (MW) (annejedtilisant le substrat pur, la cellulose

avicel qui est soumise a la biodégradation fongique

-en fermentation a I'état solide (SSF) utilisanidrsubstrats solides sui sont des sous produits
agricoles : la sciure de bois, le grignon dolive les cladodes du figuier de barbarie
humidifiés a 75 % par le milieu liquide Mendel eeldér (MW).
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La mise en évidence de la production des cellslaseles activités enzymatiques sont

menées comme Suit :

-Sur milieu solide Cellulose-MW-Agar (annexe I)’est un milieu de culture sur boite de
Pétri contenant la cellulose avicel, le milieu Mehdt Weber et I'agar en utilisant le rouge
Congo comme indicateur coloré de la dégradation ;

-sur milieu liquide Mendel et Weber et en fermdotat I'état solide (SSF).
- PAGE SDS : pour la révélation de la présencéddedes qui correspondent aux cellulases.
lI-2-Prétraitements des sous produits agricoles uisés en fermentation a I'état solide

Le grignon d’olive et la sciure de bois étant gesduits solides ont été soumis a un
broyage a I'aide d’'un broyeur électrique, tandis tgs cladodes ont été coupés en morceaux

tres fins a I'aide d’'un couteau puis écrasés dd'a’'un mortier.

Des prétraitements alcalins par la soude (NaQ¥, (annexe 1) sont effectués pour
10 g de chaque sous produit avant I'inoculatiorca@0 ml de la solution NaOH, 2N suivie
d’'une agitation pendant une heure puis lavés a@@mll d’eau distillée. Les substrats sont

soumis a une stérilisation a I'autoclave a 120 é6dant 20 minutes avant I'inoculation.
lI-3-Inoculation des cultures
[I-3-1-Milieu solide

A partir des pré-cultures des deux champignomsrslieu PDA (annexe I) apres 6
jours d’incubation a 28 °C, des disques sont pé&sesoigneusement dans des conditions
stériles a I'aide des pipettes Pasteur stérilesdisgque de chaque souche est déposé au centre
de la boite contenant le milieu Mendel et Weberitamtthé de la cellulose avicel et I'agar
puis incubés a 28 °C. Apres 6 jours d’incubati@s, boites sont colorées avec 10ml de la
solution du rouge Congo (2,5 g/l) pendant 15 mirs lécolorées par 15 ml d’'une solution
d’NaCl (1N) (Annexe Il), d’autre part un disque deagque souche est déposé au centre des
boites Pétri contenant le milieu Mendel et Webatitawhné de la cellulose avicel, I'agar et le

rouge Congo (2,5 g/l) (annexe II).
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[1-3-2-Milieu liquide

Vingt quatre disques (d’environ 5 mm) de biomass®gique des deux souches sont
prélevés des pré-cultures par des pipettes Pastiniles puis plongés dans des erlenmeyers

de 250 ml contenant le milieu liquide Mendel et \&leMW) et la cellulose avicel.

Les erlenmeyers sont ensuite bouchés par du csiténilisés a I'autoclave (120°C pendant 20

min) puis incubés a 28°C.

Apres 6 jourd’incubation les cultures sont soumises a une ifegétion a 4000 G
pendant 15 min & 4°C afin d’extraire et récupéesrdnzymes produites dans le surnageant.

lI-3-3-Fermentation des sous produits agricoles adtat solide (SSF)

Dix grammes de chaque sous produits sont mis desiedenmeyers de 500ml puis
stérilisés a l'autoclave. Les substrats sont dinsiidifies a 75% par le milieu liquide Mendel
et Weber (MW) stérile. Vingt quatre disques de kasse fongique de chaque souche ont été

ajoutés dans les erlenmeyers sur les substratgiHi@®, puis incubés a 28 °C.

Apres 6 jours d’incubation, les enzymes sont @eisapar une solution tampon : le
tampon citrate-phosphate a pH 5 (annexe lll), 50dmitampon sont ajoutés pour chaque
erlenmeyer, ces derniers sont agités pendant wre beensuite centrifugés a 4000G pendant
15 min a 4°C. Les extraits sont filtrés afin d’éln@r les spores et les bactéries et conserves

au réfrigérateur a 4°C, puis lyophilises.
lI-4-Caractérisation des sous produits agricoles ulisés

lI-4-1-Mesure de la matiere seche totale du grignod’olive et des cladodes du figuier de

barbarie avant et apres culture parAspergillus Niger

La matiere seche totale correspond au résidu séextrait sec, ce sont les matiéres
restantes aprés séchage a 100 °C jusqu’a I'obtedtim résidu sec a un poids constant. Dix
grammes de chaque produit est soumis a une évepoéat00°C. La teneur en matiére séche
est exprimée ensuite en g/g (matiere seche/matidisde ou exprimés en pourcentage par la

formule suivante :

(m; —my)

MS =
(m; — my)

X 100 (%)
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MS : matiére séche totale (%) ;

m, . masse de la coupelle et de ma matiére séche (g) ;
m; : masse de la coupelle et I'échantillon (g) ;

Mo - masse de la coupelle (g).

lI-4-2-Teneur en cendres (matiére minérale) du grigon d’olive, des cladodes et la sciure

de bois

Un poids de cing gramme de chaque sous produitadsiné dans un four a 180 °C
pendant 24 heures. La teneur en cendres est expemg/g ou en pourcentage par la formule

suivante
TC = =€ X 100%
M 0

TC : taux de cendres (%) ;

mc: la masse des cendres (Q) ;

M : le poids initial du substrat (g).
lI-5-Détermination de la teneur en protéines

La détermination de la teneur en protéines aéglsée suivant la méthode de Lowry
et al (1951).

lI-5-1-Principe de la méthode

Les extraits conserveés au réfrigérateur a 4°C sominis a un dosage de protéines par
la méthode de Lowrgt al (1951), qui est une méthode de dosage coloriquétrile réactif
Folin-Ciocalteu additionné d’'une solution protéiqiiuée est plus au moins réduit par les
protéines ( par les groupements oxydés des acide®s), les groupements phénoliques du
tryptophane, de la tyrosine, de la cystéine esfitline. Cette réaction donne naissance a un
complexe coloré : le bleu de molybdéene dont listEn peut étre mesurée a 750nm au

spectrophotometre.

La densité optiqgue (DO) est lue au spectrophotmmét 750nm ce qui permet de

déterminer la concentration des protéines des iextdwsés en se référant a une courbe
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d’étalonnage DO= f(C) établie avec des solutiordes concentrations protéiques connues.
L’albumine sérique bovine est utilisée comme praéie référence. Le mode opératoire est
donné dans I'annexe IV.

0,25 y-=0,002x

DO 2 R*=0,981
a 02

750nm
0,15
0,1
0,05
O T T 1
0 50 100 . 150
Concentration en BSA (ug/ml)

Figure 16: Courbe étalon pour le dosage des protés par la méthode de Lowryet al
(1951) ; R2: coefficient de corrélation

lI-6-Mesure de I'activité enzymatique a 30°C, 40°C50°C, 60°C, 70°C, 80°C
[I-6-1-Principe

La mesure de 'activité enzymatique est réaliséatisant I'acide 3,5 dinitrosalicique
(DNS) qui est jaune en milieu chaud et alcalinpetsence des sucres réducteurs il est réduit
en acide 3-amino 5-nitrosalicylique de couleur mugangé. Dans le dosage de l'activité
cellulasique, on utilise les propriétés réductrideglucose libéré de la cellulose. Le composé
obtenu peut étre dosé par spectrophotometre a 540nm

hY

Les activités enzymatiques sont calculées en uimtérnationale a partir des

concentrations du glucose obtenu aprés dosage cauitne

U.mlI™* = nombre de pmoles de glucose/ temps d'incub&tionutes).

Des courbes étalons ont été réalisées pour chagugétature DO= f(C). Le mode
opératoire est donné dans I'annexe V.
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DO a30°C
0,3 y-=0,186x
R?=0,969
0,25 / ®
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¢
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0 0,5 1 1,5 2
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Figure 17 : Courbe d’étalonnage pour le dosage duugose a 30°C.

0

DO & 40 °C
y =0,256x
0,5 R¥=0,979
0,4
0,3 //
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Figure 18: Courbe d’étalonnage pour le dosage duggtose a 40°C.

DO a 50 °C
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Figure 19: Courbe d’étalonnage pour le dosage duggtose a 50°C.
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DOa60°C

=0,183x
0,3 y

R?=0,975
0,25
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T T T 1

Figure 20 : Courbe d’étalonnage pour le dosage duugose a 60 °C.

DO a70°C

0,3 Rz = 0’9
0,25 //80
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Figure 21 : Courbe d’étalonnage pour le dosage duugose a 70°C.

DO a 80 °C y = 0,166x
0,3 R2= 0,983
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Figure 22 : Courbe d’étalonnage pour le dosage duugose a 80°C.
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lI-7-Extraction des polyphénols totaux du grignon dolive et des cladodes a l'acétate

d’éthyle avant et apres culture parAspergillus Niger

Un poids de chaque substrat (20g) avant et aprésreparAspergillus Niger en
fermentation a l'état solide est additionné de 10D de solvant « acétate d'éthyle »,
'ensemble est homogénéisé, puis une centrifugaitbQ0G pendant cing minutes est
effectuée, on obtient ainsi deux phases : le seanagqui est riche en polyphénols et les
substrats en culot. Le surnageant subit une évipordans une hotte pendant 24 heures,

I'extrait sec est ainsi récupéré dans un volumdamum d’éthanol.
[I-8-Dosage des composés phénoliques par colorimigtr

Les polyphénols obtenus a partir des substratst @taapres culture sont doseés par la
méthode du Folin-Ciocalteu selon SINGLETON et RO89565).

[I-8-1-Principe de la méthode

La méthode est basée sur la réduction du Folinglliee par les groupements
réducteurs des composés phénoliques conduisantoamation de produits de réduction de
couleur bleue. Ces derniers absorbent a 760nmteln&ité est proportionnelle a la quantité de

polyphénols présents dans les échantillons. Leenopératoire est donné dans I'annexe VII.

Une gamme étalon DO= f(C) a été réalisée par lagallique :

y = 0,005x
D.O R?=0,988
1,2 |
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
0 50 100 150 200 250
Concentration de I'acide gallique (ug/ml)

Figure 23 : Courbe d’étalonnage par I'acide gallige.
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[I-9-Test de I'activité anti-oxydante du grignon d'olive et des cladodes avant et apres

fermentation

Cette méthode utilise le 2,2-diphenyl-1-picryhygta@®PPH), c’est un radical libre
de couleur violette qui est réduit en un composéaldeur jaune en présence des composeés
anti-radicalaires, il est capable d’arracher lesrats d’hydrogéenes labiles des groupements
OH les plus réactifs, il possede un atome non appdrse caractérise par sa capacité a
produire des radicaux libres stables de couledetteoqui absorbe a 517nm. (MOLYNEUX,

2004). Les résultats sont exprimés en pourcentageit utilisant la formule suivante :

| % = [1 — (Abs Echantillon — Abs Contréle néggti)100
Ou: | %: Pourcentage de I'activité anti-radicalqd®é\R%);
Abs Echantillon : Absorbance de I'échantillon ;

Abs Contrdle négatif : Absorbance du contrdle négat

Une courbe de référence a été réalisée par unéosold’acide ascorbique a des

concentrations connues. Le mode opératoire est&ddans I'annexe 1X.

1%

100
80
60 /
wl o/
20 /

0 T T 1

0 0,2 0,4 0,6
Concentration en acide ascorbique
(ug/ml)

Figure 24 : Courbe de référence par I'acide ascorhue a des concentrations connues
[I-10-Méthodes électrophorétiques
[1-10-1-Principe

L’électrophorése est une méthode d’analyse et detiBbnnement d’'un mélange
protéique sous l'action d’'un champ électrique, basé la migration différentielle des
protéines due a la présence des radicaux amineartaixyliques dans la molécule selon le

poids moléculaire.
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[I-10-2-La séparation sur gel de polyacrylamide

L’électrophorése sur gel de polyacrylamide (PA@H) considérée comme l'une des
meéthodes de séparation les plus précises, repiblhscet sensibles, réalisée sur des supports
solides, parmi ces supports le gel de polyacrylamiqui correspond a un mélange
d’acrylamide et d’'un agent pontant le bisacrylamiddl, N’ méthyléne-bis —acrylamide)
'ensemble est additionné a des agents initiatquessulfate d’'ammonium et TEMED (N, N,

N’, N'-tétraméthyl —éthyléne diamine).
[I-10-3-Conduite de I'électrophoréese

Le gel de polyacrylamide est coulé entre une plagueerre et une plague en alumine,
séparées par un espaceur et enfin un peigne esduitf permettant la formation des puits

apres polymérisation du gel.

Les échantillons sont déposés dans des puitsc ltHune micro seringue, a raison de
20 a 25 pl, ils sont préalablement dissous dartampon approprié et additionnés du bleu de
bromophénol qui est un indicateur coloré qui déieente front de migration des protéines et
permet de repérer la fin de I'électrophorése ,it&un’électrophorése est mise sous tension,

courant et voltage constant : 20mA 200V .
[I-10-4-Révélation des bandes de migration électrdmrétiques

A la fin de la migration, les gels de I'électropése sont révélés au bleu de coomassie

en trois étapes comme suit :

1-La fixation : elle se fait par immersion du gelnd une solution d’acide trichloracétique
(TCA), pendant 30 min ;

2-la coloration : le gel est immergé deux a quakeares dans une solution de coloration
contenant du bleu de coomassie 0,2%(p/v) dissons dae solution constituée du mélange
eau distillée, méthanol et TCA 2% (p/v) ;

3-la décoloration : se réalise par immersion ducgré dans le mélange eau /méthanol/acide

acétique.

[I-11-5-Electrophorese en conditions dissociantes dénaturantes en présence du SDS et
du 2--mercaptoéthanol (2BME) (PAGE- SDS)
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[I-11-5-1-Principe

Des échantillons protéiques sont préparés danandn du gel de concentration,
d’eau distillée, d’un détergent anionique le SD&%). et d’'un agent réducteur qui est chargé
de rompre les liaisons disulfures : lef 2Mercaptoéthanol, dans ce cas la plupart des
polypeptides se dissocient, cela permet la fixadlanSDS sur leurs zones hydrophobes, les
polypeptides acquierent une forte charge négativee eseront séparés que selon leurs poids

moléculaires, puis chauffés a 100 °c pendant ®hanla fin rajouter du glycérol .

Suivant le protocole de LAEMMLI et FAVRE (1973), @el de concentration a été
réalisé dont I'objectif est la concentration dest@ines, pour une migration homogeéene dans le
gel de séparation.

La détermination du poids moléculaire des protéaiggérét est effectuée en faisant
migrer en paralléle des protéines étalons de pwidiculaires connus, qui est le kit de
protéines étalons, préparé au laboratoire de LABABKit comprend les protéines suivantes :
L’albumine sérique bovine (67000 Da), I'ovalbumits000 Da), la chymotrypsinogene
(23000Da), la p —lactalbumine (18000Da) etul'-lactalbumine (14000Da). Ce dernier est
utilisé pour la réalisation d'une courbe de calilim : Log PM = f (distance parcourue)

Mode opératoire dans I'annexe VI.

y =-0,183x + 4,867

log PM R?=0,966
4,9
48 S~
4,7
4,6
4,5
4,4
43
4,2
4,1 ; ; ; .

3
Distance de
migration (cm)

Figure 25 : Courbe de calibration du gel de séparan en PAGE-SDS.
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[I-11-Zymogramme des enzymes cellulolytiques
[I-11-1-Principe

C’est une technique électrophorétique, qui perneetrgbttre en évidence I'activité
cellulolytique sur le gel d’électrophorése contdnde la cellulose pure. C’est alors la
dégradation de la cellulose qui révéle la présefmetivité ou pas, apres incubation du gel a
une température de 45 °C, le gel est coloré aver@ango puis lavé avec une solution NaCl
(IN) , l'apparition des zones claires indique acévité cellulolytique. Le mode opératoire

est donné dans I'annexe VII.
[1I-12-Analyses statistiques
Une analyse statistique a été effectuée par lei@g statistica » en utilisant :

1- « Le test de student pour deux échantillons appari@ui permet de savoir si deux
échantillons appariés peuvent bien provenir dedanmpopulation, il s’agit du méme
échantillon sur lequel on mesure deux fois la \dei@uantitative dans des conditions
différentes;

2- « Le test de student pour deux échantillons indégpets » qui permet de savoir Si
deux échantillons indépendants peuvent bien prowenia méme population, il s’agit
de comparer les moyennes de la variable quanstétivdiée sur les deux populations

selon un certain facteur.
Les tableaux obtenus sont donnés dans I'annexe X.

Les deux diagrammes ci-dessous récapitulent lagdétbgie et les différentes étapes

suivies dans la partiegérimentale.
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Inoculation du ion 3 I'é
milieu MW Fermentation a I'état

solide des sous produits

Inoculation du milieu
liquide+cellulose solide
MW+cellulose+agar

l 7 i

Incubation a 28°C pendant 6jours ]

Incubation a 28°C pendant 6jours

Révélation de I'activité apres
coloration au rouge Congo et
apparition de zones claires.

Centrifugation 4000G/ 15
minutes a 4°C

-Dosage des protéines;

-mesure de I'activité enzymatique;
Filtration ;

-lyophilisation ;

-méthodes électrophorétiques.

Figure 26 : Diagramme récapitulatif de la mise envédence des enzymes recherchées.
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-
=

N
_

Test de I'activité anti-
oxydante au DPPH.

Figure 27 : Diagramme récapitulatif de la caractérsation des sous produits agricoles
utilisés.
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Résultats et discussion

I1l-Résultats et discussion

IlI-1-Caractérisation des sous produits agricoles tilisés : le grignon d'olive, la sciure de
bois et les cladodes

Les résultats obtenus sont exprimés dans le tablégant :

Tableau X : Caractéristiques du grignon d’olive, dda sciure de bois et des cladodes.

Caractéristiques Matiere Taux Matiere Matiere
seche(%) d’humidité volatile(%) minérale
Sous produit agricole C)) C)
Grignon d'olive | 832 | 16.8 | 81 | 22
Sciure de bois | 89.7 | 103 | 874 | 23
Cladodes | 115 | 885 | 948 | 202

D’apres les résultats, la sciure de bois est la plthe en matiére séche et en matiere
volatile, les cladodes présentent le plus grand tHhumidité et le taux le plus faible en

matiére seche et en matiere volatile.

Les trois sous produits agricoles contiennent @dsuvs proches en matieére minérale,
ces valeurs sont proches de celles trouvées dangtddes réalisées par BENYOUCEF et
HARRACHE (2014) et TOUATI (2013) ayant trouvé uteneur de 1.5% en matiere
minérale pour la sciure de bois et valeur de 2%ogour le grignon d’olive.

[1I-2-Mise en évidence de l'activité enzymatique sumilieu solide

La premiere étape de la mise en évidence des tastigellulolytiques des deux
champignons filamenteuRenicillium spet Aspergillus Nigerconsiste a observer I'apparition
des zones claires sur boites de Pétri contenantlieu solide MW additionné d’agar avec la
cellulose avicel comme source de carbone en uttlidaux méthodes de révélation. Dans la
premiére méthode le rouge Congo est additionnéikeunsolide comme indicateur coloré de
la dégradation avant la culture. Ces zones claippsraissent normalement comme un halot
clair autour du disque de la biomasse fongiquesagisejours d’'incubation a 28°C, ces zones
correspondent aux zones d’hydrolyse.

Les résultats obtenus par la premiére méthodequedit la présence de zones claires
plus au moins apparentes autour des colonigspdrgillus Nigeret une zone claire tres fine
pourPenicillium spcomme le montre les deux figures ci-dessous :
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Zone
claire

Figure 28 : Photographie de la culture du disque &spergillus Nigersur milieu solide

MW contenant le rouge Congo.

Zones
claires

Figure 29 : Photographie de la culture du disque dPenicillium spsur milieu solide MW

contenant le rouge Congo.

La deuxieme méthode est celle utilisant le milsalide MW sans l'ajout de
l'indicateur coloré, la coloration du milieu aves uwolume du rouge Congo (2,5g/l) est donc
réalisée apres culture pendant 15 minutes puislai&cavec une solution d’NaCl (1N)

jusqu’a I'apparition des zones claires et cela pesideux champignons. Les résultats de cette
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deuxieme meéthode montrent [l'apparition de zonesred plus importantes que celles

obtenues par la premiére méthode comme le margrédux figures suivantes :

Zone
claire

Figure 30 : Photographie de la culture du disque &spergillus Nigersur milieu solide

MW aprés coloration et décoloration.

Zone
claire

Figure 31 : Photographie de la culture du disque dBenicillium Spsur milieu solide MW

contenant le rouge Congo.

Cette méthode optant pour une coloration aprésireultest rapide et simple pour la
sélection des souches fongiques productrices diesases, elle s’avere donner de meilleurs

résultats en la comparant a la premiere méthodte ceethode est rapporté par LEI€Eal
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(2016), qui ont obtenu des activités cellulasesyltnases cheaspergillus Nigerlors de sa

culture en fermentation a I'état solide en utilisigngrignon d’olive comme substrat.

D’apres les résultats obtenus les deux champigeerdgveloppent différemment sur
ce milieu solide. La souch&spergillus Nigemprésente un développement plus important que
la souchePenicillium spet le diametre (estimé visuellement) de la zorgdfolyse obtenu
par Aspergillus Nigerest plus important que celui obtenu panicillium Sp.Ces résultats
coincident avec I' étude menée par SALIU et SANDI2) sur I'hydrolyse des engrais du
mais par les cellulases produite papergillus Nigeret Penicillium spqui ont obtenu une
zone d’hydrolyse de 30 mm paspergillus Nigeret de 16mm paPenicillium Decumbens.

[11-3-Développement des souches sur milieu liquid&W et hydrolyse de la cellulose en

milieu liquide

La croissance des deux souches fongiqAsgsergillus Niger et Penicillium spst
visualisée sur milieu liquide MW en utilisant commmaurce de carbone la cellulose avicel,
par formation d’'un mycélium et de spores a la s@fau milieu ou le voile mycélien
d’Aspergillus Nigerapparait plus denseque celui dePenicillium sp Les deux figures
suivantes montrent I'aspect des cultures apregosips d’incubation a 28°C pour les deux

champignons. :

cellulose

Mycélium

A- B-

Figure 32 : Photographie de la culture des deux clnapignons, A : Aspergillus Nigeret
B : Penicillium spen milieu liquide MW-cellulose.
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Cette croissance confirme que le dérivé de ceku(bavicel) est bien dégradé par les
deux souches. La production de protéines, contdans le surnageant aprées centrifugation
des deux cultures et I'activité de la biodégradatie ce substrat par ces deux souches ont été
mesurées par dosage de protéines et des sucragergdulibérés lors de la culture. Les
résultats obtenus montrent que la souche fonghgpergillus Nigedonne une quantité plus
importante en protéines avec une valeur de 1ll5ugnhparée a celle obtenue par

Penicillium spqui correspond & 25 pg/ml comme le montre la figHgessous :

Teneur en protéines
(Hg/ml)

140

120
1
100 -

80 -

60 -

40 -

20 -

0 .

Aspergillus Niger Peniciliumsp  SPUche

fongique

Figure 33 : Histogramme présentant la teneur en prgines des surnageant issus de la

culture par les deux souchegspergillus Nigeret Penicillium spsur milieu liquide MW

Les deux souches fongiques cultivées en milieuidieg MW ont donné des activités
enzymatiques vis-a-vis de la cellulose en libétanglucose, cette activité est montrée par le
dosage des activités a différentes températuregdivités ont été beaucoup plus élevées en
les comparant aux valeurs retrouvées danséla®ins négatifs comme le montrent les deux
figures ci-dessous. La souch&spergillus Niger présentant une température optimale
d’activité a 50°C trouvée aprés I'étude des vasigide la température a donné une activité
de 0.168 U.mt, supérieure a celle deenicillium spqui est de 0.96 U.ml a cette
température. Par contre, la soudtenicillium spa donné une activité maximale a 60°C avec
une valeur de 0.128 U.m) qui est légérement supérieure a celle donnéggergillus
Niger a cette température qui est de 0.106 U,ntela est montré par les deux figures ci-

dessous.
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Activité cellulolytique (U.ml") a 5¢°C
0,18

0,16 ]
0,14
0,12
0,1
0,08
0,06
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0,02
0 . . - :

Témoin négatif Asp,N Témoin négatif Pen sp
Asp,N Pen, sp

souche
fongique

Figure 34 : Histogramme présentant I'activité cellulolytique d’Aspergillus Nigeret de

Penicillium spa 50 °C.

Activité cellulolytique (U.mI") & 60°C
0,16

0,14
0,12 1 —

0,1 I L
0,08 —
0,06 —
0,04 —
0,02 —

0 T T T 1 .
A : L _.._souchefongique
Témoin Aspergillus Témoin Penicillium Sp

négatif Asp.N Niger négatif Pen

Figure 35: Histogramme présentant I'activité cellulolytique d’Aspergillus Niger et de

Penicillium spa 60 °C

D’aprés ces résultats, la souAspergillus Nigemprésente une meilleure activité ¢
Penicillium spet dégrade mieux le subs, ce qui orrespond aux résultats détude menée
par SALIU et SANI (2012)En effet, ces dernierent obtenu une activi de l'ordre de
0.1698 U.mft pour Aspergillus Nige plus élevée comparée queelle obtenuepar
Penicillium Decumbengui étailde 0.1111 U.mt a 50°C.

llI-4- Recherche de l'activité cellulolytique des deux sahes fongiquis fermentées sur les

trois sous produits agricolesavant et apres prétraitement a la soude
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Apres six jours d’'incubation a 28°C, les deux saséspergillus Nigeet Penicillium
sp se sont développées differemment sur les trais gooduits agricoles utilisés comme
substrats.

La soucheAspergillus Nigers’est bien développée sur le grignon dolive par
apparition d’'une quantité importante de spores ewgrignon prend une couleur sombre
(Figure 37). Par contre, ce champignon se dévelapgas sur le grignon d’olive traité a la
soude (NaOH, 2N) ou la quantité des spores dsiteg cela est peut étre da a I'alcalinité du
milieu apres le prétraitement, sachant que le ptimym du champignorspergillus Niger
est de 4,8.

La souchePenicillium spa une faible croissance sur le grignon d'olivétérat non

traité a la soude comme l’illustre la figure 38.

Grignon +4sp Grignon +4sp+NaOH

Figure 36 : Photographie de la culture dAspergillus Nigeren fermentation a

I'état solide sur grignon d’olive traité et non traité a la soude NaOH 2N.
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Grignon +Pen+NaOH

Figure 37 : Photographie de la culture déenicillium spen fermentation a I'état

solide sur grignon d’olive traité et non traité a la soude (NaOH, 2N).

La photographie présentée dans la figure ci-dessoantre le développement de la
soucheAspergillus Nigersur la sciure de bois non traitée a la soude parition de spores
qui donnent une couleur grisatre au milieu, lasgance est moindre sur la sciure de bois
traitée. Par contre, le développementRamicillium spsur la sciure de bois traitée et non
traitée est faibléFigure 40)

Sciure de bois+ Sciure de bois+
Asp+NaOH Asp

W

Figure 38 : Photographie de la culture dAspergillus Nigeren fermentation a

I'état solide sur la sciure de bois traitée et notraitée a la soude ((NaOH, 2N)
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TR

N Siiize da ot

| Sciure de bois+ | i
Pen+NaOH

e —

Figure 39 : Photographie de la culture dé?enicillium spen fermentation a I'état solide
sur la sciure de bois traitée et non traitée a laoside (NaOH, 2N)

Les deux figures ci-dessous montrent que les dewchesAspergillus Nigeret
Penicillium spse développent bien sur les cladodes du figuiebatbarie par I'apparition
d’'un mycélium blanchétre pour la soudPenicillium spet une quantité importante de spores
pour la souch@spergillus Nigelqui donnent une couleur noir, mais la croissasten®indre

sur les cladodes traités a la soude.

e — e

Cladodest+ dsp+
NaOH

Figure 40 : Photographie de la culture dAspergillus Nigeren fermentation a
I'état solide sur les cladodes traités et non traéts a la soude (NaOH, 2N).
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| Cladodes+ Pen Cladodes+ Pen+

g Y

Figure 41: Photographie de la culture déPenicillium spen fermentation a I'état

solide sur les cladodes traités et non traités & koude (NaOH, 2N).
I11-4-1-Production d’enzymes cellulolytiques

L’activité enzymatique des deux souches et la qigade protéines présente dans les
extraits des cultures récupérés aprés centrifugatiat €té mesurées par dosage. La teneur en
protéines differe d’'un extrait & un autre, ellei#aselon la souche cultivée et la composition

du milieu.

Le traitement a la soude influence sur la produactie protéines. Apres I'analyse
statistique par le test de student pour deux éttluaust appariés qui donne une p-value
supérieure au risque d’erreur et la comparaisomuBgennes, on déduit que le prétraitement
influence négativement sur la production des pneteparAspergillus Nigercontrairement a
celle dePenicillium sp qui est influencée positivement sur tous les satstvec une valeur
maximale de 5250 pg/ml notée pour les protéinesdyites sur le grignon d’olive alcalinisé
avec NaOH (2N). Les résultats du dosage des peastéiont exprimés dans la figure suivante.
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Figure 42 : Histogramme présentant la teneur en priéines des extraits obtenus a

partir de la culture sur tous les substrats avant eapres traitement.

D’apres les résultats la fermentation a I'étatdsBur le grignon d’olive donne le taux
le plus élevé en protéines qui sont 2250 pg/ml,0246/ml et 5250ug/ml avec les deux
souches fongiques, suivi par les cladodes du figleebarbari@vec des valeurs de 540ug/ml
1850ug/mlet en dernier la sciure de bois qui donne desti@gxfaibles en protéinegii sont
de 100 pg/ml, 95 pg/ml et 90ug/ml. Il en ressoré de&s deux sous produits agricoles,
cladodes et grignon, sont deux sources intéressgdur la production des enzymes en

fermentation a I'état solide avec les deux chanmgmgspergillus NigeretPenicillium sp

Comparativement aux témoins, le prétraitement lialcameéliore I'activité
enzymatique produite sur tous les extraits isses deux souches. Cette amélioration
souligne que, le prétraitement a la soude NaOH initie lecessus de transformation de la
cellulose | (native) en cellulose Il ( la cellubosristalline la plus importante) qui est la mieux
dégradée par les champignons selon KLE I\l (2005). Ces résultats sont conclus a partir
de I'analyse statistique par le test de student deux échantillons appariés ayant donné une

p-value supérieure au risque d’erreur sélectionné.

D’aprés les résultats obtenus suite au dosagedatastés enzymatiques et I'analyse
statistique, le maximum d’activité est noté a 5@%@c la souch®enicillium spcultivée sur
les cladodes du figuier de barbarie prétraité solade avec une valeur de 0.246 Ulnguivi

par une valeur de 0.202 UTnhlavec Aspergillus Nigercultivée sur le grignon d'olive non
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traité. A 60 °C, ne activité maximale de 0.19€.mIt est notégour Penicilliun sp sur le

grignon d’olive prétraité a la soude (Na, 2N).
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Figure 43: Histogramme présentant l'activité cellulolytique d’Aspergillus Nigeret de

Penicillium spcultivées sur tous lesubstrats avant et apres prétraitement & 50C.
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Figure 44: Histogramme présentant I'activité cellulolytique d’Aspergillus Niger et de

Penicillium spcultivées sur tous les substrats avant et apres graitement a 60 ‘C.
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Le prétraitement alcalin a la soude (Ng, 2N) améliore I'activité enzymatiq, cela
concorde avec é€tude réalisée par ACHARYAet al (2008) qui ont travaillé st
I'optimisation de la production des cellulases Aspergillus Nigeren utilisant des sot
produits agricolesCes auteurs ¢ trouvé que le prétraitement paNaOF, 2N donne de
meilleurs résultats.

[11-4-2-L’étude des variations de la température

Les dosages des activités enzymatiques ont été&ségabour tous les extraia
différentes températures 30°C, 40°C, 50°C, 60°CC7@t 80°(, dans le but de trouver
température optimalées deux souches fongiques ou I'actienzymatiqu peut atteindre son
maximum, les résultats du dosage de I'activité sratique sont présentés d la figure ci-
dessous.

Activité
cellulolytiqueo.3

(U.ml™) 0.2

0,1

0

Grignon ASP

Grignon ASP NaOH

Grignon PEN
Grignon PEN NaOH

Sciure ASP

Sciure ASP NaOH

Sciure PEN

Sciure PEN NaOH

Cladode ASP

Cladode PEN

Cladode PEN...

Cellulose ASP

Cellulose PEN

m Ul 30
m Ul 40
m Ul 50
m Ul 60
muUl 70
m Ul 80

Souche
fongique

Cladode ASP NaOH

Figure 45: Graphe en aire 3D représentant les activités enzymgues en fonctior des

variations de température.

Les résultats montrent bien que enzymes issues dekeux souche: Aspergillus
Niger et Penicillium spsont plus acties a 50°C et 60°C respectivem, car I'activité
enzymatique atteint son maximum a ces ctempératures. Etude réalisée p: PICART et
al (2007) approuvees résulta: car ilsont trouvé que I'activité cellulolytiqude Penicillium
Spest optimale a 65°C. Urtempérature optime a 50 °C pour I'activit€nzymatique de la
soucheAspergillus Nigelestaussi signalée p SALIU et SANI (2012).
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Les deux champignonsAspergillus Niger et Penicillium sp présentent des
températures optimales d’activité a 50°C et 60roDuwées apres I'étude des variations de la
température. Les deux tests statistiques de stymem deux échantillons indépendants et
deux échantillons appariés pour les deux souch&8°@ et a 60°C a donné des p-value
supérieures au risque d’erreur et montrentAgpergillus Nigerprésente un maximum

d’activité a 50°C, alors queenicillium spa 60°C.

l1I-5-Influence de la culture d’ Aspergillus Nigersur la matiere seche totale des deux sous
produits agricoles : le grignon d’'olive et les claddes du figuier de barbarie
Les résultats de la mesure de la matiére sechgigiion d'olive et des cladodes du
figuier de barbarie avant et aprés culture sonttr@srdans le tableau ci-dessous.
Tableau Xl : Matiére seche totale du grignon d’olie et des cladodes avant et apres

culture

Grignon d’olive 83,2% 79%
Cladodes 11,5% 5,44%

Le test statistique de student pour deux échansllappariés a donné une p-value
inférieure au risque d’erreur sélectionné, doncudure dAspergillus Nigersur ces deux
sous-produits agricoles posséde un effet de déipaddu substrat, le grignon d’olive étant
dégradé aprés culture a 5,5% et les cladodes7&o52,

l1I-6-Electrophorése sur gel de polyacrylamide en RGE-SDS des différents extraits de
culture des deux souches

Dans le but de confirmer la présence et de détemte PM de cellulases dans les
extraits de cultures fongiques, on a procédé aamadyse par électrophorese PAGE-SDS de
guelques lyophilisats des extraits ayant donnéconeentration élevée en protéines.

Le contrble électrophorétique a donné le profivant qui révéle la présence d'une
bande de 45.5KDa et des bandes de 48KDa; 45,5KE3KDa ; 31,6KDa; 21,7KDa ;
19,5KDa, 18,8KDa pour les deux extraits issusadeulture dAspergillus Nigersur grignon
d’olive et sur grignon d’olive alcalinisé respeetnent et des bandes de 48,4KDa ; 48KDa ;
33.5KDa; 30,3KDa et 19KDa pour le témokspergillus Nigercultivé sur milieu liquide
MW.
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Figure 46 : Profil électrophorétique de quelques draits. (Légende présentée dans le

tableau ci-dessous)
TableXil : [égende de la figure 46

Grignon Grignon Cellulose

ASP NaOH ASP ASP
1'-48kDa  A'-45,6kDa A-48,4kDa
2'-45,5kDa B-48kDa
3'-33kDa C-33,5kDa
4'-31,6kDa D-30,3kDa
5'-21,7kDa E-19kDa
6'-19,5kDa

7'-18,8kDa

Les bandes de 21,7KDa ; 30,3KDa ; 33KDa et de 45&Keuvent bien correspondre
a des cellulases selon le travail de NCU&Eal (2012) ou ils ont réalisé un zymogramme
pour mettre en évidence la présence d’enzymes igt@ctellulolytique , ont trouvé six
bandes actives de 20KDa a 43KDa qui sont deslasdls , et sur notre profil on voit la
présence d'une bande de 31,6KDa qui selon les ndmeurs peut correspondre a une
xylanase, cela peut étre confirmé aussi par leilpétctrophorétique et du zymogramme
préalablement réalisé dans le travail de ATTEK &NBUALI (2016) sur la mise en
évidence des activités cellulolytiques, xylanolygg avec la méme souche. Leurs résultats

sont présentés par les profils ci-dessous.
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PEN.sp PEN.e ASPniger T.reesei

Bandes de
faible
intensité

Figure 47 : Profil éléctrophorétigue en SDS-PAGE aec B-ME des protéines du
surnageant obtenu apres culture sur du xylanATTEK et BENOUALI, 2016).

PEN.sp PEN.c Treesei  ASP.uiger

180 KkDa

116 kDa
90 kDa

58 kDa
48.5 kDa

36.5 kDa
Bande A

26 kDa

Figure 48 : Zymogramme de xylanase en conditions déturantes (SDS) (ATTEK et
BANOUALI ,2016).

La bande A qui représente une zone de dégradagiotyledne correspond a un poids
moléculaire de 31,6KDa (ATTEK et BENOUALI, 2016)yigest égal a celui de la bande

trouvée sur le profil éléctrophorétique du présemtail.

Les bandes de 33KDa et 48KDa peuvent aussi camedsp a des cellulases suivant
les résultats du travail de SHANMUGAPRIY& al (2012) et celui de SUMt al (2008) qui
ont trouvé une cellulase de 45KDa. Selon le travedalisé par ATTEK et
BANOUALI (2016), des bandes de 39,8 kDa et 36,% ldont obtenues pour I'extrait de la
culture dAspergillus Nigeren milieu liquide MW contenant la cellulose avidek résultats
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sont présentés dans le profil éléctrophorétiquaessous, ces bandes sont proches de celles

obtenues par notre analyse éléctrophorétique.

PEN.sp  T.reesei ASP.niger PEN.c

180 kDa BT

116 kDa — Bande B
90 kDa =— Bande B'
58 kDa Juie=> /

48.5 kDa _-

E “ Bande C

36 kDa — - Bande C'
26 kDa —

Figure 49 : Profil éléctrophorétigue en SDS-PAGE asc B-ME des protéines du
surnageant obtenu apres culture sur l'avicel. (Alpla 2 macroglobuline frome equine
serum : 180 kDa ; p-galactosidase fromE.Coli: 116 kDa ; Lactofferin from humain
milk : 90 kDa ; Pyruvate kinase (rabbit muscle) : B kDa ; Fumarase (porcine heart)
(ATTEK et BANOUALLI, 2016).

llI-7-Recherche d’activités cellulolytiques

Un zymogramme a été réalisé durant notre travail dé mettre en évidence la
présence d’enzymes a activité cellulolytique et BAG&GE-SDS est réalisée en paralléle pour
trouver le poids moléculaire des enzymes actives. deux profils ci-dessous montrent les
résultats obtenus :

Cellulose+

Margueurs de -
pecidli Asp.N

2
;. II

I1

v

Figure 50: Profil d'une PAGE-SDS de I'extrait lyophilisé de cellulose avicel
(Iégende présentée dans le tableau ci-dessous).
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Tableau XIII : Légende de la figure 50

Marqueurs de poids Cellulose#Asp.N
1-14KDa [-20,98KDa
2-18KDa [1-28,09KDa
3-23KDa [11-30,54KDa
4-45KDa IV-40,88KDa
5-67KDa V-54,73KDa

Le profil de cette PAGE présente des bandes b&hles pour le lyophilisat issu de la
culture dAspergillus Nigeren milieu liquide MW/cellulose avec des poids malaces de
20,98KDa, 28,09KDa, 30,54KDa et de 40,88KDa, casides peuvent bien correspondre a
des cellulases, donc la souchAspergillus Nigerest une souch@roductrice d’enzymes

cellulolytiques.

Le zymogramme réalisé ne montre pas de zones lgire présentent une activité

cellulolytique.

Figure 51 : Profil du zymogramme réalisé.
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[11-8-Dosage des polyphénols du grignon d’olive edes cladodes avant et aprés

fermentation par Aspergillus Niger

Les résultats des dosages sont représentés déigsia suivante :

Concentration en polyphénols (pg/ml)
600
500
400
300 M Sériel
200 Sous
100 produits
agricoles
0 ; ; ; avant et
grignon grignon ASP  Cladode  Cladode ASP apres
culture

Figure 52 : Histogramme montrant les concentrationsles polyphénols des

grignons et des cladodes avant et apres culture.

Ces résultats montrent que le grignon d'olive stdiedodes sont riches en composés
phénoliques, comme le montre les résultats de daudes réalisées par ZAlBt al (2009) et
BOUTAKIOUT (2015), sur le grignon d'olive et lesatodes du figuier de barbarie

respectivement.

Aprés une analyse statistique des résultats degydepar le test de student pour deux
échantillons appariés, on a obtenu une p-valuermypé au risque d’erreur proposé (5%). Il
a été constaté que la fermentation pepergillus Nigera un effet sur la teneur en
polyphénols, cette fermentation augmente les cdrat@ns des polyphénols qui sont de 394
pg/ml et 208.8 ug/ml pour le grignon et les cladodespectivement avant fermentation qui

augmentent jusqu’a 471 pg/ml et 334 pg/mil.

D’aprés ZAIDI et al (2009), une fraction importante de composés pliguned
solubilisés par les solvants sont fortement liedaacellulose soit 2/3 des composés
phénoligues totaux, donc cette augmentation desecrations aprés culture peut étre due a
la libération des polyphénols liés a la celluloseaatre types de polysaccharide ou encore de
lipides suite a leur dégradation par des cellulaBpases, estérases ou autres glucanases

produites par le champigndwspergillus Niger.
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[11-9-Activité anti-oxydante de composés phénolique extraits a partir du grignon

d’olive et des cladodes avant et apres fermentatiguar Aspergillus Niger

Les tests de I'activité anti-oxydante ont été dffés par le DPPH sur les extraits des
polyphénols obtenus a partir du grignon d'olivedes cladodes du figuier de barbarie, avant
et apres fermentation par le champigrAspergillus Niger Une courbe de référence avec
'acide ascorbique a été réalisée. Ce dernier domeeconcentration inhibitrice de 80ug/ ml
(CI 50=8@1,38ug/ml. Les résultats obtenus a partir des extdasssous produits ont donné
des activités antioxydantes et des concentratiohgitrices exprimées dans les figures

suivantes.

%)
100 14 . :
P Acide ascorbique

20

80 /
70 /
&0

50 =
40 :
Extrait

30 / —
20 /
10 /

0 Concentration (mg/ml)

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Figure 53 : Courbes représentant I'activité anti-oydante des polyphénols extraits a

partir du grignon d’olive et de I'acide ascorbiquecomme courbe de référence.
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100(%
__-___.---'-'-.
o0

a0 /.r" Extrait
70
[ CI50=80£1,38 pg/ml
60

W

50

g

Acide ascorbique

CI150=70% 1,96ug/mi
40

30 /
20

o . ; , : : Concentration
(mg/ml)

0 01 0,2 0,3 04 05

Figure 54 : Courbes représentant I'activité anti-oydante des polyphénols extraits a

partir du grignon d’olive fermenté par Aspergillus Niger et de I'acide ascorbique.
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Figure 55 : Courbes représentant I'activité anti-oydante des polyphénols extraits a

partir des cladodes et de I'acide ascorbique comneurbe de référence.
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Figure 56 : Courbes représentant l'activité anti-oydante des polyphénols extrait a
partir des cladodes fermentés parAspergillus Nigeret de l'acide ascorbiqgue comme

courbe de référence.

L’activité anti-oxydante et les concentrations bitrices different d’'un extrait & un
autre, I'extrait issu du grignon non fermenté dodeefaibles activités anti-oxydantes, car la
réaction antioxydante est tres lente, elle n'attpas les 50% d’inhibition nécessaires pour le
piégeage des radicaux libres du DPPH, contraireraecelui du grignon fermenté par
Aspergillus Nigerqui donne une meilleure concentration inhibitrideec une valeur de
CI50=7Gt1,96ug/ml , qui est proche de celle de 'acide dsqoe ce qui est peu étre di selon
ZAIDI et al (2009) a la libération des polyphénols liés a dédutose apres production de
cellulases paAspergillus Niger La valeur CI50 de I'extrait des cladodes non femigs est
presque égale (la différence n’est pas signifieastatistiquement) a celle de I'extrait des
cladodes fermentés paAspergillus Niger avec des concentrations inhibitrices de
C150=1684,71ug/ml et C150=170+6,21pg/ml respectivement,dmsx extraits donnent des
pouvoirs antioxydants relativement faibles quaiicdé I'acide ascorbique, ces valeurs sont
en accord avec celles obtenues par HALMI (2015506292 pg/ml) sur une études menée

sur I'approche biologique et pharmacologiqu@pluntia ficus indica.
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Conclusion et perspectives

Ce travail avait pour objectif de valoriser quelgusous produits agricoles qui se
présentent en abondance dans notre région : laagrig’olive, les cladodes du figuier de
barbarie et la sciure de bois, en particulier Higrpn d’olive qui représente une grande

guantité de déchets néfastes pour I'environnendémi la nécessité de sa valorisation.

Au cours de cette étude ces sous produits agricoliegté utilisés comme substrats
pour la culture de deux champignons filamenteAspergillus Nigeret Penicillium sp,dans
le but de produire des enzymes a activité celltigpe qui sont des enzymes recherchées
dans diverses industries. Ces deux champignonmditteeux montrent qu’ils dégradent la
cellulose aprées leur culture sur milieu solide Malret Weber contenant la cellulose avicel,

en utilisant le rouge Congo comme indicateur ceélgradation.

Les résultats obtenus apres dosage des protéindaativités enzymatiques des
extraits brutes issus des différentes fermentatiositrent que des sous produits prétraités a
la soude (NaOH) donnent de meilleurs résultats dauplupart des cultures en les
comparants a ceux non traités. En effet, le Na®@étce son effet sur la cellulose en initiant
le processus de sa transformation de I'état adtétat cristallin ou la cellulose est la mieux

dégradée par les champignons.

Apres I'étude des variations de la températures lolu dosage de [lactivité
enzymatique, les deux souches fongigaspergillus Nigeret Pénicillium spprésentent des
activités cellulolytigues maximales de 0,202 Utnett 0,198Ul.mI™ respectivementa des
températures différentes, qui sont: 50°C pousdacheAspergillus Niger60°C pour la

souchePénicillium sp

Pour la mise en évidence de la présence de cabildans les extraits obtenus, ces
derniers sont soumis a un controle éléctrophorétiqans des conditions dissociantes et
dénaturantes. Le profil obtenu a révélé la préseecplusieurs bandes pour I'extrait grignon
d’olive prétraité a la soude et fermenté par lengbignon filamenteuxAspergillus Niger et
pour I'extrait du témoirAspergillus Nigersur milieu liquide Mendel et Weber (MW). Les
bandes au poids moléculaires de 21,7KDa ; 30,3KB&5KDa et de 48,4KDa peuvent
correspondre a des cellulases en se référant tiadesix réalisés sur cette enzyme. On peut
conclure que le grignon d’olive peut étre utiligdéome un bon substrat pour la production de

cellulases et de xylanases.
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La caractérisation des sous produits agricolesésil est réalisée par la mesure de leur
teneur en matiére séche et en cendres, puis &traeten des composés phénoliques a partir
du grignon d'olive et les cladodes du figuier deblaasie avant et aprés fermentation par la
soucheAspergillus Niger les résultats du dosage montrent que ces dewsx@oduits sont
riches en composés phénolique. L'activité anti-ante de ces derniers effectuée par le test
au DPPH révele des résultats satisfaisamdamment pour les polyphénols extraits du
grignon d’olive apres fermentation par le champigAspergillus Nigerqui a donné une
concentration inhibitrice de #Q,96 pg/ml, et ceux des cladodes non fermentésretehtés
par Aspergillus Nigeravec des valeurs presque similaires qui sont @&4181 pg/ml et de

170t6,21pg/ml respectivement.

Les résultats obtenus par ce travail ouvrent désufperspectives qui consistent a
'augmentation de la quantité du substrat, ladailé I'inoculum et le temps de fermentation
pour I'optimisation de la production de cellulasdkserait aussi intéressant de procéder a la
purification des enzymes ainsi qu'a l'analyse gesyphénols par des méthodes

biochimiques performantes.
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Annexe | : Préparation des milieux de culture.

1-Le milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

-Nettoyer 200g de pomme de terre, les faire cuaresd’eau distillée ;
-récupérer le jus aprés cuisson ;

-ajouter 20g de glucose et 15g d’agar dans un b&ttsouter 300ml d’eau distillée, agite