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INTRODUCTION

Depuis des milliers d'années, les étres humains se servent des microorganismes,
bactéries et champignons pour fabriquer des produits alimentaires comme le pain, la biére,
le fromage, etc. Ces microorganismes, omniprésents dans notre environnement sont
actuellement de remarquables agents de production de nombreuses molécules organiques
obtenues par fermentation et utilisées pour leurs propriétés fonctionnelles dans des domaines

extrémement variés (Demain, 2000).

La quantité de biomasse produite sur les continents de la planéte est estimée a 172
milliards de tonnes de matiére séche annuelle. Elle constitue ainsi le réservoir renouvelable
d’une vaste quantité de molécules aux propriétés diverses (molécules de structures, de
réserve ou possédant une activité biologique). Aussi, un des leviers identifié pour la
réduction des dommages environnementaux générés par les activités humaines réside dans
la valorisation de cette biomasse (Anastas et al., 2000). La biomasse lignocellulosique fut
naturellement au centre des recherches pour la production des carburants de substitutions et
méme pour étudier de nouvelles filieres de biotechnologie blanche (bio raffineries) étant
présentée comme alternative a la pétrochimie (Roussos, 1985). La biomasse
lignocellulosique se compose de trois types de polymeres, la cellulose, I’hémicellulose et la
lignine qui sont fortement imbriquées les uns contre les autres et liées chimiquement par des
forces covalentes et non covalentes. La cellulose représente 40 a 60% de cette biomasse, par
conséquent, c’est le biomatériau renouvelable le plus abondant sur notre planete (Dekker et

Lindner, 1979).

Les cellulases sont essentiellement produites par des micro-organismes
cellulolytiques, particuliérement les moisissures grace a leur capacité incomparable a
conqueérir les substrats naturels avec une dissémination efficace, une croissance rapide et un
arsenal enzymatique trés développé (Breton, 1990). Les moisissures sont de plus en plus
utilisées dans la production de métabolites en particulier les enzymes (Scriban, 1999).

Ce travaille sert a utiliser les déchets agroalimentaire dans le but de les valorisées et
de produire des enzymes cellulosiques. La production de ce dernier par la fermentation
mixte est guidée par le biais de plusieurs parametres a savoir la période d’incubation, la

température, I’humidité et la concentration du substrat.

De ce fait, la nécessité d’optimisation de la production par la méthode one factor at

time semble nécessaire pour déterminé les conditions optimaux de la production puis
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I’utilisation de 1’approche mathématique pour minimiser le nombre des essais et de réduire
les expériences et cela se fait en appliquant la méthodologie de surface de réponse (RMS),

par le plan d”’expérience Box-Behnken (BBD).
Notre travail s’organise autour de trois parties :

La premiére partie est une synthése bibliographique mettant au point la paille de blé
et sa composition chimique les enzymes, les champignons cellulolytiques : Aspergillus sp et
Trichoderma sp et de leurs capacités a produire des endoglucanases ainsi que des notions
fondamentales sur les fermentations solides liquides et mixte et enfin on a parler un peu sur

plans d’expérience et leurs diversités.

La deuxiéme partie expose I’ensemble des méthodes expérimentales mises en ceuvre
pour la préparation du sous-produit puis la détermination et I’optimisation des paramétres
influencant cette production et les différents dosages biochimiques des activité enzymatique
ainsi que la modélisation de I’activité endoglucanases par le biais de la méthode des plans

d’expériences.

La troisieme partie retrace et discute les résultats obtenus au cours de cette étude

avant de finaliser par une conclusion et perspectives.
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Chapitre I Synthese bibliographique

I. Biomasse lignocellulosique

La biomasse lignocellulosique est constituée de trois composants majeurs: La
cellulose, I’hémicellulose et la lignine. Les arbres et les herbes représentent la grande majorité
de la biomasse. En moyenne, la biomasse lignocellulosique contient 40-60 % de cellulose, 20-
40% d'hemicelluloses et 10-25 % de lignine (Wertz, 2010).

5%

. 45% @ Cellulose
" m Hemicellulose
O Lignin
m Others

25%

Figure 1: Composition typique de la biomasse lignocellulosique (Wertz, 2010).

1.1.Cellulose

La cellulose constitue la structure de base des cellules végétales. C’est un
homopolymeére linéaire de résidus glucose de configuration D reliées entre elles par des
liaisons B-1,4 glucosidiques sa formule chimique est (CsH1005)X (Serge Perez, 2000). Le
degré de polymérisation (DP) moyen de la cellulose, corresponds au nombre de motifs de -

Dglucopyranose, il varie de 8000-15 000 unités de glucose (Brown, 2004).

e B
oH B
Extrémité Cellobiose : et A I
non-réductrice 2 unités anhydroglucopyranose réductrice

Figure 2 : Structure de la cellulose (Brown, 2004).
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La cellulose existe sous deux états structuraux: la cellulose amorphe qui sont plus
accessibles a la dégradation tandis que la cellulose cristalline qui n'est généralement pas
accessible aux activités enzymatiques ou les polymeres s’organisent sous la forme d’une
maille cristalline dont la cohésion est assurée par les liaisons hydrogéne. La maille cristalline
est constituee de plusieurs chaines en paralléles (Xun, 2015).

I.2.Hémicellulose

Les hémicelluloses sont des polysaccharides non cellulosiques se distinguant de la
cellulose par le fait qu’ils soient des polymeéres hétérogénes a chaines plus courtes et
branchées, principalement constitué de: D-xylose, D-mannose, D-galactose, D-glucose, L-
arabinose, 4-O-methylglucuronic, D-galacturonique et acide D-glucuronique. Les différents
sucres sont liés principalement par des liaisons [-1,4-glycosidiques, mais aussi avec des
liaisons B-1,3 glycosidiques (Pérez et al., 2002). Elle représente 33% de la biomasse non
traitée. Apres traitement, cette fraction est essentiellement constituée de pentose, Xxylose et
glucose (Eloutassi, 2014).

Les hémicelluloses sont associés aux fibrilles de cellulose par des liaisons hydrogéne.
Ce sont des molécules facilement hydrolysables, qu’il est assez facile de séparer de la

cellulose lors des traitements papetiers (Privas, 2013).

1.3.Lignine

La lignine est le dernier composant principal de la lignocellulose qui est un polymére
amorphe tridimensionnel de nature phénolique (Privas, 2013). Les lignines sont des
polymeres hautement condensés, formés par la déshydrogénation et la polymérisation de trois
alcools a noyaux phénylpropane C6-C3: les alcools trans-p-coumarylique, transconiférylique
et trans-sinapylique (Boulaouad, 2013).La lignine assure dans le bois et les végétaux ligneux
la rigidité et la cohésion de la paroi cellulaire ainsi qu’une imperméabilité a l'eau. Elle est
présente dans la paroi des fibres, dans la lamelle moyenne et les vaisseaux du xyléme. Elle
forme également une barriére physicochimique contre les attaques microbiennes (Mussatto et
al., 2007).
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1 alcool p-coumarylique ; 2 alcool coniférylique ; 3 alcool sinapylique.

Figure 3 : Les trois principaux monolignols qui composent la lignine (Mussatto et al., 2007)

I1. Enzymes cellulolytiques

11.1.Cellulases

Beaucoup de micro-organismes produisent des cellulases pour dégrader la cellulose
afin de l'utiliser comme source de carbone. L’activité cellulasique se traduit par I’action de
trois types d’enzymes qui sont classées en fonction de I’endroit ou elles agissent au niveau de
la fibre cellulosique. Les endoglucanases commencent I’hydrolyse, les exoglucanases agissent
au niveau des extrémités générés par les endoglucanases, suivie par les B-glucosidases qui

agissent sur le produit de catalyse des exoglucanases, pour libérer enfin des monomeres de

glucose (Pimentel et al, 2014).

O glucose lendoglucanase
O-Ocellobiose ﬂcellobiohydrolase Q swollenin
8 sophorose '[i-glucosidase B-glucosidase

Figure 4 : Enzymes intervenant dans la degradation de la cellulose (Alarcon-Gutiérrez,
2007).

a- Les Endoglucanases ou 1,4- R-glucanglucanohydrolases (EG) sont connues pour

hydrolyser aléatoirement les liaisons osidiques, principalement dans les zones amorphes. Ils
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sont les premiers responsables de la diminution du degré de polymérisation des substrats
cellulosiques (Boisset et al, 2000). Ces enzymes n’agissent pas sur la cellulose cristalline.

L attaque, au hasard, a pour effet de créer de nouvelles extrémités non réductrices qui
deviennent a leur tour des sites réactifs pour les cellobiohydrolases (Hasper et al., 2002).

b- Les exoglucanases ou 1,4. B-D glucanecellobiohydrolasesqui agissent de maniére
processive et s’adsorbent sur la cellulose en hydrolysant a partir des extrémités réductrices ou
a partir des extrémités non réductrices pour libérer du cellobiose. Ce sont les seules enzymes
agissant sur la cellulose cristalline (Prevot, 2013).

c- R-glucosidases ou R-D-glucoside glucohydrolase (BGs) qui hydrolysent le
cellobiose ou les cello-oligosaccharides en glucose. Elles n’ont pas d’action sur la cellulose
insoluble (Ballerini, 2011 ; Saddler et al., 2010).
11.2.xylanases

Les xylanases sont des glucosidases (O-glycoside hydrolases, EC 3.2.1.xX) qui
catalysent les liaisons 1,4-D-xylosidiques dans les régions non substituées des chaines de
xylanes pour aboutir aux xyloses (une source de carbone primaire nécessaire aux
métabolismes cellulaires) (Holtz et al, 1991).

Elles constituent un complexe multi-enzymatique qui se trouve en particulier dans les
bois (Kalogeris et al, 1998).

On peut distinguer les endo et les exoxylanases.

- Les endo-D-xylanases, B-D-(1,4) xylanexylanohydrolase (EC 3.2.1.8), dégradent leurs
substrats par une attaque intramoléculaire. Les exo-D-xylanases, [-D-(1,4)
xylanexylanohydrolase, (EC 3.2.1.37) hydrolysent les polymeres de xylose par récurrence a
partir de leur extrémité non-réductrice (Haberra, 2014).

11.3.Ligninases

Les ligninases sont principalement produites par des champignons basidiomycétes de
la pourriture blanche. Ce sont généralement des métallo-enzymes qui vont oxyder les phénols
composant les chaines ramifiées des lignines (Prevot, 2013).

Elles sont classées en deux catégories (Prevot, 2013) :

- Les phénols oxydases ou laccases. Ce sont des oxydoréductases glycosylées a cuivre qui
utilisent 1’02 pour oxyder divers composés aromatiques et non aromatiques.

- Les peroxydases a heme.
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I11. Les déchets lignocellulosiques

La ressource de biomasse lignocellulosique provient aussi bien des résidus agricoles et
forestiers ou des sous-produits de transformation du bois que de cultures dédiées, qu’il
s’agisse de plantes ligneuses ou de plantes herbacées (Saidi, 2011).

I11.1. Paille de blé

La paille de blé est constituée par la tige est des feuilles et 1’épi ou rachis a son

sommet, secs (Zeitoun, 2011).

La composition en hémicelluloses, lignine, cellulose, protéines et cendres de la paille
de blé¢ est trés variable (Tableau I), d’une part a cause de la variabilité de la matiére végétale
fonction de la nature du sol, du climat et de I’état de maturité de la plante au moment de la

récolte, et d’autre part, a cause des différentes méthodes d’extractions employées.

Cependant, quels que soit les auteurs, la cellulose constitue le composé majoritaire de
la paille, suivie par les hémicelluloses. La lignine représente environ 14% de la masse de la
matiére seche de la plante, ce qui fait de la paille une matiére vegétale peu lignifiée, par
comparaison avec le bois. Les minéraux sont présents en plus faible quantité (= 5%) et les

protéines sont un composé minoritaire (Zeitoun, 2011).

Tableau I: Compositions chimiques des pailles de blé relevées dans la littérature (en
% de Matiere Seche) (Zeitoun, 2011).

Référence Harper, Magro, Lawther et Markessini Montane et Maréchal,
1981 1995 al., 1995 etal, 1997 al., 1998 2001
Hémicelluloses 33.3 28.7 32.6 (£2.3) 34 30.4 31.7 (1)
Lignine 14.6 12.7 141 141 171 10(x2.2)
Cellulose 41.8 43 37.8 (x0.7) 38.1 33.7 40.8 (£3)
Protéines 2.6 2.6 1.7 n.d n.d 2.4 (£0.4)
Cendres 7.2 3.2 7.9 6.4 8 5.9 (x1)
Xylose/Arabinose 5.5 7.6 10.1 n.d 6.6 7
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V. Les champignons lignocellulolytiques

IV.1. Généralité sur les champignons

En 1863, Schacht a été le premier a mettre en évidence le r6le des champignons dans
la pourriture du bois. Les travaux de Hartig (1878) (cité par Heitner et al., 2010) ont permis
de comprendre le mécanisme biologique de dégradation fongique du bois, et d’identifier
différents types des champignons en fonction des caractéristique de la pourriture du bois.

Depuis les années 80, les champignons de pourritures de bois ont fait I’objet de
nombreux travaux de recherche non seulement pour comprendre les mécanismes biologiques
mais également dans un objectif de les utiliser pour le prétraitement des biomasses
lignocellulosiques (Schurz, 1978 ; Sun et Cheng, 2002).

Les Champignons décomposeurs du bois assurent leur nutrition par digestion
enzymatique des constituants du bois (Rabinovich et al., 2002;Sanchez,2009),et leur action
aboutit & une diminution des propriétés mécaniques et esthétiques du bois. Il existe plusieurs
groupes écologiques de champignons se développant sur ou dans le bois, chacun ayant des
propriétés d’attaque speécifiques observables a 1’échelle macroscopique résultant de leur
différentes activités enzymatique (Schwarze et al., 2000).

IV.2. Activité lignocellulolytiques des champignons

Les champignons filamenteux jouent un réle important dans la production industrielle
des protéines et des enzymes. Ces champignons sont utilisés pour produire un grand nombre
d’enzymes tel que la cellulases, xylanases, chitinases, amylases, protéases et autres
(Braaksma et al, 2010).

Trichoderma produit beaucoup d’enzymes extracellulaires. Il est utilis¢é dans le
commerce pour la production de cellulase et d’autres enzymes dégradant les complexes

polysaccharidiques (Reculeau, 2003).

La capacité de dégradation des parois cellulaires végétales (lignocellulose) ou capacité
lignocellulolytiques est trés répandue chez les micro-organismes. Parmi les souches
présentant cette capacité, I’'une des plus étudiée, servant actuellement de modele de base et
dont 1’utilisation est la plus répandue est la souche Trichoderma reesei (Prevot, 2013). Parmi
les genres producteurs de cellulases les plus répandus dans le sol on peut citer ; Trichoderma
sp .Aspergillus sp. Acremonium sp. Penicillium sp. Rhizopus sp et Chaetomium sp. (Makut et
Godya, 2010).
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La plupart des membres d’Aspergillus sont des microorganismes utiles dans la nature
pour la dégradation des polysaccharides végétaux et sont d’importance industrielle pour la

production d’enzymes : A. niger, A. oryzae et A. sojae (Ward et al., 2006).
IV.2.1.Genre Trichoderma

Le genre Trichoderma regroupe un ensemble de champignons imparfaits saprophytes
qui se retrouvent couramment dans le sol, sur le bois mort, les débris végétaux et les organes
aeriens des plants. On le reconnait facilement en culture grace a la couleur généralement
verdatre de ses spores et le port typique de ses phialides (en forme de quilles) (Johanne,
2002).

IV.2.2.Genre Aspergillus

Les champignons du genre Aspergillus sont des moisissures, autrement dit des
champignons microscopiques filamenteux, qui vivent en saprobiose dans de tres nombreux
écosystemes. L’ensemble des filaments (ou hyphes) constitue le mycélium dont le
développement habituel comprend une phase végétative avec croissance et nutrition, et
simultanément, une phase de multiplication asexué au cours de laquelle se forment des spores
(ou conidies) qui assurent la dispersion. La germination des spores est a I’origine de la
formation d’un nouveau mycélium. De plus, une multiplication sexuée (reproduction) est
connue chez certaines especes aspergillaires. Les champignons du genre Aspergillus sont des
champignons filamenteux dont les filaments sont septés (cloisonnés) (Savalle m, 2015).

V. La fermentation en milieu solide (SSF)

La fermentation en milieu solide est généralement définie comme une croissance
microbienne sur des particules solides humides, qui jouent le roéle d’un support physique et
source de nutriments en l'absence d'eau libre. La quantité d'eau dans cette matrice solide doit
étre suffisante pour la croissance et le métabolisme des micro-organismes (Mitchell et al.,
2002).

Parmi les différents groupes de micro-organismes utilisés dans SSF, les champignons
filamenteux, qui sont les espéces les mieux adaptées, indiquées dans plusieurs recherches et
applications pratiques. Ceci est d0 a leur capacité a croitre sur des surfaces de substrats
variables et de pénétrer dans les espaces inter-particulaires des substrats solides, tandis que les
bactéries et les levures sont largement cultivées dans la fermentation liquide (SmF) (Viniegra

- Gonzalez et Favela-Torres, 2006).



Chapitre I Synthese bibliographique

Le développement des champignons filamenteux en SSF (figure N°5) se fait par
extension et ramification des filaments formant le mycélium. Aprés I’inoculation d’un
substrat par des conidies, les hyphes se développent pour former un tapis mycélien qui s’étend
a la surface du milieu solide. A partir de ce tapis mycélien, des filaments se développent dans
les espaces gazeux et des filaments pénétrent a I’intérieur des particules (de la matrice solide)
ou dans les espaces interparticulaires (par croissance) a la recherche de composés nutritifs,
notamment dans les pores remplis de liquide. A des taux normaux d’humidité, les espaces
entre les filaments aériens sont remplis de gaz (aérobie), tandis que les filaments en contact
avec le substrat sont remplis d’eau (anaérobie). Les activités métaboliques se produisent
principalement pres de la surface ou a I’intérieur des pores, mais les filaments aériens peuvent
présenter une activité due a des phénomenes de diffusion. Pour finir, les enzymes
hydrolytiques diffusent dans la matrice solide et dégradent les polyméres afin de permettre la
production de molécules assimilables par le champignon (Holker et Lenz, 2005 ; Rahardjo et
al., 2006).

Mycélium pénétrant

Substrat

Figure 5 : Modéle de développement d’un champignon filamenteux en SSF (Rahardjo et al.,
2006).

Plusieurs études ont démontré que le précédé SSF peut conduire a des rendements plus
élevés avec une productivité importante et de qualité meilleure par rapport a la fermentation
submergee (SmF) (Ul-Haqg et al., 2002 ; Martins et al., 2011). L’absence d’eau libre permet
de réduire le volume des installations de fermentation et les contaminations bactériennes. En
plus, la non nécessité de stérilisation préalable du substrat réduit considérablement le cout

énergétique de la fermentation (Pandey et al., 2000 ; Assamoi et al., 2009).

10
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Divers problémes peuvent étre rencontrés au cours d’une fermentation en milieu
solide. Les principaux obstacles rencontrés sont: la faible capacité a réguler les paramétres
influencant la SSF, la forte hétérogénéité du milieu, le passage a grande échelle, 1’estimation
de la biomasse (Holker et Lenz, 2005).

V1. La fermentation submergée (SmF)

C’est une technique dans laquelle les microorganismes sont en suspension dans un
milieu liquide contenant les éléments nutritifs dissous. Elle consiste a utiliser des substrats
liquides libres, tels que les mélasses et les bouillons. Les substrats sont utilisés rapidement par
les microorganismes pour produire différentes molécules bioactives (Colla et al., 2010 ;
Subramaniyam et Vimala, 2012 ; Salihu et al.,2012).

Cette technique est mieux adaptée pour les microorganismes qui nécessitent une haute
teneur en humidité tels que les bactéries (Subramaniyam et Vimala, 2012).

Le substrat utilisé en SmF, est un liquide libre dont la composition dépend des besoins
de microorganisme a utilisé (Subramani et Vimala, 2012). Cependant, il doit contenir
obligatoirement une source de carbone et une source d’azote.

Elle est avantageuse dans le contrble des paramétres de la fermentation, la
récupération facile des métabolites, des mycéliums ou des spores et fournie de bons
rendements en enzymes (extraits enzymatiques plus stable) (Sun et Xu, 2009 ; Colla et al.,
2010 ; Subramaniyam et Vimala, 2012).

La fermentation submergée est un procédé présentant divers avantages et un
rendement élevé mais il présente certains inconvénients tels que les contaminations
microbiennes et le développement naturel, sous forme mycélien, des microorganismes
fongiques. Ce dernier provoque une augmentation de la viscosité préjudiciable a la

solubilisation de I'oxygene dans le milieu (Sun et Xu, 2009).

11
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VII. Comparaison entre la SmF et SSF

Tableau Il : Comparaison entre SSF et SmF (Raimbault, 1998; Assamoi et al., 2009).

Facteur

Substrat

Eau

pH et Température

Aération (O2)

Fermentation

Contamination

Demande

énergétique

Biomasse

Produit

Aw : Activité d’eau.

Fermentation solide (SSF)

Polymere insolubles (amidon,

cellulose, lignine)

Consommation limitée de 1’eau; aw faible

Contrdle aléatoire et transfert difficile de

la chaleur

Aération facile et diffusion rapide de

I’oxygene

Fermentation en batch

Risque de contamination fongique

Besoin énergétique faible

Inséparable du substrat

Concentré

VI1Il. Fermentation mixte

Fermentation liquide (SmF)

Substrats solubles (sucres)

Des grands volumes d’eau sont
consommeés

Controle facile

Faible solubilit¢ de 1’(O2) dans
I’eau

Fermentation continu

Risque de contamination

bactérienne
Consommation ¢élevée d’énergie

Facilement séparable

Tres dilué

La performance supérieure des cultures mixtes est basée sur le fait que dans la nature,

la biodégradation de la biomasse lignocellulosique est réalisée par la coopération synergique

variété de micro-organismes (Hu et al., 2011 ; Bader et al., 2010).

De nombreux chercheurs se sont intéressés a la réalisation de cultures mixte qui sont

capables de transformer certains polymeres (cellulose) en sucres (glucose) et en CH4. Ces

études ont pour but le plus souvent de travailler avec un minimum de souches pour arriver

12
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dans les meilleures conditions au résultat souhaité : la production de bio méthane. De plus,
ces expériences nous permettent de mieux comprendre les interactions pouvant exister entre
les différents microorganismes. On pourrait aussi concevoir d'utiliser ces cultures mixtes pour
inoculer les déchets (Ollivier ,1987).

La composition de la charge lignocellulosique utilisée comme substrat pour la culture
SSF peut avoir une influence importante sur I'ensemble des enzymes secrétées par les
champignons. Ca a été suggeré que l'utilisation des enzymes secrétées a partir de micro-
organismes cultivés sur le méme substrat lignocellulosique qui sera converti en éthanol
pourrait étre un moyen possible d’améliorer la composition du complexe enzymatique
(Delabona et al., 2012 ; van den Brink et al., 2014 ; Florencio et al., 2016; Johnson et al.,
2016).

L'application de cultures pures domine dans les processus biotechnologiques, mais a
travers l'application de cultures mixtes le métabolisme combiné entraine des effets:
rendement plus élevé de la production d'éthanol; rendement plus élevé de la production
d'acide acétique; enrichissement de la teneur en vitamine dans les aliments fermentés
(Stoilova et al., 2014).

Spécial attention a été accordée aux cultures mixtes utilisées pour augmenter la
production d’enzyme, comme 1’amylase, I’inulinase, xylanase, endoglucanase et J3-
glucosidase.

La culture mixte en fermentation solide accomplit une colonisation plus compléte
du substrat et a plus lent taux de croissance, ce qui permet un meilleur équilibre. L'association
de populations microbiennes de champignons mycéliens permet une production d'enzymes
encore plus élevée des hémicellulases et des cellulases, qui agissent en synergie, se dégrade
efficacement les déchets vegétaux (Stoilova et al., 2014).

En cultures mixtes, pour un temps de culture suffisamment long, la population ayant
un taux de Croissance supeérieur peut dépasser en nombre la population la plus lente. Cela
constitue un avantage dans la compétition. En absence d'interaction, 1’issue d’une culture
mixte est donc la sélection de la bactérie la plus rapide, qui a un avantage sélectif (Cornu,
2000).

13
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IX. Plan d’expérience

IX.1. Définition

Les plans d’expériences sont des techniques qui permettent de quantifier les effets de
divers facteurs sur une réponse et de les optimiser dans des domaines expérimentaux bien
déterminés. On organise une suite d’essais consistant a manipuler les facteurs afin de décrire

la méthode permettant d’obtenir la réponse optimale (Hancco et al, 2011).

IX.2. Plan de surface et de réponse(RSM)

C'est une technique de modélisation empirique consacrée a I'évaluation de la relation
d'un ensemble de facteurs expérimentaux contrdlés et observés avec les résultats (Annadurai,
1998).

Chaque point du domaine d’étude correspond a une réponse. L’ensemble de tous les
points du domaine d’étude correspond a un ensemble de réponses qui se localise sur une

surface appelée surface de réponse (Goupy, 2006).

Réponse e

B Facteur 1

Figure 6 : Ensembles des réponses qui correspondent a tous les points du domaine d’étude
(Goupy, 2006).

1X.2. Plan de Box-Behnken

Les points expérimentaux de ce plan sont représentés au milieu des arétes de chacun
des cotes d’un cube. C’est un plan qui peut comporter plus de 12 essais, auxquels on peut

ajouter des points au centre (Goupy, 2006).
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IX.3. Modele mathématique

On choisit a priori une fonction mathématique qui relie la réponse aux facteurs. On
prend un développement limité de la série de Taylor-Mac Laurin. Les dérivées sont supposées
constantes et le développement prend la forme d'un polynéme de degré plus ou moins élevé :

Y=ao+XaixXi + XaijXiXj +...+ XaiiXiZ + aij...zXiXj...Xz

v’ yest laréponse ou la grandeur d'intérét. Elle est mesurée au cours de I'expérimentation
et elle est obtenue avec une précision donnée.

v X. représente le niveau attribué au facteur i par I'experimentateur pour réaliser un essai.

Cette valeur est parfaitement connue. On suppose méme que ce niveau est déterminé
sans erreur (hypothése classique de la régression).

v 8y, &, sont les coefficients du modele mathématique adopté a priori. lls ne sont

pas connus et doivent étre calculés a partir des résultats des expériences.
L'intérét de modéliser la réponse par un polynéme est de pouvoir calculer ensuite toutes

les réponses du domaine d'étude sans étre obligé de faire les expériences (Goupy, 2006).
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I. Matériel analytique

Le matériel analytique est décrit en annexe 1.
I1. Matériel biologique

Les souches fongiques utilisées dans ce travail sont Aspergillus sp et Trichoderma
sp appartenant a la collection du laboratoire de microbiologie appliquée « LMA » de
I’université A/Mira de Bejaia. Les souches fongiques sont isolées dans les sols de trois
sites de la région d’Akbou (Algeérie) par Mm Azzouze Zahra.
11.1. Préparation du matériel biologique

11.1.1. Repiquage des souches

Les souches fongiques sont repiquées sur des boites de Pétrie contenant le milieu
PDA (Potato- Dextrose- Agar) et sont incubé a 28°C pendant 7 a10 jours.

11.1.2. Observation macroscopique

Les cultures obtenues aprés 7 jours sur milieu PDA ont été identifiees sur la base de

leurs aspects, taille, structure et la couleur des colonies, a I’ceil nu.

11.1.3. Observation microscopique
Un scotch a été fixé sur la surface de la boite de Pétrie contenant le mycélium, le
prélevement est mis sur une lame stérile, I’observation a été effectuée sur microscope
optique.

11.1.4. Préparation des solutions sporale

Apres sporulation des souches fongiques ensemencées préalablement sur milieu
PDA, chaque boite est lavée avec 10 ml d’eau distillée stérile contenant 1 % de Tween-80,
la solution obtenu est conservé dans des flacon stériles pour étre utilisées comme inoculum
pour la production d’enzymes (Sandhu et al., 2013 ; Ang et al., 2015).
11.2. Préparation de substrat de fermentation

La paille de blé a été utilisée comme substrat dans les fermentations mixtes (solides
et liquides). Ce substrat est récolté au niveau des agricultures de la région. La paille est
d’abord lavée avec I’eau distillé, séchée au four pasteur a 80°C pendant 24h, broyer a
I’aide d’un mixeur puis stockes a température ambiante (Madhuri et al., 2014).

Le taux d’humidité de substrat est déterminé selon I’équation suivante :

H (%)= [(Po- Psec)/Po] x 100

Po: poids frais Psec= Poids sec
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Le poids sec est determiné apres séchage des substrats au four pasteurs a 105°C jusqu’a

poids constant.

11.3. Productions des enzymes cellulolytiques par fermentation mixte sur
des milieux liquide et solide

11.3.1.Fermentation liquide
Les cultures sont réalisées dans 3 flacons de 250ml, un pour la culture mixte
(Aspergillus sp et Trichoderma sp), le deuxieme pour la souche G (Trichoderma sp) et le
dernier pour la souche BG (Aspergillus sp), contenant 50ml de solution minérale Mendels
et Weber avec 2% (p/v) de paille de ble comme seul source de carbone. Aprés traitement
thermique a 121°C pendant 15mn, les milieux sont inoculés comme suit :
e 10*spore/ml (Trichoderma sp) pour la souche G
e 10* spore/ml (Aspergillus sp) pour la souche BG
e 10* spore/ml (5.10% spore/ml de Trichoderma sp +5.10° spore/ml de Aspergillus
sp) pour la culture mixte
Les flacons sont incubés sous agitation a 28°C pendant 7 jours (Prevot, 2013).
A la fin de I’incubation, les extraits enzymatiques sont obtenues par centrifugation
a 10000g a 4°C pendant 15mn, les surnageant récupéré est conservé a 4°C jusqu’a
I’utilisation pour le dosage enzymatique.
11.3.2.Fermentation solide
Toutes les cultures sont effectuées dans 3 erlenmeyer de 500ml a col large un pour
la culture mixte (Aspergillus sp et Trichoderma sp), le deuxiéme pour la souche G
(Trichoderma sp) et le dernier pour la souche BG (Aspergillus sp) contenant 10g de la
paille de blé. Le taux d’humidité a été fixé a 70% est obtenus avec le milieu Mendels et
Weber. Les erlénes sont stérilisés a 121°C pendant 15mn, refroidi, puis inoculés comme
suit :
e 10*spore/ml (Trichoderma sp) pour la souche G
e 10* spore/ml (Aspergillus sp) pour la souche BG
e 10* spore/ml (5.10° spore/ml de Trichoderma sp + 5.10° spore/ml de
Aspergillus sp) pour la culture mixte.
Les erlénes sont fermés avec les coutons cardes et recouvert avec le papier aluminium puis
incubés a 28°C pendant 7 jours (Sandhu et al., 2013).
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A la fin de I’incubation, 100 ml d’eau distillée sont ajoutés dans chaque
erlenmeyer. Apres agitation pendant 15mn, le contenu est centrifugé & 10000g a 4°C
pendant 15mn. Les surnageant ainsi obtenant constituent les extraits enzymatiques bruts.
I1.4. Dosage de I’activité endoglucanases (CMCase)

L’activité CMCase est déterminée selon la méthode de Ghose (1987) (Tableau X).
- Dans des tubes a hémolyse, ajouter 0,5 ml d’une solution de CMC a 2% (p/v) [dans du
tampon citrate (0,05 M - pH 4,8)].

- Equilibrer pendant 10 minutes & 50°C dans un bain marie.

- Additionner 0,25 ml de I’extrait enzymatique brut.

- Incuber a 50°C pendant 30 minutes,

- Arréter la réaction en ajoutant 1,5 ml du réactif de DNS (acide 3,5-dinitrosalicylique),
suivi d’un chauffage a 100°C pendant 5 minutes.

- La concentration de glucose est déterminée par référence a une courbe étalon établie
avec des concentrations variables en glucose (0,33 & 2 mg/ml) a partir d’une solution mére
a2 g/l. L’absorbance est mesurée a I’aide d’un spectrophotométre a 540 nm.

Tableau I11: Différentes étapes du dosage de 1’activité CMCase selon Ghose (1987).

Gamme Témoin enzyme Enzyme

Substrat (ul) 250 250 250
Equilibrer a 50°C pendant 10 min
Enzyme (pl) / / 250

Incuber pendant 30 min a 50 °C

Arréter la réaction en ajoutant 1.5 ml de DNS

Tampon (pl) / / /
Glucose (ul) 250 / /
Enzyme (pl) / 250 /

Placer 5 min a 100 °C

Refroidir dans un bain d’eau glacée
Mesurer I’absorbance a 540 nm contre I’eau déminéralisée

Absorbance = Absorbance de I’enzyme — Absorbance témoin enzyme
Les absorbances des échantillons sont converties en concentration de glucose libéré par

interpolation linéaire a partir de la courbe d’étalonnage.
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CMCase = (mg de glucose libéré / 0.18016 mg/umol) / (0.25 ml* 30 min)

= umol min-1 ml-1

=U/ml

I1.5. Optimisation des parameétres de la fermentation mixte sur milieu
solide par one factor at time

11.5.1. Temps d’incubation
Dans cette étude, la fermentation est effectuée dans des erlénes de 500ml contenant
10 g de substrat, humidifié a 70 % avec milieu MW, inoculées avec 10* spore/ml. Puis
incubées a 28°C pendant 10 jours. Les erlénes sont prélevés tous les 24 heures jusqu’a
10°™€ jour.
11.5.2. Humidite
L’activité enzymatique de CMCase a été déterminée dans des erlénes de 500ml
contenues 10 g de substrat, humidifier aux différents taux d’humidité allant de 35 jusqu’a
95% de milieu MW avec un intervalle de 5% , inoculées avec 10* spore/ml puis incubé a
28°C pendant un temps optimal déterminé précédemment .
11.5.3. Température
Afin de déterminer la meilleure température pour la production de cellulases par
Aspergillus sp et Trichoderma sp. Les fermentations ont été réalisées a 24, 26, 28, 30, 32,
34, 36, 38, 40 et 42°C avec une humidité optimale et pendant un temps optimal déterminés

précédemment.
11.5.4. Ratio (paille de blé/ son de blé)

Différents essais ont été effectués pour étudier les possibilités de production de
CMCase par SSF en employant la paille de blé comme substrat le plus dominant, en
ajoutant le son de blé pour induire I'activité de cellulase, I’expérience a été réalisée avec
I'addition du son de blé dans le milieu de fermentation avec une faible concentrations par
rapport a la paille de blé (tableau 3). Les erlénes ont été stérilisés a 121°C pendant 15
minutes, refroidies et inoculé avec une charge de 10* spore/ml puis sont incubée & une

température, temps et humidité optimales déterminés precédemment.
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Tableau IV : Optimisation de la source de carbone

Echantillon Ratio (Paille/Son de blé)
10/00
9.5/0.5
9/1
8.5/1.5
8/2
7.5/2.5
7/3
6.5/3.5
6/4
5.5/4.5
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11.6. Analyse statistique

L’analyse de la variance (ANOVA) suivie par le test Tukey (HSD) est utilisée pour
déterminer les différences significatives a 1’aide du logiciel statistique Excel STAT. Pour
toutes les analyses, la différence est considérée comme étant significative lorsque p< 0.05
pour un intervalle de confiance de 95%.

I1.7. Optimisation de production d’endoglucanases par surfaces de
réponse (RSM)

Une fois les paramétres optimales déterminés par les méthodes classiques (OFAT),
I’optimisation est réalisé par un plan factorielle a quatre facteurs Xi (temps), Xo
(humidité), X3 (température) et X4 (ratio) et a trois niveaux (-1, 0, +1) qui est appliqué pour
¢tudié I’influence de ces paramétres sur la production d’enzyme et pour déterminer la
préliminaire des variables. Les niveaux bas, moyen et haut de chaque variable sont

représentés dans le tableau suivant :

Tableau V : Différents niveaux des paramétres choisis pour I’optimisation

Parametres Niveau bas -1 Niveau centré 0 Niveau haut +1
X1 (Temps) Jours 4 7 10
X2 (Humidité) % 75 85 95
X3 (Température) °C 26 30 34
X4 (Ratio) P/S 8/2 6/4 4/6
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Le modele mathématique polynomial développer pour 1’optimisation est un modeéle
de second degré (Quadratique) et la matrice d’expérience du plan Box-Behnken (BBD) est

réalisé par le logiciel Design-Expert 11® software Trial (Version 11.0.5.0. USA)

La surface de réponse (RSM) a été conduite pour déterminer les variables de
processus de production de CMCase. Le tableau 6 représente les valeurs non-codées des
variables expérimentales et de 27 points expérimentaux. Trois réplications ont été
employeées pour évaluer I'erreur pure.

Tableau VI : Matrice d’expérience donnée par BBD

Facteur 1 Facteur2  Facteur 3 Facteur 4
Expérience A:temp B:Humidité C:Température D:Ratio P/S
Jours % °C %
1 10 95 30 40
2 10 75 30 40
3 7 75 30 60
4 7 75 34 40
5 7 85 30 40
6 10 85 34 40
7 7 85 26 20
8 7 75 30 20
9 10 85 30 60
10 7 95 34 40
11 7 95 30 60
12 10 85 26 40
13 4 85 34 40
14 7 85 30 40
15 7 85 30 40
16 7 85 34 60
17 7 75 26 40
18 7 95 26 40
19 10 85 30 20
20 7 95 30 20
21 4 85 26 40
22 4 75 30 40
23 7 85 34 20
24 4 85 30 20
25 4 85 30 60
26 7 85 26 60
27 4 95 30 40
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La matrice réaliser est employé pour l'analyse de régression des donnés pour
adapter une équation polynémiale du second degré (modele quadratique), selon I'équation
suivante
(Ea. (1))

Y= B, + Yk . BiXi+3Y¥,, BiixX>+3YX, BijXiXj+E

Y : représente la fonction de réponse

Bo : coefficient constant

Bi, le Bii et le Bij sont les coefficients du linéaire, quadratique et les limites interactives,
respectivement,

Xi et le Xj représentent les variables indépendantes codées.
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Chapitre III

I. Caractérisations des souches fongiques

Les caractéristiques microscopiques des souches fongiques sélectionnées ont portées
essentiellement sur la forme des conidiophores, des conidies et du mycélium.

Les caracteres macroscopiques des différentes souches selectionnées sont étudiés sur
les milieux PDA. Les critéres macroscopiques représentés dans le tableau VII reposent sur

I’observation de la couleur, la taille, le relief, ’aspect des filaments, et la pigmentation des

colonies.

Tableau VII : Les principaux caractéres microscopiques et macroscopiques de la souche

(BG) et la souche (G)

Aspect microscopique

Aspergillus sp
(BG)

Le mycélium est formé d’hyphe,
filaments végétatifs fin et cloisonné qui
s’élargissent pour donner naissance a
des conidiophores perpendiculaire a
I’hyphe, forment un renflement a son
extrémité appelé vésicule. Celle-ci porte
les phialides qui donnent naissance aux
spores mitotiques appelées conidies ou
conidiospores

Trichoderma sp

(G)

Mycélium composé d’hyphes, septes,
ramifiés a parois lisses. Les
conidiophores ont une forme conique
ou pyramidale. Tres ramifiés, ils portent
des phialides en forme de flasques ou
de quilles. A leur tour, les phialides
portent les spores (phialospores ou bien
conidies)

Aspect macroscopique

Aspergillus sp
(BG)

L’observation a I’ceil nu apreés une
incubation de 4 jours a 28°C a montré un
mycélium blanchatre avec un aspect
velours et une prolongation
d’incubation devient poudreuse avec
I’apparition des spores noires apres 7
jours d’incubation et absences de
pigments.
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Trichoderma sp

(G)

La souche (G) présente une croissance
tres rapide et le mycélium envahi
facilement le milieu, il est de couleur

jaune et
sporulation.

qui devient vert apres

Il. Productions des enzymes cellulolytiques par fermentation mixte sur

milieux liquide et solide

La production de CMCase par les deux fermentations (solide et liquide) sur la paille

de blé est mesuré aprés 7joursd’incubation a 28°C et les résultats obtenus sont illustrée dans

la figure suivante :

uUl/ml

500

400

300

200

100

0

416.919

322.492
282.707

5.212 1.198

Mixte G BG

Figure 07: Production de CMCase par la fermentation mixte sur milieu liquide et solide

aprés 7 jours d’incubation.

Selon les résultats de la figure 07, nous avons observe une activité maximale de

416,919U1/ml dans la culture mixte des deux souches (BG et G) et qui est meilleur que celle

de la monoculture dans la fermentation solide; contrairement a la fermentation liquide dont

on a trouvé une meilleure activité de 13,363UI/ml avec une culture de la souche BG seule

que la fermentation mixte (5,212Ul/ml).

- Fermentation solide :

Les deux souches présentent une meilleure activité dans la

fermentation mixte que la fermentation seule, ce qui détermine un effet synergique entre ces

deux souches.
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- Fermentation liquide : L’activit¢ CMCase dans la fermentation mixte est inférieure a
celle de la souche BG, ce qui indique qu’il y’a pas un effet synergique entre les deux souches
dans ce type de fermentation.

C’est pour ¢a nous avons choisies de continuer avec la fermentation mixte solides dans
les autres testes.

La performance supérieure des cultures mixtes est basée sur le fait que dans la nature,
la biodégradation de la biomasse lignocellulosique est réalisée par la coopération synergique

de variété de micro-organismes (Bader, J et al, 2010 ; Hu, H et al, 2011).

I11. Optimisation des paramétres de la fermentation mixte sur milieu

solide par la méthode classique (One Factor At Time)

Les conditions de cultures telles que le temps d’incubation, la composition du milieu de
fermentation et le genre du microorganisme utilisé, sont des parametres qui contrdlent
I’activité enzymatique ainsi que sa stabilité (Al- jazairi et al., 2015).

II1.1. Temps d’incubation
L’effet du temps d’incubation sur les activités CMCases de cultures mixte avec les

deux souches BG et G sur la paille de blé sont rapporté dans la figure suivante :

Ul/ml
50 -
5 - 41.691

i 30.112 35.46
40 34.406 .o
35 -
30 - 25.835
25 - 21.029
20 16.417
15 - 9.445
10 -
5 - 1.422
0 = T T

1j 2j 3j 4j 5j 6j 7 8j 9j 10j
jours

Figure 08 : Effet du temps d’incubation sur I’activité CMCase de la culture mixte des
souches BG et G sur la paille de blé.

Selon les résultats de la figure 8; une augmentation de 1’activité CMCases du 1 jour
jusqu’au 7°™ jour a été observée pour atteindre une activité maximale de (41,691+0.189
Ul/ml) dans la culture mixte des souches BG et G sur la paille de blé. Aprés le 76™ jour une
diminution de cette activité est observée. L’analyse de ’ANOVA a donné une différence
hautement significative avec p value < 0.0001. Saradouni et al.,(1990) ont rapporté une

valeur de 2.6Ul/ml au 7°™ jour de la fermentation d’Aspergillus fumigatus en milieu solide
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a base de la paille d’avoine, Roussos(1998), mentionne des activités maximales au 7™ jour
en SSF sur bagasse de canne a sucre avec une souche de Trichoderma harzianum. Par contre,
Kang et al.,2004 ont enregistré une production maximale de CMCase par A. niger apres 5-6
jours de fermentation sur la paille de riz. Saradouni et al., (2004) rapporte une activité i3-
glucosidase de 820U/ml en seulement 5 jours de fermentation avec Aspergillus fumigatus.
La production de cellulases est proportionnelle a la croissance des souches utilisees
(Bettache, 2013).

La diminution de I’activité cellulasique au-dela du pic, peut étre due a ’arrét de la
croissance et de I’appauvrissement nutritif du milieu de culture (Santos et al., 2011).

Selon Roussos et Raimbault (1982), la diminution de I’activité est due a ’action des
protéases libérées a la fin de la culture durant la phase d’autolyse du mycélium entrainant
I’hydrolyse des cellulases par conséquent leur dénaturation.

Sur ce, la durée nécessaire pour l'incubation de la culture mixte pourrait dépendre
principalement du taux de croissance des espéces fongiques, la nature du substrat utilisé et

le modele de production d'enzymes (solide ou submerge).

111.2. Température

L’effet de la température sur I’activit¢ CMCases de la culture mixte des souches BG
et G sur la paille de blé a été réalisé en faisant varier la température des milieux de cultures
de 24°C jusqu'a 42°C avec un intervalle de 2°C, les résultats sont représentés sur la figure

suivante :

Ul/ml
100 90593 91.483 91599 gg 99 89.298 90.688 ggy3; 91.503

83.259
80
60
40
20 9.874
0 - ‘ —
24 26 28 30 32 34 36 38 40 42

Température (°C)

Figure 09: Effet de la température sur I’activité CMCase de la culture mixte des souches

BG et G.

26



Chapitre II1 Résultats et discussions

Selon les résultats de la figure 09, et aprés 7 jours d’incubation, une activité maximale de
CMCases a été observée, et qui est de 91,599 + 0,002Ul/ml dans la culture mixte de BG et
G sur la paille de blé. L’analyse de ’ANOVA a donné une différence hautement

significative avec p value < 0.0001.

Figure 10: Croissance des souches BG et G sur la paille de blé incube a 30°C.

La température d'incubation est un facteur important affectant la production d'enzyme en
SSF. La température atteinte en SSF varie de 25 a 30 °C (Singhania et al., 2006). Selon
Bansal et al.,(2012), les rendements les plus éleves de CMCase (297,00 + 10,46 U / gd), ont
été obtenus & 30 °C pour Aspergillus niger NS-2.

La température optimale dans une gamme de 25-30 °C ont été rapportés pour la
production de cellulase dans divers champignons (Gautam et al., 2011).

L'activit¢ enzymatique de Trichoderma harzianum augmente en fonction de
I’augmentation de la température, jusqu'a 35 °C, avec une activité¢ maximale de 422 + 3,21
IM /' ml / min (Igbal et al., 2010).

Dans une étude de Haq et al., (2006), une plage de température allant de 25 a 40 °C a été
étudiée, une meilleure croissance d” Aspergillus niger et Trichoderma viride a été trouve a
30°C. Des études ont rapporté des températures optimales de 55°C pour une endoglucanase

de Trichoderma reesei (Sutanu et al.,2012).

111.3 Humidité

L’effet de I’humidité sur I’activit¢ CMCase de la culture mixte de deux souches BG et
G été réalisée en faisant varier I’humidité des milieux de cultures de 35% jusqu'a 95% avec

un intervalle de 5% et les résultats sont représentés sur la figure ci-dessous.

27



Chapitre III Résultats et discussions

g5 . Ul/ml 79.664

66.914
62.504 65.955

2.588 3.355 1.006

IS
o
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J

Humidité
35% 40% 45% 50% 55% 60% 65% 70% 75% 80% 85% 90% 95%

Figure 11: Effet de I’humidité sur I’activit¢é CMCase de la culture mixte des souches (BG)
et (G).

Selon la figure 10, on observe une augmentation de I’activité CMCases pour atteindre
une activité maximale de 79,664+ 0,501UI/ml avec une humidité de 85% dans la culture
mixte des souches BG et G sur la paille de blé incubées pendant 7 jours, I’analyse de

I’ANOVA a donné une différence hautement significative avec p value < 0.0001.

Figure 12: Croissance des souches BG et G sur la paille de blé humidifié a 85%.

La teneur en eau nécessaire pour les cultures est avant tout dépendante des souches
utilisées, mais sa limite basse serait fixée a 12%, seuil au-dela duquel les activités
métaboliques cessent, et sa limite supérieur dépendrait principalement du support et de sa
capacité de rétention (mais elle serait de 90% pour les substrats lignocellulosiques) (Assamoi
et al,.2009 ; Smith et al,.1983).

La teneur optimale en humidité pour la croissance et l'utilisation du substrat se situe
entre 40 et 70% mais dépendait de Il'organisme et du substrat utilisé pour la culture.
(Raimbault & Alazard, 1980).
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Liu et al. (2011), ont utilisé A. fumigatus Z5 pour la production de cellulase a partir de
matériaux lignocellulosiques a travers la fermentation a I'état solide avec une humidité
initiale de 80% et I’activité CMCases correspondante était de 526,3 U / g.

Selon Chandra et al(2007), Aspergillus niger a produit I’APFase la plus élevée (2,9
U/g) sous une humidité de 50%.

L’humidité optimale dans le substrat solide est entre 40 a 60% dans le cas de
Trichoderma koningii pour la production de CMCase (10,5 U/g (Liu et Yang, 2007).
I11.4.Ratio

L’effet du ratio sur ’activit¢ CMCase de la culture mixte de deux souches BG et G
a été réalisée en utilisant la paille de blé comme substrat le plus dominant, en ajoutant le son

de blé. Les résultats sont représentés sur la figure suivant :

Ul/ml
a 198.346
178.453
200 - 172.174 192.018 183.486 185.356

150 - 124.817134 16 3146 434 152.033
117.051
100 -
50 -
0 - T

10:00 9,5:0,5 09:01 8,5.1,5 08:02 7,5.2,5 07:03 6,5.3,5 06:04 5,5.4,5 05.05"“'° (g)

Figure 13: Effet du ratio sur I’activit¢ CMCase de la culture mixte de souches (BG) et (G).

Selon les résultats de la figure 13, nous avons observées une augmentation de
I’activité CMCases pour atteindre une activité maximale de 198,346 + 0,097UI/ml, avec un
ratio 06 :04 (40%) (Paille de blé : son de blé) dans la culture mixte des souches BG et G
incubées pendant 7 jours a 30°C avec une humidité de 85%. L analyse de I’ANOVA a donné

une différence hautement significative avec p value < 0.0001.
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Figure 14: La croissance des souches BG et G sur un milieu contenant la paille de blé et son

de blé avec un ratio de 6:4.

Selon Manfrin et al., (2017) la production de CMCase la plus élevée est de 66.88 U
g a été observée avec un rapport Biomasse de sorgho / son de blé de 1:1 avec la culture
mixte de Aspergillus niger SCBML1 et Aspergillus fumigatus SCBM6.

Kachlishvili et al., (2005), ont également obtenu différents profils de production de
CMCase dans differentes combinaisons de sources de carbone et d'azote.

La biomasse de sorgho en association avec la peptone induit une production
satisfaisante d'endo- et d'exoglucanases ; sachant que les cellulases sont généralement
difficiles a produire en grandes quantités (DOS Santos et al 2015, Pereira et al., 2015).

Une activité plus élevée de B-xylosidase 239 Ul/g a été obtenue dans le rapport le
plus bas de la paille de riz et du son de blé (Kang et al., 2004).

D’aprés. Sherief et al., (2010), la production de CMCase la plus élevée 14.71 U gt
a été observée avec un rapport paille de riz/son de blé de 1:1 avec Aspergillus fumigatus.

Une valeur de CMCase de 12.94 Ug™ a été observé avec un rapport son de blé / paille

de riz de 1 :9 produite par Aspergillus ustus (Shamala et Sreekantiah., 1985).
IV. Optimisation par Plan d’expérience Box-Behnken

L'optimisation des paramétres de culture de la fermentation mixte sur la paille de
blé en faisant varier une variable indépendante a la fois en maintenant les autres a des
niveaux constants (OFAT), entraine une augmentation considérable de la productivité
enzymatique. Cependant, en plus d'étre colteuse et longue, cette méthodologie ne montre
pas les interactions qui peuvent survenir entre différentes variables qui affectent cette

production. En revanche, les approches statistiques utilisant la méthodologie de la surface
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de réponse permettent non seulement d'identifier les conditions optimales par un ensemble
de variables indépendantes, mais révelent également les interactions entre deux ou plus de
variables (Kasana et al., 2011).
IV.1. Analyse de la variance (ANOVA)

L’analyse de la variance « ANOVA » pour le modéle polynomial quadratique
utilisé pour la production des CMCases par fermentation mixte avec SSF sur la paille de blé
est présenté dans le tableau suivant :

Tableau VIII : Analyse de variance pour le modéle polynomial de I’activité CMCase.

Somme des Carrés moyen  F-value P-value
carrés
Modéle 16565,26 1183,23 9.21 0.0002
Manque 1184,22 1184,22 0.6636 0.7321
d’ajustement
Erreur pure 356,89 178,44
R?=0,9149 Cv=8,74

La valeur de p-value du modele inférieure a 0,05 ont montré des termes de modéle
qui sont significatifs, la valeur F (F =9.21) et la valeur p (p = 0.0002) implicite la
signification du modele. L'importance du modele était également jugée par le test de manque
d'ajustement. Comme indiqué dans le tableau VI1II, F-value du manque d'ajustement de 0,66
implique que le manque d'ajustement n'est pas significatif par rapport a l'erreur pure. La
signification de chaque coefficient a été déterminée en utilisant la valeur F et la valeur p. Les
variables correspondantes seraient plus significatives si la valeur F devient plus grande et la
valeur de p devient plus petite (Atkinson et Donev, 1992).

Les résultats des expériences realisés par le plan Box-Behnken (BBD) sont

représentés dans la figure suivante :

ul/mi
200

150
100

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 test
M valeurs réels M valeurs prédites

Figure 15 : Comparaison entre les valeurs réelles et prédites par BDD.
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D’apres les résultats obtenus par le BBD, I’activité enzymatique varie entre 80 Ul/ml
et 168,292 Ul/ml, ce qui indique I’influence des paramétres optimisés qui sont le temps, la
température, I’humidité et le ratio. Les résultats de I’analyse effectuée montrent que les

valeurs prédites par le BBD ainsi que les valeurs réelles sont proches.

IV.2. Coefficient de détermination R?

Le R? est un paramétre qui nous indique la validité du modeéle étudié, le coefficient
de détermination de ce modele est égale a 1 (R? = 1), et la valeur du coefficient de
détermination R? ajustée est de 0.99. Les résultats obtenus confirment que les valeurs réelles
sont tres proches des valeurs predites (Manohar et al., 2013).

Le modéle de régression quadratigue a montré la valeur du coefficient de
détermination (R?) de 0,9149, ce qui impliquait que 91,49% des variations pourraient
s'expliquer par le modeéle ajusté. Le CV dans le modéle réduit a montré une valeur améliorée

de 8,74, indiquant ainsi une meilleure qualité statistique des résultats expérimentaux.

Predicted vs. Actual

icted
B
g
o

Precicte
‘!4

100 _| - ,(E'l(ﬂ

80 -

60 _

6o no 100 120 140 160 180

Actual

Figure 16 : Courbe des valeurs observées en fonction des valeurs prévues pour la production

du CMCase par les deux souches G et BG.
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1VV.3. Effet des facteurs

L’effet des facteurs lin€aire, quadratique et 1’effet des interactions sont représentés

dans le tableau suivant :

Tableau IX : Effet des facteurs linéaire, quadratique et 1’effet des interactions.

Source F-value p-value

Model 9,21 0,0002 significatif
Linéaire

A (Temps) 35,27 <0.0001  significatif

B (Humidité) 6,77 0,0231 significatif
C (Température) 0,7022 0,4184 Non significatif
D (Ratio P/S) 29,99 0,0001 significatif

Interaction

AB 15,04 0,0022 Significatif

AC 1,03 0,3310 Non significatif
AD 3,07 0,1055 Non significatif
BC 3,75 0,0768 Non significatif
BD 0,0092  0,9253 Non significatif
CD 7,36 0,0189 Significatif
Quadratique

A2 5,91 0,0316 Significatif

B2 0,3318 0,5753 Non significatif
c? 5,91 0,0316 Significatif

D2 5,72 0,0340 Significatif

1VV.3.1.Effet linéaire

Les résultats obtenus, montrent que les trois facteurs (temps, humidité et ration)
possédent une influence significative sur production enzymatique (P-value<0.05). En

contrepartie, le facteur température qui a un p-value>0.05 n’est pas significatif.
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Ces résultats montrent également que le facteur temps présente le P-value le plus faible
(<0.0001), ce qui met en évidence le grand impact et I’'influence que possede ce facteur sur

la production de I’enzyme.

1VV.3.2.Etude des interactions

e Temps et humidité
Les résultats obtenus, montrent que les interactions en les deux facteurs (temps,
humidité) possédent une influence significative sur production enzymatique (P-value<0.05)

Les interactions entre les deux variables : (A) temps, (B) humidité sont représentées
par la surface de réponse définissant I’interaction entre les deux facteurs dans la figure

suivante :

CMCase (U/ml)

95 o

75

A: Tomps

Figure 17: Courbe de surface de réponse indiquant l'interaction entre les variables sur la
production de la CMCase; (A) période d’incubation et (B) humidité.

Les couleurs bleu, vert et orange indiquent la quantité d'activité endoglucanases,
basse, intermédiaire et a haute quantité respectivement.

Cette figure montre les différentes zones qui présentent ’activité CMCases de la
fermentation mixte sur la paille de blé, ou la zone en bleu représente ’intervalle entre le
temps et I’humidité ou nous avons retrouveés la zone d’activité la plus faible (<60UI/ml) ce
qui indique que la production de CMCases est moins importante. Cet intervalle se situe a des
niveaux bas pour un temps d’incubation (5 — 4jrs) et 75-85% pour I’humidité La zone en
orange présente la zone d’activité la plus importante (>160UI. Cet intervalle se situe a des
niveaux hauts pour un temps d’incubation (8 — 10jrs) et humidité de (75-80%) ce qui signifie

une production plus importante.
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e Température et ratio
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Figure 18: Courbe de surface de réponse indiquant l'interaction entre les variables sur la
production de la CMCase; (C) Température et (D) Ratio.

Cette figure montre les différentes zones qui présentent ’activité CMCases de la
fermentation mixte solide ou la zone en bleu représente I’intervalle entre le ratio et la
température ou nous avons retrouves une zone d’activité la plus faible (<40UI/ml). Cet
intervalle se situe a un niveau bas pour une température entre (30-34°C) et un ration (<30%)
ce qui indique que la production de CMCases est moins importante. La zone en rouge
présente la zone d’activité la plus importante (>160UI/ml) avec les valeurs en température
entre (32-34°C) et ratio entre (40-60%) ce qui signifie que une production plus importante.
La zone vert présente la zone de production intermédiaire.

IVV.4. Modele mathématique
Les résultats obtenus sont résumés sous forme d’une équation polynomiale du second

degré, donné en variables naturelles :

CMCase = +133.58+19.43A+8.51B+2.74C+17.92D-21.98-5.74AC+ 9.92AD+10.97BC+
0.5425BD+15.37CD-11.93A%+2.83B%+11.93C2-11.74D?

A, B, C, D sont respectivement : le temps, I’humidité, la température et la ration.

Avec ce modele, le calcul de la réponse dans le domaine d’étude sera possible. 1l suffit

d’attribuer des valeurs aux niveaux A, B et C, et D pour obtenir I’activité
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I1. validation du modele

Pour vérifier la validation du modele les valeurs optimales proposées par BDD sont

présenté sur le tableau suivant :

Tableau X : Conditions optimales appliquées pour la production de CMCases proposées par
le modéle BBD.

Essais Temps humidité Température Ratio P/S

1

~N o o1 A oW DN

-
7
9

10

10

10

10

85
94
77
77
81
75
81

34
32
26
26
26
28
32

60
57
37
31
51
59
60

Les résultats des valeurs réelles et les valeurs prédites sont présentés dans le tableau

ci-dessous :

Tableau XI : Valeurs réelles et prédites.

Essais

~N o ok 0Nk

Temps

Humidité Température

85
94
77
77
81
75
81

34
32
26
26
26
28
32

Ratio
P/S
60
57
37
31
51
59
60

Valeurs
prédites
169,794
170,95
165,791
169,444
169,872
172,586
168,364

Valeurs
réelles

218,861
177,447
146,195
193,073
196,908
174,858
246,278

Une corrélation entre les valeurs prédites et les valeurs expérimentales apres

optimisation confirme la validité du modele et ’existence d'une valeur optimale a 1’essai

N°1 avec des conditions optimales d’un temps d’incubation de 7 jours, humidité 85%,

température de fermentation 34°C, et un ratio de 60%, a un taux de production de 218.861

Ul/ml.
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Conclusion

Les biotechnologies industrielles font partie des technologies essentielles pour le
développement économique de demain. Elles exploitent les micro-organismes et les enzymes,
pour fabriquer divers produits.

L’objectif de ce travail de recherche était de développer des biocatalyseurs
lignocellulolytiques naturelles par fermentation fongique sur substrat solide. A cet effet la
paille de blé qui est utilisé en alimentation animal, peut étre transformée en sucres
fermentescibles et servir du substrat pour la production d’enzymes.

Des examens microscopiques et macroscopiques sont réalisées sur les deux souches
fongiques : Aspergillus sp (BG) et Trichoderma sp (G).

Des fermentations submergées sur milieu solide sont réalisé avec les deux souches BG
et G avec la paille de blé comme seule source de carbone pour sélectionner le meilleur type de
fermentation, et qui permet d’avoir une meilleure production de CMCases.

Ce travail qui a pour but I’optimisation des conditions de production des CMCases a

savoir :
Le temps d’incubation, I’humidité et la température d’incubation, en utilisant en premier lieu
I’optimisation par one factor at time (OFAT) et a la fin le plan d’expérience BBD. Ce plan a
permis d’optimiser la production enzymatique et de réduire le nombre d’expériences a
réaliser.

Une meilleure production de CMCase a été observée sur la paille de blé avec une
culture mixte solide de Trichoderma sp et Aspergillus sp.

Les résultats de la SSF sur la paille de blé montrent que les deux souches BG et G
présentent une meilleure production de CMCases (198,346 Ul/ml) au bout de 07 jours de
fermentation incubé a 30°C, humidifié a 85% et avec un ratio (p/s) de 6/4.

Les résultats de I’optimisation sur BDD affirment que le modele est significatif avec
des valeurs réelles qui sont trés proches de celles prédites, avec un coefficient de corrélation
R? égale a 0,9149.

Les optimums des facteurs établis pour la validation du model sont respectivement 7
jours, 85%, 34°C et 60% (P/S), pour une activité CMCase maximale de 1’ordre 218.86 U/ml,
proche de la valeur prédite.

A travers ces résultats intéressants, il est essentiel de poursuivre les investigations de

recherche et d’exploitation des champignons & intérét industriel pour la production de
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métabolites, particulierement les cellulases a partir de la valorisation des déchets

agroalimentaires.

L’utilisation efficace de tels déchets agricoles résout des problemes non seulement de
I’environnement, mais aussi participe en grande partie a la promotion de la valeur

économique des produits agricoles.

En perspectives aux résultats obtenus :

¢ Réalisation d’une fermentation mixte solide avec d’autres déchets agroalimentaires tels
que : coque d’arachide, les écorces, grignons d’olives, sciure du bois, canne a sucre, ...etc.

¢+ Optimisation des conditions de la fermentation mixte sur substrat solide: taux
d’inoculation, humidité, pH initiaux et température d’incubation, pour un meilleur
rendement de production.

+« La recherche de facteurs de croissance, précurseurs et sources d’azote exogeénes qui
peuvent améliorer la croissance et la production.

¢ Caractérisation de 1’enzyme brut: la stabilit¢ de l'activitt CMCase en présence de
détergents de commerces, effet d’ions et réactifs chimiques, thermostabilité, affinité vis-a-
vis de différents substrats, effet de pH et de température, profil protéique...etc.

«¢ Purification d’une endoglucanase pour mieux élucider le mode d’action des CMCase

produites.
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Annexe |

Matériel utilisé

e Autoclave (Advantage Lab)

e Barreaux magnétiques

o Boite de Pétri

e Cuve en verre

e Erlenmeyers

e Micropipette

e Tube a essais

¢ Bain marie (Gesellschaft fva labortechnik)
e Balance (Shimadzu)

e Centrifugeuse (Hettich)

e Etuve (Nbve incubator)

e Four pasteur (Hergeus)

e Microscope optique (Zeiss)

e pH metre (shimadzu)

e Plaque agitatrice (Velp scientifica)

e Spectrophotométre UV —visible (Schimadzu UV mini-1240)
e Vortex (Velp scientifica)

e Cellule de comptage (Malassez)
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Annexe 11

Composition des milieux de culture

1- Gélose Pomme de terre, Dextrose, Agar (PDA) (saint-germain, 2013)

Pommedeterre ...........ooovvviiiiiiiiii 200g
GIUCOSE .. evitiee e 209
AGAT o 209
Eau distillée (qSP)...vvevvrinieiiiiiiiiiiieeienenne. 1 litre
pHfinal............. 5

Stérilisation a 1’autoclave a °C pendant 20 min

2- Milieu Mandels et Waber (Mandel et Waber ,1996)

K2HPO4. ... i, 29
(NH4)2SO4. ..o 1.49
UL et e 0.3g
MESOA. ..o 0.3g
CaCl2. o 0.3g
FeSO4. ... 0.5mg
MNSO4. ..o 1.56mg
ZNSOA. ..o 1.4mg
COCl2. . 2mg
Eau distillée ..........coooiiiii, 1litre
La source de carbone étant ...................ooil 1% CMC
PH . 5

Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 20 min.
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Annexe 111
Réactifs et tampons
1-Réactif DNS (Ghose ,1998)
© DNS..ooiiiiiiii e 10g
® NAOH ....oovvviiiiiieeieeiii s 16g

e Tartrate double de sodium et de potassium .....3009
e FEaudistille ... 1 litre

Le tartrate est ajouté par petite quantités avec un léger chauffage (50°c) si nécessaire
pour éviter la formation des grumeaux insoluble. La solution est préparée dans I’obscurité

puis filtres et conservée a I’abri de la lumiére dans des flacons couverts d’aluminium
2- tampon citrate de sodium (50mM, pH 4.8) (Zhang et al., 2009)

e Tampon citrate (1M, pH 4.5)

e Acide citrique monohydrate......................... 219
e NaOH (pour ajuster lepHa4.2).................... 5a 69
e FEaudistillée ...........cooeviiiiiiii, 100ml

e Tampon citrate (50Mm, pH4.8)

Diluer le premier tampon (1M, pH4.5) par 1’ajout de 19 fois le volume en eau

distillé, ajuster le pH & 4.8 avec la solution si nécessaire.
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Les courbes d’étalonnages

Annexe IV

Tableau XII : Gamme étalon pour le dosage de I’A CMCases

(solution mere de

glucose 2g/1
Dilution glucose 2g/1 MOYENNE écart type
(Alet A2)
1/10 0.2 0,191 0,21 0.2005 0,01343503
1/8 0.25 0,25 0,259 0.2545 0,00636396
1/6 0.333 0,335 0,328 0.3315 0,00494975
1/4 0.5 0,387 0,394 0.3905 0,00494975
1/2 1 0,836 0,846 0.841 0,00707107
1 2 1,462 1,525 1.4935 0,04454773
Abs Courbe d'etalonnage de glucose a 2g/l
18 -
16 -
1,4 -
1,2 - y = 0,7724x + 0,0509
1 - R?=0,9977
08 -
0,6 -
04 -
0,2 1 [glucose] mg/ml
0 T T T 1
0 0,5 1,5 2 2,5

Figure 19: courbe d’étalonnage du dosage de CMCases



Annexe

Tableau X111 : Les valeurs réelles et prédites de BDD.

Essais

©O© 00N OTHS WN K-

A:Temps B:Humidite C:Température D:Ratio

jours
10
10
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Annexe V

°C
30
30
30
34
30
34
26
30
30
34
30
26
34
30
30
34
26
26
30
30
26
30
34
30
30
26
30

P/S
%
40
40
60
40
40
40
20
20
60
40
60
40
40
40
40
60
40
40
20
20
40
40
20
20
60
60
40

CMCase

ul/mi
120
153,912
128,83
127,118
126
156,261
125
91
165,033
165
155
152,906
121,318
125,728
149
168,292
163
157
104,35
115
95
80
109,814
84
105
122
134

CMCase

ul/mi
130,43
157,36
133,52
131,59
133,58
150,00
128,48
98,78
157,17
170,56
151,63
156,00
122,63
133,58
133,58
169,79
148,05
143,13
101,49
114,71
105,66
74,55
103,22
82,48
98,47
133,57
135,53



Résumé

La fermentation mixte sur milieu solide est un bioprocédé pouvant étre utilis€é comme
technologie captivante pour diminuer le colt des biocatalyseurs utilisés dans la conversion de la
biomasse lignocellulosique. Ce travail est consacré a 1’optimisation des paramétres influencant la
production des CMCases par la culture mixte d’Aspergillus sp et Trichoderma sp a partir de la paille
de blé. Au cours de cette étude une optimisation par la technique de one factor at time a été réalisée.
L’activité CMCases atteint une valeur maximale de 198,346 Ul/ml avec une période d’incubation de 7
jours, humidité 85%, température 30°C et une ration de 40% de la paille de blé, avec une fermentation
mixte des deux souches Aspergillus sp et Trichoderma sp. L’application du model Box-Behnken
(BBD) a quatre facteurs (temps, humidité, température et ratio) avec les trois niveaux (-1, 0, +1) a
révélé que la meilleur activité enzymatique 218.86 Ul/ml est obtenue avec les conditions optimales de
temps, humidité, température et le ratio, de I’ordre de 7 jrs, 85%, 34°C et 60%, respectivement.

Mots clés : Aspergillus sp, Trichoderma sp, fermentation mixte, Endoglucanases, Paille de blé.
Abstract

Mixed fermentation on solid medium is a bioprocess that can be used as a captivating
technology to reduce the cost of biocatalysts used in the conversion of lignocellulosic biomass. This
work is devoted to optimizing the parameters influencing the production of CMCases by the mixed
cultivation of Aspergillus sp and Trichoderma sp from wheat straw. During this study an optimization
by the technique of one factor at time was realized. The CMCase activity reaches a maximum value of
198,346 1U / ml with a 7-day incubation period, humidity 85%, temperature 30 ° C and a ration of
40% of the wheat straw, with a mixed fermentation of the two strains Aspergillus sp and Trichoderma
sp. The application of the four-factor Box-Behnken (BBD) model (time, humidity, temperature and
ratio) with the three levels (-1, 0, +1) revealed that the best enzyme activity 218.86 1U / ml is obtained
with the optimal conditions of time, humidity, temperature and ratio, of the order of 7 days, 85%, 34 °
C and 60%, respectively.

Key words: Aspergillus sp, Trichoderma sp, mixed fermentation, Endoglucanases, wheat straw.
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