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Introduction générale

L’épuisement & moyen terme des énergies fossiles, la consommation d'énergie qui ne
cesse d’augmenter et I'accroissement des préoccupations environnementales, ont suscité un
vif intérét des pouvoirs publics pour le développement d’une technologie énergétique
alternative. A ce titre, la biomasse lignocellulosique fut naturellement au centre des
recherches pour la production des carburants de substitutions et méme pour étudier de
nouvelles filiéres de biotechnologie blanche (bio raffineries) (Roussos., 1985).

Les voies métaboliques extrémement diversifiées trouvées chez les champignons
peuvent aboutir a la synthése de nombreuses molécules utilisables d’un point de vue
commercial et industriel comme I’éthanol, les acides organiques, différentes enzymes, et
des antibiotiques (Roussos et Raimbault., 1982).

La cellulose, matériel structural de base des parois cellulaires des végétaux, est la
macromolécule la plus abondante et la plus largement synthétisée dans le monde végétal.
Elle constitue une source d’énergie renouvelable pratique inépuisable. L’efficacité
d’hydrolyse de la cellulose en glucose nécessite une coopération des différents enzymes
(endoglucanases, cellobiohydrolases et B-glucosidases) (Baldrian et Valskova., 2008
;Singh et Kaur., 2012 ).

Une quantité importante de biomasse hémicellulosique est présente dans les coproduits
d’agriculture. Elle est constituée de divers polymeéres biologiques comme le xylane, le
mannane, le galactans. Parmi eux le xylane qui a pris une place importante (Shrivastava et
al., 2016; Basu et al., 2018). La décomposition compléte de la structure de 1'hémicellulose
nécessite 1'action combinée d'un certain nombre d'enzymes hydrolytiques (endoxylanases ;
exoxylanase ; B -xylosidases). (Subramaniyan et a/., 2002 ; Collin et al., 2005).

Les enzymes xylanases sont produites par diverses bactéries du genre Bacillus
(Azeri et al, 2010; Battan et al., 2007), des champignons du genre Aspergillus et
Trichoderma (Shrivastava et al., 2011 ; Kumar et al., 2014) et par des levures (Lombard
etal., 2013).

Les xylanases sont des groupes d’enzymes qui provoquent 1’hydrolyse de
I’hémicellulose (Oydeji et al., 2018). Cet enzyme a toujours été privilégiée pour les
applications industrielles dans diverses industries telles que l'industrie du papier et de la
pate a papier, l'industrie des biocarburants, l'industrie agroalimentaire, liquéfaction de
fruits et légumes et aussi dans la clarification de la bicre et des jus (Kumar et Shukla.,
2015).

La SSF (solide state fermentation) ou autrement dite FMS (fermentation en milieu

solide) est particuliérement avantageux pour la production d'enzymes par les champignons
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filamenteux, car simule I'habitat naturel de ces micro-organismes. Du point de vue
environnemental, 1’avantage de la SSF est li¢ a l'utilisation de résidus agro-industriels
comme substrat solide, agissant comme sources de carbone et d'énergie (Hansen et al.,
2015).

Notre étude s'inscrit dans cette optique en fixant comme objectifs la détermination et
I’optimisation de quelques parameétres influencant la production d’une variété d’enzymes
lignocellulosiques par une souche de champignon filamenteux en 1’occurrence
Trichoderma sp en utilisant des plans d’expériences.

Notre travail s’organise autour de trois parties :

e La premicre partie fait état des connaissances existantes sur les champignons
filamenteux et de leurs capacités a produire des enzymes xylanolityques ainsi que
des notions fondamentales relatives aux plans d’expériences.

e La deuxiéme partie expose 1’ensemble des méthodes expérimentales mises en
ceuvre pour la détermination et 1’optimisation des parameétres influengant cette
production ainsi que la modélisation de ’activité par le biais de la méthode des
plans d’expériences.

e Latroisiéme partie retrace et discute les résultats obtenus au cours de cette étude.
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Chapitre I Synthése bibliographique

I. Biomasse lignocellulosique

1.1 Etude et définition

Le principal constituant des parois cellulaires végétales est la lignocellulose qui est
constitués de cellulose, hémicellulose et de la lignine. Elle représente la source de carbone
renouvelable la plus abondante de la plancte et plus de 70% de la biomasse est produite sur
terre (Octave et al., 2009), avec une production annuelle estimée a 200 milliards de tonnes

(Zhang et al., 2008).

I.1.1 Cellulose

La cellulose est le polymeére le plus abondant du régne végétal, et le polysaccharide le
plus abondant sur terre (Bayer et a/., 1998). Elle représente entre 2% et 50% de la matiere
séche des parois cellulaires végétales (Zhang et al., 2006), et confére a la plante une
grande résistance a la flexion et a la traction. D’un point de vue biochimique, la cellulose
est un homopolysacharide linéaire et insoluble, munie d’une formule chimique (CsH1005)
n (Balat., 2011), composé d’unité D-anhydroglucopyranose reli¢ entre elles par des liaisons

osidique de type B-1,4 (Chandawat et al., 2011).

=
OH I:E:H OH
534 Q : 52 2 i
HO HO—\- OH
CH.OH | OH OH
%

e o@he @, @, @, @, @, @
Figure N°1 : Représentation moléculaire de la chaine de cellulose (Perez et Samain.,
2010).
Le n indique le nombre d’unités cellobiose (B-1,4) répétées.

Le R indique I’extrémité réductrice de la chaine.

1.1.2 Hémicellulose
L’hémicellulose est la seconde source de polysaccharide de la biosphére et représente
entre 15 et 35% de la maticre séche des parois cellulaires végétales (Wertz., 2011). Elle se

retrouve principalement dans la paroi primaire et la paroi secondaire du végétal ou elle
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joue un role de renforcement au sein de la paroi, I’hémicellulose forme un réseau robuste
en s’associant étroitement a la surface des micro fibrilles de cellulose via des liaisons
hydrogene et en se liant a la lignine via des liaisons covalentes de type ester. D un point de
vue biochimique, I’hémicellulose représente un mélange de pentoses, d’hexoses et d’acides

uroniques (Kumar et al., 2008).

Arabinofuranose
| H o oM 1
H - i
| : i
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| 0 o 1 .
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A oH n o' H ! n Y ol ) i{orr H )} el OH H oH H W w
H " H = oH oM e =
N T | -
= i I d @ e —_—
0y,OH ': i ! . 0yOH 4
w5 o { | | CH3 i i o f
H R | /__ 5, P e HiG et w
Y p—r | Acetyl group I
Glucuronic acid Glucuronic acid

Figure N° 2: Schéma structural de I’hémicellulose (Mussatto et al., 2012).

I.1.3 La lignine

La lignine est une macromolécule extrémement hétérogéne composée de polymeres
aromatiques. Elle représente apres la cellulose, le polymére naturel le plus abondant sur
terre et représente 30% de la matiére seche de la paroi végétale (Leonowicz et al., 1999).
La lignine est caractérisée par son nombre élevé de noyaux aromatiques et la présence
d’éther, impliqué dans les liaisons de polymérisation, qui lui conférent une grande
résistance a la biodégradation notamment vis a vis de 1’hydrolyse alcaline (Moularat et al/.,

2013).

1.2 Matiére premiere

1.2.1 Son de blé

Le son de blé est I'un des sous-produits de la mouture seéche du blé tendre. Il se
compose de couches extérieures du grain du bl¢ avec une partie de I’albumen, Il représente
10 a 17% du blé moulu (Hassan et al., 2008). Les enveloppes sont constituées de cellulose,
hémicellulose et de lignine formées par un ensemble de monosaccharides dont la teneur est
variable .La composition des sucres complexe est illustré dans le tableau I (Hui et Qing.,

2015) (Annexe I).

!



1.2.2 Paille de blé

Le terme paille est utilisé pour désigner les tiges et feuilles séches débarrassées de
grains.

La paille est constituée de trois parties majeures : la tige, les nceuds et les feuilles (Harper
etal., 1981).

Dans le cas du blé, il y a 5 a 6 noeuds sur la plante a maturité. Les entre-nceuds, qui
représentent environ 50 % de la masse de la paille, lui donnent sa résistance mécanique
alors que les nceuds et les feuilles ont une moins bonne tenue mécanique, car ils
contiennent plus de minéraux et moins de cellulose (Marechal., 2001).

La composition des sucres complexes de la paille de bl¢ est illustrée dans le tableau 11 (Hui

et Quin., 2015) (Annexe 1).

I1. Champignons filamenteux

Les champignons filamenteux eucaryotes représentent 1’'un des plus importants
groupes d’organismes sur terre (Mueller et Schmit., 2007), ils jouent un réle clé dans la
dégradation de la matiere végétal (cellulose, hémicellulose, lignine) (Mendels et weber.
1969). IIs représentent un groupe de microorganismes aérobie, hétérotrophes, saprophytes
ou parasites, ils préférent un environnement acide, mésophile et se développent entre 5 a
37 °C (Madan et Thind., 1998). Les champignons filamenteux sont composés d’un appareil
végétatif appelé thalle, il est composé de filaments ou hyphes enchevétres les uns par
rapport aux autres, et I’ensemble des hyphes constituent un réseau appelé mycélium
(Gongalves et al., 2005).

Les champignons filamenteux possédent une paroi constituée essentiellement de
polysaccharides (chitine), de glycoprotéines et de monoproteines (Nwe et al., 2008).

Le développement des moisissures comprend deux phases : une phase végétative et
une phase reproductive. Pendant la phase végétative, qui correspond a la phase de
croissance, 1’appareil végétatif colonise le substrat par extension et ramification des hyphes
(Davidson et al., 1996). La phase reproductive comprend deux types de reproduction : la

reproduction asexuée, et la reproduction sexuée (Adams et al., 1998).

I1.1 Genre Trichoderma

Le genre Trichoderma appartient au grand groupe des champignons imparfaits sans

reproduction sexuée connue (Taylor et al., 1999). Le terme « Trichoderma» a été introduit

Chapitre I Synthése bibliographique
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dans la mycologie en 1794 par Persoon (Roussos., 1985 ; Bissett., 1991). Elle se développe
a une température optimale qui varie entre 25 et 30C° (Montoya et al., 2016). Les especes
de ce genre produisent des quantités importantes de cellulases (Makut et Godiya., 2010), et

d’hémicellulases (Peterson et Nevalainen., 2012).

I1.1.1 Taxonomie

La position taxonomique actuelle des Trichoderma sp se présente comme suit selon
Bissett, 2004 cité par (Ghorri., 2015) :

e Embranchement : Amastigomycota et/ou Eumycetes

e Sous embranchement : Ascomycotina

e C(lasse : Sordariomycetes

e Ordre : Hypocreales

e Famille : Hypocraceae

e Genre : Trichoderma

I1.1.2 Production des métabolites intéressantes

La mise en évidence de la production de métabolites secondaires par les Trichoderma
sp est rapportée pour la premicre fois par Weidling., (1934), ou la production d’un
antifongique a été décrite (Papavizas., 1985). Les études successives ont démontré que ces
micromycetes étaient fortement impliqués dans la biosynthése de métabolites secondaires
(Vizscaino et al., 2005).

La littérature cite que les métabolites importants de Trichoderma sp sont

principalement des enzymes et des molécules bioactives (Ghorri., 2015).

I1.1.2.1 Cellulases fongiques

La dégradation de la cellulose par les moisissures cellulolytiques, telles que
Aspergillus sp, Penicillium sp, Trichoderma sp, est assurée par des cellulases
extracellulaire de trois types qui sont nécessaires a [’hydrolyse totale de la
cellulose (Moularat et al., 2013).

La plupart des cellulases sont disponibles dans le commerce (Lambertz et al., 2014).
Le genre Trichoderma sp est connu pour ces cellulases a haute activité enzymatique par

rapport a d’autre genre (Pirzadah et al., 2014).
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11.1.2.2 Hémicellulases

Les hémicellulases d’origine fongique sont les mieux étudiées, parmi lesquelles celle
d’Aspergillus et de Trichoderma, de méme les hémicelluloses sont hydrolysées par trois
groupe d’enzymes : Les endoxylanases, les exoxylanases et les B-xylosidases (Boussarsar.,

2008).

I1.1.2.3 Ligninases fongiques

La décomposition de la lignine dans la nature est principalement attribuée au
métabolisme des basidiomycetes, puisqu’ils dégradent la lignine plus rapidement que
d’autre micro-organismes, ces mycetes produisent plusieurs enzymes de types laccases,

peroxydases de manganese (Woiciechowski et al., 2013).

II1. Les enzymes lignocellulolytiques

Il existe principalement trois catégories d’enzymes nécessaires a la dégradation des
parois cellulaires végétales :
Les cellulases, les hémicellulases et les enzymes accessoires ; les éventuelles enzymes

dégradant ou modifiant la lignine (Himmel et a/., 2007).

I11.1 Les cellulases

Les enzymes cellulases comprennent un ensemble de glycoside hydrolases dont
l'action implique I’hydrolyse des liaisons B-1,4-glycosidiques de la cellulose, qui est le
principal polymeére présent dans la biomasse lignocellulosique. Ces enzymes montrent une
action synergique lors de la dégradation du polymeére a chaine de cellulose (Mansfield et
al., 1999 ; Cui et al.,, 2011). Le mécanisme d'action le plus largement accepté des cellulases
implique trois classes d'enzymes: les endoglucanases, les exoglucanases et les f-

glucosidases (Chundawat et al., 2011 ; Pachauri et al., 2016).

II1.2 Les xylanases

Les xylanases sont des hydrolases définies comme étant le groupe d’enzymes
responsable de I’hydrolyse des liaisons 1,4-D-xylosidique dans les régions non substituées
des chaines de xylane (Bakri., 2003). La biodégradation du xylane est un processus qui

exige I’intervention de plusieurs enzymes (Padilha et al., 2014), assurant des activités plus
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ou moins spécifique pour attaquer le squelette du substrat hémicellulosique. L'hydrolyse
complete des xylanes requiert l'action combinée d'endo- et d'exoenzymes qui, non
seulement hydrolysent les liaisons au sein de la chaine principale, mais également libérent
les constituants des chaines latérales (Assamoi., 2009).

Non seulement les enzymes qui attaquent les liaisons intérieures de type P1,4-
xylosidique appelées endo-B-1,4-xylanases sont nécessaires, mais ¢également les
exoxylanases hydrolysant les petits oligomeres libérés par les endoxylanases et en dernier
lieu la B-xylosidase responsable de la décomposition finale de xylobiose en unité de xylose
(Knob et al., 2010). De plus celle qui est dites débranchantes dont le role est d’hydrolyser

les ramifications présentes sur la chaine principale (Ryabova et al., 2009).

II1.3 Les ligninases

Les éventuelles ligninases sont des métallo-enzymes qui oxydent les phénols

composant les chaines ramifi¢ des lignines (Prevot., 2013).

I11.4 Applications industrielles des xylanases
Les enzymes lignocellulosique détiennent un énorme potentiel d’application en
biotechnologie (Karmakar et Ray., 2011).

e Utilisation de xylanases dans 1’alimentation animal, contribuent d’une manicre
significative a améliorer la digestion chez les animaux en diminuant la viscosité de
I’alimentation (Polizeli et al., 2005).

e Dans I’industrie alimentaire, les xylanases sont utilisées dans la fabrication du pain
en provoquant sa moellité (Mandal., 2015) et pour accélérer la cuisson des biscuits,
gateaux, et autres aliments en aidant a décomposer les polysaccharides dans la pate
(Harris et Ramalingam., 2010).

e En combinaison avec d’autres enzymes, les xylanases conduisent & un meilleur
rendement en jus et augmentation de la récupération des aromes, des huiles
essentielles, des vitamines et des sels minéraux (Camacho et Aguilar., 2003).

e Dans l’industrie de papeterie, plusieurs applications ont approché 1’utilisation
commerciale dans le pré-blanchiment de la pate pour minimiser 1’utilisation de

produit chimique (Verma et Satyanarayana., 2013).
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IV. La fermentation sur milieu solide (FMY)

IV.1 Généralités et définitions

Les processus de culture microbienne pour la production industrielle d'enzymes
peuvent étre réalisés en utilisant un milieu liquide (FML) ou un milieu solide (FMS). Dans
ce dernier cas, la culture utilise un substrat solide avec suffisamment d'humidité seulement
pour le maintien de la croissance et le métabolisme du micro-organisme (en d'autres
termes, il n'y a pas d'eau libre), la FMS peut étre particulierement avantageuse pour la
culture des champignons filamenteux, conduisant a une productivit¢ enzymatique plus
¢levée, comparée aux processus FML (Kuhad et al., 2016 ; Farinas et a/ ., 2015 ; Hansen et
al., 2015).

Un autre avantage de la FMS par rapport a FML est le colit d’exploitation en raison de

I’utilisation des déchets agro-industrielle comme substrat solide a faible cotlit (Bettache et

al., 2014).

IV.2 La conduite de procédé

Le développement d’un bioprocédé de fermentation en milieu solide nécessite le choix
minutieux d’une souche, d’un substrat, afin de les maintenir constants durant le temps de
fermentation. La conduite d’un procédé de fermentation en milieu solide est plus difficile
que pour une fermentation en milieu liquide, principalement a cause de I’hétérogénéité de

la culture et a I’absence d’eau libre (Bellon-Maurel et al., 2003).

IV.2.1 Le support/substrat

Le support est I’un des paramétres les plus importants en fermentation en milieu
solide. Il doit étre choisit avec attention en fonction de plusieurs facteurs comme la taille
des particules, la porosité, la composition biochimique, puisque celle-ci aura une incidence
sur les microorganismes et sur le profil enzymatique, sa capacité de rétention d’eau et/ou
sa capacit¢ a contenir les éléments nutritifs (essentiellement source de carbone), sa

disponibilité et son cotit (Krishna et al., 2005).
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IV.2.2 Température (°C)

A T'échelle industrielle, les controles de la température de culture et de I'humidité du
milieu sont trés importants (Bellon-Maurel et al., 2003). La température élevée influence
sur la germination fongique, le métabolisme et la sporulation (Raghavarao et al., 2003). Au
cours de la FMS, une grande quantité de chaleur est générée, ce qui est proportionnel aux
activités métaboliques du micro-organisme. Cependant, le champignon peut se développer
sur une large gamme de températures allant de 20 °C a 55 °C. Néanmoins, la température
optimale pour la croissance fongique pourrait étre différente de celle requise pour la

formation du produit (Yadav., 1988).

IV.2.3 La teneur en eau(Av)

L'eau est impliquée dans la croissance cellulaire, les activités enzymatiques, les
transports des ¢léments nutritifs et des métabolites extracellulaires au cours de FMS
(Bellon-Maurel et al., 2003 ; Gervais, Molin., 2003). La teneur en eau est habituellement
déterminée par les mesures de la matiere séche, laquelle, ne différencie pas l'eau disponible
pour les activités microbiennes (c'est-a-dire l'activité d'eau Ayw) de 1'eau liée au substrat

indisponible aux microorganismes (Bellon-Maurel ef al., 2003).

IV.2.4 La biomasse fongique

L’estimation de la biomasse pour le suivi des cinétiques de croissance est délicate car
les microorganismes sont inséparables du support. Cependant, il existe des méthodes
d’estimation indirectes qui se font soit par le dosage de composés spécifiques de la
biomasse (protéines, acides nucléiques, glucosamine, ergostérol), soit par le suivi de

I’activité métabolique de la biomasse (Assamoi et al., 2009).

V. Plans d’expérience
V.1 Définition d’un plan d’expérience

Les plans d’expériences sont des techniques qui permettent de quantifier les effets de
divers facteurs (X1, X2, X3..) sur une réponse et de les optimiser dans des domaines
expérimentaux bien déterminés. Organiser une suite d’essais consistant a manipuler les
facteurs afin de décrire la méthode permettant d’obtenir la réponse optimale (Hancco et

al., 2011).
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V.2 Terminologie

La grandeur d’intérét, qui est généralement notée Y, porte le nom de réponse. Les
Variables qui peuvent modifier la réponse sont appelées facteurs. On parle des facteurs
notés X, qui influent sur une réponse. Les termes facteur et réponse sont universellement

employés dans le domaine des plans d’expériences.

V.3 Plans de surface de réponse (RSM)

La méthodologie de surface de réponse fait partie des plans d'expériences utilisés pour
I'optimisation. C'est une modé¢lisation empirique technique consacrée a 1'évaluation de la
relation d'un ensemble de facteurs expérimentaux contrdlés et observés avec les résultats

(Annadurai et al., 1998).

V.4 Box- Behnken Design (BBD)

Box et Behnken (1960) ont introduit un type différent de plans d’expériences pour les
modeles du deuxiéme ordre qui permettent 1’estimation de certaines interactions.
Le plan de Box-Behnken est facile a réalis¢ car tous les facteurs ne prennent que trois
niveaux [- 1, 0 et + 1], en variables codées.
Les points expérimentaux sont au milieu des arétes de chacun des c6tés du cube (Figure

N° 3).

BB s

I 0.5
B -1 -1

Figure N°3 : Plan de Box- Behnken pour trois facteurs.

Le modele de Box-Behnken (BBD) présente 1’avantage a réduire le temps durant les
expériences réalis¢é (nombre d’essais réduits) et ressources a investir pour

I’expérimentation (Manohar et a/., 2013).
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V.5 Model mathématique postulé

En I’absence de toute information sur la fonction qui lie la réponse aux facteurs, on se
donne apriori une loi d’évolution dont la formulation la plus générale est la suivante :
Y=/(X1, X2, X3.... Xyn)
Cette fonction est trop générale et il est d’'usage d’en prendre un développement limité de
Taylor-Mac Laurin, c’est-a-dire une approximation. Si les dérivées peuvent Etre
considérées comme des constantes, le développement précédent prend la forme d’un

polynoéme de degré plus ou moins élevé :

y = a+ Y aixi + Y aijxixj + Y, aiixi? + ---€

Ou:

e Y est la grandeur a laquelle s’intéresse 1’expérimentateur ; c’est la réponse ou la
grandeur d’intérét (Dinarvend et al., 2016)

e x;représente un niveau du facteur i,

e xjreprésente un niveau du facteur j,

e a, a;, ajj, aji sont les coefficients du polyndme.

o & représente D'erreur (Fadil et al., 2015), selon Goupy (1990) I’erreur est
négligeable.

Ce modele est appelé le modele apriori ou le modele postulé (Goupy. 2006).
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I. Matériel microbiologique

L’isolat utilis¢ durant la FMS est procuré depuis le laboratoire de microbiologie
appliquée « LMA ». Suite a un échantillonnage fait par la doctorante AZZOUZ Zahra dans
le sol de la région d’Akbou, puis isolé sur un milieu sélectif a un pH acide contenant la
CMC (Carboxymethyl cellulose) (Sigma, Aldrich, USA) comme seul source de carbone et
d’énergie.

L’isolat a été repiqué sur plusieurs boites de gélose PDA (Pomme de terre, Dextrose,
Agar (annexe II) a raison de 15ml par boite Pétri. Aprés 7-10 jours d’incubation a 28°C,

les boites serviront comme source de spores pour I’inoculation du substrat solide.

I1. Observation macro et microscopique de la souche Ak S3
L’identification des moisissures est basée sur 1’observation macroscopique et une

¢tude microscopique (Botton et al., 1990).

I1.1 Observation macroscopique

Ce type d’étude est primordial pour I’identification des moisissures. Dans ce cas, la
souche isolée est nommé Ak S3 est incubé a 28°C pendant 7 a 10 jours sur milieu PDA.
L’¢étude macroscopique repose sur 1’observation a 1’ceil nu de la couleur du mycélium,

I’aspect et la couleur des spores.

I1.2 Observation microscopique

L’identification microscopique repose sur des critéres morphologiques (aspect du
mycélium, structure des conidiophores).
L’examen microscopique de la souche Ak S3 est réalisé par la méthode de scotch observée

sous microscope optique (CARLE ZIESS) au Gx40.

III. Mise en ceuvre de la FMS par la technique «One Factor At Time »

III.1 Préparation du substrat solide de fermentation

La paille et le son de blé ont été utilisés dans ces études dans la fermentation solide.
Les échantillons sont récoltés au niveau des minoteries et agriculteurs de la région
d’Akbou.

Tous les substrats sont lavés a 1’eau distillée, séchés au four pasteur a 70°C pendant 48

heures puis stockés a température ambiante dans des récipients étanches a 1’air (Menez et
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al., 2017). Les pailles séchées sont ensuite broyées en petites particules a 1’aide d’un mixer
(DAEWOO). Un tamisage est réalis¢ pour la paille de blé a fin d’obtenir une poudre de
paille.

La veille du lancement de la fermentation, le taux d’humidité des substrats sont
déterminées.
H (%) = [(Po — P sec) / Po] x 100
Po . Poids frais
P sec : Poids sec
Le poids sec est déterminé aprés séchage des substrats au four Pasteur a 105°C pendant 24

heures.

I11.2 Préparation de suspension sporales

Les souches préalablement cultivées sur le milieu PDA a 28°C pendant 7 a 10 jours
servent pour I’obtention de la suspension sporales. Aprés sporulation, les spores sont
grattées délicatement afin d’évité le détachement du mycélium a I’aide d’un grattoir stérile
par I’ajout de 25 ml d’eau distillée stérile contenant 1% (v/v) de tween 80. Les spores sont
recueillies dans des bouteilles stérilisées pour étre utilis€ comme inoculum pour la
production d’enzyme (Sandhu et al., 2013 ; Ang et al., 2015).

La charge de I’inoculum est exprimée en quantit¢ de spores par rapport a 1ml de
suspension sporales. Le comptage est réalis¢ sous microscope optique a 1’aide d’une

cellule de Malassez (MARIENFELD).

I11.3 Fermentation solide sur le son et la paille de blé

Une étape de criblage a été suivie, dans le but de sélectionner le substrat adéquat pour
la fermentation en milieu solide (paille ou son de blé¢) qui donne une meilleure production
de xylanases, la fermentation est réalisée pendant sept jours. Le substrat le plus performant
sera incorporé¢ dans la culture pour 1’étape d’optimisation par la technique OFAT.

Aprés la culture, l'extrait enzymatique brut des cultures a été préparé selon les
procédures décrites par Menezes et al., (2017).
a) Les milieux de culture de type solide sont répartis a raison de 10 g de substrat sec par
Erlenmeyer de 500 ml, dont le taux d’humidité initial est déterminée.
b) L’humidité finale est ajustée avec le milieu Mendels et Weber (MW) (annexe II) a

pH=5 a un taux de 70% pour les deux substrats utilisé¢ en FMS.
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Exemple

Hinitial ............... 10%

M totalevenvenennnn 100%

M seche (10g)...... 100% - 60%} M seche = 40%

10g. .o 40%

M(MW)............60% M(MW) = (60.10)/40 =15¢g

Ce qui correspond a un volume de 15 ml du milieu (MW) pour ajuster a 70% d’humidité
final.

¢) Les Erlenmeyer sont obturées avec du coton cardé puis stérilisés par autoclavage a
121°C pendant 20 min.

d) Apres refroidissement, les Erlenmeyer sont inoculées avec une suspension sporales a
raison de 1.10”spores/g de substrat (poids sec), L'ensemble est bien homogénéisé a 1’aide
d’une spatule stérile (Liao et al., 2015).

e) Les Erlenmeyer sont incubées a 28°C dans une étuve pendant 7 jours.

f) Apres incubation, les échantillons sont traité.

Les échantillons prélevés sont traité comme suit : (Saucedo- Castaneda., 1991 ; Roussos et
al., 1994).

1. les échantillons sont parfaitement homogénéisés manuellement a I’aide d’une spatule,
les 10g du substrat sont misent en suspension dans 100 ml d’eau distillée. Afin de
récupérer le maximum d’enzymes extracellulaires, I’homogénéisation est réalisée dans un
mixer pendant 2min par intermittence pour éviter I’augmentation de la température.

2. Le mélange est centrifugé a 10000g pendant 10 min a 4°C. La filtration n’est pas
nécessaire car le surnageant obtenu est clair (Gassara et al., 2010).

Le surnageant clair récupéré représente 1’extrait enzymatique brut, et qui est conservé a

4°C (Bansal et al., 2012).

IV. Mesure de ’activité enzymatique

L’évaluation de I’activité des enzymes xylanolytiques est réalisée en mettant en
contact la solution enzymatique avec un substrat spécifique pendant un temps défini, et
dans des conditions de température, de pH appropriés.

Une unité d'activité enzymatique est définie comme la quantité¢ d’enzyme qui libére 1

umol de sucre réducteur équivalent au xylose par minute dans les conditions du test.

(Miller., 1959) cité par (Da Silva Menez et al., 2018).
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Chapitre 11

Le sucre réducteur libéré a été mesuré par la méthode de 3,5-acide dinitrosalicylique
(DNS) dans laquelle la réaction a été arrétée par l'ajout 1,5 ml de réactif acide DNS. Une
couleur brun rougeatre développé apres avoir placé les tubes de réaction dans un bain d'eau

bouillante pendant 5min (Miller., 1959).

» Activité xylanases

Les dosages de xylanases ont été effectués en utilisant 2% (p / v) de xylane [dans
tampon citrate de sodium (50 mM, pH 4.8)]. Le mélange réactionnel est composé de

900 pul de substrat et 100 pl d'enzyme brute. Le mélange a ét¢ incubé pendant 10 min a

Matériel et méthodes

50 °C (Long et al., 2017). Le dosage de I’activité est réalisé en duplicata.

Cette concentration est déterminée par référence a une courbe étalonnage (Annexe V).

L’absorbance est mesurée a 1’aide d’un spectrophotometre a 540 nm (SHIMADZU).

Tableau I : Différentes étapes du dosage de xylanases selon Bailey (1992)

Gamme Témoin enzyme Enzyme

Substrat pl 900 900 900

Equilibrer a 50°C pendant 10 min
Enzyme (pl) / / 100

Incuber pendant 10 min a 50 °C

Arréter la réaction en ajoutant 1.5 ml de DNS

Tampon (ul) / / /
Xylose (ul) 100 / /
Enzyme (ul) / 100 /

Chauffer 5 min a 100 °C

Refroidir dans un bain d’eau glacée

Mesurer 1’absorbance a 540 nm contre I’eau déminéralisée (en duplicate)

Activité xylanases =

= 1 mol min-! ml-!

=U/ml

(mg de xylose libéré / 0,15013 mg/pmol)

(0,1 ml * 10 min)

g




V. Paramétres cinétique

V.1 Temps d’incubation

La période de fermentation est un parametre important dans la croissance et la
production des enzymes. Dans cette étude, la fermentation est effectuée jusqu'a 10 jours
d’incubation. La production et la croissance sont mesurées a 24 h d’intervalles.
Le paramétre étudier étant varié, tandis que I’humidité, la température et I’inoculum sont

fixé respectivement 70%, 28°C, 107 spores /g de substrat sec.

V.2 Humidité

L’influence de 1’humidité sur la production des enzymes est étudiée a pH 4.8. Les
mesures sont réalisées pour une gamme de 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95% afin de déterminer 1’humidité optimale pour la production d’enzyme. Les Erlenmeyer

sont incubé¢ a un temps d’optimum fixé précédemment.

V.3 Température
Afin de déterminer la meilleure température pour la production d’enzyme, des
fermentations sont réalisées a 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40,42°C. Les Erlenmeyer sont

incubé a un temps et a une humidité définit précédemment.

V.4 Charge de ’inoculum
Dans le but de visualis¢ la taille d’inoculum optimale pour la production des enzymes,
des fermentations sont réalisées a 10%, 10°, 104, 10°, 105, 107, 10%, 10° spores /g de substrat

S€C.

VI. Analyse statistique

Les résultats obtenus précédemment (OFAT) sont exprimé par une moyenne plus ou
moins un écart type. L’analyse de ces résultats est réalisée par le logiciel Excel STAT, basé
sur ’analyse de la variance ANOVA. Pour toute les analyses la différence est considérée

comme étant significative lorsque p value < 0,05 pour un intervalle de confiance de 95%.
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VII. Optimisation de la production de xylanases par RSM

Une fois que les paramétres optimales déterminés par OFAT, 1’optimisation de la
production de xylanases en utilisant RSM est réalisé par un plan factoriel complet a quatre
facteurs Xi: temps, X2: Humidité, X3 : température, X4 : charge d’inoculum et a trois
niveaux (-1, 0, +1), qui est appliqué pour étudié¢ I’influence de l’interaction de ces
parametres sur la production. Les niveaux bas, moyen et haut de chaque variable sont

représentés dans le tableau suivant

Tableau II : Différents niveaux des parameétres choisis pour I’optimisation.

Parametres Niveau Niveau Niveau
bas centré haut +1
-1 0
X1 3 5 7

(temps : Jours)

X2 55 70 85
(Humidité :%)

X3 22 26 30

(Température :°C)

X4 10° 107 1,9%107

(Inoculum : Spr/g)

La matrice d’expérience du plan Box-Behnken avec un ensemble de 27 essais est

représentée dans le tableau II1.
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Tableau III : Tableau de la matrice des expériences

N° d’essais Temps (jrs) Humidité(%) T°C Inoculum
(spr/g)
1 5 55 22 1E+07
2 5 70 22 1E+06
3 3 70 26 1,9E+07
4 5 70 26 1E+07
5 7 70 30 1E+07
6 3 70 22 1E+07
7 5 85 26 1E+06
8 3 55 26 1E+07
9 5 70 30 1E+06
10 7 70 26 1E+06
11 7 85 26 1E+07
12 3 70 30 1E+07
13 7 70 22 1E+07
14 3 85 26 1E+07
15 5 85 26 1,9E+07
16 5 70 26 1E+07
17 5 70 22 1,9E+07
18 5 55 26 1,9E+07
19 7 55 26 1E+07
20 5 55 26 1E+06
21 5 55 30 1E+07
22 5 85 22 1E+07
23 7 70 26 1,9E+07
24 5 70 26 1E+07
25 5 85 30 1E+07
26 3 70 26 1E+06
27 5 70 30 1,9E+07

Les résultats expérimentaux obtenus par le BBD sont analysé par le logiciel (Design-
Expert® 1.1 Trial version). Pour toute les analyses, la différence est considérée comme

étant significative lorsque p value < 0,05 pour un intervalle de confiance de 95%.
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Chapitre III Résultats et discussions

I. Etude morphologique de la souche Ak S3

I.1 Etude macroscopique
La figure 4 présente, la souche Ak S3 incubée a 28 °C pendant 7 jours sur le
milieu PDA observée a I’ceil nu (Macroscopique), elle a un aspect blanchatre

(Figure 4-a) qui vire vers le vert aprés sporulation au fil de temps a une croissance

rapide (Figure 4-b).

Figure N° 4 : Observation macroscopique de la souche Ak S3

(a) : Aprés 4 jours d’incubation. (b) : Apres 7 jours d’incubation

1.2 Etude microscopique
D’apres la figure 5, la souche Ak S3 présente les caractéres suivants :

1. Des hyphes cloisonnés.

2. Des conidiophores trés ramifiés, irréguliérement verticillés avec des
ramifications.

3. Des phialides ovoides atténués au sommet directement insérés sur le
conidiophores.

4. Des conidies sont réunies au sommet des Phialides de couleur verte.

Ces critéres rejoignent ceux du genre Trichoderma d’aprés une étude similaire de

Leghlimi (Leghlimi., 2013) qui se réfere a (Chabasse et al., 2002).
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Figure N° 5 : Observation microscopique (Malloche., 1997)

de la souche Ak S3 au microscope optique Gx40

I1. Effet de la source de carbone sur la production de xylanases

La source de carbone est une partie essentielle des milieux de culture, fournit de
'énergie et maintient l'activité et le métabolisme des cellules (Ahn et al., 2011).

Dans notre cas, les deux sources de carbone étudié sont respectivement la paille et le

son de blé.

Figure N° 6 : Culture fongique sur la paille de blé aprés sept jours

d’incubation

o
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Figure N° 7 : Culture fongique sur le son de blé aprés sept jours d’incubation

Les résultats de 1’activité xylanolytiques obtenus par fermentation solide sur la paille

et le son de bl¢é sont illustrés dans la figure 8.
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Figure N° 8 : Effet de différentes sources de carbone sur la production de xylanases
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Les résultats obtenus déterminent que la souche Ak S3 est hautement capable de
produire de grandes quantités de xylanases sur le son de bl¢ 4054.55 +2.37 U/ml en
comparant avec la paille de blé¢ 188.00 + 1.32 U/ml.

Plusieurs rapports sont en accord avec ces résultats, que le son de blé est le meilleur
substrat producteur de xylanases ( Mender et al., 2013 ; El-Shishtawy et al., 2014 ; El-
Shishtawy et al., 2015 ; Kumar et al., 2017; Bharti et al., 2018).

La composition chimique du son de bl¢ est relativement élevé par rapport a la paille de
blé, notamment la composition ¢levé de 1’hémicellulose est idéal pour une croissance de

culture et la production de xylanases (Brijwani et al., 2009).

I11. Effet des paramétres cinétiques sur la production de xylanases par la

technique OFAT

L’activité xylanases a été déterminée en utilisant les procédures [UPAC (International
Union Pure And Applied Chemystery) (Ghose., 1987) cité par Chakraborty et ces
collaborateurs en 2016.

Les conditions optimales qui contribuent a la production de xylanases comprennent la
période d’incubation, I’humidité, la température, et la charge d’inoculum.

La production de xylanases est effectuée sur le son de blé qui est choisi comme
substrat solide ; le processus de fermentation sur le milieu solide a été réalisé par la
technique OFAT pour I’optimisation de la production enzymatique. Des données sont
recues continuellement de chaque étape d’optimisation, le paramétre optimal de la
premicre expérience a ¢té¢ fixé puis on passe a une seconde expérience, subséquemment

pour la suite des autres parameétres (Bettache., 2013).

I11.1 Effet de temps d’incubation

Le son de blé¢ a été utilisé comme source de carbone pour induire la production
d’enzyme xylanases par la souche Ak S3 en utilisant un procédé¢ FMS.

Le temps d’incubation dépend des caractéristiques de la culture, du temps de
croissance et de la production d’enzymes (Gautam et al., 2015).

Les résultats illustré dans figure 9 décrit que la période d'incubation optimale pour la
production de xylanases par la souche Ak S3 a atteint un maximum de 4647,58 + 14,06

U/ml a 5 jours d’incubation, et la production de xylanases diminue progressivement avec la
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prolongation du temps d’incubation jusqu’au dixiéme jour d’incubation touchant un taux

de 804,67 + 2,68 U/ml.
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Figure N° 9 : Effet du temps d’incubation sur la production de xylanases

L’analyse statistique confirme I’existence d’une différence hautement significative
entre les différents temps d’incubation a un p value <0.0001.

En outre, une augmentation de la période d’incubation au-dela du niveau optimal
entraine une baisse de la production de xylanases, qui peut étre due a I'épuisement du
milieu de fermentation en nutriment ou la production de métabolites toxiques pendant la
fermentation par les champignons (Kumar et al., 2017). Et aussi due a la protéase non
spécifique secrétée par les champignons qui peuvent dégrader les xylanases synthétisé
(Adhyaru et al., 2015).

Quant a Tomas et al., (2016), la production de xylanases atteint le maximum a une
période de 4 jours avec un rendement de 2201,30 £ 114,70 U/ml produite par Aspergillus
sp en utilisant le son de blé comme substrat dans des conditions FMS. Ensuite une
diminution d’activité xylanases a ét¢ remarquée a partir du cinquiéme jour jusqu’a

I’obtention d’une valeur trés réduite 804,67 + 2,68 U/ml. Jampala et al., (2017) rapporte

E



que la production maximale de xylanases est acquise au bout de 6™ jours d’incubation
dans des conditions FMS.

(Kumar et al., 2017 ; Bharti et al., 2018 ; Da silva Menezes et al., 2018 ; et . Jampala
al.,2017) rapportent que 5 jours est la période de fermentation optimal pour la production

de xylanases qui est comparable a nos résultats.

I11.2 Effet d’humidité
L’hydratation est un facteur important qui influence sur le taux de croissance,
I’évolution de la germination, la sporulation et le rendement du produit en FMS (EI-

Shichtawy et al., 2015).
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Figure N° 10 : Effet de ’humidité sur la production de xylanases

D’apres les résultats de la présente ¢tude, La figure 10 montre que 1’activité
xylanases est négligeable au début de la FMS jusqu’a atteindre un pic maximal de 4671,56
+ 0,88 U/ml a une teneur en humidité de 70% qui présente une condition optimal. La
production d’enzyme est déclinée linéairement a des teneurs en humidité supérieur a la

valeur optimale.
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L’analyse statistique confirme 1’existence d’une différence significative entre les
différentes valeurs d’humidité a un p value égale 0,0038.

Des teneurs en humidité sont variés d’un substrat a un autre pour un
microorganisme particulier (Chugh et al., 2016), Une production maximal de xylanases a
été détecté a 60% ; 70% d’humidité respectivement par Trichoderma virens et Aspergillus
brasiliensis respectivement, en utilisant le son de blé et le cosse de riz comme substrat
respectivement, dans des conditions FMS (El-Shichtawy et al., 2015 ; Da silva Menezes et
al., 2018).

Il a ét¢ montré que le niveau d’humidité supérieur a la valeur optimal entraine une
diminution de la porosité qui réduit encore la disponibilité de 1’oxygene requis pour la
croissance du microorganisme aérobie (khanahmadi et a/., 2018), D’autre part la teneur en
humidité inferieure au niveau optimal, réduit le gonflement du substrat qui rend le transfert
des nutriments difficile cité par (Bharti et al., 2018) qui se référe a (Kar et al., 2013 ; Maan
etal., 2016).

I11.3 Effet de température

La température de fermentation est considérée comme le facteur affectant la
production de xylanases, des systémes enzymatiques correspondants affectant davantage
le transport des nutriments et la croissance cellulaire (Guan et al., 2016).

Différentes températures d'incubation allant de 24°C a 42°C ont été testées sur la

production de xylanases par la souche Ak S3 comme présente la figure 11.
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Figure N° 11 : Effet de la température sur la production de xylanases.

La température de 24°C a 26°C a favorisée la production de xylanases avec une
activité élevée de 7099.93 + 1.02 U/ml a 26°C, 1’augmentation de la température résulte un
effet négatif sur la production de xylanases, qui est a I’ordre de 122,93 + 0,64 U/ml a 42°C.

L’analyse statistique confirme 1’existence d’une différence significative entre les
différentes valeurs de température p value <0,0001.

Plusieurs auteurs ont rapportés des optima de production a 30°C par Jonesia
denitrificans BN-13 (Boucherba et al., 2011) ; 26°C par Trichoderma asperllum
(Ajijolakewu et al., 2016) ; 30°C par Aspergillus niger (Javed et al., 2017) et a 25°C par
Chryseobacterium sp (Nkohla et al., 2017).

La différence de température optimale pour la production d’enzymes xylanolytiques
pourrait étre attribuée aux variations de la souche et a 1’adaptation a la dynamique de la
température (Harris., 2016).

Lorsque la température est supérieure a [’optimum, [’activit¢ xylanases est
progressivement réduite probablement en raison de la dénaturation enzymatique vue que
les enzymes sont de nature protéique (Tallapragada et Venkatesh., 2011 ; Harris., 2016 ;
Kumar et al., 2017).
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I11.4 Effet de la charge de I’'inoculum

Un niveau d’inoculum optimal est nécessaire pour maintenir 1’équilibre entre la
biomasse proliférée et les nutriments disponible pour produire le maximum d’enzymes
(Maktar et al., 2013 ; Desai et lyer., 2016) .

L’effet des concentrations initiales de I’inoculum sur la biosynthése de xylanases est

donné dans la figure 12.

9000 -
8500 -
8000 -
7500 - 7264,397701  7268,8681 730403926
7000 -
6500 -
:ggg 5377,889498 5469,532669
5000 -

4500 -
4000 -

3500 -
3000 - 2769,411924

2500 - u 2331,:112862
2000 (-

102 103 104 105 106 107 108 109
Charge de I'inoculum (Spore/ml)

8475,875718

Activité xylanolytique U/ml

Figure N°12 : Effet de la charge initiale de I’inoculum sur la production de xylanases

Nos résultats montrent que la souche Ak S3 induit une production importante de
xylanases a un taux d’inoculum de 107 spores /ml pour atteindre un maximum de 8475.87
+ 1.13U/ml. Cette hausse est suivie d’'une diminution jusqu'a atteindre une valeur de
5469.53 £ 0.17 U/ml, 2332.31 £ 0.58 U/ml respectif pour un taux de 10%,10° spores/ ml
respectivement.

L’analyse statistique confirme 1’existence d’une différence significative entre les
différentes valeurs de la charge d’inoculum avec un p value <0,0001.

En général pour une production maximale de xylanases, il a été suggéré que la

concentration des spores varié entre 10° et 107 spores/ml (Desai et lyer., 2016).
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Les études précédentes réalisées par Pathak et al., (2014), Da Silva Menezes et al., (2018),
El- Aty et al, (2018) sur Trichoderma harzianum,  Aspergillus Brasiliensis, et
Trichoderma Longibrachiatum KT693225 respectivement, confirment la citation de (Desai
et lyer., 2016).

L'inoculum a faible taille retarde la biosynthése de xylanases qui peut étre due a la
présence minimale de cellules conidiales qui sont insuffisantes pour utiliser le milieu de
fermentation d'une meilleure maniére (Bensal et al., 2012 ; Thomas et al., 2016). La taille
de I'inoculum minimale nécessite plus de temps pour que les cellules puissent se multiplier
a un nombre suffisant pour utiliser le substrat et produire puissamment 1’enzyme (Singh et
Kaur., 2012 ; Garais et Kumar., 2013). D’autre part, la diminution du rendement pour une
charge au-dela de ’optimum revient au stress oxydative dans le milieu, en raison de la
forte concentration initiale fongique, ou un déséquilibre nutritionnel causé par une énorme

croissance entrainant I’autolyse cellulaire (Singh et Kaur., 2012 ; Thomas et al., 2016).
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IV. Plan d’expérience Box-Behnken

Une fois que les variables ayant l'influence statistiquement significative sur les
réponses identifiés préalablement par la technique OFAT, RSM est utilis¢ pour optimiser
les variables filtrées pour améliorer la production de xylanases basée sur Box-Behnken

Design (BBD) (Long et al., 2017).

IV.1 Analyse des résultats
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Figure N°13 : Résultats des valeurs réelles et prédites obtenue par BBD

D’aprés les résultats obtenus par le BBD (annexe VI), illustré sur la figure N° 13
montre que 1’activité enzymatique atteint un maximum de 14037,10 U/ml a ’essai N°7
avec une période d’incubation de 5j, Humidité 85%, Température 26°C et une charge
d’inoculum de 10° spores/ml, et un minimum d’activité de 1461,82 a I’essai N°5 avec une
période d’incubation 7j, Humidité 70%, Température 30°C et une charge d’inoculum de
107spores /ml.

Ghoshal et al., (2016) ; Khusro et al., (2016) ; Bagewadi et al., (2016) ; Long et al.,
(2017) et Da Silva Menezs et al., (2018) confirment I’influence du paramétre optimisé sur

la production de xylanases.
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IV.2 Coefficient de détermination R?

Selon Goupy., (2006) le R? est un parametre statistique qui nous indique la validité du
model étudié. La mesure de la corrélation et la signification statistique du model par le
coefficient de détermination R? égale a 0.913 proche de 1, indique que 91,3 % de la
variabilité de la réponse peut étre exprimé par le modele ce qui signifie que uniquement 8.7
% des variations ne sont pas exprimé par le modele, et la valeur du coefficient de
détermination ajusté RZajusee= 0.81confirment que les valeurs réelles sont proche des
valeurs prédites (Pérez-Rodriguez et al., 2014), le coefficient de validation CV égal a
18,08 % indique que les expériences sont fiable et précises (Khusro et al., 2016), toutes
ces ¢tudes reflete la précision et I'applicabilité de RSM (Narra et al., 2014).

Cette corrélation peut étre aussi confirmée en tragant la courbe de valeurs réelles en

fonction des valeurs prédites, la Figure 14 présente ci-dessous
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Figure N° 14 : Réponses réelles en fonction des réponses prédites.

D’apres la figure N° 14, les points sont repartis autour de la droite de régression. Le
modele peut étre donc jugé de qualité suffisante (Bouzaouit- Boudjeniba., 2016), puisqu’il

y’a 91.31% de chance qu’il explique effectivement les variations mesurées de la réponse.
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IV.3 Analyse de la variance pour la production xylanolytiques (ANOVA)
IV.3.1 La signification du modéle

Tableau IV : Analyse du mode¢le de régression

Source P value Signification
Modgéle 0.0003 significatif
Lack of Fit 0.0574 Non
significatif
R? 0.9131 /

p value <0.05 est considéré comme étant significatif (Goupy., 2006). Comme le
montre le tableau IV, la faible valeur du modele p value égal 0.0003, indiquant que ce
modele (quadratique) est statistiquement tres significatif @ un niveau de confiance de 95%,

cela signifie que les variables du modéle ont un effet significatif sur la réponse Y. Ces
résultats sont encore confirmé par le manque d’ajustement (Lack of Fit ; LOF) du modéle

0,0574, ce qui n’été pas significatif par rapport a 1’erreur pure (Pena-Maravilla et al.,

2017). Sur ce, I'équation de régression peut bien étre validée (He et al., 2018).
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IV.3.2 La signification d’effet des facteurs

Tableau V : Estimation des coefficients de régression du modele polynomiale de second

degré

Source F-value P-value Signification
Xi-Temps 0,7622 0,3998 Non significatif
X2-Humidité 25,62 0,0003 Significatif
Xs3-Température 14,98 0,0022 Significatif
X4-Inoculum 4,87 0,0475 Significatif
X1+X2 0,9385 0,3518 Non significatif
X1+X3 7,72 0,0167 Significatif
Xi1+X4 0,0217 0,8854 Non significatif
X2+X3 2,33 0,1530 Non significatif
X2+X4 0,0004 0,9839 Non significatif
X3+X4 0,0186 0,8939 Non significatif
Xi? 16,07 0,0017 Significatif

X2? 26,71 0,0002 Significatif

X3? 0,7458 0,4047 Non significatif
X4? 3,06 0,1060 Non significatif

> Effet linéaire

Le p value des coefficients inferieur a 0,05 indique que la variable correspondante est
significatif (He et al., 2018). Le test ANOVA appliqué pour chacun des facteurs de la
culture de la souche Ak S3 a montré que les effets linéaire a savoir ’humidité¢ X, la
température X3, et la charge d’inoculum X4 ont une valeur probable 0.0003, 0.0022 et
0.0475 respectivement, sont statistiquement significatif au niveau de 95% de confiance,
¢tant des variables importante pour une production ¢levée de xylanases. Cependant
I’impact de temps d’incubation est non significatif ayant un p value égale 0,3998 > 0.05

pour la production de xylanases.
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Ces résultats obtenus sont en accord avec ceux trouvé par Zhang et Sang., (2015) ;

Chapitre 111
Xue et al., (2016) : Ramanjaneyulu et Rajasekhat., (2016) ; Yegin., (2016). Dont le but est

d’optimiser la production de xylanases.

> Effet d’interaction

Afin de comprendre les effets des différents facteurs et de leurs interactions sur la
production enzymatique, des courbes de 2D (deux dimension) et 3D (trois dimension) ont

¢été tracées par le modele statistiquement significatif.
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Figure N° 15 : Surfaces de réponses définissant les différentes interactions (A)Temps et
Humidité ; (B) Temps et Température ; (C) Temps et Inoculum ; (D) Humidité et Température ;(E) Humidité

et Inoculum ; (F) Température et Inoculum

Les résultats obtenus a partir de I’étude menée, montrent que I’interaction( X;X3) entre
le temps d’incubation X; et la température X3 posséde une grande influence sur I’activité
enzymatique est significatif ; avec un p value qui égal a 0,0167 < 0,05, Cependant le
coefficient des couples XiX> (temps et humidité), XiX4 (temps et inoculum), X>X3
(humidité et température), XoX4 (humidité et inoculum), X3X4 (température et inoculum),
sont non significatifs car leur p value 0,3518, 0,8854, 0,1530, 0,9839, 0,8939
respectivement qui sont supérieur a 0,05.

Selon les études faites par : Yegin et al., (2016) ; Dos Santos et al., (2017) ; Pathania
et al., (2017) observent qu’une interaction entre le temps d’incubation et la température a
un impact sur une production maximal d’enzyme xylanases par Aureobasidium pullulans
Y-2311-1; Aspergillus niger ; et Rhizopus delemar F2, respectivement.

La figure 15-B montre que la zone en bleu foncé représente I’intervalle des facteurs Xi
et X3 1a ou on retrouve la zone d’activité la plus faible donc une production de xylanases
moins importante. Cet intervalle se situe a des niveaux haut pour un temps d’incubation (6
— 7jrs), et 2 un niveau haut pour la température allant de (27— 30 °C).

La zone en vert foncé représente I’intervalle des valeurs entre X; et X3 ou on retrouve la
zone d’activité la plus importante donc une production de xylanases plus importante. Cet
intervalle se situe a un niveau haut pour un temps d’incubation entre (4—7 jrs) et a un

niveau bas pour la température entre (22- 24°C).
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L’augmentation de la température cause la diminution de D’activité xylanases,
cependant, 1’augmentation du temps d’incubation a eu un léger impact positif sur la

production de xylanases (Yegin et al., 2016).

» Effet quadratique

Au sein du modele, les effets quadratique de Xi?> (Temps d’incubation*Temps
d’incubation) et X>? (Humidité*humidité) ayant un p value egale a 0,0017, 0,0002
respectivement sont significatifs au niveau 95%. Par contre les termes X3?
(Température*Température) et X4> (Inoculum*Inoculum) sont statistiquement non
significatif avec un p value qui est 0,4047 et 0,1060 respectivement. Dans la  méme
perspective, des études ultérieurs faites par Narra et al., (2014) ; Zhang et sang., (2015) ;
Ping et al., (2017) ; Rosmine et al., (2017), trouvent les parametres quadratique (Temps

d’incubation?) et (Humidité?) sont significatif.

IV.3.3 Modéle mathématique de régression

Les résultats obtenus sur la production de xylanases sont exprimés sous la forme d’une
équation de régression. Lorsque des variables du modéle sont insignificatifs, elles sont
exclues de I’équation polynomial quadratique du modele (Bagewadi et al, 2016 ;
Hosseinkhani et al., 2016).

Y = 6669,09 + 1896,41(X2) — 1449,91(X3) — 926,88(X4) — 1802,69 (X1*X3) —
2252,93(X12) + 2904,56(X2?).

» Y :laréponse de I’activité xylanolytiques, exprimée en U/ml.

* X2, X3, X4: les variables indépendantes des effets linéaires a savoir humidité,

température et inoculum respectivement.
»  Xi1*X3: Peffet d’interaction (temps*température).

= Xi1? X2%: les effets quadratiques a savoir temps? et humidité? respectivement.

V. Validation du modéle

Afin de vérifier la validit¢ du modele, les conditions optimales proposées par le

modele BBD de I’activité xylanolytiques, sont représentés dans le tableau suivant
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Tableau VI : Conditions optimales pour la production de xylanases proposé par le modéle

BBD
Essais Temps (jrs) Humidité %  Température Inoculum
°C (Spr/ml)
1 4,842 84,866 28,879 16323123,353
2 6,126 84,917 22,155 18738848,917
3 6,660 84,819 22,051 18846015,338

Dans le cadre d’une approche expérimentale, 1’application exacte de tel estimation s’aveére
étre difficile. Afin d’y remédié, de 1égere modification ont été apportés, en arrondissant les

valeurs au chiffre le plus proche.

Tableau VII : Conditions optimales appliqué pour la production de xylanases

Essais Temps (jrs) Humidité % Température Inoculum
°C (Spr/ml)

1 5 85 29 1.6%107

2 6 85 22 1.9%107

3 7 85 22 1.9%107

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

Tableau VIII : Valeurs prédites et valeurs réelles

Essais Valeurs Valeurs réelles Standard
prédites d’erreur
1 9392,635 1355,0895 1037.687
2 14114,874 14766,2853 1623.182
3 14038,995 13352,5218 1857,600

La bonne corrélation entre les valeurs prédites et les valeurs expérimentales aprés
optimisation justifie la validit¢ de la réponse du modele et I’existence d'une valeur
optimale a I’essai N°2 avec des conditions optimales d’un temps d’incubation de 6 jours,
humidité 85%, température de fermentation 22 °C, et une charge de 1,9*10’spores/ml, a un

taux de production 14766,2853 U/ml.
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Chapitre III Conclusion et perspectives

Ce travail avait pour principaux objectifs la détermination et 1’optimisation des
facteurs influencant la production de xylanases par une souche nommée Ak S3,
appartenant a la collection du laboratoire de microbiologie appliquée « LMA » de

I’université A/Mira de Bejaia.

Dans cette étude, nous avons étudié la production des enzymes en utilisant les déchets
agricoles a faible cofit, a savoir le son de blé, qui est pris en considération comme substrat
dont la souche Ak S3 est capable de produire des xylanases a travers un simple processus

de fermentation sur milieu solide, donnant un taux de 4054,55 U/ml.

La production de xylanases par la souche Ak S3 est optimisée par la technique
classique (OFAT) et aussi par la méthode de surface de réponse (RSM). Les variables
indépendantes étudié a savoir le temps d’incubation, I’humidité, la température de
fermentation et la charge d’inoculum nécessaire pour la production d’enzyme sont
optimisé€es en premier lieu par la technique classique One Factor At time, cependant les
résultats obtenu montre que 1’activité xylanolytiques est meilleur lors d’une période
d’incubation de 5 jours, humidifi¢ & une teneur de 70% par le milieu MW a pH=5, la
température est de 26°C et la charge d’inoculation est de 107 spores/ml, procurent des pics
de xylanases a I’ordre de 4647,58 U/ml, 4671,56 U/ml, 7099,93 U/ml, et 8475,87 U/ml

respectivement.

Les résultats de cette étude ont montré une productivité et des valeurs de stabilité

enzymatique conformément a ceux disponibles dans la littérature.

En outre, la méthode de surface de réponse (RSM) a ¢été utilisé dont le but de

maximisé le rendement de xylanases et de réduire le nombre d’expérience a réaliser.

Les résultats de 1’optimisation affirment que le modéle est significatif avec des valeurs
réelles qui sont trés proche aux valeurs prédites, avec un coefficient de corrélation égale a

0,913 qui est trés proche de 1.

Selon les résultats obtenus par la conception du modele Box-Behnken, démontre que
les principaux parameétres ont amélioré la production de xylanases. Les optimums des
facteurs établis par le plan sont respectivement 6 jours, 85%, 22°C, et 1.9*107 spores/ml,
pour une activité¢ xylanolytiques maximale de I’ordre 14766,28 U/ml, proche de la valeur

prédite.
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Ce dernier confirme que la production est relativement ¢élevé dans une courte duré de

fermentation qui pourrait €tre attrayant pour la production de xylanases a grand échelle.

Les résultats obtenus a travers cette étude semblent prometteuse et incitent a

poursuivre la recherche dans cette thématique en vue de définir une ligne de conduite pour

une application a I’échelle industrielle. Toutefois, il serait intéressant d’envisager :

La purification de xylanases.

La détermination et I’optimisation d’autres facteurs nutritionnels et culturaux tels
que d’autres sources de carbone, sources d’azote, sources d’ions métalliques et
aération.

Procéder a des cultures mixtes avec une autre souche performante, tel que cette
derniére qui est capable d’engendrer une surproduction.

D’¢largir I’étude sur d’autres sous-produits afin d’élaborer de nouveaux produits a

valeur économique, vu que le xylane commercial est trés couteux.

&l
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Annexe I : Composition chimique de paille et son de blé

Tableau 1 : Composition en sucre de son de blé (Hui et Qing. 2015)

Compositions en sucre Pourcentages %
Cellulose 7.40
Hémicellulose 32.38

Lignine 4.01

Tableau 2: composition en sucre de la paille de bl¢ (Hui et Qing. 2015)

Compositions en sucre Pourcentage %
Cellulose 43.52
Hémicellulose 22.41

Lignine 9.80
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Annexe II : milieux de culture

1. Gélose Pomme de terre, dextrose, agar (PDA) (Philippe., 2013)

e Pomme de terre................. 250g

o Glucose......oovvvvviiiniinnnnnn 20g

® Agar.......ooiiiiiiiiiiii, 20g

e Faudistillée.................... 1 litre
PH final égale 5.

Stériliser a I'autoclave a 121°C pendant 20 min.

2. Milieu Mandels et Weber (Mandels et Weber, 1969)

o K2HPO4 ......ccooiiiiiiiiiinn 2g
e (NH4)2S504 ........ccooiiinini 1.4g
o Urée.....ovvvvvviiiiiiiiinnnn 0.3g
e MgSO4 « 7H20................. 0.3g
o CaCl2......ccoviiiiiiiiiiinin, 03¢g
e FeS04+7H20............... 5.0mg
e MnSO4-«H20.............. 1.56mg
e 7/nSO4-7H20..............1.4mg
o CoCl2.....cvviiiiiiiiinnnnn. 2.0mg
e FEau distillée (gsp)........... 1 litre
Ajuster lepH a 5

Stériliser a I'autoclave a 121°C pendant 20 min.
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Annexe III : Réactifs et tampon

1. Réactif DNS (Ghose, 1987)

o DN S 10g
o NaOH.. ..o l6g
e Tartrate double de sodium et de potassium...... 300g

o FEaudistillée (gSp.)..veeveeiiniiiiiiiiiiiiiiin, 1 litre

Le tartrate est ajouté par petites quantités avec un Léger chauffage (50°C) si nécessaire
pour éviter la formation des grumeaux insolubles.
La solution est préparée dans 1’obscurité puis conservée a I’abri de la lumiére dans un

flacon couvert d’aluminium.

2. Tampon citrate de sodium (50 mM ; pH 4.8) (Zhang et al. 2009)

e Solution A : Acide citrique CsHgO7 ; M = 192,124 g/mol
e Solution B : Citrate de sodium Na3CsHsO7 ; M = 258,06 g/mol
e Eaudistillé : 1 litre
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Annexe IV : Matériels analytiques

Tableau 1: Marque commerciales du matériel analytique

Matériel Marque

Balance SHIMIDZU UX620H (Japan)

Bain marie MEMMERT

Centrifugeuse METTICH ZENTRIFUGEN
(Germany)

Etuve BINDER (Germany)

Four Pasteur HERAEUS

Autoclave ADVENTAGE (Germany)

Microscope optique

Mixeur

pH metre

Spectrophotométre UV -visible
Vortex

Cellule de Malassez

ZEISS (Germany)

DAAEWOOD

HANNA pH 210 (Romania)
SHIMADZU UV MINI. 1240(Japan)
VELP SCIENTIFICA (Germany)

MARIENFELD
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Annexe V : Courbe d’étalonnage

(Sigma, Aldrich, USA)

Tableau 1 : Gamme étalon pour le dosage de xylanases (solution mére de xylose 2g/1)

Dilutions [xylose] ABS moyss«onm  Ecart type
11 2 1.615 0
1/2 1 1.252 0.05374012
1/4 0.5 1.116 0.019798999
1/6 0.33 1.1095 0.00070711
1/8 0.25 1.101 0.00424264
1/10 0.2 1.06 0.01131371
Courbe d'étalonnage de xylose
Absorbance
1,7 -
1,6 -
15 -
y = 0,298x + 0,995
141 R? = 0,980
13 -
1,2 -
1,1 A @
1 [xylose] mg/ml
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Figure N°1 : Courbe d’étalonnage pour le dosage du Xylose (mg/ml)
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Annexe VI : Plans d’expériences

Tableau 1 : Plan et résultats de I’optimisation de I’activité enzymatique par le plan BBD.

Essais X1:Temps X2:Humidité X3:Température X4:Inoculum Activité
xylanolytique
U /ml
Unité Jours % °C Spores/ml ~ Valeurs Valeurs
réelles prédites
1 5 55 22 1E+07 8037,77 765171
2 5 70 22 1E+06 8910 9531,25
3 3 70 26 1,9E+07 34355 414894
4 5 70 26 1E+07 6423,96  6669,09
5 7 70 30 1E+07 1461,82 100531
6 3 70 22 1E+07 3925,01 325096
7 5 85 26 1E+06 14037,1  13292,66
8 3 55 26 1E+07 4781,09 572587
9 5 70 30 1E+06 6412,79 645461
10 7 70 26 1E+06 5869,63  6456,87
11 7 85 26 1E+07 11287,8 1017287
12 3 70 30 1E+07 5706,46 395652
13 7 70 22 1E+07 6891,12 751050
14 3 85 26 1E+07 7166,05 826140
15 5 85 26 1,9E+07 12566,3 1161208
16 5 70 26 1E+07 7063,23  6669,09
17 5 70 22 1,9E+07 7912,61  7700,67
18 5 55 26 1,9E+07 8232,24  7846,07
19 7 55 26 1E+07 63882 512274
20 5 55 26 1E+06 9649,36  9473.00
21 5 55 30 1E+07 5462,83  6732,09
22 5 85 22 1E+07 13393,3 13424,73
23 7 70 26 1,9E+07 3363,97 499422
24 5 70 26 1E+07 6520,08  6669,09
25 5 85 30 1E+07 6858 8544,73
26 3 70 26 1E+06 6323,38  5993.81
27 5 70 30 1,9E+07 5769,05 497768
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Résumé

Les xylanases sont un groupes d'enzymes qui provoquent I'hydrolyse des hémicelluloses. Ils ont stimulé
un grand intérét da a leurs larges applications industrielles et biotechnologiques.

Dans cette analyse, on a étudié¢ la possibilité d'utiliser le son de blé comme substrat pour la production
de xylanase par Trichoderma sp. dans des conditions de fermentation en milieu solide (FMS). Celle-ci a été
optimisé pour vari¢ les conditions de culture suivant 1’approches (OFAT) et la méthode de réponse sur
surface (RSM). Nos résultats ont montré que le temps d’incubation, I’humidité, la température et la charge de
I’inoculum ont considérablement influencé la production de xylanase, I’optimum de ces paramétres sont
respectivement de : 5 jours ,70 %, 26 °C et 10”spores /ml.

Des modé¢les statistiques expérimentaux sont utilisés pour sélectionner les paramétres influencant, et
dans le but d’améliorer le rendement de production de xylanases. Les variables de 1’analyse sont d’avantage
étudié par la méthodologie de réponse sur surface selon la matrice de Box-Behnken. Les conditions optimal
pour la production de xylanases ont été obtenus comme suit : temps de fermentation :6 jours, humidité : 85%,
température d’incubation : 22 °C et la charge d’inoculum : 1,9*107, et ’activité de xylanases a augmenté de
8475.87 4 14766,28 U/ml.

La conception expérimentales s’est avéré &tre une méthode efficace pour obtenir des paramétres
optimales pour la production d’enzyme.

Mots clés
Trichodema sp, xylanases, son de bl¢, Fermentation sur milieu solide, OFAT, Réponse surface méthodologie,
Box-Behnken.

Abstract

Xylanases are groups of enzymes that cause hydrolysis of hemicelluloses. They stimulated a great
interest due to their large industrial and biotechnological applications.

In this analysis, we studied the possibility of using wheat bran as a substrate for the production of
xylanase by Trichoderma sp in solid state fermentation (SSF). It was optimized for varied culture conditions
using (OFAT) and response surface methodology approaches. Our results showed that the incubation time,
the humidity, the temperature and rate of the inoculum have significantly influenced the production of
xylanase, the optimum of these parameters are respectively: 5 days, 70%, 26 °C and 107 spore / ml.
Experimental statistical models are used to improve the performance of xylanases, in order to select the
parameters influencing.

The variables of the analysis are studied by the surface response methodology according to the Box-
Behnken matrix. The optimal conditions for the production of xylanases were obtained as : fermentation time
6 days, humidity 85%, incubation temperature 22 °C and inoculums rate 1.9 * 107 spores/ml, xylanase
activity increased from 8475.87 to 14766.28U/ml.

Experimental design has proven to be an effective method to obtain optimal parameters for enzyme
production.

Keywords
Trichoderma sp, xylanases, wheat bran, Solide State Fermentation, OFAT, response surface methodology,
Box-Behnken Desing.
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