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Introduction

Introduction général

La pomme de terre est l'une des cultures agricoles les plus importantes pour la
consommation humaine, dont sa production dépasse 381 millions de tonnes chaque année.
Les déchets de pommes de terre sont un sous-produit de valeur nulle, une fois rejeté, ces
déchets provoquent des préoccupations environnementales en raison de sa détérioration
microbienne (Wu Di, 2016). Cependant, les épluchures de pomme de terre contiennent la
méme quantité de composés précieux que le légume comestible (Mirabella, 2013). Ce sous-
produit peut étre classé en deux grandes catégories : sous-produits issus du marché du frais et
les sous-produits issus de 1’industrie agro-alimentaire de transformation de 1’alimentation

humaine et la production de féculerie (Decruyenaere, 2005).

Des méthodes de caractérisation et de recyclage de ce sous-produit ont été étudiees. Les
principaux résultats montrent qu'il existe un grand potentiel pour les épluchures de pomme de
terre dans les systemes alimentaires en raison de leur composition chimique (Sepelev et
Galoburda, 2015).

De nombreux travaux scientifiques ont été menés sur ce sujet au cours des derniéres
années, offrant des solutions et des approches originales, qui se rapportent a I’utilisation de
sous-produit a potentiel d’application tel que la production de différents enzymes industriels;
les acides organiques, bioéthanol, biogaz et I'extraction des acides phénoliques des déchets de

de pommes de terre (Olayinka, 2015).

Les enzymes d’origine microbienne telle que les amylases peuvent servir potentiellement
dans les industries chimiques et pharmaceutiques (Augustin et al., 1981 ; Pandey et al., 2000),
dont leurs activités peuvent étre influencées par des facteurs physique et chimique tel que le

pH, la température, I’agitation et la source d’azote.

A cette effet, I’optimisation des paramétres culturels et des conditions de production
par lI'approche statistique et la méthodologie de surface de réponse s’impose nécessaire, pour
I’élaboration de 1’enzyme amylasique par voie microbienne. Cette démarche a de I’impact sur

|'économie et la praticabilité du processus afin d’améliorer le rendement de production.

Pour realiser cet objectif, la présente etude est divisée en deux parties, dont la premiére
est une partie théorique qui vise a la culture de la pomme de terre et son intérét nutritionnel et

économique, ainsi que un apercu géneéral sur les enzymes et leur application dans les domaines.
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La deuxiéme partie est une partie pratique qui se porte sur la recherche, I’isolement et
la purification de souche a activité amylasique, ainsi que la caractérisation physicochimique de
la poudre de pomme de terre. Des essais préliminaires, pour déterminer 1’influence de la
concentration de substrat et le temps d’incubation sur la production de protéine sont effectués

afin de faciliter le choix et I’application des parameétres a étudies dans le model de box behnken.
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I- La pomme de terre

I-1 Geénéralité sur la pomme de terre

La Pomme de terre Solanum tuberosum L, appartient a la famille des Solanacées originaires
des pays andins (Dominique, 2010). En tant que quatriéme culture mondiale apres le blé, le riz
et le mais. Est I'une des cultures agricoles les plus importantes pour la consommation humaine
et la culture de la pomme de terre est une culture prometteuse qui offre de nombreux atouts ;
d’un point de vue agronomique, sa culture est aisée (Bentley, 2015), son potentiel de rendement
est important (20 a 30 t/ha) et la quantité produite chaque année dans le monde entier est
importante elle est estimé a 381 682 144 tonnes, pour une superficie de 19 098 328 ha (FAO
, 2014). D’un point de vue nutritionnel, elle se classe parmi les plantes a tubercule les plus
nutritives avec une teneur énergétique ¢levée. D’un point de vue commercial, elle est trés
appréciée par les populations et elle constitue une culture de rente pour de nombreux
agriculteurs.
La place qu’elle occupe comme aliment de base pour la population mondiale a conduit
I’Organisation des Nations Unies a déclarer I’année 2008 « Année internationale de la pomme
de terre ». D’apres Jacques Diouf (directeur général de la FAO - 2008), la pomme de terre est

en premiere ligne dans la lutte contre la faim et la pauvreté dans le monde.

I-2 Composition de la pomme de terre

Les pommes de terre est I'un des légumes les plus consommés dans le monde entier elle
contient principalement des glucides, et en particulier, des vitamines, des minéraux et des
photochimiques, comme les caroténoides Et des phénols nature. Le tubercule de pomme de
terre contient environ les trois quart de son poids en eau une quantité relativement élevée en
glucides, un faible taux en substances azotées et tres peu de lipides (Delaplace et Fauconnier,
2004)
I- 3 Utilisation de la pomme de terre

Une quarantaine de produits finis élaborés existe a partir de la pomme de terre, parmi
lesquels les frites réfrigérées, les frites précuites et surgelées, les chips et snacks, les produits
sous vide, les purées déshydratées, la fécule, les fécules modifiées. (Anonyme).

Les débouchés non alimentaires de la fécule sont importants : papeteries pour plus de 75%
des débouchés mais également des secteurs de pointe comme la chimie (5%), le textile (3%),
la pharmacie... (Anonyme).
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De nouveaux débouchés pourraient s'ouvrir pour la production de pommes de terre féculiéres
en particulier dans la fabrication de biomatériaux. La substitution de plastiques d'origine
pétrochimique par des plastiques biodégradables offre un potentiel de valorisation tres

important pour la pomme de terre féculiere (Delaplace et Fauconnier, 2004)

I-4 Production mondiale de pomme de terre

Les pommes de terre sont l'une des cultures de base les plus importantes pour la
consommation humaine, ainsi que le blé, le riz et le mais. A I'neure actuelle, le secteur mondial
de la pomme de terre subit des changements majeurs. (Wu DI, 2016)

La quantité de pomme de terre produite dans le monde entier chaque année est tres
importante, La production mondiale de cette culture est estimée aux environs 381 682 144
tonnes, pour une superficie de 19 098 328 ha. (FAO, 2014).

Les grands pays producteurs sont représentés dans (Annexe I) tableau |
La Chine est le plus grand producteur de pommes de terre d'une production de (859 954 49)
tonnes, suivie d’Inde (395 474 900tonnes), de la Russie (353 586 240tonnes), de I'Ukraine
(230 152 950tonnes), des Etats-Unis (217 104 392 tonnes), de I'Allemagne (123 310 328tonnes)
et de la Pologne (106 340 017tonnes). (FAO, 2014).

I-5 Production de pomme de terre en Algérie

La pomme de terre a probablement été introduite par des colonialistes francais ou des
négociants algériens en Algérie vers 1856 (Ramoul et Sedkaoui, 1978). Les premiers chiffres
de production datent de la fin du XIXe siécle lorsque les pommes de terre ont été cultivées
spéecifiquement pour I'exportation vers les marchés frangais. Avant l'indépendance la
production annuelle moyenne est d’environ 250 000 tonnes, dont 60 000 & 80 000 tonnes sont
exportées. (Anonyme).

De nos jours, la pomme de terre est devenue une culture de plus en plus importante pour
la consommation domestique en Algérie (Benkeblia, 2000).
L’ Algérie est classé deuxieme pays producteur de pomme de terre en Afrique avec un taux
de production estimée de 2591873.07 tonnes aprés 1’Egypte qui produit 3155151.13 tonnes
selon le rapport de FAO (2014)
Les valeurs présentées dans I’Annexe |, le tableau Il indiquent que la production de pomme de
terre en Algérie dépasse le seuil de trois millions de tonnes durant la période (2010-2015), pour
une superficie qui depasse 121 miles hectares (MADR Alger 2017).



Synthese bibliographique

I-6 Impacte des déchets sur ’environnement

Les industries de pomme de terre génerent des quantités énormes en déchets, qui sont une
matiere destinée a I'abandon, qui peuvent étre a l'origine d'activité nouvelle. Ceux qui peuvent
étre non valorisable dans des conditions économiques données, peuvent étre valorisés sous
d'autres conditions (René, 2009). Ces déchets générent un effet, direct ou indirect, immédiat ou
a long terme, d'une intervention planifiée sur un environnement. Ces effets se manifestent dans
un intervalle de temps donné et sur une aire geographique définie (Pierre et al., 2010).

Beaucoup de pollution peuvent étre percues par un ou plusieurs de nos cing sens. On peut ainsi
en évaluer directement les désagréments. D'autre changement sont plus insidieux car on ne les
remarque pas mais ils peuvent avoir, a long terme, des conséquences importantes. C'est en
particulier le cas de I'accroissement de I'effet de serre dd aux activités humaines (Christian et
Alain, 2004).

I1- Les enzymes

Il —1 Généralité sur les enzymes

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques intervenant dans diverses réactions.
(Sankaralingam et al., 2012), dont leurs production est une poursuite centrale au domaine de
I’industrie et en biotechnologie. Le marché des enzymes industriel actuel continue a croitre de
plus en plus avec une demande accrue sur I’avancement des procédés biotechnologiques qui
restent en déficit face a la demande en augmentant de nombre de biocatalyseurs (Fossi et al.,
2005).
Les enzymes peuvent étre obtenus a partir de plusieurs sources, telles que les plantes, les

animaux et les microorganismes (Headon et Walsh , 1994)

I1-2 Source d’enzyme

L'étape initiale de la production de toute enzyme concerne le choix de la source. Dans
certains cas ou l'activité catalytique souhaitée n'est disponible que dans une source unique, bien
que dans la plupart des cas ou l'activité souhaitée peut étre obtenue a partir de plusieurs sources
(Walsh et Headon, 1994).

a - Source microbienne
De nombreuses protéines sont obtenues a partir de microorganismes. Un nombre limité de

microorganismes sont considérés comme des producteurs appropriés des protéines destinées a
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des fins appliquées. Les microorganismes les plus fréguemment utilisés comme producteurs
d’enzyme comprennent des bactéries et des champignons, Les microorganismes représentent
une source attrayante d'enzymes car ils peuvent étre cultivés en grande quantité dans un délai

relativement court selon les méthodes de fermentation (Walsh et Headon, 1994).

b- Source Végétal

Les plantes ne sont généralement pas considérées comme des sources attrayantes d'enzymes
d'importance industrielle. La nature saisonniere et la géographie de la croissance des plantes et
le fait que la plupart des protéines végétales sont intracellulaires milite également contre leur

utilisation généralisée comme sources d’enzymes (Walsh et Headon, 1994).

c- Source Animal

Un nombre d'enzymes d'une importance considérable ont été traditionnellement obtenus a
partir des tissus d'animaux ou de leurs substances sécrétées. L'une des enzymes dérivées
d'animaux les plus importantes sur le plan industriel est rennin, également connu sous le nom
de Chymosine Cette protéase aspartique trouve une application industrielle Principalement dans
la production de fromages, bien qu'il ait également été utilisé thérapie en tant que aide digestive
(Walsh et Headon, 1994).

11-3 Apercue sur ’amylase

Les a-amylases (E.C.3.2.1.1) sont des enzymes qui catalysent I'hydrolyse des liaisons a-
1,4-glycosidiques internes dans I'amidon donnent des produits a faible poids moléculaire, telles
unités de glucose, maltose et maltotriose les amylases sont parmi les enzymes les plus
importantes et sont d'une grande importance pour la biotechnologie, constituant une classe
d'enzymes industrielles ayant environ 25% du marché mondial des enzymes .

Aujourd'hui, un grand nombre d'amylases microbiennes sont disponibles dans le
commerce et ont presque completement remplacé I'nydrolyse chimique de I'amidon dans
l'industrie du traitement de I’amidon.

Les a-amylases sont I'une des formes les plus populaires et les plus importantes d'amylases
industrielles (Souza, 2010).
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I1-4 Domaine d’application de ’amylase

La demande d'enzymes, en particulier les amylases, augmente constamment en raison de
la variété des applications industrielles de ces hydrolases (Hafsa et al., 2013). Ces derniers

sont tres demandés dans plusieurs domaines surtout le secteur agroalimentaire et médical.

a-Application en agroalimentaire

Les o-amylases ont des applications potentielles dans un grand nombre de processus
industriels alimentaire. En glucoserie elles sont utilisées pour la dégradation de 1’amidon, et
en sucrerie afin de faciliter les opérations d'extraction et de raffinage du saccharose a partir de
la betterave ou de la canne a sucre pour €éliminer des traces d'amidon et pour la préparation des

sirops sucrés a base d'amidon de mais et de sirops de chocolats (Bhalla et al., 2000).

L’industrie de panification et biscuiterie emploie les a- amylases pour la régulation des
activités diastasiques des farines en dégradant I'amidon en maltose. Cette opération favorise la
formation de la mie souple en boulangerie et améliore la texture des gateaux patissiers et des

biscuits (Cuveillier, 1999).

Cette enzyme intervient dans ’industrie des boissons essentiellement dans la fabrication

d'alcool éthylique, de boissons sucrées non alcoolisées, de jus de fruits (Kirk, 2002).

b- Domaine médical
L'augmentation du taux des a- amylases dans le sang peut témoigner d'une pancréatite aigué
et se rencontre également dans certains cancers digestifs et dans les oreillons ; elles sont donc

employées en diagnostic médical pour détecter certaines maladies (Pandey et al., 2000)

c- Autres domaines ...

Les a-amylases ont une application potentielle dans un grand nombre de processus industriels
tels le textile, le papier, les détergents. Les amylases fongiques et bactériennes pourraient étre
potentiellement utiles dans les industries pharmaceutiques et chimiques fines. Cependant, avec
les progrés de la biotechnologie, I'application d'amylase s'est développée dans de nombreux

domaines tels que la chimie clinique, médicale et analytique (Mc cleary et charnock, 2004).
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I11- Généralité sur les Bacillus sp

Les membres de la famille des Bacilliaceaes figurent parmi les bactéries les plus
abondantes sur terre, en raison de leurs capacités de former des endospores résistantes. Cette
famille réunie 62 genres bactériens dont le plus grand est le genre de Bacillus qui enferme
environs 226 especes du totale de 457 autre especes qui englobe cette derniere (Mandic et al.,
2017).

Les Bacillus sont des germes fréquemment isolés a partir des niches écologiques trés variées
(des sols, plantes, eaux douces, eaux de mers.). Le sol constitue I'habitat principal de ce genre
bactérien ou ils sont impliqués dans le cycle du carbone et de I'azote (Goldman et Green,
2009). Le genre Bacillus sont des hétérotrophes saprophytes capables de dégrader une large
gamme de substances carbonés polymeéres et simples (Mandic et al., 2017).

Le genre Bacillus se différencie des autres genres de la famille par de nombreux
caracteres. Ce sont des bacilles a extrémités arrondies ou carrées, d’une taille qui varie de (0,5
a 1,2 um de diamétre et de longueur de 2,5 a 10 um), possede une coloration de Gram positive,
capable de produire des endospores (forme de résistance et critere important sur le plan
taxonomique du genre Bacillus), ce sont des germes qui se cultivent en aérobiose(bactéries
aéro-anaérobies facultatifs ou aérobies strictes), mobiles grace a une ciliature péritriche sauf
Bacillus anthracis. lls possedent une catalase tres active et se cultivent facilement sur milieu

ordinaire car ce sont des germes non exigeants (Garrity et al., 2004).

Cependant, la majorité de ces espéces ne sont pas pathogénes a 1’exception de Bacillus
anthracis et Bacillus cerreus. En raison de ce fait beaucoup d’entre elles sont exploitées pour

la biotechnologie industrielle (Rooney et al., 2009).

Les especes du genre Bacillus sont les plus dominantes pour la production d’enzyme et
de métabolites secondaires, elles représentent la source du choix et le plus important producteur
industriel d’enzymes alimentaires, de vitamines, et des antibiotiques, de fais de leur capacité a

secreter des grandes quantités de (20-25g/l) de ces derniers (Schallmey et al., 2004).

IV- Plan d’expériences

Sont définit comme étant la méthode mathématique et statistique qui permettent de
modéliser et d’organiser aux mieux des essais qui accompagnent une recherche scientifique ou

des études industriels. (Goupy et Creighton, 2006).
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Ces méthodes visent a établir et analyser les différentes interactions qui existent entre
les grandeurs étudiée, et leurs sources de variation supposées. (Vivier, 2002).

Un plan d’expérience consiste en la mise en ceuvre organisée d’un ensemble d’unités
expérimentales d’une maniere a révéler les effets de différents traitements.

L’objectif principal de la théorie des plans d’expériences est d’assurer la meilleure
précession possible, avec un maximum d’information et un minimum d’essais sans sacrifier la
qualité, aprés avoir faire varier simultanément les niveaux d’un ou plusieurs facteurs. (Goupy
et Creighton, 2006).

Actuellement, il existe de différents types de plans d’expériences :

- Les plans factoriels complets ou fractionnaires a 2 niveaux.
- Plans factoriel, plus a 2 niveaux.
- Les plans en blocs complets ou incomplets.
- Les plans de surface de réponse.
- Les plans de mélange.
- Les plans optimaux.
(Tinsson, 2010) ;( Franco, 2008)

Les plans d’expériences sont devisés en deux grandes catégories, selon leurs propriétés et leurs
capacités a rependre a certain problématique particuliéres.
- Les plans pour estimer et comparer les effets des parametres.

- Les plans pour régler les paramétres afin d’obtenir un optimum (Faucher, 2006)

VI1-1 Terminologie

Facteur : est un paramétre qualitatif ou quantitatif dont sa variation est susceptible de modifier
le fonctionnement de ce dernier.

Niveau d’un facteur : c’est la valeur codés donnée a un facteur pour réaliser une expérience.
Réponse : c¢’est la grandeur d’intérét mesuré, afin d’évaluer I’effet du facteur étudié.
Domaine d’étude : c’est I’espace expérimental dans lequel chaque point représente une
combinaison possible des valeurs des facteurs étudiés.

Modélisation mathématique : est une fonction mathématique qui relie la repense aux facteurs
qui I’influence.

Matrice d’expérience : c’est I’ensemble des niveaux imposés aux variables, pour la réalisation
des différents essais, aprés avoir choisi le plan expérimental (Goupy et Creighton, 2006 ;
Vivien, 2002).
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VI1-2 Plans pour surfaces de réponses (RSM)

Les plans d’expérience permettent de régler les parameétres pour atteindre un optimum
entre les niveaux des facteurs étudiés (Faucher, 2006).
Le principe de toutes les méthodes d’optimisation consiste a explorer cette surface de fagon a
localiser un éventuel extremum dans un domaine expérimental donné.
Ces plans utilisent de modeles polynomiaux du second degré avec interaction d’ordre 2.
(Goupy et Creighton, 2006).
Il existe de nombreux types de plans permettant de construire des surfaces de réponse tels que :

les plans composites centrés, plans de Doehlert et les plans Box-Behnken (Faucher, 2006).

Y= B0 + ZPiXi + ZRiiXi2 + ZPij XiX] (Khusro et al., 2017)

Ou
Y= grandeur d’intérét.
Xi Xj : les variables.

Bj Bij ,Bii, PO : les coefficients de polyndme.

V1-3 Plan Box-behnken (BBD)

En 1960, Box et Behnken ont proposé ces plans faciles a mettre en ceuvre qui permettent
d’établir des modeles du second degré dans lesquelles chaque facteur prend trois niveaux (-1,0
et +1).

Le plan de Box-Behnken (Annexe Il, figurel) pour trois facteurs est construit sur un
cube dont les points expérimentaux sont placés au milieu ces arrétes avec une répartition de
tous les points expérimentaux a égale distance du centre de domaine d’étude.

Les plans Box-Behnken a trois facteurs contient 15 points expérimentaux (Annexe IlI,
Tableau), dont 12 essais sont situés au milieu de chaque arrétes de cube avec trois essais répété

au centre de domaine prennent des coordonnées (0, 0,0) (Goupy et Creighton, 2006).

VI- 4 Quelques applications du plan Box-Behnken (BBD)

= Optimisation de I’extraction assistée par ultrasons de la Lavande Stoechas utilisant
la Méthodologie de surface de repense.
* Optimisation de I’¢électrophoréese sur papier.

= Optimisation des fermenteurs.
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I-Echantillonnage
I-1- Matériel végétal

Le sous-produit agricole (épluchures de pomme de terre) est choisi pour représenter le
matériel végétatif de cette présente étude & raison de son faible colt et de sa grande
disponibilite.

Les épluchures de pomme de terre récoltées d’un restaurant du campus universitaire en mois
de février sont broyées et tamisées apres lavage pour éliminer toute trace de résidus de terre,
et séchées dans une étuve a 40 °C pour obtenir une poudre homogene. Cette poudre sera utilisée
comme milieu de base de la fermentation pour la production de 1’amylase (Shukla et kar,
2006).

I-2- Culture et microorganisme

Les bactéries isolées a partir d’une pomme de terre pourrie représentent le microorganisme

de ce travail, dont le genre bactérien Bacillus était la cible (Al-Asady, 2016).
I-2-1- Isolement du microorganisme

L’isolement des microorganismes sont réalisés sur le milieu gélose ordinaire, une solution
meére est préparée et des dilutions décimales de 10"t a 10® sont effectuées, un volume de 0.1ml
de chaque dilution est ensemencé dans des boites de pétri sur gélose nutritif par la technique
de stries puis incubé a 37°C pendant 24h (Ghani et al., 2013).

I-2-2-Purification du microorganisme

Les souches développées sont repiquées aseptiquement sur le milieu gélose d’amidon

incubées a 37°C pendant 24h jusqu'a 1’obtention des souches pures (Abd-elhalem et al., 2015).

I-3 Mise en évidence de D’activité enzymatique et sélection des souches
amylolytiques

Les souches sont repiquées aseptiquement par la technique de spots sur le milieu gélose

a I’amidon pH=7. Apres incubation a 37°C/48h les boites sont inondées avec une solution de

lugol, afin de mettre en évidence I’activité amylasique, les souches a halo claire sur le pourtour

sont considérées comme productrices d’amylases. Ces derniéres sont conservées et stockées

sur milieu ordinaire a 4°C (Fossi et al., 2005).
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I-4-1dentification du microorganisme

I-4-1 Identification macroscopique et microscopique
Les colonies bien isolées ont subi une observation macroscopique. Et microscopique a 1’état
frais pour veérifier la mobilité de ces cellules a I’objectif x40. Suivie d’une coloration de Gram
observée sous le microscope optique a I’objectif x100 dans le but vérifier la morphologie et
I’homogénéité des cellules (Ghani et al., 2013).

I-4-2- Orientation vers I’identification de la souche isolée

a- Recherche des enzymes et du type respiratoire

e Test de catalase
Ce test est réalisé sur des colonies pures bien isolées déposées sur une lame propre. Ces
derniéres sont émulsionnées avec une a deux gouttes d’eau oxygénée. La mise en évidence
d’une bactérie catalase positif se manifeste par le dégagement de bulles de gaz (Delarras,
2014).

e Test d’oxydase
La mise en évidence est basée sur la capacité de cette enzymes a synthétiser 1’indophénol
par oxydation, en présence d’oxygéne, du réactif N-tétraméthyle -1,4-phényléne diamine.
Cette synthése est accompagnée d’apparition d’une coloration violette (Delarras, 2014).
Un disque (Ox) imbibé avec une goutte d’eau distillée est déposé sur une lame propre, une

colonie bactérienne est etalée sur ce dernier.

e Type respiratoire

La mise en évidence du type respiratoire s’effectue sur des bactéries purifiées, dont
une suspension est ensemencée en profond de tube de la gélose inclinée viande-foie (VF) et
incubée a 30°C pendant 24h.

b- Recherche de caractéeres culturaux

e Recherche de la température optimale

Afin de déterminer la température optimale de la croissance de I’isolat, une séries de boites
de pétri contenant le milieu GN sont ensemencées avec une culture de la souche purifiée et

incubées a différentes températures a savoir (25-37-55°C) pendant 18h (Delarras, 2014).
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e Recherche de pH optimale
Des boites de pétri contenant le milieu GN a différents pH a savoir (5, 7, 9 et 10) sont
préparées et ensemencées avec la culture bactérienne, et incubées a 37°C pendant 24h (Ivanova
etal., 1999).

e Croissance en NaCl
Afin de mettre en évidence la résistance des bactéries isolées aux agents inhibiteurs de
croissance, des boites de pétris de milieu GN additionnées a différente concentration de NaCl
(5, 10, 15 et 20 %), sont ensemencées avec la culture bactérienne et incubées a 37°C pendant
24h (Huang et al., 1999).

I-4-3 Identification biochimique
L’identification biochimique de la souche isolée est effectuée avec les différents tests de la
galerie API 20 E.

Les différents tests sont: test de nitrate réductase, test d’indole, citrate de Simmons, VP/RM,
H>S, production de gaz a partir du glucose. Autres tests pour la recherche d’enzymes
complémentaires sont effectués a savoir test d’hydrolyse de la caséine, hydrolyse de la gélatine
et le test d’hydrolyse de la Iécithine (Logant et Berkeley, 1984; Huang et al., 1999

; Ivanovna et al, 1999 ; Delarras, 2014).

I 1-caractérisation physique et chimique des epluchures de pomme de terre
Plusieurs méthodes physicochimiques sont réalisées afin de caractériser la poudre a base des

épluchures de pomme de terre et évaluer les principaux constituants nutritifs.

I1-1-Test d’humidité
Le taux d’humidité est estimé selon la méthode décrite par Adil et al, (2007). Une prise
d’essais d’échantillon de poudre étudi¢ de 3g est séchée a I’étuve a 105° C + 5° C jusqu’a
I’obtention d’un poids constant aprés 24h ; le taux d’humidité est déterminé par la formule

suivante :

H (%) = [(Pr - Ps)/ Ps ]x100 J

D’ou
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H(%) : taux d’humidité en pourcentage.

Pr: le poids frais de 1’échantillon avant le séchage.

Ps: le poids sec de I’échantillon aprés séchage.
I1-2-Détermination de Matiere seche

Une fois le taux d’humidité est évalué la teneur en matiére séche est déterminé selon la

méthode décrite par Afnor, (1986) par I’application de la formule Suivante :

Matiére seche % = 100-% Humidité J

11-3- déterminations du taux des cendres

La détermination de la matiere séche d’une prise d’essais de 3g de poudre des épluchures de
pomme de terre est suivie par une incinération au four a moufle a 600° C pendant 5 h. La
formule utilisée est la suivante (Afnor, 1986).

Teneur en cendre= (Pv + E - Py)/Prise J

D’ou
Pv: poids des creusets vide avant 1’incinération

Pv+E : poids des creusets avec 1’échantillon apres ’incinération

I1-4- Mesure du potentiel Hydrogene

Le potentiel hydrogéne est déterminé a I’aide d’un pH-metre selon la méthode de Afnor,
(1982) Apres avoir fait dissoudre une prise d’essai de 1g de poudre de substrat étudié dans

50ml d’eau distillée neutre, et trois mesure de pH sont effectuées.

I1-5- Détermination de I’acidité titrable

La méthode de dosage a eu lieu par titrimétrie a 1’aide de NAOH 0.1N, en présence du phénol phtaléine
comme indicateur coloré du pH (Verma et Joshi, 2000).
Une prise d’essais de 1g est dissoute dans 100 ml d’eau distillée, 25 ml de cette solution sont
mise a décanter pendant 20 minutes, 2 a 3 gouttes de phénolphtaléine sont ajoutées a
I’échantillon, puis le contenu est titré par addition de la solution d’hydroxyde de sodium a 0,1
mol a I’aide d’une burette jusqu’a I’apparition d’une couleur rose pale Persistante la teneur en

acide citrique dans 100g de poudre es calculé par la formule suivante :
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Acidité (9/100g) = (Nb x Vp x M ) VaxP J

D’ou

M: Masse molaire de I’acide citrique (192,13 g/mol)

Va: Volume en millilitres de la prise d'essai.

Vb: Volume en millilitres de la solution d'hydroxyde de sodium utilisé.
Nb: Normalité de la solution d’hydroxyde de sodium utilisé (0,1 N).

P : Nombre de protons (3)

11-6- Dosage des sucres totaux

Le taux de sucre totaux est évalué selon la méthode de Dubois, (1956) .La solution a doser
est obtenue par dissociation de 1g de poudre dans 100 ml d’eau distillée suivie d’une filtration,
2 ml de sels de carries | et Il sont ajoutés respectivement au filtrat récupéré afin de faire
précipiter les protéines, les lipides et les fibres. Apres clarification ,1ml de I’extrait est prélevé
et 1ml de phénol 5% et 3 ml d’acide sulfurique concentré sont respectivement. Apres un repos
de 20 min a I’abri de la lumiére, la densité optique est mesurée a 550 nm a 1’aide d’un
spectrophotometre. Les teneurs sont déterminés en référence a une gamme d’étalon de glucose.
(Annexe V).

I1-7- dosages des sucres reducteurs

Le dosage des sucres réducteurs est estimé selon la méthode de Miller, (1959). Cette
technique consiste a mélanger 300 pl de réactif DNS a 200 pl de I’extrait a doser chauffer a
100°C pendant 5 min dans un bain marie compléter avec 1.5 ml d’eau distillée. La densité
optique est mesurée a 530 nm. Les teneurs sont déterminés en référence a une gamme d’étalon
de glucose (Annexe V).

11-8- Dosage des proteines

La méthode choisie est celle décrite par Bradford, (1976) qui s’effectue a 1’aide du réactif
le bleu de coomassie. La méthode consiste a faire réagir 100 ul de la solution a doser avec 3 ml
du réactif, suivie d’'une mesure d’absorbance a 595nm a I’aide d’un spectrophotométre .les
résultats sont obtenue a partir d’'une gamme d’étalon réalisée avec la BSA (Annexe V).
11-9-Dosage de I’azote total :

L’azote total est dosé par volumétrie selon la méthode de kjeldhal, (1889).
Une minéralisation de 1’échantillon doit étre faite avant de procéder au dosage de 1’azote

total. Pour cela on introduit 10 mg d’échantillon dans un matras de minéralisation puis ajouter
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une pincé de catalyseur (sulfate de cuivre et sulfate de potassium) suivi de 20 ml d’acide
sulfurique concentré et faire un chauffage progressif, laisser au froid pendant 15 mn jusqu’a
apparition de vapeur blanche d’anhydride sulfurique, le chauffage est rendu plus énergique
pendant 4 a 5 heures ; Apres décoloration complete, la solution est refroidie et complétée a 250
ml avec I’eau distillée

La distillation est réalisée on prélevant 20 ml de la solution minéralisée une solution de soude
est ajouté suivi d’une distillation ; Le dégagement d’ammoniac est récupéré dans une solution
d’acide borique contenant I’indicateur coloré (bleu méthyléne et rouge méthyléne)

Doser I’exces de I’ammoniac par 1’acide sulfurique a 0,05 N.

Le pourcentage d’azote est déterminé selon la formule suivante :

N= 14x Nax Vaxd/ Vo J

NA : Normalité de I’acide.
VA : Volume, en ml de 1’acide versé.
VO : Volume en ml de la prise d’essai.

d : dilution de la fraction considéré.

I11- optimisation des conditions de Production de I’enzyme par fermentation

submergée
Le model expérimental est divisé en deux parties

I11-1 Etude préliminaire

Un essai préliminaire est effectué pour déterminer la concentration optimale et la période
d’incubation pour la production d’amylase.

La fermentation submergée est une fermentation ou le substrat est soluble, Elle permet une
bonne homogénéisation des composants du milieu. Elle facilite la manipulation et permet un
meilleur contréle des facteurs environnementaux tels que la température et le pH. L'utilisation
d'une culture submergée a pour avantage la facilité de la stérilisation de ce processus
(Sankaralingam et al., 2012).

Le milieu de base est prépareé a différentes concentration de poudre d’épluchures de pommes
de terre a savoir (0.5g ,1g 2g 3g), Les cultures sont réalisées dans des erlenmeyers de 250 ml

a raison de 50 ml, puis stérilisées a 120°C/20min.
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Les milieux sont ensuite ensemencés par 500 pl de la suspension bactérienne agée de 18
heures. Les flacons de fermentation sont incubées sous agitation a 150 tr/ min a 37 °C (Khusro
et al, 2017). Des prélevements (24h; 48h; 72h) quotidiens sont effectués et 1’activité

enzymatique est mesureée.

e Dosage de ’activité amylasique

L’activité amylasique est définie par I’hydrolyse enzymatique de 1’amidon qui libére le
glucose. Cette activité est mesurée par la methode décrite par Bernfeld, qui utilise I’amidon
soluble comme substrat. La réaction est colorimétrique et I’intensité de la coloration est

proportionnelle a la quantité de sucres libéres.

200 ul du solution amidon 1% (m/v) est additionnée avec 200 pl de tampon phosphate
pH =7 a 0.1 M ou quel on ajoute 200 puL de I’extrait enzymatique , Le mélange est incubé a
45°C pendant 30 minutes, la réaction est stoppé par 1’addition de 300ul de DNS, un chauffage
a 100°C est réalisé au bain marie pendant 5 minutes et le mélange est complété avec 1.5 ml de
I’ eau distillée ; la densité optique est mesurée 1’aide d’un spectrophotomeétre a une longueur
d’onde de 530 nm (Hassan et Karim, 2015).

[11-2 L’optimisation par la méthodologie de surface de réponse (RSM)

L’optimisation des conditions de production de I’amylase par la souche amylolytique a
partir de substrat étudié dans un milieu de fermentation amélioré avec 0.2g MgSQO4.7H20,
KH2PO4 , 0.1g CaCl, et traces FeCls comme était rapporté par Benjamain et al.(2013). est
effectuée selon la méthode de surface de réponse (RMS), un modéle mathématique polynomial
a été développé, le type du modele choisi est le plan Box-Behnken (Goupy, 2006).

I11-2-1 Choix des parametres
1. Choix de la température

La température d’incubation est I’un des parameétres qui influence sur la croissance des
microorganismes et donc la production de métabolite. De ce fait le choix des températures pour
une production maximale est faite en se basant sur les études réalisées par plusieurs travaux
Gangadharan et al. (2006), Maity et al. (2015) et Singh et al. (2016).

2. Choix du pH

Le pH est un facteur qui influence sur le développent des bactéries ainsi sur leurs

activité enzymatique comme était indiqué par Swain et al. (2006) et Benjamin et al. (2013).
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3. Choix de la source d’azote

L’augmentation ou la réduction de la production d’enzyme amylolytique dépend de la
concentration de la source d’azote organique ou inorganique, ceci est rapporté par les travaux

de Dejkref et al. (2014).de ce fait I’optimisation de cette derniére est indispensable.

Trois facteurs (X1, X2, X3) a trois niveaux (- 1,0 et +1) sont appliqués pour optimiser la
production de I’enzyme a savoir la température ; le Potentiel hydrogéne (Nagarajan et al.,
2010), et la concentration de peptone (Akcan et al, 2012)

Tableau 1 : niveaux des variables choisies pour les essais

Niveau bas (-1) Niveau centré (0) Niveau haut (+1)

e ——
o
X3 (peptone mg) ‘ 70 90 110

Le plan box-behnken comprend 15 essais dont 1’essai centré (0, 0, 0) est répété trois fois
(Goupy, 2006).
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Tableau Il : tableau récapitulatif des expériences du plan de Box- Behnken pour trois facteurs

Facteur 1 pH Facteur 2 T°C Facteur 3 peptone
%

Les résultats sont analysés par le logiciel R basé sur I’analyse de la variance (ANOVA) du test
LSD (test Fisher). Tous les résultats sont exprimés en moyennes de trois valeurs * écart types
D’autre part, les résultats expérimentaux du plan d’expérience de Box-Behnken sont traités par
logiciel JMP (qui est un logiciel de statistique dans lequel une partie est consacrée aux plans
d’expérience) (Goupy, 2006).
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Afin de Vérifier la fiabilité des résultats obtenus au cours de cette étude, un test
confirmatif est effectué, dont les conditions de fermentation sont fixés comme suit : 0.5 g de
poudre d’épluchures de pomme de terre est mise en solution dans 50 ml d’eau distillée,
ensemencée avec 500l de suspension bactérienne
La fermentation est maintenue aux conditions évaluées par la solution du plan BBD, sous

agitation & 150 rpm pendant 48h d’incubation.
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Conclusion
|

Le développement de 1’agriculture et de 1’industrie alimentaire accumule de plus en
plus des produits de faible qualitt commerciale, ainsi que de sous-produits dont leur
exploitation permet non seulement d’éviter la pollution de I’environnement, mais également de
diminuer les pertes économiques imposées a ces secteurs en réduisant les dépenses mais aussi

d’assurera la création des emplois domestiques (Puértolas et Barba, 2016).

La valorisation par les procédes de bio-fermentation a connu un large essor
depuis les années 60. Il est le précurseur de 1I’exploitation de sous-produits par 1’utilisation des
bio-fermentations a 1’élaboration de nouveau produits entre autres les enzymes en se basant sur

I’utilisation de microorganismes tel que Bacillus sp, Aspergillus sp et penicillium sp .etc.

La Pomme de terre Solanum tuberosum L, est la quatrieme culture mondiale apres le
blé le riz le mais, et l'une des cultures agricoles les plus importantes pour la consommation
humaine, et se considere comme secteur prometteur qui offre de nombreux atouts (Bentley,
2015).

Les industries de pomme de terre générent des quantités enormes en déchets, qui sont
une matiere destinée a I'abandon, et la nécessite de trouver des dynamismes s’impose plus que
obligatoire, ce qui explique 1’objectif de la présente étude qui se focalise sur 1’essai de
valorisation par biofermentation des éplucheurs de cette culture par 1’utilisation de

microorganisme pour I’élaboration des amylases.

Dans la présente étude, deux souches sont isolées et testées de leur activité amylasique.
Les techniques microbiologiques ont permis de sélectionner la souche S2 gréace a sa forte
performance pour la dégradation d’amidon.

L’analyse morphologique et les tests biochimiques révélent que la souche appartient a
I’espece Bacillus amyloliquefaciens.

Dans la présente étude, la caractérisation physico-chimique des épluchures de pomme de
terre a révélé un substrat de fermentation a pH de 6.01, pauvre en sucres facilement
fermentescibles 0.81 % +0.001, un taux d’azote de 2.36 % + 0.12, dont la matiére séche,
représente environ 90.25% + 0.08.et le taux en éléments minéraux contenus dans le milieu
représentent 13.01% 0.3 du poids totale.

Les resultats des tests préliminaires pour la production de I’enzyme par fermentation
submergée ont permis de fixer la concentration du substrat (épluchures de pomme de terre) a

0.5g et le temps d’incubation de la fermentation a 48h.



Conclusion

L’optimisation, pour la production de I’amylase par Bacillus amyloliquefaciens grace
a ’analyse statistique (modélisation a régression linéaire) de 1’ensemble des résultats obtenus
avec la matrice de Box-Behnken a permis de sélectionner, parmi les facteurs nutritionnels et
environnementaux testés, un facteurs a effet significatif sur la production de I’enzyme qui est

la température .

L’utilisation du plan d’expérience Box-Behnken pour optimiser la production des
amylases a révélé que les conditions optimales sont la température de 50°C, le pH de 6 et la
concentration en peptone de (90 mg /50ml) pour une période d'incubation de 48 heures. Ces

conditions ont permis d’obtenir une activité amylasique maximale de 228.271 Ul/min.

En terme de perspective et dans le but de compléter ce travail dans 1’avenir, il serait
intéressant de :
» D’élargir I’application du modele Box-Behnken afin d’étudie I’effet d’autres paramétres
sur la production d’enzymes ;
» D’¢élargir I’étude sur d’autres sous-produits afin d’¢laborer de nouveau produits a valeur
économique;

» De rechercher d’autres microorganismes capables de produire de nouvelles molécules.
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Tableau I: Principaux pays producteurs de pomme de terre en 2014

Pays Production en tonnes
Chine 859 954 496
Inde 395 474 900
Fédération de Russie 353 586 240
UK raine 230 152 950
Etats Unis d’Amérique 217 104 392
Allemagne 123 310 328
Pologne 106 340 017
Belarus 85114 710
France 76 976 133
Pays —Bas 76 098 118

Tableau Il : évaluation de la pomme de terre de consommation (2010-2015) MADR

Année de production = production quintal Surface cultivé ha
2010 33003 115 121 993
2011 38 621 936 131 903
2012 42 194 758 138 666
2013 48 865 380 161 156
2014 46 735 155 156 176
2015 45 395 767 153 313
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Tableau 11  Matrice d’expériences (unité codées) du plan de Box-Behnken a 3 facteurs

Essai N° X1 X2 | X3
1 1 1
2 1 1 0
3 1 1
4 1 1 0
5 1 0 1
6 1 0 1
7 1 0 1
8 1 0 1
9 0 1 1
10 0 1 1
11 0 1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

x2 A
11, 0)
_________________________ i S WL
o 10
X3 =
I}

Figure 1 Le model Box-Behnken pour trois facteurs
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Annexe 111 : Préparation des milieux de culture.
> Gélose nutritif

e Composition du milieu :

- EXtrait De Viande @........oooiiii 1,00/L
- EXErAIt De LeVUIE i 2,50/L
= PEPIONE & 5,0g/L
- Chlorure De SOIUM & .. e e 5,009/L
T AL 15,0 g/L

e Préparation
- Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenir durant le
temps nécessaire a sa dissolution.
- Répartir en flacons.
— Stériliser a I’autoclave a 120°C pendant 20 minutes.
pH du milieu prét-a-1 ‘emploi a 25°C : 7,0 £ 0,2.
> Bouillon nutritif

e Composition du milieu :

= P P0G L 10,0 g/L.
= Chlorure de SOIUM &L ..o, 5,0 g/L.
- Extraitde boeuf @.. ..o 10,0 g/L.

e Préparation

- Mettre en solution Le milieu de base déshydraté dans un litre d’eau
- Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenir durant le

temps nécessaire a sa dissolution.

- Repartir en tubes ou en flacons.

— Steériliser a ’autoclave a 120°C pendant 20 minutes

pH du milieu prét-a-1 ‘emploi a 25°C : 7,0 £ 0,2.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_viande
https://fr.wikipedia.org/wiki/Levure
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
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> Gélose a 1% d’amidon

e Composition du milieu :

= AMIAON SOIUDIE ... 10g
5 KN ettt sttt 0.5g
2 K 2HP O A 19
= MOSO4THL0. .. 0.29
L O |01 TSRS RP ORI 0.1g
N =11 PRSPPI traces
R 2 Vo - | G PRSPPI 159

pH du milieu prét-a-1 ‘emploi a 25°C : 7,0 + 0,2.
e Préparation

- métre en solution tous les composés du milieu dans un litre d’eau distillée
-Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et 1’y maintenir durant le

temps nécessaire a sa dissolution.
-Répartir en flacons, a raison de 110 ml par flacon.

- Stériliser a I’autoclave a 120°C pendant 20 minutes.

pH du milieu prét-a-1 ‘emploi a 25°C : 7,0 + 0,2.

Annexe 1V: les réactifs utilisés

> Bleu de coomassie

e Composition de réactif :

= BBl G250t 100 mg
= Ethanol ADSOIU:.......oe 50 ml
- Acide phosphoriqUe @ 8590 :.....ocueeee it 100 ml

- Compléter a 1000 ml avec I’eau distillée.

> Sels de CARAZ |

e Composition de réactif :

- Acétate de zinC Tri NYArate ........ooovoiiiiie e 23.89

- Acide aCetique gIaCIale...........cceiiiiiiiiece 39
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= BAU AISTHIEE ... 100g

> Selsde CARAZ I

e Composition de réactif :

- Ferrocyanure de POtaSSIUM..........cocueiirieiieie et 10.6g
= BAU AISHHIBE. ... 100ml
> DNS

e Composition de réactif :

= U DNS et 1g
I 10 1o =TT 1,5g
- Tartrate double de SOAIUM-POLASSIUM........c.cueimiiiirerereretccce e 30g

Compléter @ 100 ml avec I’cau distillée.

» tampon phosphate pH =7
e Preéparation du Tampon phosphate (0.1) M a pH =7

= K2HPOU et ses s a5 2.0
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Annexe V : Les Courbes D’¢étalonnage

1,
L courbe d'étalon des sucres totaux
, y = 1,0532x
R?=0,998
1
£ 0,8
c
R 0,6
w
Q
<04
0,2
0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Cg/ml
1, Ve
s courbe d'étalon des sucres réducteurs
1,2 A
1 -
g y =1,2292x
S 0,8 R?2=0,9921
wn
00,6
Q
<
0,4
0,2
0 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
C g/ml
1,2 1 : )
courbe d'étalon des protéines
17 .
*
£ y =1,0395x
< R2 = 0,9806
wn
2]
wn
(7]
e}
<
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Cg/ml




Résumé

En Algérie, des quantités importantes de déchets de pommes de terre sont générées a
chaque compagne, ces déchets peuvent étre transformés par divers procédés biotechnologiques ;
La fermentation est une technique qui permet de transformer des déchets agro-industriels en de
nombreux produits a haute valeur ajoutée, tel que les enzymes .Ce travail s’intéresse a la
production d’amylase par une souche amylolytique isolée d’une pomme de terre pourrie. La
premicre partie de 1’étude consiste a la sélection et 1’identification de la souche ayant une
activité amylolytiques. Bacillus amyloliquefaciens a été sélectionnée pour la fermentation. Le
milieu de fermentation a été préparé a base de poudre des épluchures de pomme de terre aprés une
caractérisation physique et chimique de ce substrat. Une étude préliminaire est menée afin
d’optimiser la concentration du substrat et le temps d’incubation qui aboutissent a une meilleur
activité amylasique. L’optimisation par la méthodologie de surface de réponse et model Box-
Behnken des facteurs influencent sur la production a savoir la température, pH et la concentration

de peptone, nous a permis d’améliorer le rendement de production d’enzyme par la fermentation

submergée de 37.864 Ul/ml & 228.227 Ul /ml.

Mots clés : L’amylase, Bacillus amyloliquefaciens, épluchures de pomme de terre,
Fermentation submergée, optimisation, plan Box-Behnken .

Abstract

In Algeria, large quantities of potato waste are generated for each companion, these waste can
be processed by various biotechnological processes; Fermentation is a technique that
transforms agro-industrial waste into many high value-added products such as enzymes. This
work focuses on the production of amylase by an amylolytic strain isolated from a potato
Rotten. The first part of the study involves the selection and identification of the strain having
amylolytic activity. Bacillus amyloliquefaciens was selected for fermentation. The
fermentation medium was prepared from potato peels after a physical and chemical
characterization of this substrate. A preliminary study is carried out in order to optimize the
substrate concentration and incubation time which lead to a better amylase activity.
Optimization by the response surface methodology and Box-Behnken design of the factors
influencing the production, temperature, pH, and peptone concentration allowed us to
improve the yield of enzyme production by submerged fermentation from 37,864 1U/ml to
228,227 IU/ml,

Keywords: Amylase, Bacillus amyloliquefaciens, Potato peel, submerged fermentation,

optimization, Box-Behnken design
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