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Introduction

L’exploitation des déchets et co-produits agricoles en vue d’une valorisation a
bénéficié au cours de ces dernieres décennies d’un regain d’intérét pour des raisons
économiques aussi bien qu’environnementales (Khila, 2014). L’importance de ces co-
produits agricoles réside dans leur abondance, leur faible cout ainsi que dans le fait qu’ils

représentent une source organique naturelle renouvelable, disponible dans le monde entier.

Aujourd’hui, I’industrie mondiale utilise moins de 10% de la biomasse végétale
produite (Liu et al., 2007) et des quantités énormes des reésidus d’agriculture sont brules

chaque année, ce qui cause un probléme environnemental sérieux(Sun et Cheng, 2002).

La quantité de biomasse produite sur les continents est estimée une production
annuelle de 10 a 50 milliards de tonnes (Sanchez et Cardona, 2008). Elle constitue ainsi un
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 genérés par les activités humaines qui

réside dans la valorisation de cette biomasse (Anastas et Warner, 2000).

La biomasse lignocellulosique a naturellement fait I'object au centre des recherches
pour la production de carburants de substitution et méme pour I'étude de nouveaux procédes
de biotechnologie blanche comme la filiére de bioraffineries en alternative a la pétrochimie.
(O’Donohue, 2013). 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 la planéte (Dekker et Lindner, 1979).

Les premiers procedes de conversion utilises étaient surtout chimiques, ces procédées
sont devenus, a I’heure actuelle, peu compétitifs en raison notamment des couts des réactifs et
de la génération de nombreux sous-produits et de composes non désirables. De tels composes
peuvent nécessiter une étape importante de purification ou agir en tant qu’inhibiteurs rendant
les hydrolysats peu fermentescibles, dans les procedes de production d’alcool a partir de

substrats lignocellulosiques (Woiciechowski et al., 2013)

Ces procédés chimiques sont désormais concurrencés par les procédés enzymatiques,
plus spécifiques et qui permettent une hydrolyse dans des conditions moins séveres.
Cependant, vue sa structure complexe, la biomasse lignocellulosique n’est pas directement
accessible aux enzymes. Elle nécessite une phase prealable de prétraitement afin d’améliorer

1
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la susceptibilité de I’hydrolyseenzymatique aussi bien de la cellulose que de 1’hémicellulose.

Ce prétraitement peut étremécanique, thermique ou chimique, ou bien la combinaison
de deux ou trois de ces types d’action. La saccharification de cette biomasse permet la
dégradation totale de la cellulose et I’hémicellulose en sucre simpletelle que le glucose et le

xylose.

Les cellulases, hémicellulase et ligninase sont essentiellement produites par des micro-
organismes cellulolytiques, hemicellulolytique et lignolytique particulierement les
moisissures qui sont de plus en plus utilisées dans la production de métabolites en particulier
ce type d’enzymes grace a leur capacité a conquérir les substrats naturels avec une
dissémination efficace, une croissance rapide et un arsenal enzymatique trés développé
(Breton, 1990 ; Collins et al., 2005 ; Yang et al., 2006).

Dans ce cadre, les travaux réalisés au cours de ce mémoire ont porté sur la valorisation
de la paille de blé et du son de blé, production des cellulase et xylanase par fermentation
solide en culture mixte des souches d’A. niger strain BG et T. afroharzianum AZ12 et de la
saccharification de cette biomasse par voie enzymatique pour I’obtention des sucres

monomeérique avec des rendements rentables a une échelle industrielle.
Notre étude est constituée de trois parties :

Le premiere chapitre comportent une étude bibliographique approfondie concernant la
structure et la composition chimique de la biomasse lignocellulosique, les mécanismes
d’hydrolyse enzymatique des parois lignocellulosiques, le mode de production des enzymes
cellulolitiques et hemicellulytique et la saccharification de la biomasse par hydrolyse

enzymatique.

Le deuxieme chapitre expose 1’ensemble des méthodes expérimentales mise en ccuvre
pour la préparation du substrat et les souches fongiques, la production du complexe
enzymatique de type lignocellulolytique par fermentation mixte et le procédé a la

saccharification de la biomasse lignocellulosique.

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

avant de finaliser par une conclusion et perspectives.
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Synthese bibliographique

1. Labiomasse lignocellulosique

La biomasse lignocellulosique, appelée parfois biomasse, est constituée de trois
composants majeurs : la cellulose, I’hémicellulose et la lignine. Elle recouvre notamment les
arbres et les herbes et représente la grande majorité de la biomasse, définie comme tout
matériau d'origine biologique a l'exception des matériaux enfouis dans les formations
géologiques ou fossilisées. En moyenne, la biomasse lignocellulosique contient 40-60 % de
cellulose, 20-40 % d'hémicelluloses et 10-25 % de lignine (Van parijs et al., 2010).

Microfibrilles

Lignine

Hémicellulose

Cellulose

Figure 1 : Structure de la biomasse lignocellulosique (Van parijs et al., 2010).

1.1. Structure de la biomasse lignocellulosique

La description moléculaire des parois lignifiées n'a pas encore été complétement
déterminée, d'ou la difficulté de prédire d'éventuels obstacles a la dégradation enzymatique de
parois lignocellulosiques lors de la production de bioéthanol de deuxiéme génération. Ce
complexe hétérogene s'‘organise autour de trois principaux biopolymeres : la cellulose, les

hémicelluloses et les lignines (Rubin, 2008).
1.1.1. Cellulose

C'est la molécule organique la plus abondante sur terre (8) et le constituant principal des
biomasses lignocellulosiques (40 a 60 %). La cellulose est un homopolymere non ramifié
résultant de I’enchainement d'unités B-D-glucose (Barnoud, 1980). Le nombre d'unités
glucose constituant une chaine de cellulose, appelé degré de polymeérisation (DP), peut-étre
compris entre 100 a 14000 en fonction de l'origine botanique de la cellulose et de la strate
pariétale. Le taux de polymérisation varie aussi en fonction des prétraitements physiques et
chimiques appliques lors des procedés de purification ou de traitement de la biomasse. Le DP
de la cellulose dans les parois secondaires est de I'ordre de 13000 a 14000, alors qu'il est plus

faible dans les parois primaires avec un DP variant entre 2000 et 6000 (Somerville et al.,
3
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2004 ; O'Sullivan, 1997). Les monomeres B-D-glucose sont reliés entre eux par des liaisons
glycosidiques B-(1,4). Le cellobiose, motif de base de la cellulose est formé par deux unités
glucose. Sa longueur estimée est de 1,03 nm (Fig. 2). De multiples liaisons hydrogenes
intrachaines conféerent une linéarité a la chaine de glucose. Les chaines linéaires de cellulose
sont associées entre elles par de nombreuses liaisons hydrogéne ainsi que des interactions de
type Van Der Waals, conduisant a la formation de microfibrilles dont le diametre varie de 2 a

4 nm chez les plantes supérieures (Atalla et VanderHart ,1999).

Celloblose
Extrémité ) Extrémité
non-réductrice K Y réductrice

(NR) OH . OH (®)

Figure 2 : Représentation schématique de la structure chimique de la cellulose (Brown, 2004).
1.1.2. L’hémicellulose

L’hémicellulose est la seconde source de polysaccharide non cellulosiques se distinguant
de la cellulose par le fait qu’ils soient des polyméres hétérogénes (hétéro-polysaccharides) a
chaines plus courtes et branchées de la biosphére et représente entre 15 et 35% de la matiere
seche des parois cellulaires vegétales et est le principal composant du son de blé, représentant
pres de 30 a 40% de la matiere séche (Wertz, 2011).

Les hémicelluloses regroupent un ensemble d'hétéro-polysaccharides représentant
environ 20 a 40 % de la biomasse lignocellulosique (Saha, 2003). Ces polysaccharides ont un
squelette composé des résidus B-(1,4)-D-pyranose ou le C1 et le C4 sont en position

équatoriale (Fig. 3).

Position équaloniale

-
Bl q

1

Figure 3 : Structure de base du squelette $-(1,4) d’hémicellulose.
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La chaine principale peut étre ramifiée par des substitutions ou de courtes chaines
latérales pour former des groupes de sucres héterogénes. Les sucres monomeres sont
constitués de sucres neutres, de type pentose (xylose et arabinose) et hexose (galactose et
mannose) ainsi que des acides uroniques (acide galacturonique et acide glucuronique) (Fig.4)
(Scheller et Ulvskor, 2010).

Ces constituants vont donner naissance a des composés aux structures variables selon
les especes, des tissus et leur stade de maturité ainsi que les autres constituants pariétaux
(Buchala et al.,1973).

Arabinofuranose

A(rl_yl group |
‘ Xylose units

' B -
o -9 .,‘l‘ -0 “ ’jk =) A— g — -h"'_ -e_:‘ 0
L\ ") \eu "> &4 o \i "y \‘i»n w) G w) G n ) “ &' w "
- \ il " “ / . Om ™ - " " . \
\ [ |
o | | 9
( I ' CMs | R, ¢ /
N—r” | Acetyl group '
i

Glucuronic acid

Glucuronic acid

Figure 4 : Représentation des différentes structures des hémicelluloses (Mussatto et al., 2012).

Les hémicelluloses sont classés en quatre groupes principaux, a savoir ;

> Les xyloglucanes : 11 s’agit de chaines formées d’unités glucose reliées entre elles par
des liaisons B-(1,4) et de courtes chaines latérales de xylose. Les xyloglucanes sont

principalement présents dans les parois primaires.

> Les xylanes : Ce sont des polymeres linéaires dont la chaine principale est constituée
d’unités xylose liée en B-(1,4) et ramifiée par des substituants en proportion variable
(arabinose, arabinose féruloylé, groupes acétyles, acides glucuronique et son dérivé 4-O-

méthyle). Les xylanes sont majoritaires de I'nhémicellulose.

> Les mannanes : lls sont formeés d'unités mannose et glucose liées en B-(1,4) et sont

absents chez les graminées et présents en faible proportion chez les Angiospermes.

> Les p-glucanes : Ils sont formés d’unités D-glucose reliées entre elles par des liaisons

B-(1,3) ou B-(1,4), ce sont des constituants minoritaires des tissus lignocellulosiques.
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1.1.3. Lignine

La lignine est le troisieme composant principal de la lignocellulose, représente 15 a 30%
de la matiére organique. La lignine, du latin «lignum» qui signifie bois, constitue la fraction
non saccharidique, c’est le terme générique utilisé pour désigner des composés poly-
phénoliques réticulés résultant de la condensation radicalaire de trois alcools phénylpropéne
ou monolignols: l'alcool p-coumarylique, l'alcool coniférylique et I'alcool sinapylique,

formant une structure amorphe non soluble dans I'eau (Taherzadeh et Karimi, 2008).

/
O = ) A

g
r §C
>

Figure 5 : Structure de la lignine.

1.2. Source de la biomasse lignocellulosique

Les déchets lignocellulosiques sont produits en grande quantité par divers secteurs tels
que la sylviculture, la papeterie, I'agriculture et I'industrie alimentaire, en plus de divers
déchets ménagers (Tableau ). Ces déchets représentent le potentiel le plus important en
biomasse et constituent actuellement un enjeu considérable. L’accumulation de grandes
quantités de cette biomasse dans la nature constitue une source de pollution organique qui nuit

a I’environnement (Howard et al., 2003; Yuan et al., 2008).
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Tableau n°l. Composition chimique et production mondiale des principaux déchets
Lignocellulolytiques (L.C) (Sanchez, 2008 ; Dashtban et al., 2009 ; Moor et al., 2011)

Résidus L.C Composition Production mondiale
oo L (tonne/an)
Cellulose  Heémicellulose Lignine

Bagasse de canne sucre 32-44 27-32 19-24 317 —380.10° (2005)
Paille de blé 29-35 26-32 16-21 154 -185 .10° (2006)
Paille d’orge 31-34 24-29 14-15 35— 42 .10 (2006)
Paille de riz 31 24 18 157 - 188 .10° (2005)
Résidus de banane 13,2 14,8 14 13 - 15 .108 (2007)
Rafle de mais 45 35 15 159 — 191.10° (2005)
Coque d’arachide 45-55 25 28-30 9,5. 10° (2011)
Noyaux de datte 42 17,5 11 938 .10° (2011)
Pulpe de café 40-55 25-40 18-30 /
Papier journal 35 46,3 18,8 /

La paille et le son de blé semblent étre les substrats les plus pertinents pour leurs
valorisations par voie biologique en composés d’intérét industriel. La structure précise de leur
biomasse lignocellulosique est difficile & établir, toutefois leurs compositions moyennes

peuvent étre déterminées.

> Paille de blé

La fraction la plus importante de la paille de blé est la cellulose, suivie par I'némicellulose. La
somme de ces deux fractions dite holocellulose représente plus de 66% + 11% de la masse
seche de la paille de blé, ce qui en fait un substrat intéressant pour sa valorisation en
molécules plateformes dérivées de cellulose et d’hémicellulose. Comme nous avons pu le
mentionner précédemment, il n’existe pas un propre lignocellulose mais une vaste diversité de
biomasses lignocellulosiques différenciables par leur composition et leur structure physique et
chimique. Aux vues de la variabilité de composition d’échantillons de paille de blé, il semble
qu’il existe aussi une diversité de paille de blé, potentiellement expliquée par 1’age des
plantes, leurs conditions et environnement de culture et de stockage. La composition
biochimique de la paille de blé comprend de 37.6% de cellulose, de 28.8% d’hémicellulose
dont 19.5% sont des xylanes, de 14.5% de lignine, et de 3.8% de protéines (Lazuka, 2018).

> Le son de blé

Le son de blé représente entre 11 et 15% de la masse totale du grain de blé et son rdle est de
protéger la graine. La composition biochimique du son de blé industriel comprend de 22 a

25% de (glucurono) arabinoxylanes, de 14 a 17% de protéines, de 7 a 11% de cellulose, de 3 a
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10% de lignine, des B-glucanes a liaisons mixtes et de 11 a 30% d’amidon residuel selon le
mode de fractionnement. Au total, les polysaccharides hors amidon représentent environ 46%
du son de blé industriel, dont pres de 70% sont des (glucurono) arabinoxylanes (Hemery et
al., 2007; Kabel et al., 2006; Maes et Delcour, 2001).

2. Dégradation de la biomasse lignocellulosique

Les trois composés de la lignocellulose sont assemblés dans des structures
complexes et tres récalcitrantes. L’organisation de la cellulose en couches de microfibrilles,
la structure complexe de la lignine et la grande diversité et 1’hétérogénéité de
1’hémicellulose renforcent la protection de la lignocellulose face aux attaques enzymatiques
(Bomble et al., 2017). Sa dégradation implique un cocktail enzymatique, qui vont se
complémenter et agir en synergie. Ces enzymes se classent toutes parmi les
«Carbohydrate-Active enZYmes » ou communément appelées CAZymes (Lombard et
al., 2014). La base de données CAZy (http://www.cazy.org/) regroupe les enzymes connues

capables de dégrader, modifier ou créer des ponts glycosidiques.

2.1. Techniques de prétraitement de la biomasse lignocellulosique

Le prétraitement de la biomasse lignocellulosique a pour but de déstructurer la
rigidité macroscopique de la biomasse, de réduire la barriere physique au transfert de
masse des agents chimiques ou enzymatiques et de lever les limitations dues a la structure

physicochimique et a la nature des composes de la biomasse.

2.1.1. Prétraitements physique ou chimique

De nombreux types de prétraitements peuvent étre utilisés (Tableau Il) dans le
procédé de conversion par voie biochimique dont le choix variera en fonction de la matiére
premic¢re et de D’intégralit¢ du procédé (efficacité du prétraitement et cott relatif a

I’économie de production).


http://www.cazy.org/)
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Tableau n° I1. Divers méthodes des prétraitements de la biomasse lignocellulolitiques (Kumar et al., 2008; Saratale et al., 2008; Zhang et al., 2009)

Procédés de Type Source Avantage Limite et inconvénients
prétraitement
Fraisage, broyage, extrusion, Réduit la cristallinité de la La consommation d’énergie est
Mécaniques | pressage. cellulose. généralement plus élevee que
’énergie inhérente.
Pression de vapeur, explosion de | Provoque la dégradation de Destruction d’une partie de la
Prétraitement Auto - vapeur, hydrotermolyse, vapeur et | I’hémicellulose et la transformation | fraction xylane ;
physique hydrolyse | cisaillement mécanique, pyrolyse, | de la lignine ; Rupture incompléte de la matrice
expansion thermique seche, Rentable. lignine-hydrate de carbone.
expansion thermique humide.
Gamma, faisceau d’électrons, Augmente la surface accessible, Non efficace pour la biomasse a
Irradiation | photo-oxydation. élimine dans une certaine mesure la | forte teneur en lignine.
lignine et hémicellulose.
Hydroxyde de sodium, hydroxyde | Hydrolyse I’hémicellulose en Long temps de séjour requis ;
Alkali d’ammonium. xylose et autre sucre ; Formation de sel irrécupérables et
Altére la structure de la lignine. incorporation dans la biomasse.
Acide sulfurique dilué ou Elimination des hémicellulose et la | Cout élevé : corrosion des
Acides concentré/ Acide chlorhydrique, lignine ; Augmentation de la équipements ; formation de
nitrique, phosphorique, acétique. | surface accessible. substances doxiques.
Acide peracétique, hypochlorite Augmente la surface accessible ; Couteux et peu efficace pour la
Prétraitement Agents de sodium, chlorite de sodium, Elimine la lignine et hémicellulose | biomasse.
chimique oxydants | peroxyde d’hydrogéne. dans une certaine mesure.
(Organosolv) Méthanol, éthanol, | Hydrolyse la lignine et les Les solvants doivent étre drainés
Solvants | butanol, phénol, éthylamine, hémicelluloses. du réacteur, évaporés, condenses et
éthylene glycol. recycles ; Cout élevé.
Ammoniac, chlore, oxyde nitreux, | Réduit la teneur en lignine ; Ne modifie pas la lignine ni les
Gaz ozone, dioxyde de soufre. Ne produit pas de résidus toxiques ; | hémicelluloses :

Augmente la surface accessible
rentable ; ne provoque pas la
formation de composés inhibiteurs.

Grande quantité d’ozone nécessaire
couteux.
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2.1.2. Prétraitement par des micro-organismes lignocellulolytiques

Dans la nature, les champignons et les bactéries sont les principaux décomposeurs de la
lignocellulose (Bomble et al., 2017) qui font d’eux la premicre source d’intérét dans la

recherche de nouvelles CAZymes.

Il existe trois groupes principaux de champignons: la pourriture blanche, la pourriture
brune et les champignons de la pourriture molle. Pour les bactéries, il existe quatre classes :
les actinomycetes, les a-protéobactéries, les B-protéobactéries et les y-protéobactéries. Quant

aux enzymes on peut les classifier en cellulases, hémicellulases, pectinases, et ligninases.

Les champignons filamenteux sont les principaux responsables de la dégradation de la
matiére organique végétale, La plupart sont lignocellulolytiques (Mandels and Weber,
1969). lls sont aérobies, hétérotrophes, saprophytes ou parasites. Ils préférent un
environnement acide, mésophile et se développent entre 5 et 37°C (Madan and Thind,
1998).

Les champignons filamenteux jouent un réle important dans la production industrielle
de protéines et d'enzymes. lls sont utilisés pour produire un grand nombre d'enzymes tel
que cellulases, xylanases, chitinases, amylases, protéases, et autres (Braaksma et al., 2010).
Certaines de ces souches industrielles produisent plus de 100 g/l de cellulases et

d’hémicelluloses (Balan et al, 2013).

Les champignons cellulolytiques sont regroupés en especes de pourriture blanche, de
pourriture brune et de pourriture molle ; Les champignons de la pourriture blanche peuvent
métaboliser la lignine ; ceux de la pourriture brune dégradent les composants de la cellulose et
hémicelluloses et exercent peu d'effets sur la lignine. Les especes de la pourriture molle
possédent des capacités intermédiaires, elles sont capables de dégrader la cellulose et

I'némicellulose rapidement, mais la lignine plus lentement (Moore et al., 2011).

Les moisissures des genres Aspergillus, Trichoderma, Penicillium et Phanerochaete
ont été rapportés comme étant les meilleurs producteurs de cellulases et les enzymes brutes

produites par ces micro-organismes sont commercialisées (Dashtban et Copinet, 2009).
» Le genre Trichoderma : Le genre Trichoderma regroupe des champignons imparfaits

saprophytes, produisent des quantités importantes d’exo-enzymes capables
d’hydrolyser complétement la lignocellulose (Makut et Godiya, 2010).
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> Le genre Aspergillus : Plusieurs espéces du genre Aspergillus sont capables de
produire des lignocellulases. Cependant, ces enzymes sont géneralement riches en
endoglucanase et B-glucosidases mais pauvres en cellobiohydrolase, par conséquent

une action limitée sur la cellulose microcristalline.

2.1.3. Prétraitement enzymatique

Ces enzymes sont capables d’hydrolyser les chaines linéaires ainsi que les chaines de
ramification. Les exo-hydrolases clivent les liaisons terminales et libérent des unités de
monosaccharides a partir des extrémités réductrices et non réductrices, alors que les endo-
hydrolases attaquent les liaisons de fagcon aléatoire ou a des positions spécifiques. Les endo-
enzymes provoquent une diminution initiale dans le degré moyen de polymeérisation du
substrat avec formation de courtes chaines d’oligosaccharides solubles qui sont dégradées a

leur tour par les exo-enzymes (Boucherba, 2011).

Tableau n® Ill. Prétraitements enzymatiques (Kumar et al., 2008; Saratale et al., 2008;

Zhang et al., 2009).

Type de Source Avantage Inconvénient
procédé
Enzymes dégradant la cellulose
-Endoglucanases | Augmente la surface accessible ;
(EC3.21.4) Ne provoque pas la formation de
composés inhibiteurs.
-Exoglucanase Hydrolyse de la cellulose en sucres
(EC3.2.1.91) fermentable pour la production de
-B-glucosidase biqcarburan_ts. . . ..
(EC 3.2.1.21) F,aubl_e besoin en énergie et conditions de .
réaction douces. En raison du
-Cellobiose Grande spécificité en substrat, rendement cout des
phosphorylase élevé en sucre et efficacite elevée de enzymes, le
(EC 2.4.1.20) I’hydrolyse. processus
Enzymes dégradant I’hémicellulose devient
Endoxylanase Dépolymérisation de I’hémicellulose en sucre couteux
Enzymes | (gc32.1.8) monomeére pour la production de
cellulolitiques biocarburants et d’autres produits chimiques
Exoxylanase précieux.
(EC 3.2.1.37) Augmentation de la surface accessible ; ne
provoque pas la formation de composes
Xylosidase inhibiteurs ;
(EC 3.2.1.37) Faible besoin en énergie et condition de
réaction douce, haute spécificité du substrat,
a-L-arabino- rendement élevé en sucre et haute efficacité
furanosidase de I’hydrolyse.
(EC 3.2.1.55)
Enzymes de dégradation de la lignine
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-Lignine Outil biologique utile pour la dégradation de
peroxydase la lignine.

(EC 1.11.1.14) Pour la délignification du bois et des résidus
agricoles afin d’en augmenter la digestibilité.

-Manganeése Augmente la surface accessible ;
peroxydase Ne provoque pas la formation de composes
(EC1.11.1.13) inhibiteurs.

-Laccases

(EC1.10.3.2)

3. Biodégradation de la biomasse lignocellulosique par fermentation

solide

La bioconversion de la biomasse fait réeférence au processus de fermentation en milieu
solide (SMF) pour qu’il n'y a pas besoin d'un apport d'oxygene, et il y a moins d'émission de
dioxyde de carbone et une plus faible consommation d'eau et d'énergie dans la biodégradation
a I'état solide. La SMF est I'un des plus anciens procédés biotechnologiques connus au monde

et est sans aucun doute le premier procédé technologique. (Prevot, 2013).

La fermentation en milieu solide (FMS) est un procédé technique qui reproduit les
conditions de vie naturelles des microorganismes, en particulier des champignons filamenteux
et supérieurs, en leur permettant de se développer (adhérence) a la surface d'un support.
(Holker, 2005 ; Duchiron et Copinet, 2011).

La FMS est donc constituée de trois phases : une matrice solide, une phase liquide
absorbée ou complexée dans la matrice solide et une phase gazeuse prise au piege dans les
particules ou entre celles-ci. La capacité de rétention en eau des supports solides est variable
et peut aller de 12 a 90%, soit une activité de 1’eau (Aw) comprise entre 0,65 et 0,98. lls
doivent posséder une humidité relative, ou plutdt une activit¢ de 1’eau, suffisante pour
permettre la croissance et I’expression du métabolisme des souches.

Les champignons filamenteux sont particulierement bien adaptés a ces cultures du fait
de leur résistance a une faible Aw et a une pression osmotique élevée (Assamoi et al., 2009 ;
Duchiron et copinet, 2011).

Le développement des champignons filamenteux en FMS s’effectue 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 des
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particules solides. A partir de ce tapis mycélien, des filaments se développent dans les espaces
gazeux et des filaments pénétrent a I’intérieur des particules ou dans les espaces inter
particulaires 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 tandis que les filaments en contact avec le substrat sont remplis d’eau. 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 phénomeénes de diffusion.

Les enzymes hydrolytiques diffusent dans la matrice solide et dégradent les
polymeres afin de permettre la production de molécules assimilables par le champignon
(Pandey, 2003 ; Rahardjo et al., 2006).

Interface air-liquide

Mycélium pénétrant

Substrat

Figure 6 : Mode¢le de développement d’un champignon filamenteux en FMS (Rahardjo et al,
2005).

4. Fermentation mixte

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
d'une diversité de micro-organismes (Hu et al., 2011; Bader et al., 2010).

Les cultures mixtes en fermentation présentent de trés bonnes performances, ce qui est
essentiel pour la conversion microbienne. Des expériences a long terme et la mise en ceuvre
de la production de métabolites ont montré que de nombreux processus biochimiques
importants doivent étre réalisés par la co-culture de deux micro-organismes ou plus, ce que

I'on appelle la fermentation mixte (Chen et Zhao 2006).

La fermentation mixte présente des avantages absolus, et de nouvelles substances
seront produites au cours de cette fermentation, elle peut donc remplacer la production de SSF
en culture pure dans de nombreux domaines. Ceci est notamment le résultat de I'effet

synergique des micro-organismes mixtes. Parmi les micro-organismes, il existe différents
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types d'effets synergiques, tels que ceux entre bactéries et bactéries, bactéries et champignons
(Yang et al. 2011).

Cependant, il existe peu d'études sur les processus de la fermentation mixte. La
production de cellulase par fermentation mixte est un moyen efficace pour l'utilisation des
ressources naturelles en cellulose et des nombreux chercheurs se sont intéressés a la
réalisation de cultures mixte qui est capables de transformer certains polymeres comme la
cellulose en sucres glucose et en méthane (Zhao et al. 2012).

L'application de cultures pures domine dans les processus biotechnologiques, mais
grace a l'application de cultures mixtes, le métabolisme combiné produit rendement plus élevé
pour la production d'éthanol ; rendement plus élevé pour la production d'acide acétique ;
augmentation de la teneur en vitamines dans les aliments fermentés (Stoilova et al., 2005).

Une étude particuliere a éte réalisée sur les cultures mixtes utilisées pour augmenter la
production des enzymes tels que I'amylase, l'inulinase, la xylanase, I'endoglucanase et la B
glucosidase.

La culture mixte en fermentation solide permet une plus grande capacité de
pénétration du substrat et une vitesse de croissance plus lente, ce qui assure un équilibre
optimal. La combinaison des cultures mixtes de champignons mycéliens permet une
production encore plus élevée d'enzymes hémicellulases et cellulases, qui agissent en

synergie, permettant de dégrader les déchets végétaux (Stoilova et al., 2014).

5. Saccharification et la bioconversion de la biomasse

La lignocellulose peut étre convertie en produits énergétiques, tels que I'éthanol, le
méthane et I'hydrogéne, par la fermentation de micro-organismes. Un bon processus de
fermentation nécessite non seulement un microorganisme efficace mais aussi des conditions
et un équipement optimaux pour exercer un potentiel de production suffisant. Les procédés de
fermentation de I'éthanol carburant utilisant la lignocellulose comme matiére premiere sont
tres différents de ceux de I'amidon et du sucre. Par exemple, I'nydrolysat de biomasse contient
souvent des composants nuisibles aux micro-organismes de fermentation. De plus,
I'nydrolysat contient davantage de xylose ( Chen et al. 2008). La lignocellulose doit étre
hydrolysée et fermentée apres pretraitement pour obtenir de I'éthanol et dautres produits
biosourcés. Le premier processus est I'nydrolyse, puis la fermentation est utilisée, ce qui est

appelé saccharification et fermentation séparées.
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Lors de la saccharification industrielle, les sucres fermentescibles sont libérés de la
biomasse lignocellulosique au cours d'un processus en deux étapes. La premiére étape
consiste a utiliser des prétraitements physiques et/ou chimiques pour rendre les
polysaccharides plus accessibles a I'hydrolyse enzymatique. La deuxieme étape consiste a
traiter la cellulose exposée avec des cocktails d'enzymes cellulolytiqgues commerciaux,
généralement produits a partir de champignons filamenteux tels que Trichoderma reesei, qui

dégradent ensuite la cellulose et les hémicelluloses en sucres simples (Navarro et al., 2010).

L.hydrolyse enzymatique de la biomasse lignocellulosique implique I’adsorption des
cellulases et hémicellulases a la surface des polysaccharides, la synergie entre les différentes
enzymes et la libération des produits dans le liquide. Dans la littérature des nombreuses
études pointent les parameétres structuraux comme les facteurs principaux de la biomasse

lignocellulosique influencant I’hydrolyse enzymatique (Zhao et al., 2012).

L'hydrolyse de la cellulose dans ces cocktails est généralement effectuée par un consortium
d'endoglucanases, de cellobiohydrolases et de b-glucosidases (Gilbert, 2010). La
saccharification de la biomasse végétale en sucres fermentescibles représente le principal
obstacle au développement de biocarburants cellulosiques compétitifs en termes de colts. Ces
colts de transformation pourraient étre réduits efficacement en produisant soit des enzymes

plus efficaces, soit une biomasse végétale plus digestible.

L’une des grandes complexités de cette dégradation enzymatique est 1’aspect
synergique de la catalyse progressive de la cellulose. Ce modéle synergique est base sur le cas
le plus étudié des cellulases de T. reesei. Les endoglucanases découpent tout d’abord
aléatoirement la cellulose dans les régions amorphes accessibles. Les exocellulases récupérent
les extrémités libres des polymeéres de cellulose afin de progressivement les hydrolyser sous
forme de cellodextrines hydrosolubles. Enfin, les B-glucosidases achévent la saccharification
en catalysant la production de glucose a partir du cellobiose en solution (Zhang et al., 2009).
L’autre intérét de cette synergie est aussi de progressivement dégrader les produits de
catalyses antérieures afin de limiter 1’effet d’inhibition li¢ a leur accumulation, en particulier

sur les endo et exoglucanases.
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Matériel et méthodes

1. Matériel biologique

Les souches fongiques utilisées pour la production des complexes enzymatiques ont été
isolées d’une parcelle forestiere parsemée d’oliviers dans la région d’IGHRAM a Akbou,
située a 83,5km de la ville de Bejaia, située au Nord-Est de I'Algeérie, et appartenant a la
collection de Laboratoire de Microbiologie Appliquée "LMA" (Université de Bejaia). Les
isolats ont été identifiés sur la base des caractéristiques morphologiques, combinées aux
données de séquence de leurs régions Intercalaires d'ADNr (Internal Transcribed Spacer;
ITS), et ont été authentifiées comme étant Aspergillus niger strain BG et Trichoderma
afroharzianum isolat AZ 12 (Azzouz et al., 2020a, 2020b).

Les colonies de moisissures caracteriseées par leur aspect filamenteux sont repérées sur le
milieu CMC-Agar-Gentamicine qui permet une croissance lente et graduelle, elles sont
repérées des leur apparition par leur aspect filamenteux caractéristique. Les repiquages
successifs sur milieu Potato Dextrose Agar (PDA, Thermo Fisher Scientific) additionné de
gentamycine, permettent un développement optimal et une purification des souches qui sont
ensuite incubées a 28 °C pendant 7 jours, puis stockées a 4 °C. Les souches pures sont été
conservées sous forme de suspension de spores et de mycelium dans 25% (v/v) de glycérol
stérile a -20 °C (Abu Bakar et al., 2010; Gautam et al., 2011).

1.1. Remise en culture et préparation de la solution sporale

La remise en culture des souches d’Aspergillus niger et Trichoderma afroharzianum a
été systématiquement effectué a partir des cryotubes servant a 1’inoculation d’une série de
boite de Pétri contenant le milieu gélosé PDA (Potato Dextrose Agar). Apres 7 & 10 jours
d’incubation a 28°C, des suspensions de conidies sont prélevées en aspergeant les milieux
avec une solution de tween a 0,1% (v/v), puis en grattant la surface avec une pipette. Les
spores sont recueillies dans des bouteilles stérilisées et ces suspensions ont ensuite utilisées
pour inoculer les cultures en milieu solide. Le comptage des spores est effectué dans une
cellule Malassez (Marienfeld, Allemagne) sous un microscope optique. La charge de
I’inoculum est exprimée comme la quantité de spores par millilitre de solution sporale (Ang

et al., 2015; Handa et al., 2014; Sandhu et al.,2013).

16



Matériel et méthodes

2. Production des enzymes lignocellulolitiques par fermentation

solide par culture mixte d’A. niger et T. afroharzianum

2.1. Preparation de substrat de fermentation

Les échantillons de paille et de son de blé sont les matieres premiéres utilisées comme
seul source de carbone dans cette étude, ils sont recoltés 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 80°C pendant 48 heures (h) puis stockés a température ambiante dans des
récipients étanches a I’air (Menezes et al., 2017). lIs sont ensuite broyés en petites particules
a I’aide d’un mixeur (DAEWOO, France). Un tamisage est réalisé pour les substrats broyés
afin d’obtenir respectivement de la poudre de son et de paille de blé, stockées a température

ambiante dans des récipients étanches a l'air. (Narra et al. 2014, TAO et al.,2010 ).

Avant le lancement de la fermentation, Le taux d’humidité de la paille et du sin de blé
sont déterminées par dessiccation a I’aide d’un dessiccateur a infrarouge (MOC-120 H-,

Shimadzu, France).

2.2.  Production des enzymes lignocellulolitiques par fermentation solide

Selon les résultats obtenus par AZZOUZ Zahra (2021), la paille et le son de blé sont
valorisés pour produire des enzymes cellulosiques et xylanasiques par fermentation mixte
avec les deux souches A. niger et T, afroharsianum. Cette fermentation est guidée par le biais
de plusieurs parameétres a savoir la durée d’incubation, la température, 1’humidité et la
concentration du substrat (paille/son de blé).

De ce fait, I’optimisation de la production par la méthode one factor at a time suivie et
I'utilisation de la méthodologie de la surface de réponse (RSM), via le plan d'expérience de
Box-Behnken (BBD) sont réalisés, les valeurs optimales des variables sont déterminées a
partir de bases de données générées avec le logiciel statistique (Design Expert 11.6.0). Les
conditions optimales sont proposees en exécutant les 02 essais avec l'optimisation numérique
dans les modéles (tableau 1). Les conditions optimales pour la production de xylanases et
CMCases proposées par le modéle BBD dans la fermentation mixte sont présentées dans le

tableau n°® VI.
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Tableau n° VI. Conditions optimales pour la production de xylanases et CMCases proposees

par le modele BBD dans la fermentation mixte.

Essai Temps Température Humidité Ration Nombre
d’incubation d’incubation (%) Paille/Son d’essai
(Jours) (°C)
01 7 jours 32°C 94% 6g /49 05
02 7 jours 28°C 85% 69 /49 05

2.2.1. Réalisation de la fermentation solide

Les cultures sont effectuées dans 10 fioles d’Erlenmeyers de 500 mL a col large,
contenant chacun 10 g de substrat (6g de paille de blé et 4 g de son d blé), humidifié les
substrats a 94% 5 erlenes) et a 85%(5 erlenes) avec la solution minéral Mandel et Weber
(MW) a pH 5 (Mandel and weber, 1969).

Les Erlens sont fermés avec du coton cadré suivi autoclavage a 121°C pendant 20
minutes. Une fois refroidies, ils sont inoculés a un taux de 1.10% spores/g de substrat (5.10°
spore/mL de T.afroharsiunum et 5.10° spore/ml d’A. niger), et I’ensemble est bien
homogénéisé a ’aide d’une spatule stérile, les erlenes sont fermés avec du coton cardé et
recouvert avec le papier aluminium. Les cultures sont ensuite incubées durant 7 jours a des
températures mentionnées dans le tableau n° VI (28°C et 32 °C) (étuve, Muve incubator
ENO055, Turquie) afin de déterminer une meilleure température pour la production d’enzyme
cellulolytique, héemicellulolytique, et lignolytique de la culture mixte des souches d 'A. niger et
T. afroharzianum sur la paille et le son de blé, nous avons incubé les erlenes de fermentation

solide a deux températures différentes, a savoir 28°C et 32°C.

2.2.2. Récupération des enzymes produites

A la fin de I’incubation, les complexes enzymatiques produits ont été extraits en
homogénéisant 10 g de substrat fermentés avec 100 mL d’eau distillée pour chaque erlens,
I’homogénéisation est réalisée dans un mixeur (MOULINEX, France) pendant 2 min par
intermittence pour éviter 1’augmentation de la température. L action mécanique du mixeur est
trés importante pour récupérer le maximum d’enzymes qui adhérent fortement a la fraction

hemicellulosique et cellulosique du substrat solide.
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La suspension obtenue a ensuite été centrifugée (Rotina 380R, Allemagne) a 10 000 g
et 4°C pendant 10 minutes. La surnagent obtenus constituent les extraits enzymatiques bruts
qui sont conservés a 4°C pour une utilisation ultérieure.

Les étapes de la SMF sont illustrées dans la figure 7.

Figure 7 : photographie des étapes de fermentation solide, A ; Détermination d’humidité a

I’aide d’un dessiccateur infrarouge, B ; Substrat paille/son de blé dans des Erlens de 500mL a
col large et C ; Cultures de fermentation solide aprés stérilisation.

2.3. Dosage des activités enzymatiques
2.3.1. Dosage des activités cellulolytiques
L’hydrolyse de la cellulose fait intervenir trois types d’enzymes a savoir endoglucanase

(CMCase), exoglucanase et B-glucosidase.

a. Dosage de ’activité endoglucanase (CMC ase)

Cette activité a été déterminée selon la méthode de Bailey et al.,(1992) avec les
modifications suivantes : 0,1 mL de complexe enzymatique sont ajoutés a 900 ml de substrat
carboxymethyl cellulose (CMC) (Sigma Aldrich, USA) préparé a raison de 2% dans du
tampon citrate (50 mM ; pH 5). Une cinétique d’hydrolyse a été réalisée a 50°C durant 10
min. 1,5mL de DNS (acide3, 5-dinitrosalacylique) sont ajoutés au mélange réactionnel, suivi
d’un chauffage a 100°C pendant 5 minutes. Pour déterminer les sucres réducteurs libérés,
I’absorbance est mesurée a ’aide d’un spectrophotométre a Amax=540nm puis ’activité est
calculée.

La concentration de glucose libéré est déterminée par référence a une courbe
d’étalonnage avec des concentrations variables en glucose a partir d’une solution mere de
2g/1. Une unité « glucose » est définie comme la quantité d’enzyme nécessaire a la libération
d’une umole de sucres réducteurs, de sucre réducteur équivalent au glucose par minute dans
les conditions du test (Miller, 1959).
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b. Dosage de ’activité Exoglucanase (avicelase)

Cette activite a été déterminée selon la méthode de Bailey (Bailey et al., 1992), avec
quelque modification. La solution d’Avicel a 2% (p/v) est préparée dans un tampon citrate de
sodium (50 mM ; pH 5) et I’activité exoglucanase est mesurée en suivant la méme méthode
que celle décrite dans I’activit¢ CMCase en remplacent la solution CMC par la solution

Avicel.

La concentration de glucose est déterminée par référence a une courbe d’étalonnage
avec des concentrations variables en glucose a partir d’une solution mere a 2g/l. L’absorbance

est mesurée a I’aide d’un spectrophotometre a 540nm.
C. Dosage de I’activité B-glucosidase

Cette activité a permis de quantifier 1’action des B-glucosidases et a été determinée a
partir du protocole de Norkrans (Norkrans, 1957). L’activité B-glucosidase a été déterminée
en utilisant le p-nitrophényl-p-D-glucopyranoside (pPN-G ; Sigma-Aldrich). La libération de
p-nitrophénol (e410=15,200 M™cm™) est mesurée par spectrophotométrie a 410nm. Le
mélange réactionnel est composé de 100ul, de tampon citrate de sodium 50 mM (pH 5)
contenant 3,5mM (0.2%) de pNPG et de 100ul de la dilution appropriée de I'extrait brut de
culture. Les essais sont incubés a 50°C pendant 10 min et les réactions sont arrétées par
I'addition de 500l de 2% Na,COs.

La concentration en xylose est déterminée par la courbe d’étalonnage de glucose. Une
unité « B-glucosidase » a été définie comme la quantité d’enzyme nécessaire a la libération

d’une umole par minute selon les conditions réactionnelles.

d. Dosage de I’activité total (papier filtre)

Cette activité a permis de quantifier ’action globale du complexe cellulolytique et a été
déterminée selon le protocole de 'TUPAC (Ghose, 1987). La méthode est décrite dans le

tableau n° V.

Tableau n° V. Dosage de I’activité papier filtre (Ghose, 1987).
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Gamme | Témoin enzyme | Enzyme

Papier filtre (bandelette 1.0*3.0 cm soit 25 mg) / / 1
Tampon citrate de sodium (50 mM; pH 4.8) 500 500 500
(u)
EQUILIBRER a 50°C pendant 10 min
Glucose (ul) 250 / /
Enzyme (ul) / 250 250

INCUBER pendant 60 min & 50 °C

ARRETER la réaction en ajoutant 1.5 ml de DNS

PLACER 5 min & 100 °C

REFROIDIR dans un bain d’eau glacée

ATTENDRE 20 min ou CENTRIFUGER afin d’éliminer la pulpe

PRELEVER 500 pl de milieu réactionnel et ajouter 1.0 ml d’eau déminéralisée

MESURER 1’absorbance a 540 nm contre de 1’eau minéralisée.

2.3.2. Dosage des activités hémicellulolytique
a. Dosage de I’activité Endoxylanase

L’activité endoxylanase a été déterminée par dosage de sucres réducteurs libérés par
la méthode de Miller (Miller 1959). En utilisant le méme protocole décrit dans le dosage de
I’activité CMCase, en remplacant le substrat CMC avec ce de Xxylane de bouleau, préparer
dans un tampon citrate de sodium (50 mM- pH 5) a raison de 2% (p/v).

La concentration de glucose est déterminée par référence a une courbe d’étalonnage
avec des concentrations variables en xylane a partir d’une solution mére & 2g/L. L’absorbance

est mesurée une longueur d’onde 540nm.

Une unité « xylanase » a été définie comme la quantité d’enzyme nécessaire a la
libération d’une pmole de sucres réducteurs, équivalent xylose, par minute selon les

conditions réactionnelles.
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b. Dosage de ’activité p xylosidase

L’activit¢ p xylosidase est déterminée & l'aide du substrat p-nitrophényl-B-D-
xylopyranoside (pNP-X ; Sigma-Aldrich) et mesurée en suivant la méme méthode décrite
dans la mesure de I’activité B glucosidase, en remplacant la solution pNP-Glucopyranoside a
0.2% par la solution pNP-Xylopyranoside a 0.2% et I’absorbance est mesurée a 1’aide d’un
spectrophotométre a 410nm. La concentration en xylose est déterminée par la courbe
d’¢étalonnage de xylose. Une unité d'activité B-xylosidase a été définie comme la quantité

d'enzyme qui hydrolyse 1 pmol de pNPX par minute.
C. Autre activité hemicellulolytique

Les activites a-L  -arabinofuranosidase,  B-D-galactopyranosidase,  a-L-
rhamnopyranosidase, B-D-arabinopyranosidase, B-D-fucopyranosidase, B-D-cellubiosidase,
a-D-galactopyrano-sidase, a-D-glucopyranosidase, a-D-xylopyranosidase, et B-D xylobiosase
ont été testée avec les substrats nitrophényles : pNP- a-L -arabinofuranoside, pNP-B-D
galactopyranoside, pNP-a-L rhamnopyranoside, pNP-B-D-arabinopyranoside, pNP-B-D fuco-
pyranoside, pNP-B-D cellubioside, pNP-a-D galactopyranoside, pNP-a-D glucopyranoside,
PNP-a-D xylopyranoside, et pNP-B-D xylobiose, (Sigma-Aldrich), a une concentration finale
de 3.5 mM et les activités ont été mesurées par la quantification du nitrophénol libéré dans

chaque substrat.

2.3.3. Calcul des activités mesuré par la méthode DNS

Les activités enzymatiques mesurées par dosage de sucres réducteurs libérés avec la

méthode de Miller (Miller 1959) sont calculées comme suites :

-Absorbance= Absorbance enzyme - absorbance témoin enzyme

-Construction d’une droite d’étalonnage en utilisant les quantités absolues de glucose libéré,
pour convertir les absorbances des échantillons en quantité absolues de glucose libéré puis
I’activité enzymatique est calculée selon la formule suivante ;

Activité Enzymatique = [(quantité de glucose libéré (mg) / masse molaire de sucre libéré

mg/pumol)*volume de mélange reactionnel (mL)]/ [volume de
I’enzyme (mL)* temps d’incubation (min)]

=g mol mint mL?

=U/ml
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2.3.4. Dosage des activités ligninasiques

a. Activité peroxydase

L’activité peroxydase est mesurée par deux méthodes ;
= Dosage avec le substrat Guaiacol :

Dans un tube a hémolyse, 0.1 mL de tampon citrate de sodium (50mM ; pH5) est mélangé
avec 0.1mL de substrat guaiacol (Catechol monomethyl ether, 2-Methoxyphenol,
Pyrocatechol monomethyl ether, G5502, Sigma-Aldrich, Allemagne), 0.2 mL de H;O; et
0.3mL d’eau distillée ensuite 0.2 mL de D’extrait enzymatique est ajouté au mélange
réactionnel, I’absorbance est mesuré directement aprés ’ajout de I’enzyme a une longueur
d’onde de 465nm ( Sumiatiet al.,2022).

= Dosage avec le substrat ABTs (L'acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-

sulphonique, Sigma-Aldrich ) :

Dans un tube a hémolyse, on mélange 850ul d’ABTs avec 100ul de H202, et 50uL de I’extrait

enzymatique suivit directement par la mesure de 1’absorbance a une longueur d’onde de

465nm.
b. Activité laccasique

L’activité laccase est mesuree en utilisant la méthode décrite par Sumiatiet al., (2022). Dans
un tube a hémolyse, le mélange réactionnel est constitué de 950ul de ABTs et 50ul de 1’extrait
enzymatique, une mesure de I’absorbance a été effectuée juste aprés contact de I’enzyme avec

I’ABTs a une longueur d’onde de 436nm (Sumiatiet al., 2022).

C. Calcule de Pactivité laccasique et peroxydase

Les activités enzymatiques ont été calculées par I'équation suivante avec une absorptivité

molaire (g) de 36 000 Mcm™ (Yanto et al 2021).

Activité Enzymatique (U/mL) = [(Abs(t min) -Abs (Omin))*Volume total (mL)*10%] / [&
*volume enzyme (mL)*t (min)].

Abs t (min) et Abs 0 (min) sont les absorbances a t=1min et t = Omin, 10° est le facteur de

correction (umol/mol).
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2.4. Dosage des protéines

Le protéines ont été quantifiees selon la méthode de Bradford en utilisant le réactif de
Bradford et I'albumine de sérum bovin comme protéine (Bradford 1976), 200 yL de la
solution de Bradford sont ajoutés a 800 yL du ‘extrait enzymatique. L absorbance est mesurée

a I’aide d’un spectrophotomeétre a 595nm.

2.5. Saccharification de la biomasse lignocellulolytique

2.5.1. Prétraitement de la paille et de son de blé

L'hydrolyse enzymatique de la lignocellulose native ne solubilise pas parfaitement la
cellulose et I’hémicellulose. Des prétraitements sont géneralement appliques pour améliorer
I'accessibilité des enzymes (Saha et al. 2005). Le peroxyde alcalin a été développé avec
succes pour le prétraitement de la lignocellulose, et il s’est avéré efficace pour éliminer la

lignine (Chen et al. 2008).

La paille et le son du blé sont les biomasses lignocellulosiques utilisées dans ce travail.
Elles ont été séchées dans un four de laboratoire a 70 °C jusqu'a obtenir un poids constant. La

biomasse séchée est broyée puis tamisée avec un diameétre de pore de 0.42mm.

Afin daméliorer l'accessibilité des enzymes a la biomasse, un prétraitement a
I'nydroxyde de sodium (NaOH) a ete effectué selon la méthode de Silva et al. (2011).
Briévement, le résidu lignocellulosique est trempé dans une solution de NaOH a 0,5% (p/v)
jusqu'a un rapport solide/ liquide de 1:20. Un traitement thermique est effectué ensuite a 50
°C dans un agitateur a 200 rpm pendant 1 h. Le matériau prétraité est refroidi dans un bain de
glace, et le pH est ajusté a 5 par I'ajout d'une solution d'acide sulfurique a 72 %. Ensuite, la
matiére solide est séparée par centrifugation a 12.000 g et 4 °C/ 10 min suivie de trois lavage
et centrifugation 12.000 g pendant 10 min. Cette matiére premiére a été utilisée pour la

saccharification.
2.5.2. Concentration de I’extrait enzymatique brut

Afin de procédé a la saccharification, 1’extrait enzymatique est filtré avec papier
Whatman N°1 puis I’extrait brut est concentrée par ultrafiltration a I'aide d'appareils

centrifuges Amicon Ultra-15 (figure 10) a un seuil de coupure de 3 kDa (Merck-Millipore).
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Ce dernier est stérilisé par filtration en utilisant des membranes de 0,8, 0,45 et 0,22 um
(Merck-Millipore).

Figure 8 : Photographie de I’Amicon Ultra-15 3kDa (a) et les filtres de stérilisation (b)

2.5.3. Hydrolyse enzymatique de la biomasse lignocellulosique

La biomasse lignocellulosique peut étre convertie en sucres fermentescibles par
I'action synergique d'enzymes comprenant des exo- et endoglucanases et des f-glucosidases.
D’autres part les actions synergiques entre exo, endoxylanase et [B-Xxylosidase sont
nécessaires pour la dégradation du xylane et sont essentielles pour libérer de xylose, ainsi que

d'autres enzymes auxiliaires (Guo, et al. 2018).

La capacité de I’extrait enzymatique de culture mixte a saccharifier la biomasse
lignocellulosique a été évaluée par mesure de glucose libéré de la paille et du son de blé
traités et non traités. L’extrait enzymatique produite par fermentation mixte des deux souches
fongique A. niger et T. afroharzianum a ¢été utilisés comme catalyseurs C’est un mélange

contenu des activités cellulase et hémicellulase.

La biomase lignocellulosique (5g) traité et non traitée a été saccharifiée dans des
Erlens de 250 mL contenant 100 mL d'une solution enzymatique (1 U/mL provenant de la B-
glu) dans un tampon citrate de sodium (50 mM), pH 5.0 (tableau n° V1). Les Erlenmeyer sont
stérilisés a 121°C pendant 20 min, aprées refroidissement sont inoculés avec I’extrait
enzymatique concentré, 1’extrait enzymatique est ajouté a chaque Erlens par rapport a la

capacité de 1U/mL de B-glucosidase a saccharifier la biomasse lignocellulosique.

Les réactions ont été effectuées dans un Shaker a 50 °C et a 180 rpm (Aissata Ousmane
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Kane, et al, 2022) pendant 3h, 6h, 9h 12h, 24 h, 48h et 72 h. Le glucose libre a été mesuré a

différents temps de réaction mesurant les sucres réducteur libéres.

Tableau n° V1. Condition de déroulement de la saccharification.

Masse des Volume
substrats(g) Quantité de Temps Température complexe
Paillede  Sondeblé  tampon (ml) (Heure) (°C) enzymatique
ble ajouté (yl)
Z 59 / 100ml 72h 50°C 244yl
= / 5 100m| 72h 50°C 244y
@ 3g 29 100ml 72h 50°C 244q|
59 / 100ml 72h 50°C 244yl
;E / 59 100ml 72h 50°C 244
= 39 29 100ml 72h 50°C 244yl
= 5¢ / 100ml 72h 50°C /
52 5 100ml 72h 50°C /
3 g 29 100ml 72h 50°C /
g 59 / 100ml 72h 50°C /
3 59 100m! 72h 50°C /
vs 39 29 100ml 72h 50°C /

La concentration en sucres réducteurs a été estimée avec la méthode de Miller (Miller
1959). Pour cela, 50 uL. d’échantillon ont été ajoutés a 450 L d’eau distillé avec 750uL de
réactif DNS, puis homogénéiser au vortex et mis a chauffer a 100°C pendant 5 minutes. Aprés
refroidissement dans un bain d’eau glacée, une lecture de 1’absorbance a 540 nm est effectué a
I’aide un spectrophotométrea 540nm. Une solution de glucose a servi de référence pour la

réalisation d’une gamme d’étalonnage allant de 0 a 2 g/L.

2.5.4. Analyse chromatographie sur couche mince (CCM) des produits de

saccharification de la paille et de son de blé

Les produits d’hydrolyse de la paille et de son de blé obtenus par association avec

I’extrait enzymatique, sont analysés par CCM en utilisant des plaques de CCM
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(POLYGRAM® SIL G/UV254, Macherey-Nagel, Allemagne) pour confirmer la présence de

monosaccharides et d'oligosaccharides.

- A 1cm du bord inférieur de la plaque, on trace soigneusement une ligne (ligne de dépét)
avec un crayon, puis des lignes aux points des échantillons a déposer, en gardant 1cm entre

chaque point et l'autre.

- On dépose avec une micropipette de 10 yl sur les points des deux c6tes de la plaque 5 ul de
la solution de xylooligosaccharide (xylose, xylobiose, xylotriose, xylotétraose et
xylopentaose) et cellooligosaccharide (glucose, cellobiose, cellotriose, cellotétraose et
cellopentaose) est utilisée comme standard. Et pour chaque échantillon, 5 uL du mélange

d'hydrolyse sont déposés.

-Les plaques sont misent dans une cuve contenant la phase mobile butanol/acide acétique/eau

(3:1:1, v/viv) pour une séparation par capillariteé.

-La cuve doit étre fermé de maniére a ce qu’elle soit saturé en vapeur d’éluant et placer sous

la haute.

-Les plaques CCM sont séchées a lair pendant 15 a 30 minutes et visualisées par
pulvérisation de méthanol/acide sulfurique (95:5, v/v), suivie d'un chauffage & 110 °C pendant

10 minutes.
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Figure 9 : Photographie des étapes de la CCM ;(A) : Plaque a CCM. (B) : Matériel utilisé
pour effectuer la CCM ; (C) : tracé la ligne de départ de la migration et I’emplacement des
échantillons ;(D) : dép6ts des échantillons ;(E): mettre la plaque dans la phase

mobile ;(F) : aprés 15min récupérer les plaque et laissé sécher a 1’air libre
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Résultats et discussion

1. Caractérisation macro et microscopique des souches Trichoderma

afroharzianum isolat AZ 12 et Aspergillus niger strain BG

L’analyse des caractéres morphologiques des deux souches est realisée aprés 7 jours
d’incubation sur le milieu PDA, le plus communément utilisé. Les principaux caracteres
culturaux des colonies a savoir : la vitesse de croissance des colonies, sur 1’observation de la

pigmentation au revers des boites se révélent comme suit ;

» Lasouche Trichoderma afroharzianum isolat AZ présente ; une croissance tres rapide et le
mycélium envahit facilement le milieu. Le mycélium aérien est cotonneux blanc puis vert
olive aprés sporulation (Fig. 10-A).

» La souche Aspergillus niger strain BG présente ; une croissance rapide, Un mycélium
d’aspect velours, blanc cotonneux au départ devenant poudreux avec 1’apparition de spores

noires (Fig. 10-B).

L’observation microscopique a permis d’analyser les mycelia et les organes de fructification
sans altérer leurs structures tel que les zoospores, les basidiospores et les sporangiospores ;

» Trichoderma afroharzianum isolat AZ ; Mycélium composé d’hyphes, septés, ramifiés.
Des phialides ovoides et ellipsoidales atténuées au sommet directement insérées sur le

conidiophore et des conidies de couleur verte (Fig. 10-C).

» Aspergillus niger strain BG ; Le mycélium cloisonné est formé d’hyphecloisonné qui
s’¢largissent pour donner naissance a des conidiophores perpendiculaire a I’hyphe, forment un
renflement a son extrémité appelé veésicule. Celle-ci porte les phialides qui donnent naissance

aux spores mitotiques appelées conidies ou conidiospores (Fig.10-D).
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Figure 10: Principaux caractéres culturaux des isolats sur milieu PDA (A et B) et
Observations microscopiques (C et D) pour les souches Trichoderma afroharzianum isolat
AZ 12 et Aspergillus niger strain BG respectivement.

e Préparation de la solution sporale

Aprés 7 jours d’incubation sur le milieu PDA, les spores des deux souches fongiques
sont récupérées, puis un comptage est effectué sous microscope optique a I’aide de la cellule
de Malassez, la concentration de la solution sporale obtenue est de 5.7*107 spores/mL pour la

souche A. niger et 5.2*108 spores/mL pour T. afroharzianum.

Figure 11 : Solutions sporales de la souche T. afroharzianum (A) et A. Niger (B).

2. Production d’enzymes lignocellulolytique avec fermentation mixte a

base de paille et du son de blé

L'hydrolyse de la biomasse lignocellulosique nécessite la production d'enzymes

lignocellulolytiques et la viabilité de ce procédeé sur le plan économique. Beaucoup de travaux
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rapportent la production des enzymes de type lignocellulolytique a partir de matiéres
lignocellulosiques (Soni et al., 2010; Goldbeck et al., 2013; Bano et al., 2013 ; Azzouz et
al., 2021).Les champignons couramment utilisés dans I'industrie de production des enzymes
appartiennent aux genres Aspergillus, Trichoderma et Penicillium en raison de leurs grandes
capacités de production et de sécrétion. Par exemple, la souche de Trichoderma reesei peut

atteindre des rendements de production de cellulases de 40 g/L (Moor et al., 2011).

L’état des érlens dans la fermentation mixte des souches d’A. niger et T.afroharzianum
obtenu apres 7 jours d’incubation sous la fermentation solide de paille et de son de blé sont

représenté dans la figure 12 :

Figure 12 : Photographie des substrats de la culture mixte d’A. niger
et T. afroharzianum sous SMF.

Le son et la paille de blé ont été utilisés pour la production d'enzymes cellulolytiques
et hémicellulolytiques, ces derniéres étant considérées comme des substrats de choix pour la
fermentation en milieu solide en raison de leur haute valeur nutritionnelle, de leur porosité
élevée et de la consistance requise pour permettre aux enzymes de s'ancrer et d'étre excrétées.
(Kar et al .; 2013).

Jorgensen et al. (2007) ont montré que la composition des enzymes produites variait

en fonction du substrat lignocellulosique sur lequel le micro-organisme se développe.

Aprés 7 jours d’incubation, des activités cellulolytiques de type ; B-1,4-Endoglucanase
(CMC ase), I’activité total, Exoglucanase (avicelase) et B-glucosidase, activité xylanase de

type endoxylanase, B-xylosidase, et I’activité ligninase tel que I’activité peroxydase et laccase,
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ont été enregistrées avec les deux températures d’incubation 28°C et 32°C et les résultats

obtenus sont représentés dans la Fig.13.
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Figure 13 : Histogramme comparatif des activités cellulolytique, xylanolytique et
ligninolytique dans les extraits enzymatiques produits a 28 °C et 32°C.

En comparant les différentes activités enzymatiques des extraits bruts produits a 28°C
et 32°C, on constate que l'extrait enzymatique produit & 28°C présente de meilleures activités

par rapport a lI'extrait brut produit a 32°C (Fig.13).

Aprés 7 jours d’incubation, des activités Xylanase, CMCase, avicelase, activitépapier
filtrase, P-glucosidase, B-xylosidase et activité peroxydases ont été enregistrées avec la
température d’incubation 28°C, elles sont de 1469,6 U/mL, 418,2U/mL, 1948U/mL,
292.6U/mL, 65,3U/mL, 53,3U/mL, 27,3U/mL respectivement. Par contre, 1’extrait
enzymatique produit a 32°C présente des activités de 1032U/mL, 346,2U/mL,
1844U/mL,234.6U/mL, 23.8U/mL, 20.51U/mL et 13,4U/ml respectivement les activités
xylanase, CMCase, avicelase, activitépapier filtrase, B-glucosidase, B-xylosidase et activité
peroxydases. Une L’absence d’activité laccase est enregistrée pour les deux extraits

enzymatiques.
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La température d'incubation est un facteur important qui affecte la production des
xylanases et cellulase en FMS avec la fermentation mixte BG et AZ 12 a base de paille et de

son de blé.

A une température basse, la production d’enzyme diminue en raison d'un transfert plus
faible des substrats dans la membrane cellulaire tandis qu’une température élevée pourrait
induire une réduction de la croissance en raison de la dénaturation des enzymes. Ceci entraine
une conservation plus élevée de I'énergie pour la croissance cellulaire et une génération plus
faible de métabolites (Pal et Khanum, 2010). La majorité des champignons sont des
mésophiles et capables de se développer entre 5 et 35 °C avec I'optimum situant souvent entre
25 et 30 °C, mais il existe certaines moisissures dites thermophiles, thermotolérantes ou
psychrophiles (Kinsey., 2003). Les résultats obtenu dans cette étude coincide avec plusieurs
travaux similaire indiquent que la température 28°C est favorable pour la croissance des

genres Aspergillus et Trichoderma.

Selon les résultats obtenus, nous avons opté a poursuivre les travaux de cette étude

avec I’extrait enzymatique produit a 28°C.

3.  Saccharification de la biomasse lignocellulosique

La biomasse lignocellulosique est principalement composée de parois cellulaires qui
contiennent une grande proportion de polysaccharides cellulosiques et hémicellulosiques.
Cette biomasse peut étre convertie en sucres fermentescibles par l'action synergique
d'enzymes comprenant des exo- et endoglucanases et des P-glucosidases , des exo- et
endoxylanase et des B-xylosidase ainsi que d'autres enzymes auxiliaires (Guo, et al.,2018),
ce processus appelé "saccharification”, constitue une voie intéressante pour produire des

biocarburants et des matériaux biologiques.

Pour tester I'efficacité de la saccharification de la biomasse lignocellulosique a
I'échelle du laboratoire, un protocole de saccharification a été établi.L"hydrolysetotale de la
pallie et son de blé est catalysée par des enzymes lignolytiques (peroxydase et laccase),

cellulases et hemicellulolytique.
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3.1. Recherche d’autres enzymes auxiliaires

L’hémicellulose sont des polymeres a structure branchée constitues de différentes
unités de sucres neutres présents a différentes proportions et avec différents substituants. Les
sucres monomeres majeurs sont le D-xylose, L-arabinose, D-glucose, D-galactose, D-
mannose, acide glucuronique, acide 4-O-methyl-D-glucuronique, acide galacturonique et a
plus faible proportions, le L-rhamnose, L-fucose et une variété de sucres neutres O-methyles
(Sun et al.,1996) et la dégradation des hémicelluloses nécessite 1’intervention des enzymes
auxiliaires tel que L-arabinofuranosidase, glucuronidase, acétyl estérase, féruloyl estérase,
mannanase, B-mannosidase, a-galactosidase, xyloglucanases, a-xylosidase, B-galactosidase,

fucosidase et autre (Fig.14).
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Figurel4 :Dégradation des hémicelluloses.a) Enzymes hydrolysant les xylanes : XYN =
xylanase, B-XYL = B-xylosidase, ABF = L-arabinofuranosidase, GLR = glucuronidase, AXE
= acétyl estérase,FE = féruloyl estérase.b) Enzymes hydrolysant les mannanes : MAN =
mannanase, p-MAS = B-mannosidase,BGLC = B-glucosidase, a-GAL = a-galactosidase.c)
Enzymes hydrolysant les xyloglucanes : XLG = xyloglucanases, ABF =L-arabinofurano-
sidase, a-XYL = a-xylosidase, B-GAL = B-galactosidase, FUC = fucosidase.
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Afin d'étudier d'autres enzymes dans I'extrait enzymatique produit par la fermentation
mixte d’A.niger et T.afroharzianum permettant une déegradation totale de la paille et du son de
blé, on a mesuré diverses activités enzymatiques dans I'extrait brut produit a 28 °C et les
résultats atteints sont illustrés dans la figure 15.
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Figure 15 : Histogramme mentant les autre activités hemicellulolitiques.

Les résultats obtenus révelent que la majorité des enzymes ont montré une activité
modéré supérieurs a 40U/mL ce pendent les ente activité en montré une activité remarquable
supérieur a 5U/mL.

Les résultats illustrés dans la Fig.15, révelent que 1’extrait enzymatique est riche en
enzymes  hemicellulolytique parmi ces dernieres: pB-D  xylobiosidase, a-D

galactopyranosidase, 3-D cellobiosidase, et f-D-arabinofuranosidase et autre....
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3.2. Ultrafiltration de I’extrait enzymatique

Les surnageant de culture sont concentrés par ultrafiltration, les impuretés ayant ainsi
une masse moléculaire égale ou inférieure a 3 kDa sont éliminées. Le taux de protéines est
augmenté de 0.72mg/ml a 3.02 mg/mL. Les activités enzymatiques pour CMCase, Xylanase,
Avicelase, activité total, B-Glucosidase, B-Xylosidase, et peroxydase aprés ultrafiltration sont
respectivement de 1265.70U/mL, 5938,37U/mL, 6780.23U/mL, 682.07U/mL, 288.87U/mL,
336U/mL, et 30.2 U/mL.
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Figure 16 : Histogramme montrant les résultats Activités cellulolytiques et xylanolytiques

avant et apres concentration de I’extrait enzymatique

D’aprés les résultats illustrés dans la Figure 16, nous avons conclu que 1’étape de
I’ultrafiltration a montré une efficacité dans I’accentuation des différentes activités

enzymatique.
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3.3. Deélignification de la paille et son de ble

La saccharification des substrats lignocellulosiques nécessite des cocktails d'enzymes
et des prétraitements les plus efficaces, en fonction de chaque matiére premiere. La paille et le

son de blé sont les résidus agricoles les plus importants au monde.

Le prétraitement est utilisé pour éliminer une grande partie de la lignine, et pour rendre
la cellulose de cette biomasse plus accessible. Le prétraitement alcalin avec NaOH améliore la
digestibilité de la cellulose en réduisant fortement la teneur en lignine (van Munster et al.
2014) qui est solubilisée puis éliminée, laissant ainsi une fraction solide enrichie en

polysaccharides.

Il a été signalé que la lignine pouvait déclencher une inactivation irréversible de la
cellulase, méme lorsque la biomasse lignocellulosique est prétraitée. Ceci est possible soit en
formant une barriére physique qui empéche l'acces aux enzymes ou en liant de maniere non
productive les enzymes cellulolytiques (Chaabouni et al. 1994 : Méndez-L.iter et al. 2020).
La liaison non productive des enzymes a la lignine est reconnue comme un probleme a
surmonter pour améliorer I'efficacité de la saccharification de la biomasse lignocellulosique

prétraitée.
3.4. Hydrolyse enzymatique de la paille et son de blé traité et non traité

Le complexe enzymatique produit par la fermentation mixte d'Aspergellus niger et de
Trichoderma afroharzianum a été examiné pour déterminer sa capacité de produire des
monosaccharides en utilisant la cellulose et I'némicellulose de la paille et du son de blé
comme substrat d’hydrolyse.

Afin de tester l'efficacité de I'extrait enzymatique produit dans la culture mixte, des
cinétiques de saccharification ont été réalisées sur la paille et le son de blé non-traités et

traités.

La figure 17 représente le taux de sucre réducteur mesuré apres la saccharification de
la biomasse lignocellulosique (paille et son de blé) non-traité (Fig.17-a) et la paille et le son
de blé traité (Fig.17-b) dans un intervalle de temps allant de 3h jusqu’a 72h.La cinétique
présente une évolution progressive débute a 3h et se stabilise a partir de 12h et cela s’implique

pour les deux substrats traité et non traité (Fig.17).

Le son de blé est le substrat le mieux dégradé par I’extrait enzymatique avec un taux

de sucre réduit de 384,24mg/mL pour le substrat non traité et 146.34mg/mL pour le substrat
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traité. Contrairement a la paille de blé qui présente un rendement moins en sucre réducteur
pour les substrats non traité et traité avec 240,09mg/mL et 89.01mg/mL respectivement.
Concernant la combinaison des deux substrats paille/son de blé avec un ratio de 60%, présente
un rendement remarquables en sucre réducteurs avec 311.12mg/mL et 102.57mg/Ml
respectivement pour le substrat non traité et traité (Fig.17).
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Figure 17: Histogramme des resultats de la saccharification de la paille et de son de blé non-
traité (a) et traité (b).
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Selon Kinnarinen et Hakkinen (2014), I’hydrolyse enzymatique a pour effet de
fragmenter la matrice de maniére légére pour cela la saccharification débute peu de temps

apres 1’adjonction du cocktail enzymatique (étude faite sur du carton)

La cinétique atteint son optimum a partir de 12 heures, ce qui se traduit par la
digestion de la cellulose microcristalline, que I'on caractérise par une diminution de la taille
des particules, en particulier au cours de la premiére phase de I'nydrolyse (les 20 premiéres
heures, ceci indépendamment de I'allomorphe de cellulose étudié ou de la nature du cocktail

enzymatique que ce soit de Trichoderma reesei, ou Aspergillus niger ( Ciolacu et al., 2011).

Le son de blé présent le meilleur rendement cela s’explique a ce que, les sons de blé
peuvent présenter des compositions tres variables. Les hémicelluloses fortement substitués par
des groupements arabinose sont plus facilement extractibles par les solutions alcalines diluées
que les hémicelluloses les moins ramifiés (Bergmans et al., 1996). Cela permet d’expliquer
les différences entre les quantités de sucre réducteur extraite a partir du son et de la paille pour
une méme concentration en NaOH, les hémicelluloses du son sont trés branchées en résidus
d’arabinoses alors que celles de la paille possédent plutot des structures xylaniques lin€aires
peu substituées.

Aussi, les travaux recensant la composition chimique des sons de blé présentent une
hétérogenéité forte (TableauV).

Tableau n° VII. Compositions chimiques de son et paille de blé (Maréchal, 2001)

Son Paille

Cellulose 18,7% 40.3%

Hémicellulose 62,3% 31,5%
Lignine 3,8% 10%

Les hémicelluloses sont les constituants majoritaires des sons de blé. Elles sont
principalement constituées d’arabinoxylanes, comme en témoigne la composition en sucres

simples présentée au Tableau n° VIII .
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Tableau n° VIII . Composition en sucre du son et de paille de blé désamidonné
(Hromadkové et al., 2008;Pan et al., 2005).

Sucre simple Son Paille
Xylose 39,2% 34,6%
Arabinose 25,2% 5,6%
Mannose 0,9% 1,5%
Galactose 2,1% 2,7%
Glucose 32,6% 55,4%

L'objectif principal de tout prétraitement est de rendre la biomasse accessible a I'action
des enzymes, en déstructurant la matrice lignocellulosique afin d’augmenter le nombre de
sites actifs pour les cellulases. Cet objectif peut étre atteint par élimination de la lignine,
solubilisation partielle ou totale des hémicelluloses et/ou par réduction de la structure

cristalline de la cellulose(Imane Semhaoui., 2019).

Selon les résultats enregistrés dans la Fig.17, le rendement estimé en sucre simple libre
pour les substrats non traités est meilleur que celui des substrats traités.Ceci est di au
prétraitement alcalin qui gonfle la paroi cellulaire et élimine la plupart des hémicelluloses et

des lignines de la paille et du son de blé ( Sun et al.,2018).
3.5.  Analyse des produits de saccharification

L'analyse qualitative des produits d’hydrolyse de la paille et du son de blé a été menée
par CCM. La figure 20 montre les produits d’hydrolyse de la paille et du son de blé aprés 12 h
de saccharification dans lesquels des xylooligosaccharides et des glucooligosaccharides sont

apparus dans différents substrats testé.

L'examen par CCM des produits d'hydrolyse de la paille et du son de blé non traités
fait apparaitre une forte concentration de sucres simples et d'autres oligosaccharides et une
grande concentration de sucres réduits est enregistrée avec le son de blé (Fig. 18 A-2). En
revanche, les produits d'hydrolyse des substrats traités révelent I'apparition de sucres simples
et d'oligosaccharides avec des concentrations plus basses par rapport aux substrats non traités
(Fig. 18-B).Ces résultats confirment ceux obtenus lors de la quantification des sucres

réducteurs par hydrolyse enzymatique de la paille et du son de blé traités et non traités.

L'extrait enzymatique produit en culture mixte par Aspergillus niger et Trichoderma
afroharzianum hydrolyse entiérement la paille et le son de blé en sucres fermentescibles en

comparaison avec le cocktail cellulolytique disponible dans le commerce produit par
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Trichoderma reesei tel que Celluclast 1.5ml supplémenté et NS-50010 analysés par Azzouz et

al., (2021).
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Figure 18 : Analyse CCM de produit d’hydrolyse par le cocktail enzymatique produit par
Aspergillus niger et Trichodermaafroharzianum.(A) ; Produit d’hydrolyse des substrats non
traité (1 :paille de blé,2; son de blé,3: ratio paille/son), B: Produit d’hydrolyse des substrats
traité (4:paille de blé, 5; son de blé, 6: ratio paille/son).C: Marqueurs (C1:Glucose, Cz;
Cellubiose, Cs; Cellutriose, Cs; Cellutetraose,Cs ; Cellupentose, Cs ; Celluoexose).

L'extrait enzymatique produit en culture mixte par Aspergillus niger et Trichoderma
afroharzianum hydrolyse entierement la paille et le son de blé en sucres fermentescibles en
comparaison avec le cocktail cellulolytique disponible dans le commerce produit par
Trichoderma reesei tel que Celluclast 1.5ml supplémenté et NS-50010 analysés par Azzouz et
al., (2021).

En conséquence, il a eté démontré que l'utilisation de cocktails enzymatiques produits
a partir d'une souche microbienne permet une meilleure dégradation de la biomasse par

rapport aux préparations enzymatiques classiques (Jorgensen et al., 2004).

Les conditions douces et écologiques utilisées pour la production enzymatique de

oligosaccharides et la spécificité des biocatalyseurs rendent les méthodes enzymatiques plus
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pratiques que les procédures chimiques (Tan et al. 2008), ce qui constitue une alternative
raisonnable et fiable pour produire les grandes quantités requises, par exemple, dans

I'aquaculture et I'industrie avicole (Aachary and Prapulla 2011).

Les xylooligosaccharides remplissent les conditions pour étre classés comme
prébiotiques et présentent méme des effets plus importants que lesoligosaccharides, a I'activité
prébiotique bien connue (Moure et al. 2006).

Les xylooligosaccharides (XOS) sont qualifiés de molécules antidiabétiques, anti-
hypercholes-térolémiques ou anti-apoptotiques (Kim et al. 2006). Ils ont été également
rapportés comme composés prébiotiques pour les humains (Nieto-Dominguez et al. 2017), ils
ne sont pas dégradés par les enzymes digestives humaines, et sont fermentés dans le tractus

gastro-intestinal (Amorim et al. 2019).

Des tests in vitro ont montré que les XOS permettent d'augmenter plus efficacement la
quantité de Bifidobactéries en comparaison avec d'autres oligosaccharides (Moure et al.
2006). D'autres tests in vivo ont montré que I'administration de XOS augmente la quantité de
Bifidobactéries dans le TGI chez le rat et est utilisé par les bactéries intestinales chez

I'Homme (Vazquez et al. 2012).
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Conclusion

Les biotechnologies industrielles font partie des technologies essentielles pour le
développement économique futur. Elles exploitent les microorganismes et les enzymes pour
fabriquer divers produits. Le développement des bioraffineries requiert une valorisation de
I’ensemble de la composition lignocellulosique des plantes, a savoir une transformation et une

valorisation simultanées de la cellulose, de la lignine et d’hémicellulose.

L’objectif de ce travail est de développer des biocatalyseurs lignocellulosique
naturelles produites par fermentation fongique sur substrat solide. A cet effet, la paille et le
son de blé qui sont utilisées en alimentation animal, peuvent étre transformé en sucre
fermentescible. Pour cela, deux souches fongiques ont été utilisées pour la production de

cellulases, d’hémicellulases et ligninases par fermentation solide de la paille et son de blé.

Des fermentations au milieu solide sont réalisées par une culture mixte d’Aspergillus
niger strain BG et Trichoderma afroharzianum AZ 12 avec un ratio paille/ son de blé comme
seul source de carbone incubés a deux températures différente (28°C et 32°C), afin de
produire un complexe enzymatique qui va étre capable de dégradé complétement les

celluloses et I’hémicelluloses en sucre simple.

Les résultats de la SMF montre que les deux souches d’A.niger et T.afroharzianum
présentent une meilleure production de xylanase (1469,6 U/mL), CMCase
(418.2U/mL),avicelase  (1948U/mL), activité total (292,667 U/mL), B-glucosidase
(65,3U/mL), B-xylosidase (53,3 U/mL) et peroxydase (27.3 U/mL) au bout de 7 jours
d’incubation a 28°C, de ce fait, la saccharification de la paille et son de blé est réalisée avec
I’extrait enzymatique obtenu aprés 7 jours d’incubation a 28°Cavec un ratio de paille/son
60% et un taux d’humidité de 85%.

L’ultrafiltration de D’extrait enzymatique révele une augmentation des activités
xylanase (5938,37U/mL), CMCase (1265.70U/mL), avicelase (6780.23U/mL), activité total
(682,07U/mL), B-glucosidase (2051,0U/mL), et B-xylosidase (2385,6U/mL).

La B-glucosidase et B-xylosidase catalysent I’hydrolyse des disaccharides.Elles sont
plus intéressantespuisqu’ellessont également capables dans une certaine mesure d’hydrolyser
les oligosaccharides.La B-1-4 Endoglucanase et 1’endoxylanase produites par Aspergillus
niger et Trichoderma afroharzianumontété évaluées pour leurcapacités a produire des oligo-

monosaccharides en utilisent la cellulose et I’hémicellulose de la paille et son de blé.
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Afin de tester une synergie entre les complexe enzymatiques de type cellulase,
hémicellulase ainsi péroxydases, une cinétique de saccharification est réalisée sur la paille et
le son de blé traité et non traité. Les résultats montrent genéralement que la quantité en sucre
réducteurs produite par le substrat non traité et meilleur que celle du substrat traité
spécifiqguement le son de blé, quiale substrat le plus dégradé par le complexe enzymatique
avec un taux de sucre deducteur de 384,24mg/mL pour le substrat non traité, et de

146.34mg/mL pour le substrat traité.

Une CCM a été réalisé pour une analyse qualitative des produits d’hydrolyse de la paille
et son de blé, cette derniére a permis de confirmé les résultats de la cinétique et que 1’extrait
enzymatiques d’Aspergillus niger et Trichoderma afroharzianum produisent des
oligosaccharides et des sucres fermentescibles par saccharification de biomasse
lignocellulosique. Ces résultats suggerent que les enzymes pourraient étre intéressantes pour

les processus biotechnologiques.

A travers ces résultats intéressants, il est essentiel de poursuivre les investigations de
recherche et exploitation de complexe enzymatique produites dans les processus

biotechnologique.

Ce procédé a le mérite d’étre a la fois dépolluant, car il réduit énormément la quantité de
déchets solides et valorisant par la production des substances simples qui peuvent étre
considérée comme une trés bonne forme d’énergie renouvelable, propre et ne génére pas de

gaz carbonique (CO2) supplémentaire dans I’atmospheére.
Enfin, ces résultats ouvrent d’autres perspectives qui consistent a :

v' Tester les différentes applications potentielles de ces extraits enzymatiques.

v' Envisager des recherches plus approfondies pour la mise au point d’un procédé de
valorisation de milliers de tonnes de matiére lignocellulosique produite par les
industries agroalimentaires et de transformations des plantes. Aussi améliorer les
revenus des unités industrielles des pays producteurs de déchets et permettre le
développement d’activités industrielles propres qui créeraient des opportunités

d’emploi et offriraient une meilleure compétitivité sur le marché international.
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Annexe |

Milieux de culture et réactifs

Tableau n° I .Composition du milieu PDA. (Saint-Germain, 2013)

Composant Quantité
Pomme de terre 200 g
Dextrose 20g

Agar 20g

Eau distillée. 1 litre

pH 5.0
Stérilisation 121°C /20 min

Tableau n° II. Composition Milieu Mandels et Weber (Mandels et Weber, 1969)

Composant Quantité
K2HPO4 2¢g
(NH4)2S04 l.4g
Urée 0.3g
MgSO04 « 7TH20 0.3g
CaCl2 03¢g
FeS04 « 7 H20 5.0mg
MnSO4 « H20 1.56mg
ZnS04 « 7 H20 1.4mg
CoCl12 2.0mg
Eau distillée (qsp 1 litre

La source de carbone 1% de CMC
pH 5

Tableau n° I1I. Préparation du réactif de DNS (Ghose, 1987)

Composant Quantité
DNS 10g
NaOH l6g
Tartrate double de sodium et de potassium 300g
Eau distillée (qsp) 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 I’obscurité puis

filtrée et conservée a ’abri de la lumiére dans un flacon couvert d’aluminium.
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Tableau n° IV. Préparation du tampon citrate de sodium (0.1M, pH 5) (Zhang et al/., 2009)

Composant Quantité Concentration
Citrate de sodium dihydraté¢ (MM: 294,10 g/mol) | 25.703 g 0,0874 M
Acide citrique (MM : 192,12 g/mol) 2421g 0,0126 M

Préparer 800 ml d' eau distillée dans un récipient appropri€.

Ajouter 25,703 g de citrate de sodium dihydraté a la solution.

Ajouter 2,421 g d' acide citrique a la solution.

Ajuster la solution au pH final de 5 en utilisant HCl ou NaOH

Ajouter de I'eau distillée jusqu'a ce que le volume soit de 1 L.

Tableau n° V. Préparation du réactif de Bradford

Composent Quantité
bleu brillant de Coomassie G-250 50 mg
Méthanol 50 ml
Acide phosphorique a 85 % (p/v) (H3PO4) 100 ml
Eau distillée 850 ml

Remarque : n'ajoutez pas de H>O dans la solution acide

= Filtrez en utilisant le papier Whatman N°1 pour enlever les précipités juste avant

['utilisation.

= Conserver dans une bouteille sombre a 4 °C.



https://www.sigmaaldrich.com/US/en/product/aldrich/w302600?context=product
https://www.sigmaaldrich.com/US/en/product/sial/251275?context=product
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Résumé

La biomasse lignocellulosique est la principale ressource de carbone renouvelable au monde. Sa
valorisation s'est concentrée traditionnellement sur I'utilisation de la cellulose et de I'hémicellulose, qui sont les
polysaccharides les plus courants sur la plancte. Les principales enzymes impliquées dans la dégradation de ces
polysaccharides sont les glycosyl hydrolases, et les champignons filamenteux sont de trés bons producteurs de ce
type d'enzymes. La saccharification de la biomasse lignocellulosique par des enzymes fongiques produites avec
la fermentation mixte dans fermentation a I'état solide (SMF) est un bioprocédé qui peut étre utilisé comme une
technologie révolutionnaire pour réduire le colt des catalyseurs biologiques utilisés dans la conversion de la
biomasse lignocellulosique telle que le son de blé et la paille. Ce travail est consacré a produire un extrait
enzymatique contenu des enzymes cellulases et d'hémicellulases par une culture mixte d'Aspergillus niger strain
BG et Trichoderma afroharzianum AZ12 dans le cadre d'une fermentation en milieu solide en utilisant la paille
et le son du blé comme unique source de carbone. Au cours de ce procédé les activités xylanase, CMCase,
avicelase, activité total, P-glucosidase, B-xylosidase atteints respectivement 1469,6 U/mL ; 418,2 U/mL ;
1948U/mL ;292,6 U/mL; 65,3 U/mL ; 53,3 U/mL apres 7 jours d’incubation a 28°C avec un ratio paille/son
de60% humidifi¢a85%.Une cinétique de saccharification de la paille et son de blé traité et non traité a été
effectué avec 1’extrait enzymatique produite sous SMF et les résultats de saccharificationa montré qu'elle était
capable de libérer des mono et des oligosaccharides issue de la dégradation de la cellulose et I’hémicellulose de
la paille et son de blé le plus spécifiquement le son de blé qui donné des taux de sucres réducteurde
384,24mg/mL pour le substrat non traité et 146.34mg/mL pour le substrat traité. L’analyse des produits
d’hydrolyse avec la chromatographie sur couche mince (CCM) a permis de la présence des monosaccharides et
des oligosaccharides. L’efficacité de la saccharification de la paille et le son de blé par I’extrait enzymatique d’
A. niger et T. afroharzianum est obtenue par synergie enzymatique entre les complexes enzymatiques de type
cellulases, hémicellulases et les peroxydases.

Mots Clés: Biomasse lignocellulusique, Cellulases, Xylanases, Fermentation, Saccharification.

Abstract

Lignocellulosic biomass is the world's main renewable carbon resource. Its valorisation has traditionally focused on
the use of cellulose and hemicellulose, which are the most common polysaccharides on the planet. The principal enzymes
involved in the degradation of these polysaccharides are called glycosyl hydrolases, the filamentous fungi being very good
producers of these enzymes. Saccharification of lignocellulosic biomass by fungal enzymes produced by mixed fermentation
in solid state fermentation (SSF) is a bioprocess that can be used as a revolutionary technology to reduce the cost of
biological catalysts used for conversion of lignocellulosic biomass like wheat bran and straw. This work focuses on the
production of an enzymatic extract that contains cellulase and hemicellulase enzymes by a mixed culture of Aspergillusniger
strain BG and Trichoderma afroharzianum AZ12 in a solid state fermentation that uses straw and wheat bran as the sole
carbon source. During this process, xylanase, CMCase, avicelase, total activity, B-glucosidase, B-xylosidase reached 1469,6
U/mL ; 418,2 U/mL ; 1948U/mL ; 292,6 U/mL ; 65,3 U/mL ; 53,3 U/mL after 7 days of incubation at 28°C with a 60% straw
to bran ratio moistened to 85%. Saccharification kinetics of treated and untreated wheat straw and bran were carried out with
the enzymatic extract produced under SSF and the saccharification results showed it was able to produce mono- and
oligosaccharides derived from the degradation of cellulose and hemicellulose of wheat straw and bran, specifically wheat
bran, which yielded reducing sugars of 384.24mg/mL for the untreated substrate and 146.34mg/mL for the treated substrate.
Analysis of the hydrolysis products with thin layer chromatography (TLC) indicated the occurrence of monosaccharides and
oligosaccharides. The efficiency of wheat straw and bran saccharification by the enzymatic extract of A. niger and T.
afroharzianum was obtained by enzymatic synergy between the cellulase, hemicellulase and peroxidase enzyme complexes.

Key words: Lignocellulosic biomass, Cellulases, Xylanases, Fermentation, Saccharification.
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