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Introduction

Introduction

L’Algérie est I’'un des pays méditerranéen dont la culture oléicole compte parmi 1’une
des plus importantes activités agricoles. En effet, un nouveau plan de développement de
I’agriculture (PNDA) a été adopté par le ministere de 1’agriculture dont 1’objectif primordial

¢tait d’encourager la culture de I’olivier.

Ce secteur agricole engendre sans cesse des quantités appréciables de coproduits
représentés par les margines et le grignon, qui sont pour la plupart peu ou pas valorisés et dont
le rejet dans la nature constitue une grande menace pour 1’environnement. Toutefois, la
valorisation de ces coproduits contribuerait a limiter I’impact de cette industrie sur

I’environnement.

Parmi les voies de valorisation envisageables, la transformation biologique par des
microorganismes permettrait d’une part la production de protéines d’organismes
unicellulaires, et d’autre part, 1’amélioration en constituant pariétaux de la biomasse

lignocellulosique de grignon d’olive et la production d’enzymes.

Plusieurs auteurs ont focalisé leur recherches sur le traitement biologique de grignon
d’olive par les champignons, comme  Saradouni et al.(1999); Salhi (2004); Neifar et
al.(2013); Abid et al. (2014)..., mais, les études sur le traitement biologique de grignon

d’olive par les actinomycetes sont rares.

L’objectif de ce travail est donc, de valoriser ce coproduit agricole par I’utilisation

d’une souche d’actinobacteria locale.

Ce document se divise en trois parties ; dans la premiere partie, bibliographique, nous
sommes attachés a décrire le grignon d’olive et sa composition en biomasse lignocellulosique,
ainsi que sur les microorganismes impliqués dans le processus de biotransformation.

Dans la seconde partie, expérimentale, nous avons développé la fermentation en milieu
liquide d’une souche d’actinomycéte avec une double finalité:

| - La production d’enzymes lignoncellulotiques,

I1- La dégradation du composés cellulaires pariétaux du grignon d’olive pour une application

en alimentation animal.
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Et enfin, dans la derniére partie, les résultats trouvés, leurs explications et leurs discussions

seront montrés.



Syntheése bibliographique

I- Production oléicole en Algérie

L’Algérie est considérée comme I’'un des premiers producteurs mondiaux d’huile
d’olive, elle se positionne aprés 1’Espagne, I’'Italie, la Gréce, la Tunisie, le Maroc et la
Turquie (Bensemmane, 2009), mais la mauvaise prise en charge du potentiel national

oléicole par les pouvoirs publics a limité le développement de cette filiére.

Durant la compagne 2009/2010, la production oléicole algérienne était de 50 000 tonnes
d’huile soit 1,7% de la production mondiale (C.O.1., 2009). Alors que, la production d’huile
d’olive durant la campagne 2014-2015, atteignait 200 000 tonnes (C.O.l., 2015).

I1-Procédés d’extraction d’huile d’olive

L’industrie oléicole engendre, en plus de I’huile d’olive comme produit principal,

deux coproduits: solide (grignon d’olive) et liquide (margines d’olive).
En Algérie, trois procédés d’extraction d’huile d’olive sont utilisés (Figure 1) :
1- Procédé discontinu classique ou traditionnel

Dans les unités d’extraction classique (traditionnelle), le processus d’extraction d’huile se

déroule en plusieurs étapes :

e Broyage : Il est réalisé par des meules en pierre de granit qui tournent dans un bac
dont le sol est également en pierre. Cette étape permet d'obtenir une pate qui contient de la
matiére solide (débris de noyaux, d'épiderme, de parois cellulaires, etc.) et des fluides (huile et

eau de végétation, c'est-a-dire I'eau contenue dans les cellules de I'olive).

e Séparation des phases : La pate produite est mise dans des scourtins (des disques en
fibres végétales). Ensuite, une extraction de I’huile est réalisée par une pression issue des
poids des scourtins, ce pressage génere alors un sous-produit solide appelé grignon d’olive
(constitués par les résidus de la peau, de la pulpe, I’amandon et les fragments des noyaux

d’olives) et liquide constitué d’huile et d’eau de végétation.

e Une séparation par décantation des phases liquides est effectuée. Cette séparation
se fait a I’air libre dans des bacs en béton, en faience ou en argile. Un sous-produit liquide est
géneré a la fin de cette étape, appelé margines séparé de I'huile par sedimentation apres le
pressage ou centrifugation (Chouchene, 2010).
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2-Procédé discontinu ou systeme a super presse

Ce systéme commence par un broyage des olives suivi du malaxage et du pressage (la
pate est placée en couche de 2 cm d'épaisseur environ sur des disques en fibre de nylon, eux-
mémes empilés les uns sur les autres, I'ensemble est placé sur un piston de presse hydraulique
qui permet de faire subir & la pate une pression de I'ordre de 200 kg.cm™). Les sous-produits
de cette opération sont le grignon brut et la phase liquide constituée de deux fluides. La
séparation de ces deux fluides se fait par décantation. Les effluents d’huileries d’olive sont

géneralement rejetés dans le milieu naturel sans aucun traitement (Chouchene, 2010).
3- Procede continu
Il existe deux types de procédé d’extraction continu :

a- Systéme d’extraction par centrifugation a trois phases

L’extraction de I’huile d’olive se fait a travers des phases successives contrairement
au procédé¢ discontinu. Les olives sont lavées, broyées, mélangées avec de I’eau chaude et
malaxées pour former la pate d’olive qui est ensuite diluée. Les phases liquides et solides sont
séparées par centrifugation donnant les grignons et le moQt. Le moQt subit a son tour une

centrifugation pour séparer 1’huile des effluents d’huileries d’olive.
b- Systeme d’extraction par centrifugation a deux phases

Les olives subissent les mémes étapes que celles du systéme précédent a trois phases.
Cependant, ce présent procédé¢ d’extraction d’huile d’olive fonctionne avec un nouveau
décanteur avec centrifugation a deux phases (huile et grignons d’olives humides) qui ne
nécessite pas 1’adjonction d’eau pour la séparation des phases huileuses et solides contenant

des grignons et les margines.

Ce décanteur a deux phases permet I’obtention de rendements en huile 1égérement plus
élevés que ceux obtenus par le décanteur conventionnel a trois phases et le systeme de presse.
En outre, il ne procéde pas a 1’augmentation du volume des margines. En effet, les grignons

résultant de ce procédé contiennent 8 a 10% plus d’eau que ceux du procédé a trois phases

D’aprés le réseau des entreprises maghrébines pour I’environnement (2011), le
systeme le plus répandu et qui occupe une place de choix en Algérie est celui d’extraction

continue par centrifugation a trois phases.
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Figure 1 : Diagramme des procédés d’extraction de I’huile d’olive (Chouchene, 2010).
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I11- Grignon d’olive

Le grignon d'olive est un résidu solide de couleur brune, résultant du processus de
production d'huile d'olive, par pressage mécanique des fruits d'oliviers, sans aucun traitement
chimique. 1l se compose de la coque du noyau réduit en morceaux, de la peau et de la pulpe
de I’olive ; il contient encore une certaine quantité de matiéres grasses et une importante
quantité d’eau variable selon la variété¢ des olives et surtout du procédé d’extraction utilisé

(La Rubia-Garcia et al., 2012; Meziane, 2013; Ferhat et al., 2014).

En moyenne, la trituration de 100kg d’olive produit 20kg d’huile, selon les cas et en fonction

des systemes d’extraction. Il produit également les quantités suivantes :

e 40kg de grignon (taux d’humidit¢ d’environ 50%) et plus de 40kg d’eau de
vegeétation, si I’on utilise le systéme traditionnel (Amirante et al., 1993).

e 55kg de grignon (taux d’humidité de 50%) et plus de 100kg d’eau de végétation, si
I’on utilise le systéme continu a trois phases (Tamburino et al., 1999).

e 70kg de grignon (avec une teneur en humidité de I’ordre de 60%) et jusqu’a 3,5kg de
margine, si I’extraction est effectuée par les systeme en continu a deux phases (Di-
Giovacchino, 1996).

1-Types de grignon d’olive

Les grignons d’olives sont disponibles en quantités importantes dans de nombreux
pays mediterranéens. En fonction du procédé d’extraction et 1I’équipement des huileries, il est

possible de distinguer trois types de grignons :

-Les grignons bruts, issus des huileries utilisant le systéme traditionnel de presses
hydrauliques et les scourtins, ses teneurs relativement élevés en eau (24%) et en huile (9%)

favorisent son altération rapide lorsqu’ils sont laissés a 1’air libre.

-les grignons épuisés, obtenus apreés traitement des grignons bruts aux solvants qui est

généralement de I’hexane pour I’obtention d’huile utilisée en savonnerie.

-les grignons issus des huileries modernes utilisant le procéd¢ d’extraction en chaine

continue ou super presses. (El hachemi, 2010)
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2-Caractéristiques physiques

Les grignons epuisés different essentiellement par une plus faible teneur en huile et une

teneur en eau réduite du fait qu'ils ont été déshydratés au cours du processus d'extraction.

Les grignons épuisés partiellement dénoyautés sont constitués essentiellement par la pulpe
(mésocarpe) et contiennent encore une petite proportion de coques qui ne peuvent étre
séparées completement par les procédés de tamisage ou de ventilation utilisés (Alibes et al.,
1984).

Le tableau | montre la composition physique des différents types de grignon.

Tableau I: Composition physique des différents types de grignon
(Nefzaoui, 1987)

omposition | M.S(%) Pourcentage(%) en matiére séche.
) Matiere Noyau sec Amandon Mésocarpe +épicarpe
Produit grasse Sec
Olive 514 27 14,1 1,3 9
Grignon brut | 759 9,1 42,1 3 21,2
Grignon épuisé | 72, 3 4.2 - 5,6 39,3
Grignon tamisé | 955 18,6 - 11,1 80,2

- I test non effectué

3- Caractéristiques chimiques

La composition chimique du grignon d’olive varie dans de tres larges limites. Elle
dépend des facteurs intrinséques du fruit (variété, stade de maturité), du procédé d’extraction

de I’huile et de 1’épuisement par solvant.

Les grignons d’olives sont assez riches en eau, en cellulose et en matiére grasse. Ils sont

caractérises par leur faible teneur en protéines, en minéraux et en carbohydrates solubles.

La composition chimique est résumée dans le tableau suivant :
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Tableau I1: Composition chimique indicative des différents types de grignons (D.P.V.,

2009).
) ) ) Cellulose | Matieres
) Matiére Matiéres Matiére Azotées
Type de grignon ) brute Grasses
Séche minérales (%) Totales (%)
(%) (%)
Grignon brut 75-80 3-5 5-10 35-50 8-15
Grignon gras
partiellement 80-95 67 9-12 20-30 15-30
dénoyauté
Grignon épuisé 85-90 7-10 8-10 35-40 4-6
Grignon épuisé
partiellement 85-90 6-8 9-14 15-35 4-6

dénoyauté

(%) : Pourcentage de la matiere Seche
a- Teneur en cellulose brute :

En moyenne, les grignons contiennent 10% d’hémicellulose, 15% de cellulose et 27%
de lignine. Ces parametres permettent de classer ce produit en un substrat hautement lignifié
et a paroi de trés faible digestibilité. La digestibilit¢ de ’hémicellulose (50-60%) est presque
le double de celle de la cellulose (26-43%).

L'analyse des fibres par la méthode de Van Soest et collaborateurs (1975) a révélé que les
teneurs en constituants pariétaux de grignon d’olive : la lignine ADL, la cellulose (ADF —

ADL), et I’hémicellulose (NDF — ADF) sont tres élevées (Mennane, 2010).
b- Teneur en matiéres minérales (cendres)

Elle est normalement faible (3-5%), et I’excédent est généralement di a la

contamination au contact du sol (Perrin, 1992).
c-Teneur en matiéres grasses (lipides)

La teneur en matiére grasse est relativement eleveée et demeure tributaire du mode

d’extraction de I’huile. Selon Sansoucy, 1984; elle représente de 8 a 15% de la matiére séche.
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La matiére grasse des grignons est tres riche en acides gras en C16 et C18 insaturés et qui
constituent 96% du total des acides gras. Les grignons sont tres vulnérables a l'oxygene

atmosphérigue responsable en grande partie de l'altération des propriétés organoleptiques.

Les matiéres grasses du grignon brut peuvent constituer un apport d'énergie important, mais

dans le cas des grignons épuisés, cet apport est limité (Alibes et al., 1984).
d-Teneur en matiéres azotées totales

La teneur en matiére azotée varie selon le type de grignon. Les teneurs moyennes sont

de I’ordre de 10% de la matiére séche et la plus grande partie se trouve liée a I’endocarpe

(Nefzaoui, 1984)
e-Polyphénols

Le grignon d’olive contient des composés phénoliques comptant parmi les facteurs
inhibant la croissance des microorganismes. Ils proviennent de 1’olive dont les composés
phénoliques représentent 0,3% a 5%, mais également de la dégradation de la lignine en

fonction du traitement subi (Vasquez-Roncero et al., 1974).

L'utilisation de grignons d'olive comme aliment pour le bétail est limitée par sa nature faible
en contenu protéique (protéines brutes) et par la présence de composés anti-nutritionnels tels
que les phénols (Brozzoli et al., 2010). Les effets nocifs de grignon d’olive sont dus en
grande partie a leur contenu en polyphénols difficilement biodégradables (Milanese et al.,
2014). Ainsi, les tannins diminuent relativement la digestion de la matiére séche dans le
rumen, par un mécanisme de rétrocontrole, 1’ingestion serait diminuée. Les tannins
augmentent les niveaux de certaines hormones peptidiques connues pour diminuer I’ingestion,

en particulier la cholécytokinine et la bombeésine (Martirani et al., 1996) .
4 —Caractéristiques microbiologiques du grignon d’olive

Dans les effluents d’huileries d’olive, seuls quelques microorganismes arrivent a se
développer. Ce sont essentiellement des levures et des moisissures. Dans la plupart des cas, il
y a absence de microorganismes pathogéenes et ils ne posent alors aucun probléme de point de
vue sanitaire. Le pouvoir antimicrobien des effluents d’huileries d’olive est li¢ essentiellement
a laction exercée par les phénols monomériques et les pigments bruns ou
catecholmelaninique (Hamdi et Ellouz, 1993). Ces effluents agissent sur les bactéries en
dénaturant les protéines cellulaires et en altérant les membranes (Ranalli, 1991). lls peuvent

inhiber également ’activité des bactéries symbiotiques fixatrices d’azote en inhibant I’activité
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des enzymes digestives et/ou en précipitant les protéines nutritionnelles (Hattenschwiler et
Vitousek, 2000).

Les résultats de 1’analyse microbiologique du grignon d’olive brut montre une charge
importante en microorganismes d’intérét technologique (Tableau 111) (les levures et la flore

lactique (Mennane et al., 2010).

Tableau I11 : Résultat de I’analyse microbiologique de 16 échantillons de grignon d’olive
brut (Mennane et al., 2010).

Type de micro- Flore Mésophile Levures Bactéries lactiques
organismes Aérobie Totale
Charge UFC/mll 2.10% 2 1.10° 2.10"a3.10° 10°a7.10°
Nombre des souches - 12 11

sélectionnées

Genre identifié - - Leuconostoc (une)

Pediococcus (deux)
Lactobacillus (huit)

5- Différentes filiéres de valorisation des grignons d’olives

Les données de la littérature qui décrivent toutes les possibilités de valorisation des

grignons sont nombreuses, a savoir :

» L’extraction de I’huile résiduelle par solvant: la premiére étape de valorisation des
grignons bruts, quand ils ne sont pas destinés a la fermentation. Cette technique permet la
récupération d’au moins 6% d’huile appelée souvent « huile de grignons » (Yacoub,
1997).

» Son utilisation comme fertilisant (Topal et al., 2003).

» La production de composés d’aromes d'intérét dans les domaines agroalimentaire,
cosmétique et méme pharmaceutique; en effet, la fermentation des grignons d’olives en
milieu solide par des champignons thermophiles et filamenteux produit une panoplie de

composés (Kademi et al., 2003). Tandis que la fermentation anaérobie des lisiers de

10
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vaches avec des grignons d’olives produit du méthane (57 - 65% du biogaz produit). Ce
méthane est utilis¢é comme une source d’énergie pour le chauffage de 1’eau (direct) et en
production d’électricité a usage domestique (indirect) (Hammad et al., 1999).

> Le traitement des eaux usées et de margine : La biosorption des métaux lourds et de
phénols par les grignons d’olives est une technologie alternative aux methodes
conventionnelles qui sont tres cheres et peu efficaces (Stasinakis et al., 2008).

» L'obtention d’un matériau de construction léger avec de bonnes caractéristiques
d'isolation : Le grignon peut étre utilisé comme additif de formation de pores dans la
fabrication de briques d'argile (La Rubia-Garcia, 2012).

» L’extraction de peptides bioactifs (Esteve et al., 2015).

> les grignons peuvent étre transformés par fermentation, pour produire une biomasse
probiotique (Mennane et al., 2010).

» Le grignon d'olive pourrait étre appliqué non seulement comme un agent de sorption
physique d’huile, mais aussi a des fins de bioaugmentation comme source biologique pour
les bactéries hydrocarbonoclastiques (Dashti et al., 2015).

Enfin ce sous-produit de 1’industrie oléicole peut étre utilisé en tant qu’aliment pour
bétail. Les grignons épuisés tamisés (sans noyaux), sont de conservation facile et ont
une meilleure valeur alimentaire. lls constituent des réserves alimentaires disponibles

pendant les périodes de disette (Nefzaoui, 1984 ; Perraud-Gaime et al., 2010).
6-Valeur alimentaire des grignons d'olive
Digestibilité
La digestibilité d’un aliment est le pourcentage de ses constituants absorbés dans le tube

digestif de I’animal en cours de la digestion sous-1’effet des sucs digestifs et de 1’attaque de la

population microbienne.

D’une manié¢re générale : la digestibilité de la matiére séche et de la matiére organique reste
faible (20 a 50%) quel que soit le type de grignons, les matieres grasses ont toujours une
digestibilite élevée (60 a 90%), les matieres azotées ont en moyenne une faible digestibilité de
I'ordre de 20 a 25% mais trés variable et la cellulose brute a une digestibilité estimée variant
de 0 a 40%.

Ingestion
On appelle ingestibilit¢ d’un fourrage la qualité de matiere seche qui peut étre ingérée

lorsqu’il est offert a volonté. Elle est déterminée par sa dépense energétique; mais chez les

11
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ruminants, elle peut étre limitée par la place disponible dans le rumen et I’effet

d’encombrement qu’y exerce I’aliment (Fonty et al., 1995).

Dégradabilité

Trés hautement ligno-cellulosiques, les grignons d'olive ont, selon Nefzaoui et al.(1983),
une dégradabilité trés lente et les valeurs maximales atteintes sont trés modestes (32% de la MS
est dégradée aprés une durée de séjour de 72 h dans le rumen pour le grignon tamisé épuisé). La
dégradabilité des protéines est aussi trés faible, et cela peut s'expliquer par le fait que 75 & 90% de
I'azote est lié a la fraction ligno-cellulosique entrainant ainsi une trés faible solubilité de I'azote
qui n'est que de 2,3% (N soluble/ % N total) pour le grignon brut, et de lI'ordre de 0,2 a 0,4% pour

les grignons tamisés.

De nombreuses expériences ont rapporté une “mauvaise utilisation digestive” des grignons
d'olive. Celle-ci pourrait avoir pour cause une réduction de l'activité de la flore du rumen qui
(mesurée par le dégagement gazeux) peut étre réduite de 40% suite a l'ingestion de grignon
brut (Theriez et Boule, 1970).

Trois hypothéses ont été mises au point sur cette mauvaise digestibilité :

Influence des matiéres grasses

Surtout pour les grignons non épuisés, les concentrations élevées en acides gras

libres dans le rumen peuvent altérer la digestion et I'appétit.

Facteurs inhibiteurs

Ceux-ci pourraient étre des composeés simples de type phénols qui inhiberaient
les fermentations ou plus complexes de type tannins qui insolubiliseraient les protéines de la
ration ou du grignon lui-méme (Theriez et Boule, 1970).

Les analyses effectuées sur grignons par Nefzaoui en 1980 ont révélé des taux de tannins
inférieurs a 1%, insuffisants pour exercer une influence négative sur la microflore du rumen et
la digestibilité des protéines et des taux de polyphénols compris entre 0,15 et 0,75% de la

matiere seche, insuffisants pour inhiber les fermentations.

Influence de la lignine

Les grignons d'olive sont particulierement riches en lignine. En effet, lorsque
les grignons ont éteé traités aux alcalis, leur digestibilité in-vitro a été presque quadruplée
(Nefzaoui, 1983).

12
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7- Possibilités d'amélioration de la valeur alimentaire des grignons:

Plusieurs travaux ont été effectués sur I’amélioration du grignon d’olive, & savoir :
traitement a la soude (Nefzaoui et al., 1981), ensilage avec des alcalis (Nefzaoui et al.,
1982), traitement a I'ammoniac ( Nefzaoui et al., 1983), ensilage de grignons tamisés avec des
fientes de volaille ( Nefzaoui et Deswysen , 1982), traitement au Na, CO3 (Vaccarino et al.,
1982), Traitement mécanique ( Nefzaoui et al., 1983) et enfin, traitement biologique ou
cette étude est faite par Salhi, 2004 ; Saradouni et al., 1999 ;Neifar et al., 2013 ; Abid et al.,
2014...

I\VV-Composition de la lignocellulose

La lignocellulose, est constituée de trois composants majeurs: la cellulose (polysaccharide
linéaire de glucose), les hémicelluloses (polysaccharides branchés de sucres a 5 et 6 atomes de

carbone) et la lignine (un polymére complexe aromatique) (Figure 2).

5%
45% Cellulose Lignine

BHémicellulose  [Autres

25%

Figure 2 : Composition typique de la lignocellulose (Wertz, 2010).

1- Cellulose

La cellulose est un polymére linéaire, constitué d’unités de D-glucopyranose reliées
par des liaisons B (1-4) (Figure 3). Elle présente une configuration chaise, permettant aux
groupements hydroxyles de se trouver en position équatoriale avec une stabilitée du polymere.
Le motif de répétition est le dimere cellobiose (Sugiyama et al.1991). L’orientation de ses
liaisons ainsi que les liaisons hydrogenes intermoléculaires rendent le polymere rigide et

difficile a se déstructurer (Delmer et Amor, 1995).

13
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Figure 3 : Structure chimique partielle de la cellulose (Eriksson et Wood, 1985)

Cette chaine de cellulose est constituée de deux types de structures (Baumgartier, 1949) :
- Des structures cristallines de chaines associées, par des liaisons hydrogénes difficiles a rompre

- Des structures amorphes, sans cohésion et plus faciles a hydrolyser.
2- Hémicellulose

Les hémicelluloses sont des hétéro ou homopolymeére composés d’unités pentoses( D-
xylose, L-arabinose) et d’unité hexoses (D- glucose, D-galactose, D-mannose) liées par des
liaisons glucosidiques de types B1 > 3, 1> 6 et 1 > 4.  Elle se localise au niveau de la
paroi primaire des cellules végétales ou elle s’insere avec la cellulose, la pectine et les
glycoprotéines, elle se retrouve également dans les parois secondaires, chez les cellules &gées
(Mc Cann et Roberts, 1991). C’est un hétéropolysaccharide avec un degré de polymérisation
relativement faible de 80 a 200 (Palmuvist et al., 2000; Hamelinck et al., 2005).

Les xylanes sont les hémicelluloses les plus abondantes dans les parois cellulaires
secondaires des végétaux (Saha et al., 2002), ils peuvent constituer plus de 30% de la matiére
séche (Joseleau et al., 1992).

3-Lignine

La lignine représente 10-25% de la biomasse lignocellulosique séche. C’est un
polymere aromatique tridimensionnel complexe, composé d’unités p-
hydroxyphénylpropanoides liées par des liaisons C-C et C-O-C (Figure 4). C’est une

substance polyphénolique (formé d’alcools) qui s’incruste dans la paroi cellulaire pour

14



Syntheése bibliographique

cimenter les cellules végétales entre elles, ce qui confére a la lignine son réle de résistance

aux dégradations biologiques.

Elle joue un grand réle en limitant la digestibilité a la fois des glucides et des autres
nutriments. Donc, la lignine représente un facteur de variation de la valeur nutritive des

aliments d’origine végétale (Yacoub et al., 2005).

La lignine est liee aux hémicelluloses par des liaisons qui ne sont pas connues avec précision.
En plus de leur faible digestibilité, les parois lignifiées résistent longtemps a la dégradation

microbienne et a la mastication (INRA, 1988).

cHLO ocH,

Figure 4: Schéma structural de la lignine (Sun et al., 1997).

En plus de la cellulose, I’hémicellulose et la lignine, la paroi cellulaire végétale contient de la

pectine et des composants mineurs comprenant les extractibles et non extractibles par 1’eau ou
les solvants organiques neutres tels que 1’éther, 1’acétone, 1’éthanol et le benzeéne (Ladisch et

al., 1983) .
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V-Biodégradation de la lignocellulose

1- Biodégradation de la cellulose

1-a-Les cellulases

Les cellulases sont des enzymes extracellulaires inductibles synthétisés par les
microorganismes durant leur croissance sur le matériel cellulosique (Kim et al., 2009 ; Liu et
al., 2006), elles sont les seules enzymes qui peuvent hydrolyser les liaisons B-(1, 4) des
polysaccharides de cellulose en glucose. Elles donnent un grand rendement de
saccharification (90 - 98 %) et leur utilisation peuvent produire des effluents favorables pour
I’environnement (Aftab et Vermette, 2008).

Elles sont classées selon leur structure, comme toutes les enzymes agissant sur les sucres
(Ballerini et Alazard-Toux, 2006).Toutes ces enzymes travaillent synergiquement pour
hydrolyser la cellulose (Zhou et al., 2009), en trouve: les endoglucanases (EG), appelées aussi
1,4-B-D-glucanases ou carboxymeéthylcellulases (sont capables d’hydrolyser au hasard les
liaisons internes B (1-4) de la chaine cellulosique au niveau des régions amorphes, en créant de
nouvelles extrémités non réductrices qui deviennent a leur tour des sites réactifs pour les
cellobiohydrolases) ; les exoglucanases également connues sous le nom de cellobiohydrolases
(sont des enzymes qui attaquent les deux extrémités de chaque chaine courte de polysaccharide
de la région cristalline de la cellulose, le produit final serait encore hydrolysé en cellobiose (un
dimere de glucose)) et les B-glucosidases appelées également 1,4-B-D-glucanases ou [B-D-
glucoside glucohydrolases (hydrolysent la liaison B- glucosidique du cellobiose et libérent deux
molécules de glucose) (Hasper et al., 2002).

1-b-Applications industrielles des cellulases

L’intérét que porte la biotechnologie a la cellulase s’explique par ses vastes applications.
En effet, son utilisation permet potentiellement la production de glucose, élément de base, qui,
une fois fermenté, permet d’accéder a d’autres substances clés a savoir alcools, acétones et
acides organiques d’ou I’importance écologique et industrielle considérable des cellulases
(Receveur et al., 2002).

2-Bidégradation de I’hémicellulose

Les enzymes qui dégradent 1’hémicellulose incluent : les enzymes dégradant la chaine
principale dont les endo-B-1,4-xylanases (EC 3.2.1.8), jouent le r6le principal par I’initiation

de la conversion du xylane en xylooligosaccharides (Biely et al., 1985), puis les -xylosidases
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(EC 3.2.1.37) viennent compléter 1’action de celle-ci en dégradant cet oligosaccharide en
résidus de xylose et les enzymes dites debranchantes qui hydrolysent les ramifications du
polymere, on citera les a-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.2.55), a-D-glucuronosidases (EC
3.2.1.139), acetyle esterases (EC 3.1.1.6), ferulolyse esterase (EC 3.1.12) (Kluepfel et
al.,1986).

2-a-Les xylanases

Probablement le groupe d’hémicellulase le plus largement étudié chez les bactéries et les
myceétes; ce sont des glycosidases ou des glycosides hydrolases (EC.3.2.1.8) qui hydrolysent
le xylane.

La majorité des endoxylanases produites par les actinomyceétes, particulierement le genre
Streptomyces, possedent des poids moléculaires qui varient de 15 a 59 kDa, des activités
optimales a des pH variant de 4,0 a 8,6 et des températures qui oscillent autour de 50°C et
80°C (Corral et Villasefior-Ortega, 2006).

Les différents sites de coupure des xylanases sont montrés dans la figure 5.

(a) _
a-d-0-Me-GlelUA
endo-1.4-B-xvlanase ood e=Deglucuronidase acelylxylan

J ||_1{.'¢.],%% / /M \
,——""d-’—Jr .

Ao O-de -
SFrviose

tt-L-arabinofuranosidase L

ce-aray.

"Ha0H "HaO-proan i,

(b) p-coumaric acid or

) a ferulic acid esterase
' }

-D-xvlosidase

Figure 5 : Structure du xylane et les différents sites de coupures des xylanases (Sunna et al.,
1998).

(a) sites de coupure du xylane par une enzyme xylanolytique. (b) Hydrolyse du xylo-oligosaccharide par la (-

xylosidase.
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2-b-Applications des xylanases

Les applications des xylanases dans différentes industries se sont largement
diversifiées, les plus répondues sont: Industrie papetiere (Ali et Sreekrishnan, 2001),
industrie du textile (Dhiman et al., 2008), production d’éthanol (Girio et al., 2010),
clarification des jus de fruits et des vins (Biely, 1985 ), amélioration de la biodigestibilité, en
diminuant la viscosité, et augmentation de la valeur nutritionnelle des aliments destinés a

I’alimentation animale (Bedford et Classen, 1992).. .etc.

3-Biodégradtion de la lignine
Les enzymes les plus remarquables dans le processus de dégradation de la lignine
sont la lignine péroxydase (LiP) et la peroxydase Mn-dépendante (MnP) ainsi que les laccases

et oxydases produisant H,O, (Hammel, 1997).
3-a-Les laccases

Les laccases (E.C 1.10.3.2) sont des enzymes a cuivre (metalloenzyme) qui oxydent les
polyphénols, les amines aromatiques et d’autres substrats riches en électrons, en utilisant
I'oxygene comme accepteur final d'électrons, cette réaction génére un radical libre. Les
laccases sont présentes dans les plantes, chez de nombreux champignons ainsi, chez quelques
bactéries(Claus, 2004). .

Lignin or

HCOHM HCOH

-ll O
Aryl-alkyl cleavage
L\ case
OCH,

P Q\unone

Phem !\ radacal

& caabortyl foam atin
Radical coupling
Lignin
1

Cc=0

‘ OCH

OH

Polymensation and
qunone formation

Figure 6 : Oxydation des sous-unités phénoliques de la lignine par la laccase (Archibald et
al., 1998)
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3-b-Applications des laccases

les laccases sont importantes car elles oxydent a la fois les substrats toxiques et non
toxiques (Shraddha et al., 2011). Elles sont utilisées dans l'industrie de décoloration (Roriz
et al., 2009 ; Dominguez et al., 2005 ; Romero et al., 2006), la bioremédiation et la
biodégradation (Riva, 2006 ; Bastos et al., 2009), I’industrie papetiére (Kunamneni et al.,
2007), I’industrie agroalimentaire (Couto et al., 2006 ; Madhavi et Lele, 2009 ; Ribeiro et
al., 2010). Elles peuvent étre utilisees en tant que biocatalyseur pour la synthése de
substances organiques, dans la conception de biocarburant cellulaire ( Kunamneni et al.,
2007) et elles sont également utilisées dans la synthese de nanoparticules d'or (El-Batal et
al., 2015).
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V-Les actinomycetes
1-Généralités

Les actinomycetes sont des bactéries filamenteuses, séptées, ramifiées, a coloration de
Gram positive et & GC% élevé (supérieur 55 %) (Nanjwad et al., 2010). La morphologie des
différents groupes d’actinomycétes est tres variable, elle a des formes peu évoluées

(Mycobacterium avec un GC% de 50), des formes trés évoluées (Streptomyces) qui forment

un véritable mycélium non fragmenté et sporulant (Smaoui, 2010).

Les actinomycétes ont longtemps été considérés comme des champignons primitifs, du fait de
leur mycélium (souvent a la fois aérien et penétrant dans le substrat nutritif) et de la

fructification par sporanges libérant des spores chez un nombre d’entre eux (Hasley et

Leclerc, 1993 ; Horinouchi, 2002).

Leurs propriétés chimiques, physiologiques et immunologiques les rangent parmi le
régne des procaryotes et du Phylum XXVI des Actinobacteria (phyl.nov.) (Bergey’s manual,

2012). Leur paroi cellulaire ne renferme ni chitine ni cellulose mais une glycoprotéine

contenant de la lysine (formes fermentatives) ou de I’acide diaminopimélique (formes
oxydatives), et leur cytologie est celle des bactéries (Mariat et Sebald, 1990). Ces caracteres
s’ajoutant a d’autres (leur parasitage par des bactériophages, leur sensibilité aux antibiotiques

antibactériens) ne permettent pas de les classer parmi les mycétes (Hasley et Leclerc, 1993).

2-Ecologie et distribution dans la nature

Les actinomycetes sont trés largement distribués dans la nature et principalement dans
les sols. lls ont été trouvés également dans les eaux douces ou salées, dans les compostes,

dans I’atmosphere et dans des divers substrats.

Dans le sol, ils sont présents depuis la surface jusqu’a plus de 2 meétres de profondeur. Le
nombre de ces microorganismes atteint, d’aprés Goodfellow et Williams en 1983,

généralement les 10° germes par gramme de sol séché.

Les actinomycéetes sont généralement plus nombreux que les champignons, mais
moins abondants que les autres bactéries. Les actinomycetes préférent un pH neutre ou peu
alcalin, ils sont généralement mesophiles, d'autres sont thermophiles tolérant des

températures avoisinant 50°C et peuvent aller jusqu’a 60°C (Goodfellow et Williams 1983).
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La majorité des actinomycétes croient dans des conditions humides mais aérobies et peuvent
se développer dans des endroits ou ’activité de 1’eau est trés basse (Davies et Williams,
1970 ; Goodfellow et Williams, 1983).

3- Physiologie et métabolisme des actinomycetes
a- Physiologie

Au niveau du sol, les actinomycetes représentent l'une des principales

communautés microbiennes. Leur présence est significativement influencée par les

conditions environnantes : I’humidité, la température, le pH, la salinité, le type de sol,
la profondeur dans le sol, les faibles taux d’humidité, la nature et 1’abondance de la

matiére organique et la végétation du sol ( Sykes et Skinner, 1973 ; Basilio et al., 2003).
b-Métabolisme

En général, les actinomycétes sont des bactéries chimoorganotrophes utilisant une
grande variété de sources de carbone et d'énergie, y compris les biopolyméres complexes
(chitine, cellulose, lignine). Mais plusieurs especes sont capables aussi de croissance
chimioautotrophe utilisant I’oxydation de 1’hydrogéne comme source d’énergie et le gaz

carbonique comme source de carbone (Mariat et Sebald, 1990).
4-Criteres actuels d’identification
a- Criteres morphologiques

Les caractéres culturaux contribuent parfois dans la différenciation des genres

d’actinomycétes entre eux. Parmi ces caracteres culturaux importants :

La production d’un mycélium aérien (MA) ou non (ex Actinoplanes, Micromonospora et

Rhodococcus) :

-La présence ou non de mycélium du substrat (MS) et la couleur du MA et du MS ;

-La production et la couleur de pigments diffusibles dans le milieu de culture ;

-La fragmentation ou non des mycélia ;

-La présence des spores (forme, mobilité, surface, disposition sur les hyphes, nombre) ;

-L’origine exogene ou endogéne des spores (sporanges, des porophores, des sclérotes ou de

synnemata).
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b-Critéres chimiotaxonomiques

La chimiotaxonomie est un systéme de classification et d’identification basé sur des
caractéres chimiques permettant de grouper et de distinguer des microorganismes. Ces
déterminations chimiques se montrent surtout efficaces pour délimiter des groupes et des genres.
(O’Donnell et al., 1982).

Les acides aminés pariétaux taxonomigquement importants sont : I’acide diaminopimélique
(DAP), qui peut étre sous deux formes isomeriques, LL ou DL (méso), et la glycine qui est
présente ou absente (Lechevalier et Lechevalier, 1970a). Cependant, chez quelques genres
d’actinomycetes, le DAP peut étre remplacé par la lysine, ['ornithine ou [’acide

diaminobutyrique (DAB) (Becker et al., 1965 ; Yamagushi, 1965).

L’étude de la composition des parois cellulaires en glucides permet la séparation des
actinomycetes en différents groupes. Les sucres diagnostiqués d’aprés Lechevalier et
Lechevalier, (1970) sont principalement les couples arabinose — galactose, arabinose — xylose,

rhamnose galactose, ainsi que le madurose (ou 3-0-méthylgalactose).

Chez certains genres d’actinomycetes, la composition en acides aminés et en sucres n’est
pas suffisante pour leur identification. Pour cette raison, il est indispensable d’utiliser d’autres
critéres chimiques, essentiels pour la reconnaissance des genres, notamment la composition en
lipides cellulaires. Les plus importants chez les actinomycetes sont les phospholipides, leur
analyse a permis de distinguer plusieurs genres ayant entre eux méme morphologie et le méme
type pariétal (Lechevalier et al., 1977). Les acides mycoliques, les ménaquinones et les acides
gras ont permis de confirmer les résultats obtenus sur les phospholipides et ainsi de distinguer de

plusieurs genres entre eux (Lechevalier et al., 1986).
c-Criteres physiologiques

En plus des caractéres morphologiques, la détermination des espéces se base sur les
caracteres physiologiques. Ces derniers consistent en des tests de dégradation de différents
composés glucidiques, lipidiques et protidiques, polymeres complexes, etc. D’autres tests
interviennent parfois dans la détermination des espéces, comme la résistance a certains agents

antimicrobiens et la tolérance a des conditions extrémes (température, pH, salinité, etc...)

(Athalye et al., 1985).

Ces caractéeres physiologiques discriminants permettent de différencier les espéces appartenant a
un méme genre. Cependant, ils ne sont pas suffisants pour 1’identification des especes, car ils

doivent étre complétés par des études moléculaires (Goodfellow, 1971).
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d- Critéres moléculaires

Les analyses moléculaires sont tres importantes pour retracer les parentés phylogénétiques
des souches et pour la détermination des especes. Ces analyses ont permis de regrouper ou de
séparer ces espéces entre elles, et de proposer la création de nouvelles espéces. Les principales
techniques utilisées sont, le séquengage de I’ADN ribosomique 16S (Stackebrandt et al., 1983)
I’hybridation ADN-ADN (Euzeby, 2002), et le pourcentage en guanine-cytosine.

VI- Le genre Streptomyces

1-Classification et caractéristiques génerales

Le genre Streptomyces appartient au phylum des Actinobacteria (phyl. nov.), a la
classe des Actinobacteria, a 1’ordre des Streptomycetales (nov. ord.) et a la famille des
Streptomycetaceae. Il est représenté par un grand nombre d’espéces (Bergey’s manual,
2012). C’est le genre d’actinomycéte le plus étudié en termes de métabolisme, du fait de son

intérét biotechnologique vu sa production potentiel en enzymes.

Les Streptomyces donnent lieu a une coloration GRAM+ et sont des bactéries
immobiles, aérobies strictes, chimio-hétérotrophes qui ont la particularité d'étre sporulantes
(Brock et Madigan, 1979), possédent un fort taux en acides nucléiques guanine et cytosine
(66%-78%) (Bergey’s manual, 2012). Ils se caractérisent par un chromosome linéaire sur
lequel les genes sont sujet & une grande instabilité ou de nombreuses régions d'amplification
et de délétion ont été découvertes (Dary et al., 1992). Leur niche écologique naturelle est
principalement tellurique, cependant quelques espéces ont été observées en milieu aquatique.
De part leurs hyphes ramifiés et un équipement enzymatique hydrolytique extracellulaire
important (cellulases, amylases, protéases et lipases), ils sont relativement bien adaptés a
I'utilisation des débris organiques et a la structure interstitielle du sol. En outre, certains
dégradent activement les pesticides (Benimeli et al., 2003), d’autres sont capables de
dégrader 1’amidon (Kuo et Hartman, 1966), ou la cellulose par Streptomyces
cellulolyticus  (Li, 1997) et le xylane par Streptomyces mexicanus (Petrosyan et
al., 2003).

Dans certaines régions des colonies, des excrétions massives de ces enzymes ont pu
étre mises en évidence. Le transport des nutriments a lieu dans certains cas de I'extrémité des

hyphes vers le ceeur de la colonie (Chater et Hopwood, 1989).
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2- Cycle de croissance sur milieu solide

Le cycle biologique de Streptomyces est comparable a celui de nombreux
micromycetes eucaryotes. La germination d'une spore a partir de laquelle croit un tube
germinatif constitue le point de départ de ce cycle. Depuis ce dernier se développe un réseau
constitué d’hyphes qui se ramifient, le résultat étant la formation d'un mycélium primaire
(basal) qui s'étend en direction radiale sur le milieu substrat et en profondeur de ce dernier. A
partir de ce mycelium s'éléve par croissance apicale un mycélium secondaire aérien dont les
extrémités s'enroulent pour former des spirales. Il s'ensuit un cloisonnement des hyphes
aeriens et un épaississement des cloisons pour délimiter finalement des spores haploides. Ces
formes cellulaires contribuent a la propagation de I'espéce et permettent la survie dans des

conditions défavorables a la croissance vegétative (Chater et Merrick, 1979).

Figure 7 :a : Cycle de Streptomyces sur milieu solide. b : Représentation schématique du

cycle de vie de Streptomyces (Larpent et Sanglier, 1989)

3- Cycle de croissance sur milieu liquide

En conditions de culture immergée, le genre Streptomyces se présente sous diverses
morphologies: filaments myceéliens libres et plus ou moins ramifiés, enchevétrements de

filaments et pelotes de mycélium d'aspects divers (Whitaker, 1992).
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Mycélium libre Enchevétrements Pelote

Figure 8: Morphologies rencontrées au cours de cultures liquides (Amanullah et al., 2000).

Le type de morphologie est fonction de nombre de parameétres tels que la charge de

I'inoculum, lI'oxygénation du milieu, le milieu de culture, le type de récipient de culture, ... etc

La sporulation est un phénomeéne plus rarement observé en milieu liquide, mais on note
cependant des cas d'induction de sporulation chez Streptomyces griseus dans des conditions

nutritionnelles carencées en phosphore ou en azote (Kendrick et Ensign, 1983).

4- Production de biomolécules d’intérét biotechnologique et thérapeutique

Le genre Streptomyces a révélé un potentiel biotechnologique intéressant pour la
production d’enzymes (par exemple la xylose isomérase issue d’un Streptomycete
thermophile (Hodgson (2000)) ou la biodégradation de biopolymeres (par exemple le
chitosane (Fukamizo et Brzezinski, 1997) ou de polluants organiques (par exemple 1’acide

phénylacétique (Niraula et al., 2010).

De plus, Streptomyces est la source la plus importante de métabolites secondaires présentant
une activité biologique d’intérét pour la santé humaine et animale : antibactérienne

(streptomycine, tétracycline, chloramphénicol), antifongique (nystatine), antivirale
(tunicamycine), antiparasitaire (avermectine), immunosuppressive (rapamycine), antitumorale
(actinomycine, mitomycine C, anthracyclines), inhibiteur d’enzyme (acide clavulanique)
(Demain, 2000). En particulier, ce genre est remarquable pour le nombre et la diversité

chimique des antibiotiques qu’il produit (Watve et al., 2001).
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Ce present travail a été réalise au niveau de laboratoire de microbiologie appliquée
(LMA), de I’Universit¢ A.MIRA de la wilaya de Bejaia.

I- Le substrat (Grignon d’olive)

Le mateériel végétal est représenté par du grignon d’olive de plusieurs variétés (saison
2012/2013), issu d’une extraction a systeme continu au niveau de la wilaya de Tizi Ouazou
(Algérie). Celui-ci, a été seché a une température ambiante pendant trois semaines, puis

tamisé a travers un tamis de 1Imm de diamétre (Figure 9).

Figure 9 : Grignon d’olive tamisé

I1-Le microorganisme (Streptomyces sp. S;Mj;l)

La souche utilisée dans le présent travail fait partie de la collection de laboratoire de
microbiologie appliquée (LMA), dans le cadre d’une thése de doctorat de M"® MEDOUNI
Lamia, elle est isolée a partir d’un sol forestier la région de la wilaya de Bejaia. Elle a été
identifiée comme étant un actinomycete appartenant au genre Streptomyces. sous le code
Streptomyces sp. SIMgl. Elle est caractérisée par une chaine de spores droites a flexueuses,

elle pousse a une température optimale de 40°C et a un pH de 7,4.

La durée d’incubation sur milieu solide est de 5jours, alors que sur milieu liquide elle est de 7

jours.
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| 11-Fermentation submergée a base de grignon d’olive

Selon la méthode de EI-Ahmady EI-Naggar et al. (2011), Six disques d’agar de 9
mm de diametre obtenus a partir d’une culture sur milieu de conservation (préculture (annexe
1)) de six jours de la souche Streptomyces sp. S1Mjsl sont inoculés dans 100 ml de milieu
submergé a base de grignon d’olive (composition donnée en annexe 1) dans des erlenmeyers
de 500ml (Figure 10), bouchés avec du coton cardé pour permettre a la fois 1’aération et la

stérilité, puis incubés a 40°C pour une période maximale de 30 jours sous agitation (150
rpm).
Apres fermentation, les erlenmeyers sont récupérés, une petite quantité est prélevée

dans des falcons et destinée a une centrifugation a froid (4°C) a une vitesse de 5000rpm

pendant 15min.

Les surnageants subiront un dosage des activités enzymatiques (laccasique,
xylanolytique, cellulosique), Alors que les culots (grignon d’olive) seront soumis au « rota
vapor » jusqu’a évaporation totale, puis la récuperation du grignon va avoir lieu. Celui-la sera
destiné au dosage de la cellulose, de 1’hémicellulose, de la lignine, des polyphénols, des

protéines, des sucres totaux et des lipides.

Figure 10 : Disques d’agar obtenus a partir d’une culture de Streptomyces sp. SIMgl sur
milieu de conservation.
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I\VV-Méthodes analytiques

1-Suivi macro et microscopique de la culture

L’observation macroscopique de la souche Streptomyces sp. S;Msl dans le milieu
submergé a base de grignon d’olive, ainsi que 1’observation microscopique a 1’objectif X40

apres coloration au bleu de méthylene, ont été réalisé chaque jour d’incubation.
2- Mesure du pH

La mesure des valeurs du pH du substrat fermenté est effectuée a I'aide d'un pH-meétre
HANNA.

L'étalonnage de l'appareil a été obtenu avec des solutions tampon pH 4,0 - 7,0 et 10.0
(HACH).

3-Dosage des activités enzymatiques
3-a-Activité xylanase

L’activité xylanasique est déterminée en présence du xylane de bouleau (Fluka)
préparé dans une solution tampon. Le xylane de Bouleau est mis en suspension a raison de
1% (m /v) dans du tampon citrate (50 mM, pH 5,5). Le mélange réactionnel est composé de
250 pul d’extrait brut auxquels sont ajoutés 250 pl de xylane & 1% a pH 5,5. Ce mélange est
chauffé a 50°C pendant 10 mn (Tuncer et al., 1999).

Le dosage des sucres réducteurs est effectué selon la méthode de Miller (1959). La
réaction enzymatique est arrétée par addition de 1,5 ml d’une solution a base d’acide

dinitrosalicylique (DNS) (Annexe I1), puis le mélange est porté a ébullition pendant 5 mn.

Le témoin correspond a la solution de xylane incubée sans I’extrait brut & 50°C

pendant 10mn, puis on ajoute 1,5 ml de DNS et 0,1 ml de I’extrait brut.

Apres refroidissement dans la glace, la lecture des absorbances est effectuée & 540 nm
(Shimadzu UVmin-1240V).

Une unité d’activité xylanase est définie comme étant la quantité d’enzyme qui produit une
umole de sucres réducteurs (équivalent en xylose), par minute, dans un ml de 1’extrait brut et
dans les conditions expérimentales mentionnées ci-dessus. (LU= 1 pmole de sucres réducteurs

libérés par min).
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Réduction du DNS

|:|H
+ 6 H"‘ + be ﬁé + 2 Hzl::l
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Glueide réducteur === Produits doxydation + ne-

Figure 11 : Principe du dosage des sucres reducteurs par la méthode au DNS (Bailey et al.,
1992).

La courbe d’étalonnage est réalisée avec une solution de xylose a des concentrations

respectives de 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 et 1 mg/ml (annexe IlI).

L’activité xylanasique est calculée selon Bailey et al., 1992 :

(Cx‘Ct)D
Activité xylanase (U/ml) =
t

Ou:

Cx : Concentration des sucres réducteurs du mélange réactionnel (umole/ml).
Ct : Concentration des sucres réducteurs du mélange témoin (umole/ml).

D : facteur de dilution.

t : temps d’incubation (minutes).

3-b-Activité CMCase

Le mélange réactionnel, constitué de 0,25 ml de carboxyméthylcellulose (Alfa aesar) 1%
(p/v) dans un tampon citrate de sodium (50 mM, pH 5,5) et de 0,25 ml du filtrat de culture, a
été incubé a 50°C pendant 10 min. Apres incubation, l'activité enzymatique a été stoppée par
addition de 1,5ml de réactif DNS, les tubes ont été placés dans un bain d'eau bouillante pendant 5
min, puis refroidi dans la glace (EI-Ahmady EI-Naggar et Abdelwahed, 2012).
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Le témoin correspond a la solution de cellulose incubée sans I’extrait brut a 50°C

pendant 10 mn, puis on ajoute 1.5 ml de DNS et 1 ml de I’extrait brut.

Apres refroidissement dans la glace, la lecture des absorbances est effectuée & 540 nm
(spectrophotomeétre Shimadzu UVmin-1240V).

Une unité d’activité cellulasique est définie comme étant la quantité d’enzyme qui produit
une umole de sucre réducteur (équivalent en glucose), par minute, par un ml d’extrait brut ou de

I’enzyme pure , et dans les conditions expérimentales mentionnées ci-dessus

La courbe d’étalonnage est réalisée avec une solution de glucose a des concentrations

respectives de 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 et 1 mg/ml (annexe IlI).

L’activité CMCase est calculée comme suit :

(Cx'ct)D
Activité CMCase (U/ml) =
t

Ou:

Cx : Concentration des sucres réducteurs du mélange réactionnel (umole/ml).
Ct : Concentration des sucres réducteurs du mélange témoin (umole/ml).

D : facteur de dilution.

t : temps d’incubation (minutes).

3-c- Activité laccase

L’activité des laccases a été déterminée selon la méthode de Criquet et
al.(1999). Le milieu réactionnel est constitué de 250ul d’extrait enzymatique, 750pl de
tampon citrate de sodium (50mM, pH 5 ,5) et de 10 pL de syringaldazine (sigma) (6 mg/ml
de méthanol). L’oxydation de syringaldazine en quinone a été déterminée en mesurant
la densité optique a 525 nm (e= 65000 M *cm ™). Lactivité des laccases a été

exprimée en umole de quinone formée par minute (U) et par ml.

La pente de la courbe donne la vitesse initiale de disparition du substrat, exprimée en U/ml

d’extrait.
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4-Détermination de la teneur en constituants pariétaux

Les méthodes d'analyses des fibres sont basées sur des traitements (chimiques) de
I'échantillon afin de solubiliser les composants non fibreux et a la fin, I'obtention d'un résidu

qui détermine la teneur en fibre.

La méthode utilisée pour déterminer la teneur en fibres dans le grignon d’olive est
celle de Van-soest et al. (1975) qui est une méthode qui permet la détermination des trois
fractions de fibres insolubles (hémicellulose, cellulose et lignine) en utilisant des détergents.

4-a-Détermination de la fraction insoluble dans un réactif détergent neutre : le NDF
(Neutral detergent fiber)
Principe

Il s'agit d'un résidu obtenu aprés un traitement par une solution neutre (pH7), elle
inclue la cellulose, ’hémicellulose, et la lignine ainsi que les cendres et les matic¢res azotées.
A la présence de la solution détergente tout ce qui n'est pas fibres est solubilisé (hydrates de

carbone solubles, protéines, lipides, hémicelluloses, substances minérales solubles).
Méthode

Apres broyage de grignon d’olive, le séchage et la peser de 1 g de cet échantillon,

avec une précision de 1 mg, sont réalisés. Le poids de la prise d'essai est (Po).

Une quantité de 100 ml de solution de détergent neutre (annexe Il) est ajoutée a 1g
d’échantillon avec 0,5 g de sulfite de sodium anhydre (Na,SO3); aprés Chauffage a ébullition
sous reflux pendant 60 minutes, la filtration est réalisée dans des verres frittés N°3, suivi par
des lavages avec de I’eau bouillante (3fois) et de I’acétone froid (2fois). Ensuite, un séchage

pendant 8 heures a 105°C est réalisé, suivi d’un refroidissement dans un dessiccateur.
Le poids apres étuvage est pris en considération (P»).

Le pourcentage des NDF (Neutral detergent fiber) est calculé comme suit:
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(P2-Py)
NDF% = — x 100
Po

Po: prise d'essai initial.
P1: poids du verre fritté vide, aprés étuvage.
P2: poids du verre fritté et d grignon d’olive apres étuvage.
4-b-Détermination de la fraction insoluble dans un réactif détergent acide : ’ADF
(acid detergent fiber)
Principe
Cette fraction représente le résidu insoluble dans une solution détergente acide, elle
contient la lignine et la cellulose.

Méthode

Apres broyage de grignon d’olive, le séchage et la peser de 1 g de cet échantillon,

avec une précision de 1 mg, sont réalisés. Le poids de la prise d'essai est (Po).

Dans ce cas, une quantité de 100 ml de solution de détergent acide (annexe Il) est ajoutée a
1g d’échantillon; aprés Chauffage a ébullition sous reflux pendant 60 minutes, la filtration est
réalisée dans des verres frittés N°3, suivi par des lavages avec de 1’eau bouillante (3fois) et de
I’acétone froid (2fois). Ensuite, un séchage pendant 8 heures a 105°C est réalisé, suivi d’un

refroidissement dans un dessiccateur. Le poids apres étuvage est pris en considération (Ps3).

Le pourcentage des ADF (Acid detergent fiber) est calculé comme suit:
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(P3-Py)

ADF% = — x 100.
Po

Ou
Po : prise d'essai initial.
P1: poids du verre fritté vide, apres étuvage.

P3 : poids du verre fritté et d grignon d’olive apres étuvage.

4-c-Dosage de la lignine avec un détergent acide (ADL selon Van Soest)
Principe

Cette méthode est basée sur la solubilisation de la cellulose dans I'acide sulfurique a
72% et donne la "lignine brute” pouvant contenir également la cutine (excrétée a I'extérieur

des membranes des cellules végétales avec une structure lipidique complexe).
Méthode

Mettre les verres frittés contenant le résidu ADF dans des bacs en verre et verser une
quantité d'acide sulfurique a 72% de facon a couvrir le résidu, et a l'aide des baguettes en
verre I’homogénéisation est réalisée ; ajouter encore de l'acide jusque presque la moitié du

creuset, le volume doit étre constant pendant les trois heures (3h) de traitement.

Apres les trois heures de l'attaque acide, un rincage abondant a I'eau distillée chaude est
effectué. Les verres frittés sont mis ensuite dans I'étuve réglée a 105°C pendant 8 heure. Le

poids aprés étuvage est pris en considération (P,).

(P4-P1)
ADL%= —x100
Po

Ou:

Po : prise d'essai initial.

P1: poids du verre fritté vide, apres étuvage.
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P, : poids du verre fritté et de grignon d’olive apres étuvage.

5-Préparation des extraits

Des échantillons de grignon dolive (1 g) ont été mélangés avec 100 ml
(Boulekbache-Makhlouf et al., 2013) de méthanol-eau (80:20) (Pagnanelli et al., 2010) et
maintenu sous agitation magnétique pendant 30 min. La suspension est ensuite filtrée a
travers des filtres d'acétate de cellulose pour éliminer les particules de grignons d'olive. Les
échantillons solides ont été lavés deux fois avec la méme solution de méthanol-eau et les

phases liquides sont ensuite mises ensemble pour les analyses ultérieures.
5-a-Dosage des sucres totaux

Le dosage des sucres totaux est réalisé selon la méthode de Bachelier et Gavinelli
(1966). La réaction a I’anthrone constitue la base d’une méthode rapide pour la détermination

des hexoses, acides hexouroniques et aldopentoses.

Pour la préparation du réactif, 1 g d’anthrone est dissous dans % litre d’acide sulfurique a

95% (donne une couleur jaune). Ce réactif peut étre conservé au frais pendant 4 mois.

Le mélange réactionnel est constitué de 500 pl de la solution sucrée a analyser et 1 ml du

réactif sulfurique a 1’anthrone.

Apres une homogénéisation, les tubes sont placés pendant 10 mn a une température de
50°C. La lecture des absorbances est effectuée a 620nm (spectrophotomeétre Shimadzu
UVmin-1240V).

La concentration des sucres totaux est obtenue apres projection sur la courbe d’étalonnage
réalisée avec une solution de glucose a des concentrations respectives de 0, 0,04, 0,08 et 0,12

et 0,16 mg/ml (annexe IlI).

5-b-Dosage des phénols totaux

La détermination de la concentration des phénols totaux dans les différents
échantillons a été réalisée par la technique de Folin-Ciocalteu décrite par Graca et Barlocher
(2005).

Le réactif Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique

(H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique (HsPM012040). L’oxydation en milieu alcalin du

réactif Folin-Ciocalteu par les groupements oxydables des composés phénoliques conduit a la
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formation d’un mélange d’oxyde bleu. L’intensité de la coloration produite, qui a une

absorbance maximale a 760nm, est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents
dans I’extrait analysé (George et al., 2005).

La concentration des phénols totaux a été déterminée sur 0,1ml d'échantillon
(convenablement dilué dans de I'eau distillée) aux quels sont rajoutés 5 ml du réactif A (2%
de Na,CO3; dans NaOH 0,IN). Aprés 5 min d’incubation a température ambiante, 0,5
ml de réactif de folin Ciocalteu a été ajouté. Le milieu a été placé 2h a l'obscurité.

L'absorbance a été lue a 760 nm contre un tube témoin.

La gamme ¢étalon a ¢été réalisée dans les mémes conditions en présence de 1’acide

gallique (annexe IlI).
5-c-Dosage de protéines

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode de lowry (1951), qui consiste a
mélanger 100 ml de I’échantillon avec 2 ml de la solution (D), puis laisser reposer pendant 10
min, en suite ce mélange a été additionné a 200 ul de la solution (E) , puis laissé 30min a

I’obscurité. L’absorbance est lue a une longueur d’onde de 700nm.
* Solution (A) : 2% Na ,CO3z dans NaOH (0,1N)

* Solution (B) : 2% double tartrate de sodium et de potassium

* Solution (C): 1% CuSO,4 dans de I’eau distillée

* Solution (D) : =40ml (A)+0,4ml(B)+0,4mi(C).

*Solution (E) : Réactif de Folin-Ciocalteau dilué a %

Les concentrations protéiques ont été calculées par interpolation lin€aire a partir d’une

gamme étalon contenant de la BSA (bovine serum albumin) (annexe Il1).
5-d-Dosage des lipides

La teneur en matiére grasse est obtenue par extraction épuisante a 1’hexane dans un

appareil de type Soxhlet qui comprend trois parties :
-Un ballon contenant le solvant (1I’hexane)

-Une partie intermédiaire renfermant une cartouche en cellulose contenant 3g de grignon
d’olive

-Un réfrigérant
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L’hexane placé dans le ballon est porté a ¢bullition, sa vapeur passe dans la partie supérieure
ou elle se condense grace a un réfrigérant. Le liquide obtenu tombe dans la cartouche
contenant le grignon épuisé. Lorsque la partie intermédiaire est suffisamment remplie de

solvant, le siphonage s’amorce et le solvant contenant de I’huile retourne dans le ballon.

MG% = (m1/m;) x 100

m; : masse de la matiere graisse extraite (g)

m; : masse de la prise d’essai (g)

V- Analyses statistique

Les résultats d’analyse (trois répétitions) ont fait 1’objet d’une analyse statistique
(ANNOVA/MANNOVA) avec le logiciel « Statistica».

Le test de Newman-Keuls (SNK) est utilisé pour comparer entre les échantillons. Le niveau
de signification est pris a P<0,05%.
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Apres ensemencement du milieu liquide a base de grignon d’olive par des disques,
pris a partir d’une culture solide a base de grignon d’olive, ensemencé par Streptomyces sp.
SiMsl, et leur incubation a 40°C, un suivi macro et microscopie de la culture, un dosage des
activités enzymatiques, un dosage des fibres ainsi qu’un dosage en quelques composés

chimiques ont été réaliseé.

1-Suivi macro et microscopique de la culture

1-a-Examen macroscopique
-Sur milieu solide

Une croissance rapide et importante de Streptomyces sp. SiMsl a été observée apres
5jours d’incubation sur milieu solide a base de grignon d’olive (Figure 12). Le mycélium de
substrat et le mycélium aérien sont formés, des colonies rondes d’une couleur beige sont

apparues.

Figure 12: Croissance mycélienne de Streptomyces sp. SiMgsl sur milieu solide a base de

grignon d’olive apres 5 jours d’incubation

-Sur milieu submerge

Un développement notable de Streptomyces sp. SiMsl a été observé sur milieu
submergé a base de grignon d’olive durant le premier tiers du temps d’incubation. En suite
une diminution de la charge commence a apparaitre, et vers les dix derniers jours, la souche
a complétement disparu (Figure 13).
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(c) (d)
Figure 13: Croissance mycélienne de Streptomyces sp. S;Mjsl sur milieu submergé a base

de grignon d’olive apres (a) 4jours, (b) Sjours, (c) 9jours et (d) 19jours d’incubation 40°C.
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1-b-Examen microscopique

Apreés observation de la souche Streptomyces sp. SiMsl sous microscope optique

(Figure 14), au grossissement X40, avec coloration au bleu de méthylene, on remarque

qu’elle adhére bien au grignon d’olive et sa séparation du grignon est tres difficile.

jours 13°™ jours

18°™ jours

Figure 14: Micromorphologie de la souche dans le milieu vu au microscope optique au

grossissement X40
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Dashti et al. (2015) ont rapporté que le grignon d’olive peut étre utilisé comme
source biologique pour les bactéries hydrocarbonoclastiques, ce qui est en accord avec nos
observations durant les 10 premiers jours ou la masse mycélienne s’est formeée tout auteur des

4eme

grains de grignon d’olive (Figure 14 - jour).

La disparition de la biomasse mycélienne est peut étre due, a la quantité de
polyphénols libérés dans le milieu qui jouent un réle antimicrobien, et/ou a I’épuisement du

milieu de culture en substances facilement biodégradables par Streptomyces sp. S;Msl.

Aussi, la disparition de la souche dans le milieu est peut étre due aux espaces réduits d'air
présent dans le grignon d’olive qui peuvent ralentir I'échange de gaz de I'intérieur du substrat
vers la surface (Royse et SanchezVazquez, 2001).Toutefois, Streptomyces sp. SiMgsl peut
convenablement pousser sur milieu submergé a base de grignon d’olive. En plus, les sucres
d’hémicellulose peuvent étre dégradés en acides faibles et des dérivés furfurals qui agissent
comme des inhibiteurs microbiens durant I’étape de fermentation. Les dérivés de la lignine

peuvent aussi interférer dans le procédé.

2-Evolution du pH de la culture

Le maintien du pH stable au cours de la fermentation est une tache tres difficile mais
I’utilisation des tampons, qui conferent au milieu de culture un pouvoir tampon et permet
donc de maintenir le pH a des valeurs favorables a la croissance des micro-organismes,

permet de résoudre ce probléeme (Raimbault et al., 1980).

Les valeurs du pH du substrat fermenté restent trés stables tout au long des premiers 15jours.
En effet, les pH de la fermentation submergé de Streptomyces sp.S;Msl sur grignon d’olive
fluctuaient entre 6,46 et 7 (Figure 15).

40



Résultats et discussion
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Figure 15 : Evolution de pH du substrat fermenté au cours de 30 jours de culture de
Streptomyces sp. S1Msl sur milieu submergé a 40°C.

En général, pour les actinomycetes, un pH initial neutre ou proche de I’alcalinité est

nécessaire pour une production xylanolytique élevée (Bajaj et Singh, 2010 ; Boucherba et
al., 2011).

3-Dosage des activités enzymatiques

Apres ensemencement du milieu liquide a base de grignon d’olive par des disques,
pris a partir d’une culture solide a base de grignon d’olive ensemencé par Streptomyces sp.
SiMgsl, et leur incubation a 37°C, les activités xylanasiques, CMCase et laccasiques ont été

déterminées durant la croissance de la souche chaque jour durant un mois.

La décomposition d’un résidu lignocellulosique comprend au moins deux étapes selon
Chalaux (1993) ; tout d’abord, les sucres solubles et une partie de la cellulose et des

hémicelluloses sont dégradés; ensuite, la dégradation des composés lignifiés est réalisée.

Selon ce modéle, la vitesse de transformation des résidus lignocellulosiques est
essentiellement conditionnée par la composition des substrats. Cependant, d’autres facteurs
affectent la décomposition de ces matériaux, en I’occurrence la température, I’humidité, et la

qualité du matériel.
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La production de ces enzymes par Streptomyces sp. S;Mjsl est testée par fermentation dans un
milieu submergé a base de grignon d’olive pour la premiére fois, d’ou I’originalité de notre

travail.
3-a-Activité xylanasique

Durant la premiére semaine d’incubation, qui représente la phase de croissance,
Streptomyces sp. S;Mszl marque une utilisation préférentielle des composés solubles et
rapidement biodégradable du milieu, tel que les oligosaccharides, les composés phénoliques
et ’huile résiduelle du substrat comme source de carbone, c’est pour cela que la souche n’a

produit ’enzyme qu’aprés 7jours d’incubation.

Ainsi que le montre la figure 16, nous constatons que I’activité xylanasique atteint une valeur
significative (P<0,05) maximale de 5,640,006 U/ml apres les 7 jours de fermentation et reste

par la suite aux alentours de cette valeur.

o o o
> n o
J

Activité xylanasique (*10 U/ml)
o
w
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Periode d'incubation (jours)

Figure 16: Evolution de la production de la xylanase par Streptomyces sp. S;Msl sur milieu

submerg¢ a base de grignon d’olive

Cette production enzymatique élevée est mise en place des les premiers jours
d’incubation, afin que Streptomyces sp. SiMsl puisse se développer dans son stade vegétatif.
Donc, le grignon d’olive peut étre utilisé comme substrat (source de carbone) pour la

croissance microbienne et la production de xylanases.
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Des résultats proches des notres ont été obtenus avec la souche Streptomyces sp.
QG113 qui produit 7,5U/ml de xylanases sur milieu a base de paille de blé aprés 5jours

d’incubation a une température de 37°C et a un pH de 8 (Beg et al., 2000).

Néanmoins, une production maximale de xylanase de 0,260 U/ml apres 22jours
d’incubation a été obtenu avec un champignon Fomes fomentarius (MUCL 35117) en
fermentation solide sur milieu a base de grignon d’olive brut tamisé (Neifer et al., 2013).
Une autre étude réalisée par Abid et al.( 2014) sur F.fomentarius cultivé sur milieu contenant
10 g de grignon brut (non tamisé), humidifié avec 40 ml de tampon d'acétate de sodium (20
mM, pH 5) contenant 0,5% d’extrait de malt (w/v), ont révélé une activité xylanasique faible
de ’ordre de 0,26 U/ml.

Des activités xylanasiques de 3,5U/ml, 3,4U/ml et 0,3U/ml ont été rapporté par Salhi en
2004 sur milieu liquide avec 2% de grignon d’olive, déshuilé et broyé, par Aspergillus niger,
Trichoderma viride et Trichoderma reesei respectivement, a une température de 28°C, et une

activité de 32U/ml chez Aspergillus fumigatus a une température de 42°C.

La production de xylanase par Streptomyces sp. (strain Ib 24D) sur milieu a base de
pulpe de tomate était de 1447U/ml a pH 6, 5 et a une température de 60°C (Rawashdeh et
al., 2005). Une activité de 33U/ml est rapportée par Saradouni et al. (1999) sur milieu
submergé a base de paille d’avoine avec Aspergillus fumigatus (Fresenius) albino mutée dans
les conditions optimales de température ( 70°C) et de pH (5), et une activité de 11,6U/ml a
été detectée sur milieu a base de son de riz ( 50g/l) produite par Streptomyces actuosus a un
pH de 5 et a une température de 37°C aprés 4jours d’incubation (Wang et al., 2003) . Cette
différence dans les résultats est notamment due aux différentes méthodes de dosage des
sucres réducteurs soit par la méthode au DNS qui donne des activités apparentes faibles par
rapport a la méthode de Somogyi-Nelson (Royer et Nakas, 1989) ou au caractére

lignocellulosique du grignon d’olive.

Plusieurs travaux ont testé la production de xylanases sur milieu & base de xylane pur
tel que le xylane de bouleau, a titre d’exemple, Nascimento et al. (2002) ont rapporté une
activité de 10,3 U/ml dans une culture de Streptomyces sp. AMT-3 incubée pendant 10jours,
Techapun et al.(2002) ont également rapporté une activité de 8 U/ml dans une culture de

Streptomyces sp. Ab 106 (55°C, pH 7,5) contenant du pur xylane a 1% (m/v).
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Tableau IV : Production et caractéristiques physicochimiques de xylanases chez différentes

especes du genre Streptomyces.

Microorganismes | Substrats | Conditions | Xylanases | Températ | Temps | Références
de culture | (U/ml) -ures de
optimales | demi-
vie (h)
Grignon
Streptomyces sp. d’olive | 40°C-pH 5,6 40 - Présent
SiMsl brut 7,4- travail
tamisé 7jours
Streptomyces Sonderiz | 37°C-pH 5 11,6 37 - Wang et al.,
actuosus 4jours 2003
Streptomyces sp. Paille de | 37°C-pH 8- 7,5 50 1,0(50° | Begetal.,
QG113 blé 5jours C, pH 2000
9,0)
Streptomyces albus | Xylane 37°C-pH 12 60 - Antonopoul
ATCC 3005 (1%) 7,5- 5jours os et al.,
2001
5,0
Streptomyces Xylane 37°C- 22 65 (55°C, | Maheswari
cuspidosporus (1%) pH7,5- pH 5,5 | et Chandra,
5jours 2000
Streptomyces Xylane 37°C- 16 60 - Grabski et
roseiscleriticum (1%) pH7,5- Jeffries,
5jours 1991
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3-b-Activite CMCase
A T’opposé de I’activité xylanasique, [’activité carboxymethylcellulases est faible.

Une augmentation a pu avoir lieu, et atteindre la valeur maximale de 1,445+0,016U/ml au

bout du 7 *™ jour d’incubation (Figure 17).
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Figure 17 : Evolution de la production de la cellulase par Streptomyces sp. S;Msl sur milieu

submerg¢ a base de grignon d’olive

L’absence d’une production élevée et notable de la carboxymeéthylcellulase serait liee
d’une part au caractére lignocellulosique du grignon et d’autre part, a la présence de composés
phénoliques, qui intervient dans la privation du substrat, dont une fraction serait solubilisée

dans le milieu d’incubation.

Toutefois, cette valeur relativement faible doit étre interprétée en relation avec les
objectifs globaux. En effet, si l'utilisation de cette enzyme doit étre dirigée vers 1’amélioration
de la valeur nutritive de grignon d’olive en fibre, nous visons a atteindre la dégradation
maximale de lignine, mais pas une utilisation étendue de la cellulose comme substrat de

I’enzyme qui doit rester comme source d'énergie pour les ruminants.

Comparé aux autres etudes, tel celle d’Abid et al. (2014) ont trouvé une activité
carboxyméthylcellulases plus faible, ou la valeur optimale a été obtenue & la fin de la 3*™
semaine avec une souche de pourriture blanche qui est connu par ces activités

lignocellulosiques élevées.
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De méme, I’activité carboxyméthylcellulase atteint une valeur maximale de 0,52U/ml apres
30 jours d’incubation par Fomes fomentarius cultivé sur milieu a base de grignon d’olive en

fermentation solide (Neifar et al., 2013).

Des activités carboxyméthylcellulases de 1,8U/ml, 0 ,9U/ml et 0,1U/ml ont été
rapporté par Salhi en 2004 sur milicu liquide avec 2% de grignon d’olive déshuilé et broyé
par Aspergillus niger, Trichoderma viride et Trichoderma reesei respectivement a une
température de 28°C, et une activité de 15U/ml chez Aspergillus fumigatus a une temperature
de 42°C.

L activité carboxyméthylcellulase présentée dans cette étude n’est pas dans la gamme
de valeurs élevée par rapport aux champignons producteurs d'enzymes a haute activité
cellulolytique (Persson et al., 1991).

3-c-Activité laccasique
Une augmentation de la production de la laccase a été obtenue au bout de 13jours, et

une diminution significative dans les 17 jours qui s’ensuivent a été observée (Figure 18).

1.4 ~

Activité laccasique (x10-2U/ml)
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Periode d'incubation (jours)

Figure 18 : Evolution de la production de la laccase par Streptomyces sp. S;Msl sur milieu

submerg¢ a base de grignon d’olive
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L'activité laccase a culminé aprés 13 jours avec une moyenne de 1,21x107 Ul/ml,

puis elle est tombé & 0,17x107 Ul/ml aux 30°™ jours.

Tout aussi important a été la perte drastique de l'activité en fonction de temps, il se
peut que lI'oxydation des groupements chimiques spécifiques aux sites actifs (Agosin et al.,
1985) ou le blocage du site par les composés dans la suspension (Jeffries et al., 1981) ont été

impliqués dans cette perte .

En revanche, I'agitation abaisse la détérioration de la lignine, probablement, parce que
le taux de transfert d'oxygene dans le mycélium était pauvre, car I’aération est un critére
important dans la dégradation de la lignine (Leilosa et al., 1983), ou bien la présence de
protéases dans le milieu capable d’hydrolyser la laccase peut étre la cause de cette faible
activité. Ce résultat peut étre aussi expliqué par le fait que le grignon d’olive contient 48,4%
de lignine (Demirabas, 2004) qui est difficilement biodégradable.

Le grignon d’olive représente donc un résidu agricole peu intéressant pour la
production de laccase par Streptomyces sp. S;Mgsl. Ceci a été également noté par Lakhtar et
al. (2010), qui ont trouvé une activité laccasique maximale faible atteinte par la souche
Lentinula edodes Le119 aprés 15 jours d’incubation sur milieu SPS (20% bois de taille, 30%

de grignon d’olive, 50% de margine).

L’activité laccasique dans cette présente étude est meilleure que celle rapportée par
Haddadine et al.( 2009) qui a travaillé sur les basidiomycétes cultivées sur milieu a base de
grignon d’olive traité auparavant par la soude, a un pH de 5,5, et les activités laccasiques
rapportées sont les suivantes :

-Phanerochaete chrysosporium (ATCC 19343) avec une activité de 2,9x107 U/ml ;
-OXysporus sp. avec une activité de 16,3x10°U/ml ;

-Schizophyllum commune avec une activité de 8,2x10° U/ml ;

- Hyphoderma sp. avec une activité de 1,1x107 U/ml ;

- Ganoderma sp. avec une activité de 8,2U/ml.

Abid et al. (2014) ont rapporté une activité laccasique faible de 1’ordre de 0,398U/ml
mais qui reste toujours supérieure a 1’activité obtenu dans notre étude. Salmones et Mata,
(2002) et Salmones et al. (2005) ont démontré que les activités enzymatiques ont non
seulement contribue a la nutrition de la souche Streptomyces sp. lors des stades végétatifs,

mais aussi que la laccase a participe activement a la détoxification de la pulpe de café.
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En effet, une étude sur la composition du milieu SPS par RMN montre une
diminution des Caiyle, Ce qui semble que Lentinula edodes Lel19 utilise, dans la premiere
semaine de sa croissance, préférentiellement les constituants les plus facilement
métabolisables (Lakhtar, 2009). Aprés épuisement de ceux-ci, Streptomyces sp. oriente alors
son métabolisme vers la production d’enzymes nécessaires a la dégradation du substrat

lignifié (Moumene et al., 2008).

L’addition de grignon d’olive lapidé ( C’est a dire la suppression de I'endocarpe de la
drupe ) au son de blé inoculés par Pleurotus ostreatus 3004 donne une activité laccasique de
2,1+0,6Ul/g, au tréfle incarnat 6,1+1,8UI/g, et au grain d’orge 0,9+0,1Ul/g. et I’addition de
grignon d’olive lapidé au son de blé inoculés par Pleurotus pulomonarius CBS 666497 donne
une activité laccasique de 12,5+4Ul/g, au tréfle incarnat 2,6+0,1Ul/g, et au grain d’orge
2,7+0,1Ul/g (Brozzoli et al., 2010).

La disponibilité des nutriments dans un aliment est essentiellement déterminée par sa
composition chimique, par rapport aux composants disponibles et non disponibles et a des
facteurs qui peuvent limiter la disponibilité des composants avec lesquels ils sont associés
(Shabtay et al., 2009).

4-Détermination de la teneur en constituants pariétaux

Le grignon d’olive, utilisé dans cette étude, est riche en fibres avec des taux de
47,81+1,31%, 36,31+1,24% et 19,47+1,78% pour le NDF, I’ADF et I’ADL respectivement
(Tableau V), et puisque ce grignon est riche en fibres, donc, il a une faible dégradabilité dans

le rumen.

En effet, le grignon d’olive fermenté, aprés 13 jours d’incubation, a montré une
diminution significative (P<0,05%) dans la composition de la paroi cellulaire par rapport au
grignon témoins a raison de 30,95%, 22,88% et 21,16% pour le NDF, ’ADF et I’ADL

respectivement suivi d’une diminution non significative (P>0,05%).
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Tableau V: Composition chimique en NDF (Neutre detergent fiber), ADF (Acid detergent
fiber) et ADL (Acid detergent lignin) de grignon d’olive avant et aprés biotraitement

Fibres NDF% ADF% ADL%
Jours
Avant 47,81+1,31 36,31+1,24 19,47+1,78
biotraitement

7°™ jour 37,75+2 31,26+1,94 17,40+2,03
13°™ jour 33,73+1,11 28,20+2,12 15,34+1,34
23°™ jour 33,03+1,45 28,08+2,15 15,33+2,1
30°™ jour 33,01+2,2 28,001+1,03 15,35+2,21

La réduction de la teneur en fibres de grignon d’olive par une culture submergée, en

utilisant Streptomyces sp. S1Msl, est une étude pionniére.

Les proportions de fibres ADF et NDF d’un composé, sont des indices de sa valeur
alimentaire. Donc, la teneur élevée du grignon d’olive en ces constituants, permet de classé ce

type de grignon comme un composé fibreux et non pas ligneux.

I'ADF est généralement lié a la digestibilité et la valeur énergétique du fourrage: plus il y’a de
fibre ADF dans le fourrage plus la digestibilité et le contenu énergétique sont faibles

(Nefzaoui et al., 1984), donc, une réduction de 21,16% demeure tres importante.

Neifar et al. (2013) rapportent une quantité de fibres de 59%, 45% et 31%, pour le NDF,
I’ADF et I’ADL respectivement pour un grignon d’olive brut. Une quantit¢ en NDF de
50,44%, en ADF de 36% et en ADL de 32,19% est rapportée par Brozzoli et al.(2010) pour
le grignon d’olive lapidé. Nefzaoui en 1979, rapporte une teneur en NDF de 72%, en ADF de
60%, et 31%en ADL de grignon d’olive épuisé de la Tunisie, et en 1979, une teneur de NDF
de 55%, en ADF de 45%, et 29% en ADL en grignon épuisé partiellement dénoyauté. Alibes
et Berge en 1983 rapportent une teneur en NDF de 70%, et 31% en ADL en grignon épuisé
partiellement dénoyauté de I’Espagne, alors que, Ohlde et Becker en 1982, rapporte une
teneur en NDF de 83%, en ADF de 64%, et 24% en ADL en grignon épuisé partiellement
dénoyauté de Gréce. Cette différence entre les résultats est due a la procédure d’obtention du

substrat (le grignon utilisé dans cette étude est tamisé).
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Aprés biotraitement, par Fomes fomentarius (MUCL 35117), une réduction de 61, 01%,
68,88%, 64,51% pour le NDF, ADF et ADL respectivement a été observé par Neifar et al.
(2013).

Aprés 28 jours d’incubation de Pleurotus ostreatus sur milieu a base de grignon
d’olive, obtenu apres extraction d’huile d’olive par le procédé a 3phases, et 10% ( poids sec)
de la paille de blé, une réduction de 22,91% en NDF et 14 ,02% en ADF a été obtenu par
Shabtay et al. (2009).

D’apres Cuevas et al. (2015), les pourcentages d’hémicellulose et cellulose ont été calcules
en appliquant les expressions suivantes:
Hémicellulose=NDF - ADF
Cellulose = ADF - ADL

Les pourcentages des fibres avant et apres biotraitement sont montrés dans la figure 19.
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Figure 19: Teneurs en fibres dans les constitutions pariétales de grignon d’olive avant et

apres biotraitement.
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Dans le grignon d’olive utilisé, la fraction lignocellulosique composé de la lignine

(19,47%) est majoritaire, suivi de la cellulose (16,84%) et I’hémicellulose (11,49%).

Les fractions lignocellulosique du grignon d’olive différent d’un type a un autre, on
trouve un grignon d’olive brut avec les teneurs en hémicellulose de 23, 6%, en cellulose de
24% et 48% en lignine (Demirabas , 2004), un grignon d’olive, broyé et déshuilé, montre une
quantité en cellulose de 43,77+0,49% suivie de la lignine (25,42+1,06%) et de ’hémicellulose
(12,38%=0,36) (salhi, 2004).

Jauhiainen et al. (2005) rapportent une teneur en hémicellulose et cellulose de 44%
et 45% en lignine. Alors que, Garcia-lbanez et al. (2006) rapportent une teneur en
hémicellulose de 21, 5% et en cellulose de 24,3% et 38%en lignine.

Karapinar (1977) et Worgan (1978) ont rapporté que les tissus contenus dans les grignons
d'olive sont résistants a la dégradation microbienne. En effet, le contenu en hémicellulose est

7eme

significativement (P<0,001) réduits par Streptomyces sp. S;Msl apres le jour d’incubation

a6,48%. Celaest di & la nature amorphe de I’hémicellulose qui est sujette & I'nydrolyse par
les complexes d'espéces hémicellulolytiques secrétés également aprés le 7°™ jour
d’incubation. Cependant, Moyson et Verachtert (1991) ont démontré que la croissance de
L.edodes est initialement associée a la teneur en hémicellulose de substrat, a partir
d'hémicellulose soluble dans I'eau et d'autres sucres, ils sont principalement utilisées lors de la
phase de croissance active, avant la rupture de la lignine et de la cellulose.

La composition en hémicellulose du grignon d’olive cultivé par Fomes fomentarius en

fermentation solide est de 9 % (poids sec) ( Neifer et al., 2013).

De méme, les teneurs en hémicellulose ont été considérablement réduits par deux especes
Pleurotus ostreatus 3004 et Pleurotus pulomonarius CBS 666497 (Brozzoli et al., 2010).

La culture de Pleurotus ostreatus 3004 fait réduire I’hémicellulose des mélanges suivants :
-Ggrignon d’olive —son de blé avec une réduction de 47,94%(poids sec),

-Grignon d’olive- grain d’orge avec une réduction de 7,27%,

-Grignon d’olive- tréfle incarnat avec une réduction de 29,33%,

-Grignon d’olive- farine de blé avec une réduction de 22,70%,

-Grignon d’olive —févroles avec une réduction de 7,28%),
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Alors que chez Pleurotus pulomonarius CBS 666497, Brozzoli et al. (2010) ont rapporté les

réductions suivantes :

-Ggrignon d’olive —son de blé avec une réduction de 36,99%(poids sec),
-Grignon d’olive- trefle incarnat avec une réduction de 46,41%,
-Grignon d’olive- farine de blé avec une réduction de 26,72%.

En effet, les microorganismes qui produisent des cellulases sont généralement
capables d’hydrolyser le xylane; il existe peu d’exemple connus de microorganismes
dégradant uniquement la cellulose ou les xylanes (Gilbert et Harlewood, 1993), donc, la

cellulase produite intervient dans 1’hydrolyse de I’hémicellulose.

Une reduction significative (P<0,05) de 17,75% en cellulose est obtenue aprés 7 jours
d’incubation et de 23,69% aprés 13 jours puis elle restera stable (non significative). Cette

diminution est inversement proportionnelle a la production cellulasique.

Barrington et al. (2002) ont constaté qu’une substance organique a forte teneur en lignine et

en cellulose présente une faible dégradabilité microbienne.

Une culture de Phanerochaete chrysosporium sur milieu Mendels et Weber (MW) a
raison de 2% de grignon d’olive broyé et déshuilé, montre une réduction de 29,8+1,5% de
cellulose, et une culture de Tinea versicolor montre une réduction de 17,5+0,9% (Salhi,
2004).

Une réduction de 10,63% en lignine est obtenue aprés 7 jours d’incubation et de
21,21% apres 13 jours puis elle restera stable au bout de 20 jours. Cette faible réduction est
peut étre due au poids moléculaire élevé des enzymes ligninolytique qui ne leur permet pas la
pénétration compléte dans le substrat (Evans et al., 1994), aussi, la dégradation de la lignine
par les microorganismes est un processus du métabolisme secondaire, se produisant
généralement sous de faibles teneurs en azote et nécessitant la présence d’une source de
carbone telle que le glucose ou la cellulose (lee, 1997). De nombreux auteurs ont montré que
la laccase intervient dans plusieurs réaction nécessaires a la dégradation de la lignine
(Kersten et al., 1990 ; Bourbonnais et Paice, 1990 ). Cependant, d’autres études indiquent
que chez certaine espéce qui dégradent bien la lignine, la laccase n’est pas synthétisée (Tuor
et al., 1995) et que chez d’autre espéces telle que Coriolus versicolor, la dégradation de la
lignine n’est pas affectée quand I’activité de la laccase est inhibée par un anticorps spécifique
(Evans, 1985).
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Haddadin et al. (2002) ont constaté qu’il a fallu 60 jours pour dégrader la lignine dans
la fermentation de grignons d'olive par especes fongiques suivants : P.chrysosporium, Phlebia

radiata et Pleurotus ostreatus.

Une réduction de 3,3+0,3% en lignine est obtenue avec Phanerochaete chrysosporium et

5,5+0,5% est obtenu avec T.versicolor par rapport au substrat non traité, rapporte Salhi.

Une réduction de 12,70 % en lignine a été observé aprés 14jours d’incubation de Pleurotus
ostreatus sur milieu a base de grignon d’olive obtenu apreés extraction d’huile d’olive par
3phases et 10% du poids sec de la paille de blé et 32,96% apres 28 jours d’incubation
(Shabtay et al., 2009).

Les résultats d’analyse des fibres au 30 éme jour d’incubation de Fomes fomentaruis .
montrent une diminution non significative du taux de cellulose et lignine du substrat traité par

rapport au témoin abiotique (Abid et al., 2014).

Les quantités des fibres restantes dans le grignon d’olive seront utilisées comme source
d’énergie pour les ruminants, le pouvoir calorifique des principaux constituants de la

biomasse a €été rapporté par Sarlos G. (2003):
-La cellulose te I’hémicellulose ont un pouvoir calorifique massique de 17,46 MJ/Kkg

-La lignine a un pouvoir calorifique de 26,63 MJ/kg.

5-Teneur en polyphénols

Une quantité 0,0754mg/ml de polyphénols a été trouvé dans ce type de grignon

d’olive, avant biotraitement, qui représente un taux de 1,5% de matiére seche (Figure 20).
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Figure 20 : Effet de Streptomyces sp. S;Msl sur la réduction de polyphénols totaux cultivee

sur milieu a base de grignon d’olive

Les quantités de polyphénols dans le grignon d’olive différent selon les auteurs, a titre
d’exemple Alburquerqgue et al. (2004) rapportent une quantité de 1,5%, alors que Neifar et
al. (2013) apportent une quantité de 0,3% de polyphénols.

Les analyses effectuées sur les grignons d’olive par Nefzaoui (1978, 1980) ont révélés
des taux de tannins inférieurs a 1% insuffisants pour exercer une influence négative sur la
microflore du rumen et la digestibilité des protéines, et des taux de polyphénols compris entre

0,15 et 0,75% de la matiére seche insuffisants pour inhiber les fermentations

Alors, les polyphénols, qui sont contenus dans les grignons d’olives, inhibant le processus de
la digestion, doivent étre atténués (Milanese et al., 2014; Camarillo et al., 2012 ; Filidei et
al., 2003).

En effet, une réduction significative (P<0,05) de 44 % a eu lieu a I’aide de la souche
Streptomyces sp. S1Msl au bout de 3jour d’incubation, dans la présente étude (Figure 21), puis
non significative le reste des jours.

La réduction des matiéres phénoliques dans le grignon d’olive lors de de la culture est
un aspect important dans l'adaptation de Streptomyces sp. SiMsl, d'autant plus que la
capacité d'un substrat a résister a la dégradation a été partiellement attribué a sa gamme de
composés phénoliques (Fermor et Macauley, 1991), en plus, ce matériaux (grignon d’olive)
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est considéré un bon adsorbant de polyphénols (Athanasios et al., 2008), aussi, I’hydrolyse
enzymatique génére peu de composes phénoliques et d’effluents a traiter (Kumar et al.,
2008 ; Warzywoda et al., 2011).

De méme, Milanese et al. (2014) ont montré une réduction de 56% de polyphénol
dans le grignon par systéme a digestion anaérobie, c’est un systéme assez compliqué qui
nécessite des moyens onéreux comparant a 1’é¢tude. Neifar el al.(2013) ont démontré une

réduction faible de polyphénols de grignon d’olive cultivé par Fomes fommentarius.

La toxicité des polyphénols de grignon d’olive a ét¢ montré sur les bactéries et leur
effet semble plus variable sur les fongi (Ruiz-Baba et al., 1993). Alors, 1’inhibition de la
croissance de Streptomyces sp. S;Mjsl sur milieu a base de grignon d’olive peut étre expliquer
par I’influence des polyphénols qui sont responsables d’effets antimicrobiens (Sayadi et al.,
2000 ; Zenjari et al., 2006).

Une étude sur Pleurotus ostreatus Florida F6 (ATCC #58053) sur milieu grignon
d’olive et paille de blé a 10%, montre que cette souche appartient aux champignons de la
pourriture blanche peut croitre de maniere satisfaisante sur un substrat riche en polyphenols,
en effet, une réduction intensive de polyphénols est observée et qui est de I’ordre de 59,47%
(Shabtay et al., 2009).

La valorisation de grignon d’olive par Streptomyces sp. est possible par le fait que
cette souche est capable de produire des enzymes lignocellulosiques non spécifiques telle que
la laccase impliquée dans la diminution de la toxicité de grignon par la dégradation de

polyphénols (flavonoide responsable de la perte de poids) (Nkhili, 2009).
6-Teneur en proteines

Avant biotraitement la quantité en protéines brutes dans le grignon d’olive est de
5,09+0,22% de matiére seche, et Une augmentation significative (P<0,05%) de 34,18%, apres
7jours d’incubation, est constatée apres addition de Streptomyces sp. SiMsl en comparaison

avec les contrdles connexes non inoculés (Figure 21).
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Figure 21: Effet de biotraitement avec Streptomyces sp. SiMgl sur la composition en protéine

de grignon d’olive.

L'augmentation de la teneur en protéines brutes pourrait étre le résultat des
potentialités offertes par la biomasse mycélienne pour I’enrichissement en protéines du
résidu, suggérant que ce résidu traité est une bonne source de protéines pour le bétail (Chen
et al., 1995; Sobal , 2002 et Shabtay et al., 2009).

Aussi, I'amélioration du contenu en protéine brutes pourrait étre due a la sécrétion de

certaines enzymes extracellulaires dans les déchets lignocellulosiques (Kinfemi et al., 2009).

La présence d’huile résiduelle dans le substrat améliore la croissance et la production
de protéines et n’empéche pas 1’activité lignocellulosique de la souche Streptomyces sp.
S:Msl. Cependant, cette activité dépend de la nature de la lignocellulose présente qui est dans
notre cas un grignon tamisé (composé essentiellement de la pulpe débarrassée en grande
partie de la lignine (Nefzaoui, 1987)) qui favorise alors la croissance mycélienne et la

production enzymatique.

Ce résultat concorde avec les conclusions faites par lyayi et Aderolu en 2004, qui
ont montré une augmentation de protéines brutes contenus dans les dréches de brasserie, son
de riz, farine de palmiste et son de mais traités par Trichoderma viride.

Une étude sur P. ostreatus Florida F6 (ATCC #58053) cultivé sur milieu au grignon d’olive et
de paille de blé a 10% révéle une augmentation significative de la teneur en protéine brutes de
I’ordre 6,13+0,47% (Shabtay et al., 2009).
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En effet, une augmentation de la teneur en protéines n’est que de 22,3% a été observée sur
grignon d’olive cultivé par Fomes fomentarius (Neifar et al., 2013).

Brozzoli et al .(2010) ont rapportés des augmentations en protéines brutes élevees, en
comparaison avec les échantillons témoins, avec Pleurotus ostreatus 3004 inoculé dans des
mélanges suivant :

-Grignon d’olive lapidé -remoulage de blé avec une augmentation de 19,02 %,
- Grignon d’olive lapidé —feverole avec une augmentation de 18,5%,
-Grignon d’olive lapidé — son de blé avec une augmentation de14,06 %,

- Grignon d’olive lapidé - orge avec une augmentation de 18,23%,

-Grignon d’olive lapidé- tréfle incarnat avec une augmentation de 8%,

- Grignon d’olive lapidé-farine de blé avec une augmentation de 7,39%.

L augmentation de la teneur en protéines brutes la plus éleveé est celle observée dans
le mélange du grignon d’olive lapidé — farine de blé ensemencé avec Pleurotus pulomonarius
CBS 666497 et qui est de 29,6 %. Des augmentations de 14,75% dans le mélange grignon
d’olive lapidé —orge, 15,74% dans le mélange grignon d’olive lapidé—tréfle incarnat,
16,23% dans le mélange grignon d’olive lapidé- son de blé, 17,95% dans le mélange grignon
d’olive lapidé —remoulage de blé et 20,68% dans le melange grignon d’olive lapidé —féverole

ont été observé (Brozzoli et al., 2010).

Plusieurs auteurs déterminent la matiére azotée totale, mais on peut convertir cette
quantité exprimé en pourcentage en quantité de protéine brutes, est cela on admettant que
toutes les protéines renferment 16% d'azote et on utilise le coefficient 6,25 pour passer de

I'azote total aux protéines (Salhi, 2004).

P%= 6,25 x N%

Avec :

6,25 = Facteur de conversion.
N % = Pourcentage d'azote.

P % = pourcentage de Protéines totales.

Karapinar (1977) et Worgan (1978) ont rapporté que la culture de Sporotriclum

pulverulentum sur le résidu tamisé a augmenté la teneur en matieres azotées. Une
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augmentation en protéine de 31,25% a été obtenue, alors qu’une augmentation de 77,08% de
protéine brutes est atteinte par cette espéce mais le grignon d’olive a subi un traitement

alcalin avant cette culture.
7-Teneur en sucres totaux

La réaction a I’anthrone constitue la base d’une méthode rapide pour la détermination

des hexoses, acides hexouroniques et aldopentoses.

L’évolution des sucres totaux est illustrée dans la figure ci-dessous.
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Figure 22 : Evolution du taux de sucres totaux au cours de la culture de Streptomyces sp.

S1Msl sur milieu submergé a base de grignon d’olive

On remarque une diminution de la teneur en sucres totaux dans le milieu aprés 12

jours d’incubation, suivie d’une augmentation pour arriver & 1,49+0,095mg/ml au 30*™ jour.

Ces résultats sont en accord avec ceux trouves par Lakhtar (2009), qui a remarqué une
diminution de la teneur en sucres totaux dans le milieu suivie d’une augmentation graduelle.
L’amélioration de la concentration de ces sucres est un avantage supplémentaire en plus de la
réduction des lignocelluloses, dans I'amélioration de la qualité de la biomasse par le traitement
biologique tel que décrit par Jahromi et al. (2011).
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L’étude des paramétres : sucres réducteurs, sucres totaux, a montré que la premiere phase de
croissance a eté attribuée a la minéralisation des matiéres facilement dégradables, suivie par la

phase de dégradation des polysaccharides (hémicelluloses, cellulose) (Lakhtar, 2009).
8-Teneur en matiére grasse

Les lipides présents dans les effluents d’huileries d’olive peuvent avoir un impact
négatif sur les eaux. Ils forment un film impénétrable a la surface des rivieres et ses bords
empéchant ainsi la pénétration de la lumiére et de I’oxygéne (Nassif, 2004). Et sachant que
des concentrations élevées en acides gras libres dans le rumen peuvent altérer la digestion et

I'appétit d’ou I’intérét de s’en débarrasser.

Aussi, Ces déchets oléicoles humides abandonnées a I’air libre rancissent rapidement vu leur
composition en acide gras élevé et deviennent inconsommables par les animaux, d’ou
I’intérét de se débarrasser de cette matiere grasse afin de conserver cet efflue (Orskev, 1977).

Ces matieres grasses peuvent agir par I'un ou I'ensemble des facteurs suivants:

La quantité: les ruminants sont sensibles a un apport de graisse dépassant
5% de la matiére seche de la ration (Vanschoubroek, 1966)

La nature de ces acides gras: un apport de 90 g par 24 heures d'un
mélange d'acides gras C16 et C18 (dont la teneur est élevée dans les grignons) entraine une
réduction d'environ 5% du méthane dégagé (Zerawski et al., 1965).

Les produits d'oxydation éventuels dont la toxicité peut étre redoutables,
mais les digestibilités in-vitro de grignons bruts frais et vieux d'un an sont identiques selon
Theriez et Boule (1970).

En effet, la fraction lipidique, responsable en partie de la toxicité des déchets

d’huileries d’olives a bien été débarrassée avec une réduction élevée.

Apres biotraitement du grignon d’olive par la souche Streptomyces sp. S;Msl dans une culture
submergée, et apres dosage quotidien des lipides avec un intervalle de temps de 24 heures en
utilisant le Soxhlet, les résultats nous montrent une réduction significative (P<0,05%), au

cours des 30 jours d’incubation.

La figure 23 montre la différence entre la quantité de lipide dans le grignon d’olive
avant qu’il subisse un biotraitement par la souche, et aprés ce traitement. Un taux de réduction
de 82,23% a été observé.
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Figure 23: Effet de biotraitement par Streptomyces sp. SiMsl sur la composition en matiere

grasse du grignon d’olive

Vu que le grignon d’olive utilisé dans cette étude est brut, et contient une quantité
importante de matiéres grasses 6,36+0,06% (matiére seche) résiduelle, la production en
biomasse et des enzymes comme les lipases sera importante (Cordova et al., 1998). Cette
enzyme est activée par la présence d’une interphase lipide-eau ou la phase lipidique est
constituée par des triglycérides contenant des acides gras de longue chaine. Ce phénomeéne est

appelé activation interfaciale.

On peut suggérer que les lipides constituent une source de carbone et d'énergie plus
disponible, et peuvent ainsi décaler la dégradation de la lignocellulose par Streptomyces sp.
S1Mgsl a un stade ultérieur, mais dans le cas ou les niveaux d'huile seront faibles (Shabtay et
al., 2009).

En effet, Cordova et al. (1998) ont montré que la présence d’acide oléique dans le
grignon d’olive est utilis¢ comme un inducteur et augmente la production de lipase et que ces
enzymes sont stables pendant la culture. L hydrolyse de la matié¢re grasse de grignon d’olive
est peut étre due a la production des enzymes lipolytiques (lipase) par Streptomyces sp.
S:Msl soit une hydrolyse enzymatique, ou bien une hydrolyse spontanée qui se produit au
cours du stockage ou du traitement thermique (40°C), auto catalysé par les acides gras libres,

et aussi favorisé a une activité d’eau éleveé.

Les aliments riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) a longue chaine (LC) sont

recommandés pour leurs effets bénéfiques sur la santé, mais, ils peuvent former des especes

60



Résultats et discussion

réactives toxiques comme le 4-hydroxy-hexénal (4-HHE) par oxydation (Awada, 2012 ).
Sachant que, la matiére grasse des grignons est trés riche en acides gras C16 et C18 (longue
chaine) insaturés qui constituent 96% du total des acides gras et qui s’oxydent facilement,
donc, la formation de compose toxique, d’ou la conclusion que notre souche convient pour
délipider le grignon d’olive et pour ne garder qu’une petite quantité qui présente des
avantages car les acides gras assurent un role fondamental dans la structure des cellules et le
stockage de I'énergie. Parailleurs, les matieres grasses du grignon brut peuvent constituer un

apport d'énergie important (1 g de lipide donne environ 9,3 Kcal).

Néanmoins, les grignons sont trés vulnérables a I'oxygéne atmosphérique responsable en
grande partie de l'altération des propriétés organoleptiques. Theriez et Boule (1970) ont noté
que I'huile rancie des grignons ne semble pas étre la cause de la chute de digestibilité qu'ils
ont observé in-vitro, les résultats obtenus avec des grignons amassés pendant plus d'un an

étant les mémes que ceux de grignons frais.

Une étude a été faite sur Rhizomucor miehei,  Myceliophtora thermophila,
Thermoascus aurantiacus, et Rhizomucor pusillus cultivé en FMS a base de grignon d’olive,

montre que ces souches produisent une quantité élevée de lipases (Lamrani, 2009).
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Conclusion

L’objectif de ce travail était de toucher a la valorisation du sous-produit de I’industrie
oléicole a savoir le grignon d’olive le grignon d’olive par la culture de Streptomyces sp.
S1Msl en fermentation submergeée, pour i) la production d’enzymes lignocellulosique pour des
applications industrielles et ii) pour la biodégradation des constituants pariétaux difficilement

dégradable pour I’alimentation animale.

La dégradation biologique de la lignoncellulose, issue des déchets et sous-produits
agricoles et industriels, est plus ou moins aisée ; cela dépend de son origine et du but

recherché.

Le grignon d’olive peut étre utilisé a des fins diverses de valorisation de la biomasse et

pour la diminution de la pollution de I’environnement.

En effet, le grignon d’olive non inoculé avec Streptomyces sp. SiMsl s’est avéré pauvre en
protéines brutes (5,09%), mais riche en polyphénols (1,5%), en matiére grasse (6,36%) et en
fibres. Toutefois, la biodégradation de ce grignon a entrainé une augmentation de 34,18%
des protéines brutes et une réduction de 44% en polyphénols et 82,23% en matiére grasse, ces
parameétres permettent de mettre a niveau les valeurs nutritionnelles de grignon pour son

utilisation comme aliment pour les ruminants.

Une production élevé d’enzymes lignocellulosiques, a savoir la xylanase en premire
lieu, avec une production de 5,599+0,006U/ml a un pH de 7,4 et a une température de 40°C,
fait que le grignon d’olive peut un étre un bon substrat pour produire cette enzyme, suivi par
la cellulase avec une production de 1,445+0,016U/ml et de la laccase avec une production de
0,17+10%U/ml.

La biodégradation de grignon d’olive par  Streptomyces sp. S;Msl en culture
submergée a entrainé une diminution notable des constituants suivant: NDF avec un
réduction de 30,95%, ADF avec une réduction de 22,88% et ADL avec une réduction de

21,16%, ce qui suggere une digestibilité accrue du substrat résultant.

Donc, les cultures submergees pour la fermentation microbienne seraient une
alternative au traitement chimique et physique, pour améliorer la qualité de grignon d’olive,
en vue de son utilisation comme substrat de production enzymatique et comme aliment de

bétails.
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Cependant, d'autres recherches dans ce domaine sont nécessaire pour : veérifier I'efficacité de

ce substrat plus au moins dégradé sur la performance des animaux vivants.

Un traitement alcalin du grignon d’olive avant fermentation submergée peut étre une
amélioration du substrat  vis-a-vis du complexe enzymatique lignocellulosique de

Streptomyces sp. S;1Msl.

L’augmentation de la durée d’incubation peut également augmenter et améliorer

I’accessibilité de substrat lignifié.

Aussi comme suite a ce modeste travail, d’autres perspectives peuvent étre envisagé, a

savoir :

» Co-culture de cette souche avec un champignon de la pourriture blanche.
» L’addition d’autres sous-produits au grignon d’olive tel que le lactosérum....pour en

améliorer la valeur nutritionnelle.
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Annexe 1

Préparation des milieux

I-Composition de milieu solide

Le milieu solide est le milieu M2 modifié, sa composition est la suivante :

Amidon (Biochem)........c.coocviiiiiiiiiceee s 3g/L ;
Caséine (SIgMA) ....covevverieririeiieeeeeie e 0,3g/L ;
NaCI (SIgMA).....ecieiieeiecieceere e 29/L ;
Glucose (BIOChem).......ccccvevieiieiiee e 1g/L;
K2HPO4 (SIgMA) ..cviveiiiiiiiieieeee e 29/L ;
KNO3B(SIgMA) ..o 29/L;
CaCO3 (SIgMA) ..cveereeireeire e 0,029/L;
MgSO4, 7H20 (SIgMa)......cccvevreiieiieeie s ceesie e 0,05¢/L;
FeSO4, 7TH20 (Biochem).......cccccvvvvvenieiieiiece e 0,01g/L;
Agar (Liofilchem) ..., 18g/L ;
Grignon d’olive de diametre de 75um ...........cccueeee. 5¢/L.

I I-Composition du milieu submergé a base de grignon d’olive:

Sulfate d’ammonium (Biochem) ...........c.ccccovevvvennen, 0,3% ;
Extrait de levure (Biochem) ...........ccccooviiniinninnnnnns 0,05g/L ;
K2HPO4 (SIgMA) ...cveveiviiiiiieeeeee e 30g/L;
KH2PO4 (SIgMA) ..cvveveciecieecie e 1,50/L;
NaNO3 (BIoChem) .......cccccvevievieiieieee e 1,20/L;
M@SO4, TH20 (SIgMA)......ccvereieeriieniesieniesieseeeeneas 0,29/L;
CaCl2 (BIOCNEM)......ccoeiiiiiiiriecieeee e, 0,029 /L;
ZNSO4, TH20 (SIgMA) vveorveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 0,02g/L;
FeSO4, 7TH20 (SIgma) ......cccevvvveviieiie e 0,001g/L;

Grignon d’olive @<IMM........cccoviviiiiiiiiiiieieen 5%.
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Tous les milieux de culture préparés ont eté agités, rechauffés, et autoclavés a 120°C /20min.



Annexe 1T

A-Dosage des sucres reducteurs

Solution a base d’acide dinitrosalicylique (DNS) :

Acide dinitrosalicylique ..........cccceveiinininiiicieen, 109
SOUTE .. 169
Tartrate de potassium SOdiqUe..........ccceveereerieieennnnn 300g
Eau distillée ..................... (0[]« 1000ml

La solution est préparée dans 1’obscurité puis filtrée et conservee dans un flacon couvert

d’aluminium.
B-Préparation des solutions detergentes
1-Solution NDF (neutral detergent fiber)

Pour préparer un litre de la solution:

EDTA (Dissodium ethylenediamine tetraacetate, C10 H14 N2 O8 xH20) .....18,62g

Borate de sodium décahydrate (Na2 B4O7X10H20)........cccccevvvvevveiicsieennnn, 6,819
Sulphate de sodium lauryl (C12 H 25SO3 Na) .......ccevveviveieiieie e 30g

2-thOXYELhANOL ..o 10 ml
Dissodium hydrogénophosphate (Na2 HPO4) ........ccccooeeiiinineneseseeeee,s 4,56 ¢

Pour la préparation de cette solution, les quantités d’EDTA et de borate de sodium sont
dissoutes dans une quantité suffisante d'eau distillée, la dissolution des réactifs est assurée par
un agitateur chauffant (50°C), puis nous ajoutons le reste des réactifs et aprés la dissolution
complete le volume est complété par I'eau distillée et ajusté a 1000 ml.

2- Solution ADF (acid detergent fiber).

Acide Sulfurique (95-9690) .......cceriiiriiiieieie e 150mi

C.T.A.B (cétyl trimetyl ammonium Bromure) ..........cccceeevenenenenenesieeeeens 100g
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La solution est préparée par dissolution de C.T.A.B dans une quantité d'eau distillée puis les
quantités d’acide sulfurique sont ajoutées avec précaution, le volume ensuite est complété

jusqu'a les cinq litres (5000ml).



Annexe 11T

1-Réalisation de la courbe d’étalonnage pour le dosage de I’activité

xylanasique

Tableau VIII : Gamme d’étalonnage pour le dosage de xylose

Tube 1 2 3 4 5 6
Xylose a 1 mg/ml (ul) 0 200 400 600 800 1000
Tampon citrate (pl)
1000 800 600 400 200 0
Concentration (mg/ml) | 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
0.9 - y = 0.8344x
R?=0.9973
0.8
0.7
£
S o6
5
© 0.5
£ 04
2
3 0.3
Q
<
0.2
0.1
0 T T 1
0 0.2 0.4 0.6 1.2

Concentration en xylose

Figure 25: Droite d’étalonnage pour le dosage de xylose.
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2-Réalisation de la courbe d’étalonnage pour le dosage de I’activité

CMCase

Tableau IX: Gamme d’étalonnage pour le dosage de glucose pour CMCase

Tube 1 2 3 4 5 6
glucose a 1 mg/ml (ul) 0 200 400 600 800 1000
Tampon citrate (pl)
1000 800 600 400 200 0
Concentration (mg/ml) | 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
1.6 - y = 1.3615x
R? = 0.9966

Absorbance a 540nm

O T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Concentration en glucose

Figure 26 : Droite d’étalonnage pour le dosage du CMCase.
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3-Réalisation de la courbe d’étalonnage pour le dosage des sucres

totaux
Tableau X : Gamme d’étalonnage pour le dosage des glucose
Tube 1 2 3 4 5
glucose a 0,16 mg/ml (pl) 0 250 500 750 1000
Tampon citrate (pl) 1000 750 500 250 0
Concentration (mg /ml) 0 0,04 0,08 0,12 0,16
14 - y = 7.3633x
R? = 0.9987
1.2
E 1
o
o
« 0.8
g
806
S
204
0.2
0 T T T T T 1
0 002 004 006 0.8 0.1 014 016 018

Concetration en glucose

Figure 27: Droite d’étalonnage pour de glucose
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4-Réalisation de la courbe d’étalonnage pour le dosage des phénols

totaux
Tableau XI : Gamme d’étalonnage pour le dosage de 1’acide gallique
Tube 1 2 3 4 ) 6
Acide gallique a1l
mg/ml (ul) 0 200 400 600 800 1000
Eau distillée (ul) 1000 800 600 400 200 0
Concentration (mg/ml) | 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
0.6 - y = 0.5058x
R?=0.996
0.5
o
© 04
T
E 0.3
2
-2 0.2
0.1
O T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Concentration en acide gallique

Figure 28: Droite d’étalonnage pour le dosage de ’acide gallique
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5-Réalisation de la courbe d’étalonnage pour le dosage des

protéines

Tableau XI1: Gamme d’étalonnage pour le dosage des protéines.

Tube 1 2 3 4 5 6

BSA 4 2mg/ml (ul) 0 200 400

600

800

1000

Eau distillée (ul) 1000 800 600 400 200 0
Concentration (mg/ml) |0 0,4 0,8 1,2 1,6 2
127 y = 0.4795x
R2=0.9931
1 .
S 038
]
£ 0.6
o]
S
204 1
0.2
0 T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5
Concetration en BSA

Figure 29: Droite d’étalonnage pour le dosage des protéines




Résumé

En Algérie, le grignon d’olive, généré par les industries d'huile d'olive, est présent en quantité
importante. Il pose des problémes potentiels dans la pollution de I’environnement. En effet, ce
travail présente I'étude de la bioamélioration de grignon d’olive en fermentation en milieu
submergé avec une souche d’actinomycéte « Streptomyces sp. S1Msl » afin de produire des
enzymes lignoncellulosique et de mettre a niveau ses valeurs nutritionnelles pour son
utilisation comme aliment pour les ruminants. La souche a été cultivée sur milieu submergé a
base de grignon d’olive pendant 30 jours, et par la suite, les activités enzymatiques
lignocellulolytiques, la composition chimique du substrat résultant ont été déterminés. Les
résultats obtenus ont montré des  productions enzymatiques de 5,6+0,006 U/ml,
1,445+0,016U/ml et 0,17+102 U/ml pour [Dactivit¢é xylanase, CMCase et laccase
respectivement, et une diminution notable dans les constituants suivant :NDF avec une
réduction de 30,95%, ADF avec une réduction de 22,88% et ADL avec un réduction de
21,16%.

Une réduction de 44% en polyphénols, de 82,23% en matieres grasses ont été obtenus et une
augmentation de 34,18 % en protéine est observée avec une quantité en sucres totaux de
1,49+0,095 mg/ml aprés 30 jours d’incubation ont été obtenus.

Mots clés: Grignon d’olive, Streptomyces sp. S1Msl, Activité lignocellulosique,

Fermentation submergée a base de grignon d’olive.

Abstract

In Algeria, the olive pomace, generated by olive oil industries, is present in large quantities. It
poses potential problems in environmental pollution. Indeed, this work presents the study of
olive pomace Bioconvertion in middle submerged fermentation with actinomycetes
"Streptomyces sp. S1IM3l "to produce enzymes and lignoncellulosique to upgrade its
nutritional values for its use as feed for ruminants. This strain was grown on medium
submerged based olive pomace for 30 days, and thereafter, enzymatic activity
lignocellulolytic, the chemical composition of the resulting substrate were determined. The
results obtained showed enzyme production 5.6 +0,006U / ml, 1.445 + 0,016U / ml and 0.17 +
10 U / ml for xylanase activity, CMCase and laccase respectively. And a significant decrease
in the following components: NDF with a 30.95% reduction, ADF with a 22.88% reduction
and ADL with a 21.16% discount




A reduction of 44% of polyphenols, 82.23% fat were obtained and an increase of 34.18% in
protein is observed with a quantitée total sugars of 1.49 + 0,095 mg / ml after 30 days
incubation were obtained.

Keys words: Olive pomace, Streptomyces sp. S1Msl, Lignocellulotic enzyme activites,

Submerged middle.
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