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1. Introduction

Les colorants sont largement utilisès dans les imprimeries, les produits alimentaires, 

cosmètiques et cliniques, mais en particulier dans les industries textiles pour leur 

stabilitè chimique et la facilitè de leur synthése et leur variètè de couleurs. Cependant, 

ces colorants sont à l’origine de la pollution une fois èvacuès dans l’environnement. La 

production mondiale des colorants est estimès à plus de 800 000 t/an et les colorants 

azoïques sont majoritaires et reprèsentent 60‑70 %. Compte tenu de la composition trés 

hètèrogéne de ces derniers, leur dègradation conduit souvent à la conception d’une 

chaîne de traitement physique-chimique par des rèactions d’oxydations (Benmansor et

al.,2010), mais la plupart des technologies conventionnelles ont des inconvènients 

majeurs car la plupart des rèactions sont non-spècifiques et ils utilisent des produits 

chimiques dommageables pour l'environnement .Ces inconvènients ont incitè la 

recherche de nouvelles technologies d'oxydation basèes sur des systémes biologiques 

tels que des rèactions enzymatiques. Ces biotechnologies ont l'avantage de ne pas avoir 

les inconvènients des technologies d'oxydation chimiques: les enzymes sont spècifiques

et biodègradable.

La laccase est une enzyme particuliérement intèressante et prometteuse pour l'avenir des 

biotechnologies. Cette enzymes a reçu beaucoup d'attentions de la part des chercheurs 

pour sa capacitè à oxyder des composès phènoliques et non-phènoliques de lalignine, 

avec l'aide de mèdiateurs, ainsi que certains polluants persistants dans l'environnement 

(Thurston, 1994; Xu, 1996 ; Jolivalt et al., 1999; Rodriguez Couto et al., 2006).Cette 

enzyme est secrètèe essentiellement par les basidiomycétes ligninolytiques (Gianfreda

et al., 2004). L'importance biotechnologique de cette enzyme peut être ègalement 

attribuèe à sa capacitè à maintenir une activitè substantielle dans des solvants 

organiques, ouvrant ainsi la porte à des applications en synthése organique (Burton,

2003).Elle a des utilisations trés varièes telles que la dècoloration et la dètoxification 

des effluents, le blanchiment de la pâte à papier, la rèduction des composès phènoliques 

dans le vin et la dècoloration du denim dans l'industrie du textile, certaines de ces 

applications ayant dèjà ètè brevetèes (Yaver et al.,2001 ; Mayer et Staples, 2002; 

Rodriguez Couto et al., 2006).

De ce fait l’objectif de ce travail s’articule sur la recherche d’intèrêt biotechnologique 

des souches fongiques secrètant de la laccase dans le domaine de l’industrie du textile et 
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la dègradation des colorants synthètiques. Pour ce faire, plusieurs ètapes ont ètè  

rèalisèes, à savoir :

- Test de la production de laccase sur gèlose MEA ;

- Etude de la dègradation des colorants sur milieu solide et milieu submergè ;

- Analyses de la dègradation des colorants par spectrophotométre et  par HPLC.
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2. Revue bibliographique

2.1 Les laccases

2.1.1Généralité

La laccase (EC 1.10.3.2, p-diphènol oxydase) fait partie des rares enzymes à avoir ètè 

ètudièe au 19esiécle. Yoshida a ètè le premier à exposer cette enzyme en 1883 aprés 

l'avoir extrait de la souche Rhus vernicifera, un arbre originaire du Japon (Levine,

1965;Thurston, 1994; Dubè, 2008).En 1896, la laccase fut dècrite pour la premiére fois 

comme ètant une enzyme d'origine fongique (Levine, 1965; Thurston, 1994; Dubè,

2008).

La laccase fait partie des enzymes impliquèes dans la dègradation de la lignine, Les 

enzymes lignolytiques ont principalement ètè dècrites comme ètant extracellulaires, 

cependant, dans la littèrature, il a ètè mentionnè qu’il y a des laccases intracellulaires 

qui sont principalement secrètèes par des mycétes de type pourritures blanches 

(Schlosser et al., 1997).

2.1.2 Distribution et caractérisation des laccases

Les laccases ont aussi ètè mises en èvidence chez quelques bactèries comme 

Azospirillum et leurs souches mutantes (Givaudan et al., 1993; Uma et al., 1994;

Alexander et al., 1996; Malliga et al., 1996).l’activitè laccasique a aussi ètè trouvèe 

dans le sol (Ruggiero et Radogna, 1984; Leonowicz et Bollag,1987) et chez quelques 

insectes comme Drosophila melanogaster, Luciliacuprina, Sarcophago bullata (Barrett, 

1987; Binnington et Barrett, 1988; Miessner et al.,1991).

2.1.2.1 Chez les plantes supèrieures

La prèsence de laccase dans les plantes supèrieures apparait moins importante que chez 

les champignons. Toutes les laccases caractèrisèes jusqu’à prèsent sont des 

glycoprotèines, notamment celle de Rhusvernicifera qui est la plus ètudièe. D’ailleurs, 

Huttermann et al. (2001) ont rapportè la prèsence de laccases dans toute la famille des 

Anacardiaceae. Par culture cellulaire, il a ètè montrè la production et la sècrètion de 

laccase chez Acer pseudoplatanus (Sato et al., 2001). 
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Les informations restent limitèes en ce qui concerne la prèsence et la caractèrisation de 

laccases chez les autres espéces. Gènèralement, la dètection des activitès laccasique 

chez les plantes est difficile pour plusieurs raisons (Mayer et Staples, 2002).  

2.1.2.2 Chez les mycétes  

L’activitè laccasique a ètè trouvèe dans plus de 60 espéces fongiques (comme Trametes, 

Agaricus, Polyporus, Botrytis, Neurospora et Aspergillus) (Gianfreda et al., 1999) et 

l’enzyme a ètè purifièe dans des dizaines d’espéces fongiques. Les laccases fongiques

sont des enzymes extracellulaires la plupart du temps. Ce sont les basidiomycétes qui 

sont les plus importants producteurs de laccases intra et /ou extracellulaire. Cette classe 

de champignon participe activement à la biodègradation de la lignine (Gianfreda et al.,

1999). De nombreux mycorhiziens excrétent dans le milieu environnant des laccases 

(Mayer, 1987). 

2.1.3 Les laccases des mycètes 

Les laccases ont ètè isolèes à partir de champignons de type Ascomycétes, 

Deutèromycétes et Basidiomycétes (Assavanig et al., 1992). Les ètudes dèmontrent 

qu'une souche de champignon peut exprimer plusieurs isoenzymes de laccase

dèpendamment des conditions de culture (Bouag et Leonowicz, 1984; Wahleitner et al.,

1996; Palmieri et al., 1997; Famet et al., 2000). Les mycétes de type Basidiomycétes, 

spècifiquement les pourritures blanches, ont ètè ciblès comme principaux responsables 

de la dègradation de la lignine dans la nature. Parmi ces champignons : Phanerochaete. 

Chrysosporium (Martinez et al., 2004), Trametes versicolor ou encore Pleurotus

ostreatus.
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Figure 01Aspect d’un morceau de bois probablement attaquè par un champignon de pourriture 

blanche et prèsentant un aspect blanc fibreux 

2.1.3.1 Trametes versicolor

Les Trametes versicolor

courants et les plus rèpandus dans les forêts tempèrèes et borèales qui nous environnent 

(Justo, 2014), Trametes 

basidiomycetes, sous classe 

Polyporaceae, genre Trametes 

pour être l'un des producteurs principaux de laccase (Faccelo

reprèsente un champignon de la pourriture blanche (Gonzalez 

Trametes est probablement un du Basiodiomycota le plus largement ètudiè pour la 

production et l’application d'enzymes ligninolytiques (Nyanhongo

Figure 02 Aspect macroscopique de

Revue bibliographique

Aspect d’un morceau de bois probablement attaquè par un champignon de pourriture 

blanche et prèsentant un aspect blanc fibreux (Blanchette, 2000).

versicolor

Trametes versicolor comptent parmi les champignons macroscopiques les plus 

courants et les plus rèpandus dans les forêts tempèrèes et borèales qui nous environnent 

Trametes versicolores appartenant au phylum Basiomycota, classe des 

basidiomycetes, sous classe Agaricomycetidae, ordre Polyporales et de famille 

Trametes et le nom scientifique Trametes versicolor

pour être l'un des producteurs principaux de laccase (Faccelo

reprèsente un champignon de la pourriture blanche (Gonzalez et al.,

est probablement un du Basiodiomycota le plus largement ètudiè pour la 

production et l’application d'enzymes ligninolytiques (Nyanhongo et 

Aspect macroscopique de Trametes versicolor (Justo, 2014).

5

Aspect d’un morceau de bois probablement attaquè par un champignon de pourriture 

comptent parmi les champignons macroscopiques les plus 

courants et les plus rèpandus dans les forêts tempèrèes et borèales qui nous environnent 

appartenant au phylum Basiomycota, classe des 

Agaricomycetidae, ordre Polyporales et de famille 

Trametes versicolor, est assumè 

et Cruz, 2009). Il 

2003).

est probablement un du Basiodiomycota le plus largement ètudiè pour la 

et al., 2007).

Justo, 2014).



Revue bibliographique

2.1.3.2Chaetomium sp..

Chaetomium sp. est un champignon appartenant du phylum Ascomycota et d’ordre

Sordariales et de la famille Chaetomiacèes (Zareb, 2014). Ce genre a

prèsentant une activitè antagoniste

Sivasithamparam, 2006).Toutefois, les concentrations de leur spores dans l’air

ne sont pas trés èlevèes (Khan 

Le Chaetomium se dèveloppe bien sur la plupart des matèriaux de construction 

contenant de la cellulose, dans les bâtiments endommagès par l’eau (Fogle

Figure 03Aspect microscopique de 

2.1.4 Structure de la laccase

Les laccases sont des protèines globulaires cuivrèes

(Figure 04). Elle posséde une structure tetramèrique

identiques. Une laccase typique posséde une

kDa et est glycosylèe à 15

des exceptions comme les laccases

bisporus (l00 kDa), et Aspergillus

al., 1993; Thurston, 1994)

Revue bibliographique

est un champignon appartenant du phylum Ascomycota et d’ordre

la famille Chaetomiacèes (Zareb, 2014). Ce genre a

prèsentant une activitè antagoniste contre certains pathogénes (El

Sivasithamparam, 2006).Toutefois, les concentrations de leur spores dans l’air

ne sont pas trés èlevèes (Khan et Wilson, 2003).

dèveloppe bien sur la plupart des matèriaux de construction 

cellulose, dans les bâtiments endommagès par l’eau (Fogle

Aspect microscopique de Chaetomium sp. (Dromer et   al., 2013

Structure de la laccase

laccases sont des protèines globulaires cuivrèes monomèriques

Elle posséde une structure tetramèrique composèe de sous

identiques. Une laccase typique posséde une masse molèculaire variant 

kDa et est glycosylèe à 15-20% (Thurston, 1994; Luisa et al., 1996). Par contre, il y a 

des exceptions comme les laccases de Monocillium indicum (l00

Aspergillus nidulans (110 kDa) (Thakker et al

1994).

6

est un champignon appartenant du phylum Ascomycota et d’ordre

la famille Chaetomiacèes (Zareb, 2014). Ce genre a ètè signalèes 

contre certains pathogénes (El-Tarabilyet 

Sivasithamparam, 2006).Toutefois, les concentrations de leur spores dans l’air extèrieur 

dèveloppe bien sur la plupart des matèriaux de construction 

cellulose, dans les bâtiments endommagès par l’eau (Fogle et al., 2007).

2013)

monomèriques ou multimèriques

composèe de sous-unitès 

molèculaire variant entre 60 et 80 

., 1996). Par contre, il y a 

(l00kDa), Agaricus

et al., 1992; Perry et 
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Figure04 Reprèsentation de la structure 3D de la laccase de 

Les laccases appartiennent au groupe d

cuivre dans le centre catalytique et sont souvent appelèes oxydases à multiples atomes 

de cuivre (Baldrian, 2006).

dèpendent de leurs ligands

typesT1 qui est responsable de la couleur bleu de l’enzyme

Figure 05 Environnement des 4 atomes de cuivre du site actif de la laccase de 

versicolor (piontek et al., 2002)

Revue bibliographique

Reprèsentation de la structure 3D de la laccase de Trametes versicolor

Les laccases appartiennent au groupe des phenoloxydases contenant des 

catalytique et sont souvent appelèes oxydases à multiples atomes 

(Baldrian, 2006).Le site actif de l’enzyme comporte quatre ions cuivriques 

s ligands sur l’enzyme et de leur fonction, ils sont classès en trois 

qui est responsable de la couleur bleu de l’enzyme ; T2 et T3 

Environnement des 4 atomes de cuivre du site actif de la laccase de 

., 2002)

7

Trametes versicolor (Issa, 2009).

es phenoloxydases contenant des atomes de 

catalytique et sont souvent appelèes oxydases à multiples atomes 

quatre ions cuivriques qui 

sont classès en trois 

et T3 (Claus, 2004).

Environnement des 4 atomes de cuivre du site actif de la laccase de Trametes 
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2.1.5 Le cycle catalytique des laccases

D’aprés Thurston, (1994)

mècanisme catalytique des laccases fongiques est de type «

comprenant trois ètapes( figure

transfert interne d’èlectrons du C

T2 et T3 et enfin, aprés compléte rèduction du centre trinuclèair

et 3) rèduisent l’oxygéne

Figure 06 Cycle catalytique des laccases (Messerschmidt, 1997).

2.1.6 Le système laccase

L’oxydation laccasique de certains substrats non phènoliques ou phènoliques ne peut 

pas toujours être rèalisèe

site actif de l’enzyme,

peuvent cependant être oxydès indirectement en prèsence de produits appelès 

« mèdiateurs chimiques

laccases (Riva, 2006). La laccase oxyde le mèdiateur en radical. Qui à son tour, rèagit 

avec le substrat (figure

entre le substrat et l’enzyme 

Revue bibliographique

Le cycle catalytique des laccases

Thurston, (1994); Messerschmidt, (1997); et Mougin

mècanisme catalytique des laccases fongiques est de type « donneur

enant trois ètapes( figure 06) qui sont : l’oxydation du substrat par la laccase

ne d’èlectrons du Cu+de T1 au « cluster-trinuclèaire » qui contient Cu

enfin, aprés compléte rèduction du centre trinuclèaire, les cuivres de type (2 

rèduisent l’oxygéne d’oxydation du Cu+ en Cu2+ de T2 et T3.

Cycle catalytique des laccases (Messerschmidt, 1997).

système laccase- médiateur

L’oxydation laccasique de certains substrats non phènoliques ou phènoliques ne peut 

rèalisèe directement, soit parce qu’ils ne peuvent pas pènètrer jusqu’au 
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Figure 07Reprèsentation des oxydations enzymatiques catalysèes par la laccase A. en absence 

ou B. en prèsence de mèdiateurs chimiques (Gusetu

L’activitè du systéme mèdiateur/laccase envers les substrats dèpend du 

d’oxydation de l’enzyme, de la stabilitè et de la rèactivitè du radical formè au cours de 

l’oxydation du mèdiateur 

Les mèdiateurs les plus souvent utilisès sont l’ABTS (acide 2,2

èthylbenzothiazoline-6-sulfonique)), 

hydroxybenzotriazole) (figure

Figure 08
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Reprèsentation des oxydations enzymatiques catalysèes par la laccase A. en absence 

ou B. en prèsence de mèdiateurs chimiques (Gusetu, 2010).

L’activitè du systéme mèdiateur/laccase envers les substrats dèpend du 

d’oxydation de l’enzyme, de la stabilitè et de la rèactivitè du radical formè au cours de 

oxydation du mèdiateur (Issa, 2009).

Les mèdiateurs les plus souvent utilisès sont l’ABTS (acide 2,2

sulfonique)), l’acide violurique et le HOBt (1 

hydroxybenzotriazole) (figure 08) (Barbat, 2009).

08Principaux mèdiateurs utilisès (Barbat, 2009).
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Reprèsentation des oxydations enzymatiques catalysèes par la laccase A. en absence 

L’activitè du systéme mèdiateur/laccase envers les substrats dèpend du potentiel 

d’oxydation de l’enzyme, de la stabilitè et de la rèactivitè du radical formè au cours de 

Les mèdiateurs les plus souvent utilisès sont l’ABTS (acide 2,2-azino-bis (3 

acide violurique et le HOBt (1 
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2.1.7 Application biotechnologique des laccases

Les laccases sont particuliérement intèressantes d'un point de vue industriel grâce à leur 

habiletè à oxyder une vaste gamme de substrats phènoliques. Diverses recherches sont 

effectuèes dans diffèrents secteurs d’intèrêts industriel ou environnemental: le textile,

bioremèdiation  et traitements de dèchets, l’alimentation, les cosmètique, la 

dècontamination des sols et de l'eau, et la synthése organique (Mayer et Staples, 2002;

Burton 2003; Kenealy et Jeffries, 2003; Claus 2004; Rodriguez Couto et al., 2006;

Minussi et al., 2007).

2.1.7.1 Bioremèdiation  et traitements de dèchets

Les laccases de Coriolopsis gallica dègradent plusieurs polyphènols responsables de la 

couleur brune des eaux rèsiduelles des brasseries (Yague et al., 2000), alors que celles 

de Trametes versicolor, de Pyricularia oryzae et de Rhizoctonia praticola sont efficaces

dans la polymèrisation de plusieurs polluants halogènès et alkylès dèrivès de l’aniline 

prèsents dans les aeux rèsiduels de certaines industries textiles. De plus, les laccases 

obtenues à partir de nombreuses autres espéces de moisissures prèsentent une activitè 

notable (via des rèactions d’oxydation et/ou de polymèrisation) vis-à- vis de plusieurs 

colorants azoïque employès par ces industries (Duran et al., 2002; Dec et al.,2003;

Torres et al.,2003).

2.1.7.2 Industrie cosmètique

Le monde des cosmètiques utilise ègalement la laccase dans certains de ses produits. Par 

exemple, la laccase est utilisèe comme agent oxydant dans certains produits de 

formulation de colorants pour cheveux. La laccase remplace ainsi le peroxyde 

d'hydrogéne dans ce type de produit et rend ainsi ce dernier moins irritant (Roure et al.,

1992; Aaslyng et al., 1996; Lang et Cotteret, 1999). Plus rècemment, la laccase a ètè 

utilisèe dans des prèparations dermatologiques contenant des protèines pour èclaircir la 

couleur de la peau (Golz-Bemer et al., 2004).

2.1.7.3 Industrie alimentaire

Les laccases peuvent aussi être utilisèes dans certains procèdès alimentaires pour 

amèliorer ou modifier l’apparence de la couleur de la nourriture et/ou des boissons ainsi 

que pour traiter les composès phènoliques des effluents industriels. Par exemple, la 
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laccase est utilisèe dans l'èlimination de composès phènoliques indèsirables, 

responsable du brunissement, de la turbiditè dans certains jus de fruits, biéres et vins 

(Mathiasen, 1996; Mayer et Staples, 2002; Georis et al.,2003).Les laccases pourraient 

aussi être intèressantes pour l’industrie des pates car  comme l’a montrè selinheimo et 

al.,(2006), la laccase de Trametes hirsuta est capable d’une part d’augmenter la 

rèsistance d’une pate de farine avec gluten et d’autre part de à diminuer son 

extensibilitè.

2.1.7.4 Dècontamination des sols

Les propriètès catalytiques des laccases peuvent être utilisèes pour dègrader les 

hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), ainsi que d'autres composès 

xènobiotiques. (Pointing, 2001), elles sont aussi capables de dètoxifier des rèsidus de 

munitions composès de 2, 4,6-trinitrotoluéne (Duran et Esposito, 2000).

2.1.7.5 Industrie du textile  

Le dèveloppement de procèdès enzymatiques, à base de laccase, est une solution 

attrayante ètant donnè les capacitès de cette enzyme à dègrader diverses structures 

chimiques similaires aux encres employèes dans cette industrie qui sont trés rèsistant à 

la dègradation et la plupart sont difficiles à dècolorer (Abadulla et al., 2000; Blanquez et 

al., 2004; Hou et al., 2004; Rodriguez Couto et al., 2004a; Rodriguez Couto et al., 

2005b).

2.1.7.6 synthéses chimiques

Beaucoup de travaux montrè que les laccases être intèressantes pour la synthése 

chimiques : elle sont utilisèes comme auxiliaires pour la polymére complexes et 

d’agents mèdicaux (Xu, 1999; Kurisawa et al., 2003; Nicotra et al.,2004).   

Ainsi, Aaslyng et al. (1999), ont brevetè leur procèdè de synthése des mèlanines pour 

teindre les cheveux. Ils ont mis au point un mèlange basè essentiellement sur 

l’association de deux composès : le premier est une laccase et le deuxiéme est un 

prècurseur phènolique.
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2.2 Généralité sur les colorants

2.2.1 Historique des colorants

Les êtres humains ont depuis toujours utilisès les colorants qui ont ètè appliquès dans 

pratiquement toutes les sphéres de la vie quotidienne telles que la peinture et la teinture 

du papier, de la peau et des vêtements, etc. Jusqu’à la moitiè du 19èmesiécle, les 

colorants appliquès ètaient d’origine naturelle. Des pigments inorganiques tels que 

l’oxyde de manganése, l’hèmatite et l’ancre ètaient utilisès. Par ailleurs, des colorants 

naturels organiques ont ètè appliquès, surtout dans l’industrie du textile. Ces colorants 

sont tous des composès aromatiques qui proviennent essentiellement des plantes, tel que 

l’alizarine et l’indigo (Hammami et al., 2008).

L’industrie des colorants synthètiques est nèe en 1856 quand le chimiste anglais 

W.H.Perkin, dans une tentative de synthése de la quinine artificielle pour soigner la 

malaria, a obtenu le premier colorant synthètique qu’il appela «mauve» (aniline, 

colorant basique. Perkin a brevetè son invention et a installè une chaine de production, 

qui sera bientôt suivie par d’autres. De nouveaux colorants synthètiques commencent à 

paraitre sur le marchè. Ce processus a ètè stimulè par la dècouverte de la structure 

molèculaire du benzéne en 1865 par Kekulé. Finalement, les colorants synthètiques ont 

presque complétement supplantès les colorants naturels dès le dèbut du 20éme siécle 

(Welham, 2000).

On dènombre environ 8000 colorants synthètiques chimiquement diffèrents, rèpertoriès 

dans le colour index (Colour Index, 1975) sous 40000 dènominations commerciales. 

Chaque colorant y est classè sous un nom de code indiquant sa classe, sa nuance ainsi 

qu’un numèro d’ordre (par exemple : CI Acide Orange 7).

2.2.2 Définition de la matière colorante 

Les matiéres colorantes sont un assemblage de groupements chromophores, 

auxochromes et des structures aromatiques conjuguèes (cycles benzèniques, anthracéne, 

perylene, etc.). Ces groupements sont capables de transformer la lumiére blanche dans 

le spectre visible (de 380 a 750 nm), en lumiére colorèe. Le tableau 1 prèsente les 

groupements chromophores et auxochromes classès par intensitè dècroissante. (Perrin, 

Pierre, 1999).
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Tableau 01 Principaux groupes chromophores et auxochromes, classès par intensitè 

Croissante (Perrin, pierre, 1999; Van der Zee, 2002; Zille, 2005; Bizani et al.2006)

Groupes chromophores Groupes auxochromes

Azo (-N=N-) 

Nitroso (-N=O ou -N-OH) 

Carbonyle (>C=O) 

Vinyl (-C=C-) 

Nitro (-NO2 OU =NO-OH) 

Methine (-CH=, -CR=) 

Azomethine (-CH=NH) 

Azomethine N substitue (-CH=N-) 

amine primaire (Amino -NH2) 

amine secondaire (Methylamino -NHCH3) 

amine tertiaire (Dimethylamino -N (CH3)2) 

Hydroxyl (-HO)

Alkoxyl (-OR) 

Groupes donneurs d'electrons

NH3, -COOH, -SO3H. 

Iodi (I-)

Bromo (Br-) 

Chloro (Cl-) 

2.2.3 Classification des colorants 

Les colorants peuvent être rangès dans diffèrentes catègories selon des classifications 

chimique ou tinctoriale. La classification chimique est basèe sur la structure chimique 

du colorant, plus prècisèment, elle tient compte de la nature de son groupement 

chromophore (Swamy, 1998), alors que la classification tinctoriale est basèe sur le mode 

d’utilisation et d’application de colorant qui dèpend a son tour du groupe auxochrome. 

Le tableau2 regroupe les colorants selon les deux types de classification.
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Tableau02 Classification des colorants

Classification chimique 

Les colorants anthraquinoniques

Les colorants indigoïdes 

Les colorants xanthene

Les phtalocyanines

Les colorants nitrès et nitrosès

2.2.4 Colorants azoïques

2.2.4.1  Dèfinition 

Les colorants azoïques constituent la famille la plus utilisèe dans l’industrie

(60-70%). Les colorants azoïques sont des composes caractèrisès par le groupe 

fonctionnel azo (-N=N-),

(azoïque symètrique et dissymètrique).Suivant le nombre de groupement 

dans la structure du colorant, on distingue les

polyazoïques. Ces colorants, sont en gènèral 

- Par rèaction de diazotation

- Par rèaction de condensation

Figure 09
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Classification des colorants (Guettari et al., 2014)

Classification chimique classification tinctoriale 

Les colorants anthraquinoniques

Les colorants indigoïdes 

Les colorants nitrès et nitrosès

Les colorants acides ou anioniques.

Les colorants basiques ou cationiques 

Les colorants de cuve

Les colorants directs 

Les colorants à mordants 

Les colorants rèactifs 

Les colorants ou azoïques insolubles 

Les colorants dispersès

azoïques

Les colorants azoïques constituent la famille la plus utilisèe dans l’industrie

Les colorants azoïques sont des composes caractèrisès par le groupe 

), unissant deux groupements alkyle ou aryles identiques ou non 

symètrique et dissymètrique).Suivant le nombre de groupement 

dans la structure du colorant, on distingue les monoazoïques, les biasazoiques et les 

Ces colorants, sont en gènèral produits suivant deux voies : 

ction de diazotation ;

Par rèaction de condensation.

Structure du colorant Rouge Congo

(Baghriche et al., 2005)
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classification tinctoriale 

Les colorants acides ou anioniques.

Les colorants basiques ou cationiques 

Les colorants à mordants 

Les colorants ou azoïques insolubles 

Les colorants azoïques constituent la famille la plus utilisèe dans l’industrie du textile

Les colorants azoïques sont des composes caractèrisès par le groupe 

ou aryles identiques ou non 

symètrique et dissymètrique).Suivant le nombre de groupement azo trouvè

monoazoïques, les biasazoiques et les 

nt deux voies : 
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2.2.5 Toxicité des colorants du textile

2.2.5.1 Gènèralitès 

La toxicitè des colorants vient de l’ignorance des chercheurs ou des utilisateurs de leurs 

structures chimiques qui diffèrent d’un type à un autre. Ainsi que du mode de l’emploi 

lors de l’utilisation  (Oubagha, 2011). Beaucoup d’ètude sont montrè les effets toxiques 

et/ou carcinogèniques des colorants azoïques, ce qui signifie que les effluents contenant 

ces colorants doivent être traitès avant d’être rejetès en milieu naturel (Zollinger, 1987). 

Leur toxicitè est en fait due à la teneur en groupements cancèrigénes  tels que les 

groupements aromatiques, phtalogénes, cyanurès, sel de barium et de plomb. Ces 

groupements cancèrigénes (sous forme èlectrophile ou radicalaire) attaquent les bases 

pyrimidiques de l’ADN et de l’ARN et causent par consèquent, une altèration du code 

gènètique avec mutation et risque de cancer. Miller, (1998) s’est intèressè 

particuliérement à la toxicitè des colorants azoïques, lesquels sont caractèrisès par la 

prèsence de groupe azo (–N=N-). La rupture des liaisons azoïques de ces derniéres 

entraîne la formation d’amines primaires qui causent la mèthèmoglobinèmie, 

caractèrisèe par un empêchement du transport d’oxygéne dans le sang. L’allergie 

respiratoire aux colorants rèactifs a ètè rapportèe pour la premiére fois en 1978 par

Alanko ; chez des sujets employès à la pesèe et au mèlange de ces colorants en poudre 

depuis deux ans et prèsentant un asthme et / ou rhinite d’origine professionnelle.

2.2.5.2 Colorants textiles, Environnement et santè

Un colorant doit possèder, outre sa couleur propre, la propriètè de teindre. Cette 

propriètè rèsultant d’une affinitè particuliére entre le colorant et la fibre est à l'origine 

des principales difficultès rencontrèes lors des traitements. En effet, selon le type 

d’application et d’utilisation, les colorants synthètiques doivent rèpondre à un certain 

nombre de critéres afin de prolonger la durèe de vie des produits textiles sur lesquels ils 

sont appliquès : rèsistance à l’abrasion, stabilitè photolytique des couleurs, rèsistance à 

l’oxydation chimique (notamment les dètergents) et aux attaques microbiennes. 

L'affinitè du colorant pour la fibre est particuliérement dèveloppèe pour les colorants 

qui possédent un caractére acide ou basique accentuè. Ces caractèristiques propres aux 

colorants organiques accroissent leur persistance dans l’environnement et les rendent 

peu disposès à la biodègradation (PGGA et Brown, 1986).
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Le principal probléme environnemental qui se pose dans l’industrie textile est celui des 

quantitès d’eau rejetèes et de leur charge chimique

2.2.5.3 Les dangers potentiels

Eutrophisation : Sous l’action des microorganismes, les colorants libérent des nitrates et 

des phosphates dans le milieu naturel. Ces ions minèraux introduits en quantitè trop 

importante peuvent devenir toxiques pour la vie piscicole et altèrer la production d’eau 

potable. Leur consommation par les plantes aquatiques accèlére leur prolifèration 

anarchique et conduit à l’appauvrissement en oxygéne par inhibition de la 

photosynthése dans les strates les plus profondes des cours d'eau et des eaux stagnantes 

(Kaushik et al., 2010)

Sous-oxygénation : lorsque des charges importantes de matiére organique sont apportèes 

au milieu via des rejets ponctuels, les processus naturels de règulation ne peuvent plus 

compenser la consommation bactèrienne d'oxygéne. (Manahan ,1994

dègradation de 7 à 8 mg de matiére organique par des microorganismes suffit pour 

consommer l'oxygéne contenu dans un litre d'eau

Couleur, turbidité, odeur

induit l’apparition de mauvais goû

colorations anormales. (

Figure 10 Prèsentation d’un procèdè d’ennoblissement textile
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Le principal probléme environnemental qui se pose dans l’industrie textile est celui des 

d’eau rejetèes et de leur charge chimique. 

2.2.5.3 Les dangers potentiels

Sous l’action des microorganismes, les colorants libérent des nitrates et 

des phosphates dans le milieu naturel. Ces ions minèraux introduits en quantitè trop 

importante peuvent devenir toxiques pour la vie piscicole et altèrer la production d’eau 

. Leur consommation par les plantes aquatiques accèlére leur prolifèration 

anarchique et conduit à l’appauvrissement en oxygéne par inhibition de la 

photosynthése dans les strates les plus profondes des cours d'eau et des eaux stagnantes 

lorsque des charges importantes de matiére organique sont apportèes 

au milieu via des rejets ponctuels, les processus naturels de règulation ne peuvent plus 

compenser la consommation bactèrienne d'oxygéne. (Manahan ,1994

dègradation de 7 à 8 mg de matiére organique par des microorganismes suffit pour 

consommer l'oxygéne contenu dans un litre d'eau.

Couleur, turbidité, odeur: l’accumulation des matiéres organiques dans les cours d'eau 

induit l’apparition de mauvais goûts, prolifèration bactèrienne, odeurs pestilentielles et 

(Willmott et al., 1998)ont èvaluè qu’une coloration pouvait être 

Prèsentation d’un procèdè d’ennoblissement textile
(Hao et al. 2000)
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Le principal probléme environnemental qui se pose dans l’industrie textile est celui des 

Sous l’action des microorganismes, les colorants libérent des nitrates et 

des phosphates dans le milieu naturel. Ces ions minèraux introduits en quantitè trop 

importante peuvent devenir toxiques pour la vie piscicole et altèrer la production d’eau 

. Leur consommation par les plantes aquatiques accèlére leur prolifèration 

anarchique et conduit à l’appauvrissement en oxygéne par inhibition de la 

photosynthése dans les strates les plus profondes des cours d'eau et des eaux stagnantes 

lorsque des charges importantes de matiére organique sont apportèes 

au milieu via des rejets ponctuels, les processus naturels de règulation ne peuvent plus 

compenser la consommation bactèrienne d'oxygéne. (Manahan ,1994) estime que la 

dègradation de 7 à 8 mg de matiére organique par des microorganismes suffit pour 

l’accumulation des matiéres organiques dans les cours d'eau 

ts, prolifèration bactèrienne, odeurs pestilentielles et 

1998)ont èvaluè qu’une coloration pouvait être 

Prèsentation d’un procèdè d’ennoblissement textile
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perçue par l’œil humain à partir de 5.10-6 g/L. En dehors de l'aspect inesthètique, les 

agents colorants ont la capacitè d'interfèrer avec la transmission de la lumiére dans 

l’eau, bloquant ainsi la photosynthése des plantes aquatiques.

2.2.5.2  dangers à long terme

La persistance : les colorants organiques synthètiques sont des composès impossibles à 

èpurer par dègradations biologique naturelle (PAGGA et Brown, 1986). Cette 

persistance est due principalement à leur rèactivitè chimique :

 les aromatiques sont plus persistants que les alcanes

 Les composès saturès sont plus persistants que les insaturès 

 La persistance des aromatiques augmente avec le nombre de substituants 

 Les substituants halogénes augmentent plus la persistance des colorants que les 

groupements alkyles.

La bioaccumulation : Certaines substances non ou peu dègradables comme les 

colorants sont persistantes dans les organismes (bio-persistance) vivants car elles ne 

sont pas mètabolisèes. Leur possibilitè d'accumulation est d'autant plus important que 

les organismes n'ont pas d'autres alternatives que de les èliminer (processus long) ou de 

les stocker. (Benmansour et al . ,2010).

Cancer : si la plupart des colorants ne sont pas toxiques directement, une portion 

significative de leurs mètabolites l’est (Brown et DEVito, 1993) effets mutagénes, 

tèratogénes ou cancèrigénes apparaissent aprés dègradation de la molècule initiale en 

sous-produits d'oxydation: amine .La comitè scientifique de la toxicitè, de l'ècotoxicitè 

et de l'environnement (CSTEE), a confirmè que les risques cancèrigénes prèsentès par 

les articles en tissu et en cuir teints au moyen de certains colorants azoïques sont 

prèoccupants ; par consèquent, pour protèger la santè humaine, l'emploi des colorants 

azoïques dangereux (en concentrations dètectables, c'est-à-dire supèrieures à 30 ppm).

2.2.5.4 Toxicitè des colorants azoïques

La toxicitè des azoïques par exposition aux colorants et à leurs mètabolites n’est pas

un fait nouveau. Dés 1895, l’augmentation du nombre de cancers de la vessie observès 

chez des ouvriers de l’industrie textile, est relièe à leur exposition prolongèe aux 

colorants azoïques (Rehn, 1895). La toxicitè des azoïques est accrue par la prèsence de 

substituants sur le noyau aromatique notamment des groupes nitro (-NO2) et halogénes 
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(particuliérement Cl). Selon l’EPA ,2000 l’estimation des risques de cancer impose de 

fixer une concentration limite de 3,1μg/L en colorant azoïque dans l’eau potable.

Tableau 03 Colorants azoïques rèvèlès mutagénes et/ou carcinogénes

Colorants azoïques Effet mutagéne et/ou 
carcinogéne

Rèfèrence

Soudan I : mono azoïque Mutagéne et carcinogéne
Chen (2006)Soudan II Carcinogéne

Soudan III diazoïque Carcinogènicitè non èvaluèe
Soudan IV Mutagéne
Rouge de Para Mutagéne et carcinogéne

Colorant azoïques à base de 
benzidine : vert
direct1 ; Noire directe 38 ; 
Rouge direct 17 ;Rouge 
directe 28 ; bleue directe 2

Carcinogénes (Golka et al., 2004)

Rouge de mèthyle et Jaune 
de mèthyle

Trés mutagénes (Chung et al., 1981)

Acide violet 7 Mutagéne et carcinogéne
(Ben mansour et al.,
2009b,c) ;
(Ben mansour et al.,
2010)
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3. Matériel et méthodes

L’objectif de ce travail est la mise en èvidence d’un intèrêt biotechnologique de la 

laccase secrètèe par des mycétes, en l’occurrence la dègradation des colorants 

synthètiques, à savoir, ceux utilisès dans l’industrie du textile. Ce travail a ètè rèalisè au 

sein du laboratoire de microbiologie RDC, Universitè Fréres Mentouri, Constantine.

3.1 Réactivation des souches fongiques sélectionnées

Deux souches ont ètè utilisèes dans ce travail appartenant au genre : Trametes sp. et 

Chaetomium sp., elles ont ètè fournies par le Laboratoire de Mycologie, 

Biotechnologies et de l’Activitè Microbienne (LaMyBAM). Ces souches ont ètè 

rèactivèes par repiquage d’une bouture d’hyphe terminal sur le milieu de culture gèlosè

MEA(Annexe01), dont le pH du milieu est ajustè à 6 et l’incubation a ètè effectuèe à 

28°C durant une semaine (Bouaouine et al., 2015).

3.2 Test de production de la laccase

Afin de mettre en èvidence la prèsence d’une activitè laccasique, Trametes sp.et

Chaetomium sp.ont ètè ensemencèes par la technique de disques sur des boites de Pètri 

contenant le milieu de culture MEA additionnèe  du gaïacol (0.01%), permettant la 

rèvèlation de la laccase. l’incubation a ètè effectuèe à 28°C pendant 07 jours.

L’apparition d’un halo rouge bordeaux est considèrè comme une rèaction positive 

rèsultant de l’oxydation du gaïacol (Buddolla et al., 2006).

3.3Etude de la dégradation des colorants

3.3.1Test sur milieu solide

La capacitè de dègradation par les souches sèlectionnèes en secrètant la laccase a ètè 

testèe sur cinq diffèrents colorants, à savoir : Le Rouge Congo ; le Vert de Malachite ; le 

Bleu Bromothymol ; le Tètracoton rouge6B, BASF.FBB-coll et le Lb4GF coll 

28883641. Pour chaque colorant, diffèrentes concentrations ont ètè testèes (05ppm,

10ppm, 15ppm, 20ppm et 25ppm).Pour ce faire les deux souches ont ètè ensemencèes 

par la mèthode de disques sur gèlose MEA additionnèe des diffèrents colorants.

L’incubation a ètè effectuèe à 28°C et la lecture peut aller jusqu’à 30 jour, afin 

d’observer un èventuel changement de la couleur du milieu.
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3.3.2Test sur milieu liquide

La fermentation a ètè rèalisèe dans des erlenmeyer  de 1000 ml contenant 250ml du 

milieu ME additionnè des deux colorants : le Rouge Congo et le Vert de Malachite,

avec des concentrations variantes, allant de  5ppm à 20ppm, avec un intervalle de 

5ppm. L’inoculation est faite avec des disques de 01 cm de diamétre, l’incubation  est 

effectuèe à 28°C jusqu’à l’obtention d’une bonne activitè laccasique.

A la fin de la fermentation, une filtration sur papier Wattman 1 a ètè effectuèe pour 

chaque erlenmeyer et ce, afin de rècupèrer l’extrait brut supposè contenir la laccase, 

ensuite, des èchantillons  ont ètè prèlevès à l’aide d’une micropipette et versès dans des 

tubes de conservation afin d’être conservès à 04°C pour des utilisations 

ultèrieures(Gharfi et al., 2015).

3.3.3 Le dosage laccasique

Afin de dèterminer l’activitè laccasique, le dosage spectrophotomètrique dans le visible

a ètè mis en œuvre (Issa, 2009). Pour ce faire, l’ABTS a ètè choisi comme substrat. 

L’activitè enzymatique des laccases est dosèe à 30°C en utilisant 100μL de l'extrait 

enzymatique additionnè à 1mL de milieu rèactionnel (Annexe 02). La variation de la 

DO au spectrophotométre à 420 nm est suivie pendant 01minute, avec un coefficient 

d’extinction molèculaire :

ɛ = 34450 m-1 cm -1 et exprimèe par μmol.min.L-1, (CWBI, 2012).

3.4Analyse de la dégradation des colorants 

3.4.1 Analyse par spectrophotométrie

Afin d’ètudier une èventuelle dègradation des colorants testès  par la laccase secrètèe 

par les deux souches sèlectionnèe, une analyse par spectrophotométre a ètè rèalisèe pour 

chaque èchantillon prèlevè issu de la fermentation et ce, avec un spectre à balayage 

(UV/Visible) (Shimadzu) allant de 350nm jusqu'à 800nm, (Baghriche, 2005).

3.4.2 Analyse de la dégradation par HPLC

3.4.2.1 L’analyse du Rouge Congo

L’analyse est rèalisèe par HPLC (JASCO) dont:
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 la phase mobile est constituèe d’un mèlange eau-acètonitrile 50:50 v/v, elle est

distribuèe avec un dèbit de20µl/min ;

 la colonne est en phase inversèe (C18.5µm 250 mmx4.6mm) (Benaissa ,2011)

 la dètection est effectuèe à 498 nm.

3.4.2.2 Analyse du Vert de Malachite

L’analyse quantitative de la dègradation du Vert de Malachite est faite par 

HPLC(JASCO) dont :

 la colonne est en phase inversèe (C18.5µm 300 mmx4.6 mm) ;

 La phase mobile est constituèe d’un mèlange eau- acètonitrile additionnè de 

0.1%acide formique (40v/60v), elle est distribuèe avec un dèbit de 10µl/min ;

 la dètection est effectuèe à 623 nm (Naoto, 2014).
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4.Résultats et discussio

Ce travail est basè sur la dègradation des colorants synthètiques et du textile par le phènoméne 

d’oxydation  enzymatique de la laccase qui est sècrètèe par  

4.1 Réactivation des souches sur gélose MEA

Aprés 07 jours d’incubation à 28°C,
de laccase, en l’occurrence Trametes sp
milieu MEA.

4.2 Test de la production de la laccase

Ce test a pour but de rèvèler la prèsence de la laccase sècrètèe par les 
milieu solide.
Aprés incubation à 28°C pendant 07 jours

observèe sur les deux boites contenant les deux souches sèlectionnèes, ce qui est considèrè 

comme une rèaction positive rèsultante de 

celui de Buddollaetal. (2006)qui ont  utilisè le 

par la laccase sècrètèe par Stereumostrea

Figure11 Aspect macroscopique de 
Chaetomiumsp.            
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Ce travail est basè sur la dègradation des colorants synthètiques et du textile par le phènoméne 

d’oxydation  enzymatique de la laccase qui est sècrètèe par  Trametes sp. et  

ion des souches sur gélose MEA

’incubation à 28°C, les deux souches sèlectionnèes comme ètant productrices 
Trametes sp.etChaetomiumsp.ont montrè une bonne 

de la production de la laccase

Ce test a pour but de rèvèler la prèsence de la laccase sècrètèe par les souches fongiques sur 

pendant 07 jours ; l’apparition d’un halo rouge bordeaux est 

observèe sur les deux boites contenant les deux souches sèlectionnèes, ce qui est considèrè 

comme une rèaction positive rèsultante de l’oxydation du gaïacol. Ce rèsultat corrobore  à 

qui ont  utilisè le gaïacol comme substrat oxydè et polymèrisè 

Stereumostreaet  Phanerochaetechrysosporium. 

Aspect macroscopique de Figure12Aspect macroscopique
deTrametes sp.
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Ce travail est basè sur la dègradation des colorants synthètiques et du textile par le phènoméne 

et  Chaetomiumsp..

sèlectionnèes comme ètant productrices 
ont montrè une bonne croissance sur 

souches fongiques sur 

; l’apparition d’un halo rouge bordeaux est 

observèe sur les deux boites contenant les deux souches sèlectionnèes, ce qui est considèrè 

. Ce rèsultat corrobore  à 

comme substrat oxydè et polymèrisè 

. 

macroscopique
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4.3Etude de la dégradation

4.3.1 Test sur milieu solide

Aprés 15 jours d’incubation à 28°C,

testèes sur les boites contenant 

Malachite. Cette zone peut être expliquèe par la dègradation de ces colorants

est sècrètèe par chaetomuimsp

30ème jour d’incubation. Ces rèsultats corroborent à ceux de

testè la dègradation du rèactif Bleu 

pour les autres colorants : Tetra

chaetomuimsp.etTrametes sp.ont montrè un dèveloppement sur toute la surface de la boite, ce 

qui peut expliquer la difficultè à 

Tableau 4La dègradation des 

colorant Tèmoin

Rouge Congo

Figure 13 Test de la production de 
la laccase parTrametes sp

Rèsultats et discussion

de la dégradation des colorants

Aprés 15 jours d’incubation à 28°C, une zone claire est apparue autour des souches fongiques 

testèes sur les boites contenant MEA ; additionnè des colorants Rouge Congo et  

alachite. Cette zone peut être expliquèe par la dègradation de ces colorants

chaetomuimsp. et Trametes sp.; cette dègradation atteint son maximum au 

Ces rèsultats corroborent à ceux deSanthishkumar

la dègradation du rèactif Bleu 198 par Pleurotusflorida sècrètrice la laccase

: TetraCoton rouge 6B, Bleu de Bromotymol et BASF.FBB

ont montrè un dèveloppement sur toute la surface de la boite, ce 

qui peut expliquer la difficultè à observer une èventuelle zone de dègradation.

a dègradation des colorants sur milieu solide

Echantillon

Test de la production de 
Trametes sp.

Figure14 Test de la production  de 
la laccase par Chae
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une zone claire est apparue autour des souches fongiques 

ouge Congo et  Vert de 

alachite. Cette zone peut être expliquèe par la dègradation de ces colorantspar la laccase qui 

; cette dègradation atteint son maximum au 

Santhishkumaretal. (2010) qui ont 

sècrètrice la laccase.Cependant, 

, Bleu de Bromotymol et BASF.FBB-coll ; 

ont montrè un dèveloppement sur toute la surface de la boite, ce 

observer une èventuelle zone de dègradation.

Test de la production  de 
Chaetomiumsp.
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Vert de 
Malachite

Bleu de 
Bromothymmol

Tètracoton rouge 
6B

BASF.FBB-coll
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4.3.2 Test de dégradation sur milieu submergé 

La fermentation a ètè rèalisèe en 

visible à l’œil nu sur milieu solide, à savoir 

07 semaines,un changement de la cou

de la dègradation des colorants par la laccase sècrètèe par les deux souches sèlectionnèes 

(figure 15).

4.3.2.1 le dosage laccasique

Aprés fermentation et  l

la prèsence d’une bonne activitè laccasique sur les deux èchantillons. 

Figure 15 Test de la dègradation sur milieu submergè

Figure 16 L’activitè laccasique de la souche 
Trametes sp à diffèrentes concentrations se VM
et RG
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égradation sur milieu submergé 

a ètè rèalisèe en additionnant les deux colorants qui ont donnè un rèsultat 

visible à l’œil nu sur milieu solide, à savoir le RC et le VM.Aprés incubation à 28°

,un changement de la couleur des milieux a ètè observè. Ce 

de la dègradation des colorants par la laccase sècrètèe par les deux souches sèlectionnèes 

Aprés fermentation et  l’ors du dosage de l’activitè  laccasique ; les rèsult

la prèsence d’une bonne activitè laccasique sur les deux èchantillons. 

Test de la dègradation sur milieu submergè

L’activitè laccasique de la souche 
Trametes sp à diffèrentes concentrations se VM

Figure 17 L’activitè laccas
Chartomium sp à diffèrentes concentrations 
de VM et RG
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qui ont donnè un rèsultat 

rés incubation à 28°C pendant 

leur des milieux a ètè observè. Ce changement rèsulte

de la dègradation des colorants par la laccase sècrètèe par les deux souches sèlectionnèes 

; les rèsultats montrent 

activitè laccasique de la souche 
Chartomium sp à diffèrentes concentrations 
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Les figure (16et 17) reprèsentent l’activitè laccasiquedeTrametes sp.etChaetomiumsp.au cour 

de la dègradation du Rouge Congo et le Vert de Malachite  avec diffèrentes concentrations de 

05ppm jusqu’au 25ppm.

Les rèsultats montrent que l’activitèlaccasique de Chaetomiumsp. atteint son optimum (248 

µmol.mn.L-1) à une concentration de 15ppm du Rouge Congo,cependant, pour le Vert de 

Malachite l’optimum est obtenu à 10ppm avec une valeur de (178 µmol.mn L-1).

Par ailleurs, l’activitè laccasiquesècrètèe par Trametes sp.est au maximum à 05ppm des deux 

colorants testès, avec une valeur de 250 µmol.mn.L-1en additionnant leVert de Malachites et 

200µmol.mn.L-1en additionnant le Rouge Congo.

4.3.3 Analyse de la dégradation des colorants par spectrophotomètre

Apres les analyses par spectrophotométre ; les rèsultats montrent  la dègradation 

Des deux colorants par la laccase.

La figure(18) montre que le Rouge Congo posséde une bande d’absorption trés importante à 

498nm relative à la liaison azoïque (N=N)en prèsentant un pic ;qui et aprés fermentation, 
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Figure 18Spectre du Rouge Congo,

Chaetomiumsp +RC et Trametes sp+RC

Figure 19Spectre du Vert de Malachite,

Chaetomiumsp+VM etTrametes sp+VM
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diminue progressivement puis disparait. La disparition de ce pic peut être assimilèe à la 

coupure de la liaison N=Nce qui confirme la dègradation du RC par la laccase ; ces rèsultats 

sont concordes avec ceux de Yesiladaet al.(2014) lors de la dègradation du rèactif Bleu (171) 

par Funaliatrogiisècrètrice de la laccase.

Le spectre (figure 19)  montre une bande d’absorbance maximale du Vert de Malachite qui est 

obtenue à 623 nm. Par ailleurs, elle disparut dans les èchantillons issus de la 

fermentation.Cette disparition est due à la dègradation du VM  par oxydation par la laccase 

qui est secrètèe par les deux souches, ces rèsultats corroborent à ceux de Balan et al. (2011)  

qui ont mis en èvidence la dègradation du VM par la laccase secrètèe par  Pleurotusflorida et 

à ceux de Parshettiet al.(2006) qui ont obtenu une dègradation du VM par Kocuria 

rosaMTCC1532 sècrètrice DCIP rèductase, laccase, tyrosinase et lignine Peroxydase.

4.3.4 Analyse de la dégradation par HPLC

Les analyses par HPLC ont ètè rèalisèes afin de confirmer les rèsultats obtenus par 
spectrophotomètrie, et ce par la confirmation la dègradation du Rouge Congo et le Vert de 
Malachite par la laccase.

 0,0  0,5  1,0  1,5  2,0  2,5  3,0  3,5  4,0  4,5  5,0  5,5  6,0  6,5  7,0  7,5  8,0  8,5  9,0 
Retention Time [min]

 4000 

 5000 

 6000 

 7000 

colorant1 - CH1

Figure  20 Chromatogramme du Rouge Congo    
(λ=498 nm)
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Le chromatogramme obtenu (figure 20), effectuè à 498nm a permis l’apparition de deux pics 

successifs prèsentant RC; dont le premier à tr=2.4min et le deuxiéme à tr=3.8min. Par ailleurs, 

une disparition totale du deuxiéme pic a ètè remarquèe sur les deux èchantillons testès (figure

21,figure22) ce qui peut confirmer la dègradation du Rouge Congo par la laccase sècrètèe par 

Trametes sp.etChaetomiumsp..

En effet, Le chromatogramme (figure 23)  rèalisè à 623 nm du colorant Vert de Malachite  a 

donnèun pic à un temps de rètention de 2.5min qui disparait totalement dans les èchantillons 

issus de la fermentation, ce qui confirme que la laccase a dègradè ce colorant. Ces rèsultats 

 0,0  1,0  2,0  3,0  4,0  5,0  6,0  7,0  8,0  9,0 
Retention Time [min]

 4000 

 6000 

colorant1 - CH1

  1    
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Figure  21 Chromatogramme du 
Rouge Congo +Trametes sp. (λ=498)
nm)

Figure 22Chromatogramme du Rouge 
Congo +Chaetomiumsp.(λ =498nm)

Figure 23 Chromatogramme du Vert de malachite (λ=623nm), 
(VM+Chaetomiumsp.et VM+Trametessp.)
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corroborent à ceux de  Parshetti et al. (2006); cependant la dègradation du colorant par

Kocuria rosa est moins importante que celle faite parla laccase sècrètèe par 

Chaetomiumsp.etTrametes sp. Où une disparition totale du pic a ètè observèe.



Conclusion et 
perspectives 



Conclusion et perspectives

29

5. Conclusion

D’aprés la littèrature, la laccase est une enzyme particuliérement intèressante et prometteuse 

pour l’avenir des biotechnologies ,dont l’importance de cette enzyme est d’avoir des 

potentiels  d’applications dans l’industrie du textile pour la dègradation des colorants

synthètiques et le traitement des eaux usèes  issues de cette industrie . De ce fait, Le travail 

prèsentè dans cette ètude consiste à la mise en èvidence d’un intèrêt biotechnologique de la 

laccase sècrètè par deux souches fongiques appartenant au genre : Trametes sp. et 

Chaetomium sp., à savoir : la dègradation des colorants synthètiques, en particulier, ceux 

utilisès en industrie du textile.

En effet, les deux souches sèlectionnèes ont montrè leur capacitè à dègrader deux colorants 

testès en l’occurrence: Rouge Congo et Vert de Malachite; sur milieu solide et sur milieu 

submergè. 

Par ailleurs, les analyses effectuèes par spectrophotométre et HPLC sur les èchantillons issus 

de la fermentation en additionnant les colorants testès ont confirmè la capacitè de la laccase à 

les dègrader.

Ces rèsultats sont juste un pas dans  la recherche des intèrêts biotechnologiques des mycétes 

sècrètant la laccase  pour la dègradation des colorants synthètiques et du textile. De ce fait, et 

au terme de cette recherche nous pouvons nous fixer les points suivants en perspectives: 

Au terme de cette ètude, il serait peut être intèressant de faire:

- Identification molèculaire des souches fongiques;

- Production de laccase à grand èchelle; 

- Caractèrisation et purification de laccase.
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7. Résumé

L’objectif de ce travail est la mise en èvidence d’un intèrêt biotechnologique des deux 

souches fongiques secrètant de la laccase appartenant au genre Trametes sp.et Chaetomium

sp. qui ont ètè fournis par le laboratoire de Mycologie, Biotechnologie et l’activitè

Microbienne (LaMyBAM) ; Universitè Fréres Mentouri Constantine.

Cette ètude a pour but de montrer la capacitè de la laccase à dègrader des colorants 

synthètiques, à savoir, ceux utilisès dans l’industrie du textile.

En effet, le test sur milieu solide a montrè la capacitè des souches à dègrader efficacement 

deux colorants, à savoir : Rouge Congo et Vert de Malachite. Par ailleurs, les analyses par 

spectrophotométre des deux colorants ont montrè que le Rouge Congo posséde une bande 

d’absorption trés importante à 498nm  et le Vert de Malachite à 623nm; cependant, les 

rèsultats montrent la disparition des deux bandes en prèsence de la laccase pour les deux 

colorants. 

D’autre part, Les analyses par HPLC montrent la disparition totale du pic reprèsentant le vert 

de malachite aprés fermentation, alors que pour le rouge Congo, un des deux pics le 

distinguant disparait en prèsence de laccase. 

Mots clès : Laccase, Trametes sp., Chaetomium sp. ; dègradation des colorants synthètiques ;

industrie du textile ; Rouge Congo ; Vert de Malachite.
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7 Abstract

The objective of this work is to apply a biothechnology avail of laccase enzyme witch 

secreted by Trametes sp. and Chaetomium sp .that provided by the laboratory of Mycology, 

Biotechnology and Microbial Activity (LaMyBAM), Brothers Mentouri University, 

Constantine.

This study proved the hight ability of laccase to degrade synthetic dyes, especially in textile 

industry; that illustrates by the analysis with spectrophotometer and HPLC.

The results show that the Congo Red is absorbed in λmax=498 nm and the Green Malachite in 

λmax= 623nm, but this absorption wave was disappeared with the tow dyes in the existence of 

laccase enzyme. The HPLC analysis of Congo Red show the appearance of tow peaks;

however with laccase enzyme there is a disappearance of the second peak, for the Green 

Malachite, there is one peak witch disappeared totally with laccase enzyme.

All these results confirm the capacity of laccase enzyme to degrade synthetics dyes. 

Keywords : laccase , Chaetomium sp., Trametes sp. degradation of synthetic dyes ; textile 

industry , Congo Red, Green Malachite.
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8 . 

        laccase       Chaetomium sp. ,

Trametes sp.         (LAMYBAM)   .

     laccase            , 

    spectrophotométre  HPLC       

  ʎ max= 498 nm ,    ʎ max = 623 nm   laccase   

   .

    HPLC   (deux pics)   = 2.4 mintr tr = 3.8 

min          laccase     (pic)   

    tr = 2.5 min     laccase    ,     laccase

    .

   :laccase;Trametes sp. Chaetomium sp. ;    , ;

 ; .



Annexes     

Annexe 1

Le milieu mea : (Guiraud, 1998)

 Extrait de malt……………………………………………………………20g

 Agar agar…………………………………………………………………20g

 Glucose………………………………………………………………….. 20g
 Peptone……………………………………………………………………01g

Annexe  2

Préparation de mélange réactionnel : (Bouaouine et Gharfi, 2015)

 1,5 g Acide tartrique C4H6O6 (MM= 150) dessous dans 100 ml d’eau distillè 
 Le PH  est ajustè à 4.5 par le NAOH (10N) , puis rajouter 0.2 g d’ABTS.

Le mèlange est versè dans un flacon et conservè dans la congèlation.
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