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ujourd‘hui le café est devenu une richesse économique majeure et présente la 

première denrée agricole échangée en volume, et la deuxième matière première 

commercialisée dans le monde après le pétrole. Sa production mondiale annuelle est en 

augmentation continue, elle dépasse 8 millions de tonnes par an (Haddoudi et al., 2014). Près 

de 50% du café produit dans le monde est destiné à la préparation du café moulu, ce qui 

génère par sa consommation des quantités importantes d‘un résidu solide qu‘on appelle marc 

de café. Ce dernier est généralement évacué vers les décharges avec des conséquences 

environnementales et économiques non négligeables. 

     Au cours des dernières décennies, la prise de conscience croissante de la nécessité de 

réduire les déchets en vue de protéger l‘environnement a stimulé la recherche de méthodes de 

valorisation du marc de café en différents domaines, son usage directe en compostage, son 

utilisation dans la production d‘énergie sous forme d‘agropellets par combustion, ainsi que 

son utilisation comme source convertible en biodiesel et en bioéthanol ont été proposés 

(Campos-véga et al., 2015). Des travaux ont été développés également dans le domaine de la 

technologie de fermentation utilisant le marc de café comme un substrat carbonique. Le marc 

du café a probablement favorisé la croissance des souche fongique en raison de sa teneur 

élevée en protéines et en humidité, facteurs qui affectent le développement des micro-

organismes (Mussatto et al., 2011). 

    Le présent travail présente le marc du café comme une alternative économique et 

écologique en vue de son utilisation comme un milieu de base pour la production des enzymes 

à intérêt industriel par les mycètes. Parmi les enzymes d‘intérêt industriel, nous avons les 

cellulases où elles représentent environ 20 % du marché mondial des enzymes, et la plupart 

sont produites par les moisissures du genre Trichoderma et Aspergillus, les protéases 

représentant près de 60% du marché mondiale et les amylases. Ces derniers sont produits 

généralement par des champignons mésophiles comme Aspergillus, Penicillium et Rhizopus 

(Tiwari et al., 2015). 

    De ce fait, l‘objectif de notre travail de recherche s‘insère dans cette préoccupation, il 

consiste à valoriser l‘un des résidus de la production instantané de la boisson du café, étant le 

marc de café comme un substrat de fermentation pour la production de la cellulase, l‘amylase

A 
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et le protéase  par les moisissures : Trichoderma sp, Fusarium oxysporum, Ascochyta lentis  et 

Ascochyta pisi. 

   Dans le but de déterminer l‘aptitude de ces souches à fermenter le marc du café pour 

produire les enzymes recherchées, et pour définir les souches performantes et les conditions 

optimales de telle production, nous avons suivi l‘échéancier suivant :   

 Obtention du marc de café à partir d‘un café composé de 20% Arabica et  80%  

Robusta auprès d‘un café public en utilisant la méthode « Expresso » ;  

 Caractérisation chimique du marc de café obtenu via la détermination de sa 

composition pariétale et cytoplasmique ;  

 Revivification des souches déjà isolées, identifiées et conservées par lyophilisation, 

congélation et réfrigération ; 

 Re-identification de souches microscopiquement et macroscopiquement ; 

 Test de la production des enzymes (cellulase, amylase et protéase) sur gélose PDA 

ordinaire contenant les substrats inducteurs de la production des enzymes suscitées, La 

cellulose, l‘amidon et la gélatine, respectivement ; 

 Test de production des enzymes dans un milieu liquide ordinaire en présence toujours 

des substrats inducteurs ; 

 Etude de l‘effet de la température et du pH sur lesdites activités ; 

 Test de production des trois enzymes dans un milieu fermentaire à base du marc de 

café ; 

 Optimisation de la composition du milieu de fermentation en fonction de la 

composition chimique détaillée du marc de café ; 

 Optimisation de la production de chaque enzyme en différents paramètres de 

température et de pH 

     Notre manuscrit est subdivisé en trois parties fondamentales, une partie bibliographique 

dont nous avons mis en lumière le marc du café, sa composition, ses caractéristiques et sa 

valorisation. Une présentation très abrégée des mycètes utilisées et des enzymes testées est 

également exposée dans deux chapitres séparés. 

     Deuxièmement, une partie expérimentale est déroulée comme mentionnée en ci-dessus. La 

troisième et dernière partie du travail apporte les différents résultats obtenus et discutés 

séparément.  
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    Il parait très intéressant à noter  que pour des raisons échappant à la volonté  relatives à la 

pandémie du coronavirus et aux exigences de confinement imposées par les hautes instances, 

nous n‘avons pas pu accomplir plusieurs testes à  l‘instar de la détermination de la teneur du 

marc de café en protéines , en sucres, en fibres, en différents minéraux et en composants 

secondaires (tanins et saponines), test de production des enzymes dans un milieu fermentaire 

à base du marc de café, la détermination des conditions culturales optimales et finalement 

analyse de l‘influence de différents composants primaires et secondaires sur les activités 

enzymatiques. Ces travaux vont être accomplis dès que le retour aux conditions de la vie 

quotidienne  soit autorisé. 
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Chapitre I : Le marc  du café, caractéristiques et 

valorisation 

1. Définition 

Le café est l'une des boissons les plus consommées au monde (Mussatto et al ., 2011 b). 

Le marc de café est un résidu avec une granulométrie fine, une humidité élevée, une charge 

organique et une acidité obtenues lors du traitement du café brut poudre avec de l'eau chaude 

ou de la vapeur pour une préparation de café instantanée. Près de 50% de la production 

mondiale de café est transformée pour la réparation du café soluble. Par conséquent, le marc 

du café (figure 01) est généré en grandes quantités, avec une production annuelle mondiale de 

6 millions de tonnes (Mussatto et al., 2011). 

 

 

Figure 01: marc du café 

2. Les caractéristiques chimiques du marc de café  

2.1.Les glucides 

Les glucides sont les principaux macronutriments trouvés dans le marc du café présentant 

environ 60 % du poids sec (Jiménez‐Zamora et al., 2015 ; Campos‐Vega et al., 2015).Il est 

riches en sucres polymérisés en structures cellulosiques et hémicellulosiques, qui 

correspondent à près de la moitié (45%, p / p). Ainsi que des glucides simples tels que 19% du 

glucose, 3,8% de l'arabinose, et 30,4% du galactose (Esquivel et Jiménez, 2012). Le marc de 

café contient également 46,8% du mannane qui lui confère une viscosité élevée 

(Campos‐Vega et al., 2015). 

2.2.Les protéines 

Les protéines sont le deuxième macronutriment trouvé dans le marc du café (Ma et al., 

2013). Elles variait de 13,6 à 17%  (Dean R et al., 2012). 
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Le marc du café  est une source des acides aminés essentiels et non essentiels, tels que la 

leucine, la phénylalanine, la valine, l'isoleucine, l'arginine, cystéine, glutamine, histidine, 

l‘acide aspartique, la lysine, le phénylalanine, la sérine et la thréonine. Les acides aminés 

essentiels représentent environ 49% de la totalité des acides aminés dans le marc du café 

(Campos‐Vega et al., 2015). 

2.3.Les lipides 

 La teneur des lipides dans le marc du café varie de 10 à 15% (tableau 01) (Jenkins et al., 

2014). Les études sur les différentes méthodes de préparation de la boisson du café ont montré 

que les lipides restent majoritairement dans le marc du café correspondant à 84,4% de 

triacylglycérols, 12,3% d'esters d'alcools diterpéniques, 1,9% de stérols, 1,3% de matières 

polaires et 0,1% d'esters de stérol(Campos‐Vega et al., 2015). 

 

2.4.Les minéraux 

 Le marc du café ne conserve que 39% des minéraux car la plupart sont facilement extraits 

à l'eau chaude pendant la préparation instantanée du café (García‐Gutiérrez et al.,2017). Il 

contient des minéraux tels que K, Mg, P, Ca, Na, Fe, Mn et Cu. La concentration totale de 

cendres dans le marc du café varie de 0,82 à 2,08% (Pitt et al., 1997). Le potassium (K) et le 

calcium (Ca) sont les minéraux les plus abondants suivis du magnésium (Mg) (Campos‐Vega 

et al., 2015). 

 

2.5.Les composés secondaires 

Le marc de café contient également d‘autres éléments d‘intérêt, tels que des antioxydants. 

Plusieurs tanins sont présents dans le marc de café, parmi eux, la catéchine, la gallocatéchine, 

la gallocatéchine galate et l‘acide chébulique. La catéchine est un antioxydant puissant qui 

possède une action complémentaire à la vitamine C (Low et al.,2015). Les tanins ne sont pas 

les seuls antioxydants présents dans le marc de café. En effet, d‘autres polyphénols sont 

présents ainsi que de la caféine. Parmi ces polyphénols, les principaux sont les flavonoïdes, 

l'acide protocatéchuique et l'acide chlorogénique. Ce sont les acides cholorogéniques qui sont 

retrouvés en plus grande abondance (1,31 mg/g MC), celui-ci étant plus important dans le 

marc de café arabica que dans le marc de café robusta (Carassou, 2015). 
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Tableau 01 : composition chimique de marc du café  (Janissen et Huynh, 2018) 

composants Protéines 

(%) 

Glucides 

(%) 

Lipides 

(%) 

Fibre total 

(%) 

Caféine 

(%) 

Quantité  13.6 82 6 g 60.5 0.4  

3. Les caractéristiques physiques du marc du café 

Le diamètre des grains de marc de café séchés varie entre 50 et 100 µm pour le marc de 

café commercial. Cependant, ce diamètre augmente avec le taux d'humidité (Carassou, 2015).  

Le marc du café possède de bonnes propriétés fonctionnelles nécessaires à la transformation 

et au stockage des aliments. La plus petite taille des particules et la densité de tassement 

élevée du marc du café sont associées à sa haute capacité de rétention d'eau et/ou d'huile, 

(Salazar‐López et al., 2020). 

La torréfaction des grains de café fait en sorte que leur couleur change progressivement du 

gris vert au brun, au brun foncé et au noir, en fonction du degré de torréfaction. Dans les 

opérations de torréfaction à petite échelle, la couleur des grains est évaluée visuellement par 

échantillonnage périodique (Xiuju et Loonge-Tak, 2015) 

 

 

4. Valorisation du marc de café 

Le marc du café est utilisé comme combustible dans les chaudières industrielles de la 

même industrie en raison de son pouvoir calorifique élevé d'environ 5000 kcal / kg, 

comparable à d'autres résidus agro-industriels (Silva et al., 1998). La possibilité de son 

Figure 02 : images de microscopie électronique à balayage de marc de café  

 (a - d) montrant la vue d'ensemble et la morphologie locale des grains de café ; e) 

marc de café séché (Salazar‐López et al., 2020). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780124095175000279#!
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utilisation comme alimentation animale pour les ruminants, les porcs, les poulets et les lapins 

a déjà été vérifiée, mais la teneur élevée en lignine (≈25%) de ce matériau a été considérée 

comme un facteur limitant pour son application. (Mussatto et al., 2011). Le marc du café peut 

être utilisé comme source potentielle pour produire du biodiesel et des pastilles de carburant, 

entre autres produits à valeur ajoutée, comme l‘H2 et l'éthanol (Campos-véga et al., 2015). 

L'huile du marc de café est le composant le plus précieux du point de vue économique et 

facilement extractible. Elle est une source potentielle de matière première à faible coût et de 

bonne qualité pour la production d'esters méthyliques et d'acides gras par transestérification 

directe (Mussatto et al., 2011). En ce sens, la faisabilité d'utiliser des procédés d'extraction par 

fluide supercritique pour obtenir la fraction lipidique du marc de café a également été évaluée 

(Mussatto et al., 2011). La qualité de l'huile peut être améliorée pour une utilisation dans des 

applications cosmétiques et pharmaceutiques ou comme source d'autres produits de valeur tels 

que la caféine, les stérols, les terpènes et les tocophérols par fractionnement similaire à ceux 

utilisés pour l'huile de café vert (Azevedo et al., 2008). 

Néanmoins, peu de travaux ont été développés dans le domaine de la technologie de 

fermentation utilisant le marc de café comme substrat. Leifa et al. (2001) ont étudié la 

production de Flammulina velutipes sur le marc de café. Ils ont confirmé la possibilité 

d'utiliser ce résidu comme substrat sans aucune supplémentation nutritionnelle pour la culture 

de champignons comestibles dans des conditions de fermentation à l'état solide. Le marc a 

probablement favorisé la croissance de cette souche de champignon en raison de sa teneur 

élevée en protéines et en humidité, facteurs qui affectent le développement des micro-

organismes (Mussatto et al., 2011). Murthy et Naidu. (2010a) ont évalué l'efficacité de 

plusieurs sous-produits du café comme seule source de carbone, parmi lesquels le marc de 

café des variétés Arabica et Robusta pour la production de xylanase à partir de Penicillium sp. 

Malgré la faible production de xylanase, il s'est avéré être un bon substrat pour soutenir la 

croissance fongique. 

Le marc de café peut être également utilisé comme répulsif anti-fourmis, comme exfoliant 

pour la peau (pour le visage et le corps) et comme un colorant naturel (Consoglobe, 2013). 

5. Le marc du café obtenu par la méthode expresso  

Le potentiel du marc de café expresso a été caractérisé en tant qu‘une source importante 

de composés bioactifs par rapport à ceux d‘autres méthodes de préparation du café soluble 

(décoction Cona, gravimétrie…etc)(Marcone, 2006). L'espresso est une infusion obtenue par 
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percolation d'eau chaude sous pression à travers du café moulu torréfié (Marcone, 2006). 

L'eau était chauffée jusqu'à son point d'ébullition dans une cuve scellée, de sorte que la vapeur 

en équilibre créait une pression, accélérant l'extraction des composants et des arômes 

(Marcone, 2006). 

 

  

Figure 03: la technique d`extraction espresso 
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Chapitre II : Les mycètes et les espèces : Fusarium oxysporum, 

Ascochyta pisi, Ascochyta lentis et Trichoderma sp. 

1. Généralité sur les mycètes  

    Les moisissures sont largement répandues dans la nature et sont communément observées 

sur le pain rassis, le fromage ou les fruits. Elles constituent avec les levures les deux groupes 

de champignons microscopiques ou mycètes. Ce sont des champignons pluricellulaires 

(filamenteux), alors que les levures sont des champignons unicellulaires (Madigan et 

Martinko, 2007). 

2. Fusarium oxysporum 

2.1.Définition 

   Fusarium oxysporum est l‘un des espèces les plus importants du genre Fusarium à cause de 

ses activités phytopathogénes. C‘est un agent pathogène du sol ayant une capacité 

enzymatique de synthétiser une grande variété de métabolites secondaires sous forme de 

mycotoxines (nivalenol, fusarenone X, Sambutoxine...etc.). Ces derniers étant associées à la 

pathogenèse fongique et à la contamination des aliments (Ma et al., 2013).Nombreuses 

variétés de plante sont envahies à l‘instar du concombre, courgette, topinambour, piment, 

pomme de terre, patates douces et tomates. Dans une récente enquête menée auprès de la 

communauté internationale des pathologistes fongiques, en fonction de son importance 

scientifique et économique, Fusarium oxysporum a été classé cinquième dans une liste des 10 

pathogènes fongique des plantes (Janissen et Huynh, 2018).Fusarium oxysporum est un 

producteur d'enzymes cellulolytiques, et peut donc être utilisé dans des procédés 

biotechnologiques pour obtenir ces enzymes ou pour produire du glucose. La bagasse de 

canne à sucre était efficace pour induire Fusarium oxysporum à produire les enzymes 

cellulases. Le plus haut niveau de production d'enzyme a été observé à 55 jours de 

fermentation à une température constante de 28 ℃ à pH 5,96  

2.2.Classification 

    Le système SACCARADO de classification des champignons imparfaits ʺfungi imparfectiʺ 

(henni, 1998) classe Fusarium oxysporum comme suit (tableau 02) : 
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2.3.Mode de vie, habitat et reproduction  

   Les membres du FOSC (Fusarium oxysporum souches complexes) sont omniprésents dans 

le sol et ont été trouvés dans divers écosystèmes, y compris les prairies, les forêts et les 

déserts (allant des tropiques à l'Arctique) (figure 04). Bien qu'ils soient communément appelés 

phytopathogénes, ils peuvent survivre sous forme de saprophytes ou d'endophytes colonisant 

les plantes asymptomatiques, et la plupart des isolats sont présumés non pathogènes 

(Seogchan Kang et al., 2014) 

 .

 

 

   F. oxysporum a un cycle de vie complexe qui pourrait être divisé en deux phases, une vie 

parasitaire sur son hôte spécifique et une croissance saprophyte sur les tissues morts. La phase 

saprophyte commence lorsque les tissus infectés de la plante commence à mourir (Seogchan 

Kang et al., 2014). Sa température de croissance oscille entre 25 et 30 °C. Sa reproduction est 

Tableau 02 : la position taxonomique de Fusarium oxysporum 

Embranchement Thallophyte 

Classe Deutéromycètes 

Ordre Monodiales 

Famille Tuberculariacées 

Genre Fusarium 

Espèce Oxysporum 

Figure 04 : distribution du Fusarium oxysporum dans le globe 

(cabi.org) 
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généralement considéré comme asexuée. Pour cela, trois types de spores asexuées sont 

produits : les microconidies, les macroconidies et les chlamydospores (figure 05). 

 

Figure 05 : Fusarium oxysporum 

a–b : colonie sur PDA ; a : surface de la colonie sur PDA après 7 j à 24 ° C sous lumière 

blanche continue; b : revers de la colonie sur PDA; c–d : conidiophores à la surface de 

la feuille d'œillet ; e–f : sporodochies sur les feuilles d'œillet ; g–j : conidiophores et 

phialides sur mycélium aérien; k–n :  sporodochies et conidiophores sporodochiaux; o–

p: chlamydospores; q : conidies aériennes ( microconidies);r : conidies sporodochiales 

(macroconidies). 

Barres d'échelle: g–h, m–r = 10 μm; i–l = 50 μm. 26) , (salazar‐lópez et al., 2020) 
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3.  Ascochyta pisi et Ascochyta lentis  

3.1.Définition 

Ascochyta est un genre de champignons ascomycètes, contenant plusieurs espèces 

pathogènes pour les plantes, en particulier les cultures céréalières. Ascochyta pisi est un 

phytopathogéne fongique qui provoque la brûlure ascochytique sur le pois, provoquant des 

lésions des tiges, des feuilles et des gousses. Ces mêmes symptômes peuvent également être 

causés par les pinodes d'Ascochyta, et les deux champignons ne sont pas faciles à distinguer. 

L'ascochitine, un méthide o-quinone, a été découverte pour la première fois dans des 

extraits de culture d'A. Pisi. Récemment, de l'ascochitine a été trouvée dans des extraits de 

culture de nombreuses espèces Ascochyta et Ascochyta infectant la vesce sauvage, y compris 

A. viciae-villosae. Ce qui suggère que la production d'ascochitine est ancestrale aux espèces 

Ascochyta associées aux légumineuses. 

 Ascochyta lentis est décrit pour la première fois infectant le pois de graminées en Italie. 

Ce champignon provoque des lésions nécrotiques sur les feuilles et les tiges ces plant 

(Infantino et al., 2016). 

3.2.Classification 

La classification d‘Ascochyta pisi  est comme suit (tableau 03) : 

Tableau 03 : la position taxonomique d‘Ascochyta pisi et d‘Ascochyta lentis 

Embranchement Ascomycota 

Classe Dothidéomycètes 

Ordre Pléosporales 

Famille Didymellacées 

Genre Ascochyta 

Espèce 01 A. pisi 

Espèce 02 A. lentis 

 

3.3.Mode de vie, habitat et reproduction 

    Ascochyta pisi  survit difficilement dans le sol ou sur les résidus de culture, en raison de sa 

faible activité saprophyte et de la rareté des chlamydospores. L‘infection primaire est 

purement transmise par les semences. Les conidies et autres structures fongiques sont 
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transmises sur la face externe de la semence, provoquant l'infection primaire. Les conidies 

germent et infectent par l‘intermédiaire des stomates ou directement par la cuticule. Des 

pycnides se forment sur les lésions, produisant des masses rouge-orangé de conidies à deux 

cellules. L‘infection secondaire s‘effectue par dispersion de ces conidies (figure 06). 

 

Figure 06 : Ascochyta pisi (CBS 122785).  

A–B: colonie sur OA (front et reverse).C–D: colonie sur MEA (front et reverse). E– 

F: colonie sur (front et reverse).G : Pycnides se formant sur OA. H: Pycnides. I : 

Section de pycnidium.J–K : Cellules conidiogènes. L : Conidie. Barres d'échelle: 

G= 200 μm; H–I= 20 μm; J–K = 5 μm; L= 10μm. 
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     Les champignons du genre Ascochyta se développent mieux à des températures inférieures 

à 20 °C. L‘eau est nécessaire à la dispersion des spores. Ascochyta blight, causée par 

Ascochyta lentis, est une maladie grave des lentilles et peut limiter la production de lentilles 

en Australie. L'agent pathogène nécessite des conditions de croissance fraîches et humides, il 

est répandu dans la plupart des régions de culture de lentilles du monde .Il est présent dans 

divers pays ; en Australie, en Asie, en Europe, en Afrique du nord Ainsi l‘Amérique du sud 

(Avila et al. 2004). 

   Sa reproduction asexuée se caractérise par la formation des pycnides qui sont sphériques à 

sub-globuleuses et sous épidermiques. Elles apparaissent sous formes de points noirs visibles 

à l‘œil nu et mesurent 200 à 250 μm de diamètre. Les pycnidiospores sont généralement 

unicellulaires, occasionnellement bicellulaires, cylindriques, droites ou légèrement arrondies à 

une ou deux extrémités. Elles sont hyalines et mesurent 8,2 à 10 μm sur 4 à 5 μm (Khune et 

kapoor, 1980). La reproduction sexuée, en contrepartie, est caractérisée par la formation des 

périthèces qui sont de couleurs brunes foncées à noires. Les asques sont plus ou moins 

courbés, pédicellés. Les Ascospores au nombre de 8 par asque, sont bicellulaires (Agrios, 

1988). 

4. Trichoderma sp.  

4.1.Définition 

Les Trichoderma sp. sont des champignons libres hautement interactifs dans les 

environnements racinaires, terrestres et foliaires. L‘abondance des Trichoderma sp. dans les 

écosystèmes est due à leur capacité à produire diverses substances bioactives et des enzymes. 

Trichoderma sp. se sont avérés être des producteurs très efficaces d'enzymes extracellulaires. 

La capacité des champignons Trichoderma à produire des enzymes lytiques est utilisée dans 

les industries de l'alimentation animale, de la vinification et de la brasserie. Les 

hémicellulases et les pectinases produites par ce genre sont utilisées dans l'hydrolyse partielle 

des parois cellulaires végétales des aliments, améliorant la digestibilité de l'aliment et 

augmentant la valeur nutritive de l'aliment. Elles peuvent également être utilisées comme 

additifs alimentaires (Bani et Mustapha, 2011). 

Les champignons Trichoderma sont des micro-organismes les plus fréquemment testés et 

appliqués dans la protection biologique des plantes. L'utilisation de champignons 

Trichoderma peut entraîner une limitation considérable de l'utilisation des fongicides 

chimiques en agriculture (Blaszczyk et al., 2014). 
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    Les méthodes conventionnelles d'identification de Trichoderma sp. utilisent une approche 

morphologique incluant l'arrangement des conidiospores, des phialides et des conidies, tandis 

que les caractéristiques culturelles comprennent la croissance linéaire, la couleur des colonies, 

le modèle de croissance et la pigmentation des hyphes (Harman et al.,2004). 

     Les espèces de Trichoderma sont une source possible d'agents antimicrobiens importants 

contre les Gram négatif, Gram positif, les champignons et les levures. Trichoderma sp. 

produit au moins trois classes de composés qui déclenchent des réponses de défense des 

plantes: des peptides, des protéines et des composés de faible poids moléculaire (Harman et 

al.,2004). Plus de 180 métabolites secondaires ont été caractérisés à ce jour. 

4.2.Classification 

Selon Bissett (2004), la position taxonomique actuelle de Trichoderma sp. se présente comme 

suit (tableau 04) : 

Tableau 04: la position taxonomique actuelle de Trichoderma sp. 

Embranchement Amastigomycota et/ou Eumycètes 

Sous embranchement Ascomycotina 

Classe Sordariomycètes 

Ordre Hypocréales 

Famille Hypocraceae 

Genre Trichoderma 

4.3.Mode de vie,  habitat et reproduction. 

   Grâce à sa grande capacité d‘adaptation aux différentes conditions climatiques, le genre 

Trichoderma est très répandu dans la nature, aussi bien en milieu terrestre que marin 

(Esposito et Silva, 1998). Les Trichoderma sp. terrestres se développent quasiment dans tous 

les sols (forestiers ou cultivés) et sur les végétaux en décomposition. Ils contaminent 

fréquemment le compost de la culture industrielle des champignons comestibles, mais sont 

rarement parasites de plantes vivantes (Esposito et Silva, 1998). Ils ont également été isolés 

de sources inhabituelles telles que les bivalves marins, les crustacés et les termites (Blaszczyk 

et al., 2014). 

    Pour la majorité des champignons de ce genre, les spores asexuées sont les moyens de 

reproduction. Vu au microscope, les hyphes, les conidiospores et les conidies peuvent être 
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observés (Blaszczyk et al., 2014) (Figure 07). Les conidiospores situés à l'extrémité des 

hyphes hyalins sont responsables de la production de conidies (spores vertes) qui germent 

ensuite et se développent pour former de nouveaux champignons au fur et à mesure que le 

cycle se poursuit (figure 07). 

Certaines espèces se sont avérées capables de se reproduire sexuellement (Blaszczyk et al., 

2014).Ils se reproduisent par les chlamydospores et les ascospores et prolifèrent mieux à des 

températures mésophiles (25–35 ° C) et dans une large gamme de pH. 

 

 

Figure 07 : Trichoderma sp. (CBS 243.63.) 

a) Pustules de CMD. b-e, f) Conidiophores et phialides. f, g) Conidies, phialides 

intercalaires indiqués par des flèches. h )Chlamydospores. i) Colonie 1 semaine sur 

PDA sous lumière blanche, (Blaszczyk et al., 2014). 
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Chapitre III : Les enzymes d’origine fongiques ; les cellulases, les 

amylases et les protéases 

 

1. La cellulase 

1.1.Structure et mode d’action 

     Les cellulases sont des enzymes inductibles synthétisées par une grande diversité de 

microorganismes comprenant à la fois des champignons et des bactéries lors de leur 

croissance sur des matériaux cellulosiques (figure 08). Ces microorganismes peuvent être 

aérobies, anaérobies, mésophiles ou thermophiles. Ils sont parmi les enzymes les plus utilisées 

au niveau industriel en raison du large éventail d'activités dans lesquelles elles peuvent être 

utilisées (Saldaña-Mendoza et al., 2020). 

 

Ces enzymes sont couramment produites au niveau industriel à l'aide de champignons 

filamenteux, car elles produisent les pools d'enzymes les plus complexes, et ont une capacité 

de sécrétion élevée. Ces enzymes sont cataloguées en fonction du site d'action dans lequel 

elles agissent pour dégrader la cellulose. Les endocellulases fragmentent la partie interne de la 

chaîne bio-polymère de manière aléatoire, tandis que les exocellulases dégradent les 

fragments produits par les extrémités, générant des dimères de cellobiose, qui sont finalement 

dégradés en monomères de glucose par l'action de β-glucosidases (figure 09) (Saldaña-

Mendoza et al.,2020) (Figure 09). Bien que le mécanisme de dégradation de la cellulose par 

Figure 08 : structure 3D de la cellulase 
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les bactéries aérobies soit similaire à celui des champignons aérobies, il est clair que les 

bactéries anaérobies opèrent sur un système différent (Kuhad et al., 2011). 

 

 

1.2.Les applications industrielles 

   Les cellulases microbiennes ont montré leur application potentielle dans diverses industries 

en raison du large éventail d'activités dans lesquelles elles peuvent être utilisées, y compris la 

production d'aliments pour le bétail, dans l'industrie du papier, la production de détergents, la 

production d'énergie renouvelable, entre autres (Saldaña-Mendoza et al., 2020) (Tableau 05).  

1.3.La cellulase d’origine fongique 

    Essentiellement, la biodégradation de la matière lignocellulosique est réalisée par des 

champignons (Aspergillus, Schizophyllum, Penicillium et Trichoderma) (Eloutassi et al., 

2014). D‘autres bactéries sont impliquées (Ruminococcus, Clostridium, Cellulomonas, 

Thermonospora,…) (Tableau 06). La préparation des enzymes a été obtenue à partir du 

surnagent du milieu de culture de la souche Trichoderma reesei cultivée sur la cellulose 

comme source de carbone et d‘énergie (Warzywoda et al., 2011) (Tableau 06). 

 

 

 

Figure 09 : action de l'enzyme cellulase 
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Tableau 05 : applications des cellulases dans diverses industries (kuhad et al., 2011) 

Industrie Applications 

Agriculture Contrôle des pathogènes et des maladies des plantes; génération de protoplastes 

végétaux et fongiques; amélioration de la germination des graines et 

amélioration du système racinaire; amélioration de la croissance et de la 

floraison des plantes; amélioration de la qualité du sol; dépendance réduite aux 

engrais minéraux 

Bioconversion Conversion de matières cellulosiques en éthanol, autres solvants, acides 

organiques et protéines unicellulaires et lipides; production d'aliments pour 

animaux riches en énergie; amélioration de la qualité nutritionnelle des aliments 

pour animaux; amélioration des performances des ruminants; meilleure 

digestion et absorption des aliments; préservation de fourrage de haute qualité 

Détergents Détergents à base de cellulase; action de nettoyage supérieure sans 

endommager les fibres; amélioration de la luminosité des couleurs et 

élimination de la saleté; enlever les protubérances rugueuses des tissus de 

coton; antiredéposition des particules d'encre 

Fermentation Maltage et brassage améliorés; amélioration du pressurage et de l'extraction de 

la couleur des raisins; arôme amélioré des vins; amélioration de la fermentation 

primaire et de la qualité de la bière; viscosité et filtrabilité améliorées du moût; 

amélioration de la clarification du moût dans la production de vin; amélioration 

du taux de filtration et de la stabilité du vin 

Aliments Libération des antioxydants du marc de fruits et légumes; amélioration des 

rendements dans l'extraction de l'amidon et des protéines; amélioration de la 

macération, du pressage et de l'extraction de la couleur des fruits et légumes; 

clarification des jus de fruits; amélioration de la texture et de la qualité des 

produits de boulangerie; purées de fruits à viscosité améliorée; amélioration de 

la texture, de la saveur, de l'arôme et des propriétés volatiles des fruits et 

légumes; amertume contrôlée des agrumes 

Pâte et papier Co-additif dans le blanchiment de la pâte; pâte biomécanique; drainage 

amélioré; désencrage enzymatique; besoin d'énergie réduit; besoin de chlore 

réduit; amélioration de la brillance des fibres, des propriétés de résistance, de la 

saleté et de la propreté de la pâte; meilleur drainage dans les papeteries; 

production de carton biodégradable, de serviettes en papier et de papier 

hygiénique 

Textile Biodégradation de jeans; biopolissage de fibres textiles; amélioration de la 

qualité des tissus; amélioration de la propriété d'absorbance des fibres; 

adoucissement des vêtements; meilleure stabilité des tissus cellulosiques; 

élimination de l'excès de colorant des tissus; restauration de la luminosité des 

couleurs 

Autres Extraction améliorée des caroténoïdes; amélioration de l'oxydation et de la 

stabilité de la couleur des caroténoïdes; amélioration de l'extraction de l'huile 

d'olive; amélioration de la qualité de l'huile d'olive; réduction du risque de 

déchets de biomasse; production de cellulosomes design 
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2. L’alpha amylase 

2.1.Structure et mode action 

     Les enzymes dégradant l'amidon se trouvent dans les nombreuses familles de glycoside 

hydrolase 13 (familles de protéines GH-13) (Tiwari et al.,2015). Les structures 

       Tableau 06 : microorganismes ayant des capacités cellulolytiques (Kuhad et al.,2011) 

Champignons Champignonsdepourriture 

molle 

Aspergillus niger; A. nidulans; A. oryzae; A. 

terreus; Fusarium solani; F. oxysporum; 

Humicola insolens; H. grisea; Melanocarpus 

albomyces; Penicillium brasilianum; P. 

occitanis; P. decumbans; Trichoderma 

reesei; T. longibrachiatum; T. harzianum; 

Chaetomium cellulyticum; C. thermophilum; 

Neurospora crassa; P. fumigosum; 

Thermoascus aurantiacus; Mucor 

circinelloides; P. janthinellum; Paecilomyces 

inflatus; P. echinulatum; Trichoderma 

atroviride 

Champignons de la 

pourriture brune 

Coniophora puteana; Lanzites trabeum; 

Poria placenta; Tyromyces palustris; 

Fomitopsis sp. 

Champignons de la 

pourriture blanche 

Phanerochaete chrysosporium; Sporotrichum 

thermophile; Trametes versicolor; Agaricus 

arvensis; Pleurotus ostreatus; Phlebia 

gigantea 

Les bactéries Bactéries aérobies Acinetobacter junii; A. amitratus; 

Acidothermus cellulolyticus; Anoxybacillus 

sp.; Bacillus subtilis; B. pumilus; B. 

amyloliquefaciens; B. licheniformis; B. 

circulan; B. flexus; Bacteriodes sp.; 

Cellulomonas biazotea; Cellvibrio gilvus; 

Eubacterium cellulosolvens; Geobacillus sp.; 

Microbispora bispora; Paenibacillus 

curdlanolyticus; Pseudomonas cellulosa; 

Salinivibrio sp.; Rhodothermus marinus 

Bactéries anaérobies Acetivibrio cellulolyticus; Butyrivibrio 

fibrisolvens; Clostridium thermocellum; C. 

cellulolyticum; C. acetobutylium; C. 

papyrosolvens; Fibrobacter succinogenes; 

Ruminococcus albus 

Actinomycètes Cellulomonas fimi; C. bioazotea; C. uda; Streptomyces drozdowiczii; S. 

lividans; Thermomonospora fusca; T. curvata 
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tridimensionnelles (figure 10) des α-amylases ont révélé des enzymes monomères contenant 

du calcium, avec une seule chaîne polypeptidique repliée en trois domaines (A-C). Le 

domaine le plus conservé dans les enzymes de la famille des α-amylases, le domaine A, 

consiste en un pli hautement symétrique de huit brins ß parallèles disposés dans un tonneau 

entouré de huit hélices α. famille impliquée dans la catalyse et la liaison au substrat sont 

localisées dans des boucles aux extrémités C des brins ß dans ce domaine (Tiwari et al., 

2015).Les α-amylases de différents organismes partagent une identité de séquence d'acides 

aminés d'environ 30%. 

 

    Elles sont capables de cliver les liaisons glycosidiques α, 1-4 présentes dans la partie 

interne (endo-) de la chaîne amylose ou amylopectine. Les produits finaux de l'action de l'α-

amylase sont des oligosaccharides de longueur variable et des dextrines qui constituent des 

oligosaccharides ramifiés. En physiologie humaine, les amylases salivaires et pancréatiques 

sont des α-amylases et se retrouvent également dans les plantes (de manière adéquate), les 

champignons (ascomycètes et basidiomycètes) et les bactéries (Bacillus) (Tiwari et al., 2015). 

2.2.Les applications industrielles 

     Outre l'utilisation dans l'hydrolyse de l'amidon, l‘alpha amylase présente également un 

certain nombre d‘applications industrielles récapitulées dans le tableau 07. 

 

Figure 10: modèle tridimensionnel de la structure de l'α-amylase.  
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2.3.L’alpha amylase d’origine fongique 

     Il est intéressant de noter que la première enzyme produite industriellement était une 

amylase d'une source fongique en 1894, qui était utilisée comme aide pharmaceutique pour le 

traitement des troubles digestifs (Pandey et al., 2000).Les champignons appartenant au genre 

Aspergillus ont été le plus couramment utilisés pour la production d'a-amylase. Avec le 

développement du génie génétique. La plupart des rapports sur les champignons produisant de 

l'α-amylase ont été limités à quelques espèces de champignons mésophiles, et des tentatives 

ont été faites pour spécifier les conditions de culture et pour sélectionner des souches 

supérieures du champignon à produire à l'échelle commerciale. Les sources fongiques sont 

confinées aux isolats terrestres, principalement à Aspergillus et Penicillium. Les champignons 

filamenteux, tels que Aspergillus oryzae et Aspergillus niger produisent des quantités 

considérables d'enzymes qui sont largement utilisées dans l'industrie.  

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : La composition et les différents liens d'une dextrine qui peuvent 

être hydrolysés par les diverses enzymes 
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Tableau 07 : les applications des amylases dans diverses industries (kuhad et al., 2011) 

Industrie Applications 

Industrie du 

pain 

Pendant des décennies, les alpha-amylases fongiques ont été utilisées dans la 

panification. Les quantités, le goût, l'arôme et la porosité du pain sont améliorés 

en utilisant l'enzyme dans la farine. L'amidon est le principal composant de la 

farine de blé. Les amylases peuvent dégrader l'amidon et produire de petites 

dextrines sur lesquelles la levure agit. Les alpha-amylases dégradent l'amidon 

endommagé de la farine de blé en petites dextrines, ce qui permet à la levure de 

travailler en continu pendant la fermentation de la pâte, la levée et le début de la 

cuisson. Le résultat est une amélioration du volume du pain et de la texture de 

la mie (Tiwari et al., 2015). 

Industrie 

textile 

Les industries textiles utilisent largement des alpha-amylases pour hydrolyser et 

solubiliser l'amidon, qui est ensuite lavé du tissu pour augmenter la rigidité des 

produits finis. Les tissus sont encollés avec de l'amidon. L'alpha-amylase est 

utilisée comme agent de désencollage pour éliminer l'amidon du tissu gris avant 

son traitement ultérieur dans le blanchiment et la teinture (Tiwari et al., 2015). 

Industrie du 

sucre  

 De nombreuses industries utilisaient des alpha-amylases pour la production de 

glucose. L'enzyme a hydrolysé l'amidon et l'a converti en glucose. Ils 

hydrolysent la liaison glucosidique α-(1,4) dans le polymère d'amidon de 

manière aléatoire pour donner du glucose et du maltose (Akiba et al.,  1998). 

Industrie de 

l’alcool 

En présence d'amylases, l'amidon est d'abord converti en sucres 

fermentescibles. Les amidons tels que les céréales, les pommes de terre, etc. 

sont utilisés comme matière première qui aide à fabriquer de l'alcool éthylique.. 

L'utilisation d'enzymes microbiennes remplace en partie le malt dans l'industrie 

brassicole, ce qui rend le processus plus important économiquement. L'alpha 

amylase peut également réaliser les réactions d'alcoolyse en utilisant le 

méthanol comme substrat (Santamaria et al., 1999). 

Industrie du 

papier 

L'alpha-amylase hydrolyse l'amidon brut qui est utilisé pour l'encollage et le 

couchage du papier au lieu d'amidons chimiquement modifiés coûteux. Ainsi, 

l'amidon est largement utilisé pour certaines publications de presse au format 

papier (Tiwari et al., 2015). 

Industrie des 

détergents 

Dans les industries des détergents, l'enzyme alpha amylase joue un rôle 

essentiel. Il est largement utilisé pour améliorer la détergence de la composition 

d'agent de blanchiment et le blanchiment sans assombrissement de la couleur 

(hi et al., 2009). L'ajout d'enzyme stabilise l'agent de blanchiment et préserve 

l'efficacité de l'agent de blanchiment dans la composition de la barre de 

détergent à lessive (Atsushi et al., 1998). 

Produits de 

construction 

L‘amidon modifié est utilisé dans la fabrication de plaques de plâtre pour la 

construction de cloisons sèches. L'enzyme a modifié l'amidon pour une 

utilisation industrielle. De nombreux amidons ou peu de matière sont présents 

dans l'aliment. Ainsi, la valeur nutritionnelle de l'aliment peut être améliorée 

par l'ajout d'alpha amylase (Tiwari et al., 2015). 
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3. Les Protéases 

3.1.Structure et mode d’action 

    Les protéases sont variées et ont des rôles biologiques bien différents. Leurs structures sont 

est très variées. Toutefois, elles possèdent toutes, comme les enzymes en général, un site actif 

qui assure l'activité d'hydrolyse des liaisons peptidiques, et un site de reconnaissance du 

substrat pour n'agir que sur la protéine cible. Elle permet de séparer deux acides aminés en 

cassant les liaisons peptidiques entre un atome de carbone et un atome d'azote au sein des 

protéines. Les protéases possèdent une activité d'hydrolase, car elles utilisent une molécule 

d'eau pour effectuer cette cassure. Un atome d'oxygène et d'hydrogène de la molécule d'eau 

complète le groupement carboxyle d'un côté, et l'atome d'hydrogène restant est donné au 

groupement amine. 

    On distingue les exopeptidases, qui permettent la libération du premier ou du dernier acide 

aminé de la protéine ; et les endoprotéases qui clivent des liaisons peptidiques au milieu des 

protéines. Des protéases sont retrouvées dans les sucs digestifs (comme la trypsine ou la 

chymotrypsine) mais interviennent également dans des processus cellulaires pour assurer la 

maturation des protéines par exemple. 

3.2.Application industriels 

    Outre l'utilisation dans l'hydrolyse des protéines, les protéases sont également utilisées dans 

un certain nombre d‘industries comme mentionnée dans le tableau (Tableau 08). 

Tableau 08 : les applications des protéases dans diverses industries 

Industrie Applications 

Produits 

lessiviels 

Les protéases ont évidemment un rôle à jouer dans le lavage des textiles, elles 

sont surtout intéressantes car elles ont une action progressive sur les protéines, 

sans aller jusqu'à la destruction des acides aminés ; il semble plus important 

pour nettoyer du linge taché de faire disparaitre d'abord toute couleur étrangère 

(anthocyanes des fruits, carotènes du jaune d'œuf, chlorophylle des végétaux, 

hémoglobine du sang) , ce qu'on peut obtenir par oxydation ménagée, en évitant 

la production d'autres couleurs apparues par les produits de la décomposition 

(Dupaigne, 1973). 
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Fromagerie L‘application majeure des protéases dans l‘industrie alimentaire est dans la 

fabrication de fromages. La présure a été l‘enzyme utilisée à cette fin depuis 

longtemps. Cependant, les fluctuations du prix de caillette et leur pénurie 

épisodique fait qu‘elle est de moins en moins utilisée et tend à être remplacée 

par des protéases microbiennes. Les protéases utilisées à cette fin sont produites 

par des microorganismes GRAS tels que Mucor miehei, Bacillus subtilis et 

Endothia parasitica. Les protéases fongiques acides, alcalines et neutres 

produites par A. oryzae ont également été utilisées en industrie laitière (Aguilar 

et al., 2008). 

Boulangerie Les endoprotéases et les exoprotéinases d’A. oryzae sont utilisées pour modifier 

le gluten de blé par une protéolyse limitée selon les caractéristiques désirées de 

la pâte ; un tel traitement enzymatique permet de réduire le temps de pétrissage 

(Aguilar et al., 2008). Des protéases bactériennes sont également souvent 

utilisées pour améliorer l‘élasticité et la force de la pâte (Rao et al., 1998). 

Préparation 

de produits à 

base de soja 

Les protéases neutres ou alcalines d‘origine fongiques sont utilisées depuis très 

longtemps pour préparer la sauce de soja ainsi que d‘autres produits à base de 

soja. Le traitement de ces protéines par la protéase alcaline "alcalase" à pH 8 

permet la mise au point d‘hydrolysats solubles utilisés comme additifs 

protéiniques dans les jus et boissons fruitées et dans la formulation des aliments 

diététiques (Rao et al., 1998). Kojizyme™ est un complexe d‘exopeptidases et 

d‘endopeptidases dérivées d‘A. oryzae utilisé dans la fermentation du sauce du 

soja. 

Tannerie Les protéases sont utilisées en tannerie depuis le début du siècle dernier pour 

leurs capacités à libérer les poils et la laine (Laxman et al., 2005). Les trois 

traitements de la peau à tanner (le reverdissage, le délainage et le confitage) 

sont susceptibles de solutions enzymatiques de protéases produites par B. 

licheniformis, A. oryzae, B. amyloliquefasciens. Jusqu'à présent, l‘usage des 

protéases a été limité car leur emploi est souvent plus coûteux que l‘utilisation 

de produits chimiques. Par contre, l‘emploi de produits chimiques comporte 

plusieurs inconvénients (Rao et al., 1998). 

Autres La protéase neutre de B. subtilis peut être utilisée pour le décreusage de la soie 

naturelle. Les protéases sont employées aussi avec des mélanges des enzymes 

hydrolytiques pour dégrader les polymères constitutifs de la matière végétale 

servant pour l‘alimentation animale. Une autre utilisation des protéases neutres 

est la récupération d‘argents à partir les films photographiques par hydrolyse de 

la gélatine (Sumantha et al., 2006). 

 

3.3.Les protéases d’origine fongique 

Les Protéases sont produites par une grande variété de microorganismes dont les 

actinomycètes, les moisissures et de levures. Une large variété de protéases sont élaborées par 

les moisissures (Wu et al., 2006 ; Tableau 09). Les enzymes d‘origine fongiques sont des 

enzymes extracellulaires, ce qui permet une séparation du mycélium du milieu de 

fermentation par une simple filtration (Devi et al., 2008). En outre, ces moisissures sont des 
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souches GRAS (Generally Regarded As Safe) et peuvent se développer sur des substrats 

moins chers (Devi et al., 2008). 

Tableau 09 : Exemples des protéases fongiques 

Sources Espèces Références 

Moisissures Aspergillus oryzae 

Mucor circinelloides 

Conidiobolus coronatus 

Penicillium sp. 

Aspergillus terreus 

Bauveria felina 

Aspergillus clavatus ES1 

García-Gómez et al., 2009 

Sathya et al.,2009 

Bessadok et al.,2015 

Bessadok et al.,2015 

Wu et al., 2006 

Bessadok et al.,2015 

Bessadok et al.,2015 

levures Aureobasidium pullulans 

Candida lypolytica 

Chi et al.,2007 

Bessadok et al.,2015 
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1. Echantillonnage 

    2 kg du café sont obtenus auprès d‘un représentant du distributeur « Bouanaba » sis à Ali 

Mendjli, nouvelle ville. Ils sont présentés comme un mélange du café Arabica (20%) et du 

Robusta (80%) étant les deux variétés du café les plus couramment consommés en Algérie et 

dans le monde. Tous les travaux sont réalisés au niveau des laboratoires du centre de 

recherche en biotechnologie de Constantine. 

2. Préparation du marc de café 

    La quantité  du café  ainsi obtenue  est directement placée dans un broyeur  de laboratoire, 

puis  transférée  directement à un café public (Khroube) pour la récupération du marc de café 

à  l‘aide d‘une machine expresso (figure 12). 

 

  

 

 

 

 

  Pour éviter la dégradation microbienne au cours du stockage, le marc de café est étuvé à 42° 

C jusqu'à stabilisation du poids. Une fois séché, le marc est placé dans un récipient opaque et 

stocké dans l‘obscurité à température ambiante (figure 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : préparation du marc de café (suite) 

-A: Café moulu    - B : Echantillons dans l`étuve    - C : Marc du café récupéré 

 

Figure 12: préparation du marc de café (1) 

-A : Café moulu   -B : machine espresso      -C : marc du café 

A B 
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3. Evaluation du potentiel chimique du marc de café 

3.1.Détermination de la teneur en humidité  

 Principe  

La détermination de la matière sèche est basée sur la dessiccation d‘un échantillon quelconque 

dans une étuve à température bien définit pendant un moment adéquat jusqu‘à stabilisation du 

poids.  

 Mode opératoire  

   3g du marc de café humide sont pesés dans des creusets tarés, ils sont par la suite placés 

dans une étuve maintenue ả 45°C pendant 48 heures jusqu‘au poids constant. Les creusets 

sont mis dans un dessiccateur pendant 1 heure pour absorber l‘humidité résiduelle restante 

(figure 14). La matière sèche (MS) est calculée selon l‘expression suivante : 

 

    
     

     
     

 

PS: poids de l‘échantillon avant séchage (g). 

PD: poids de l‘échantillon après dessiccation (g). 

TC: poids de creuset vide taré (g).         

Le taux d‘humidité est calculé à partir de la formule suivante: 

                  

 

 

Figure 14 : détermination de la matière sèche. 

-A: Etuve ventilée     - B: Echantillons dans l`étuve   -C : un dessiccateur 
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3.2.Détermination de la teneur en cendre et en matière organique 

 Principe  

   Après séchage à l'étuve, on procède à une calcination au four à moufle à 550 °C. Les 

cendres brutes sont obtenues après destruction de la matière organique par incinération. La 

matière minérale se trouve sous forme de cendres blanches. 

 Mode opératoire 

    3g de l‘échantillon préalablement séché sont pesés dans un creuset en porcelaine 

préalablement taré, il est placé dans un four à moufle porté à 550°C  pendant 12 heures. En 

refroidissant dans un dessiccateur (figure 15), l‘ensemble des cendres obtenu est pesé et le 

pourcentage de la matière minérale est calculé comme suit : 

 

    
     

     
     

PI: poids de creuset après incinération 

PD: poids de creuset après dessiccation 

CT: poids de creuset vide 

    La différence entre la matière sèche et la masse des cendres (matières minérales) 

correspond à la masse de matière organique. Le taux de matière organique dans un échantillon 

peut donc être donné par la différence :  

                                                          % MO = 100 - % MM 

 

 

 

 

 

 

Figure 15: détermination de la matière organique. 

-A: l’échantillon     - B, C: Four à moufle     -D: Echantillon incinéré 

A B C D 
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3.3.  Détermination de la teneur  en matière grasse (MG) 

 Principe  

    La détermination quantitative de la teneur en matières grasses d'un échantillon s'effectue 

généralement par extraction avec un solvant lipophile. Le system de SOXHLET utilisé dans 

notre étude est constitué d'un ballon monocole, d'un réfrigérant et d'un extracteur. Ce dernier 

présente un système de tube permettant la vidange du réservoir dont le volume varie d'un 

modèle à l'autre. La méthode Soxhlet est une méthode de référence utilisée pour la 

détermination de la matière grasse dans les aliments solides et séchés. 

 Mode opératoire 

   1 g d`échantillon est pesé dans une cartouche de cellulose. Après introduction de 25 ml 

d‘hexane dans chaque creusé, ils sont placé dans l‘appareil. L‘échantillon est extrait en semi-

continu par l`hexane en ébullition qui retombe goutte-à-goutte dans la chambre d‘extraction et 

qui dissout graduellement la matière grasse. Une fois l‘hexane éliminé par un évaporateur, les 

cartouches sont séchées à l‘étuve à 105°C pendant 24 h et les creusés sont pesés (figure 16). 

L‘expression des résultats se fait comme suit: 

    
     

           
     

PE : poids du creuset avec l‘extrait éthéré. 

PV : poids du creuset vide. 

ME : masse de la prise d‘essai 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Figure 16 : détermination de la matière grasse.  

-A, B: Appareil de SOXHLET    -C : Creusets secs. 

 

C 
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4. Analyses phytochimiques du marc de café 

L‘extrait brut du marc de café est préparé puis analysé en termes de son contenu en quelques 

composants phytochimiques, à l‘instar des phénols totaux et des flavonoïdes. 

4.1.Préparation de l’extrait brut du marc de café par macération (solide-liquide)  

 principe 

   La macération est, en effet une extraction ―à froid‖. Elle se fait en plongeant directement les 

substances solides dans un liquide. Ces dernières sont en général laissées en suspension 

pendant un certain temps qui peut aller de quelques heures à quelques jours. A la fin du 

processus, il est nécessaire de retirer les résidus solides par filtration. 

 

 Mode opératoire  

    L`extraction par macération est réalisée en couvrant une quantité de 5 g d`échantillon sec 

avec une solution hydro-éthanolique (50%/50% v / v) pendant 72 h avec renouvellement du 

solvant chaque 24h  (Figure 17, 18). (Acevedo et al., 2013). Apres  récupération du filtrat, le 

solvant est par la suite éliminé par un évaporateur rotatif à 40° C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C B A 

E D 

Figure 17 : le procédé d’extraction par macération (solide-liquide). 

-A : Solution hydro-éthanolique des extraits combinés  -B : filtration    -C : Agitation  

-D : Réfrigération   -E : l’extrait brut de marc du café 
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4.2.Détermination de  taux des flavonoïdes 

 Principe  

   La quantification des flavonoïdes a été effectuée par une méthode adaptée par Zhishen et al, 

(1999) avec le trichlorure d'aluminium et la soude. Le trichlorure d'aluminium forme un 

complexe jaune avec les flavonoïdes et la soude forme un complexe de couleur rose absorbant 

le visible à 510 nm. 

 Mode opératoire  

    La teneur en flavonoïdes de l‘extrait de marc du café  a été calculée par la méthode décrite 

par topçu et al., (2007). Elle consiste à mélanger 50 µl de extrait de marc du café avec 130 µl 

de méthanol et 10 µl d`acétate potassium et 10 µl d`aluminium nitrate dans une microplaque 

de 96 puits. Après 40 min d‘incubation à température ambiante, l‘absorbance est mesurée à 

415 nm via un lecteur de microplaques (Figure 18).La teneur en flavonoïdes totaux est 

Jour 1 Jour 2 Jour 3 

5g de 

marc du 

cafe 

25 ml de solvant 

(12.5ml d`éthanol 

+12.5 ml d`eau) 

4g de 

marc 

du cafe 

20 ml de solvant 

(10ml d`éthanol 

+10ml d`eau) 

3g de 

marc 

du cafe 

15ml de solvant 

(7.5ml d`éthanol 

+7.5 ml d`eau) 

Filtration 

Agitation

 

 
Agitation 

Réfrigération 24h 

Filtration 

Agitation

 

 
Agitation 

Réfrigération 24h 

Filtration 

Agitation

 

 
Agitation 

Réfrigération 24h

 

 
Agitation 

Séchage

 

 
Agitation 

l’extrait brut 

 

 
Agitation 

Figure 18 : schéma simplifié des étapes d’obtention des extraits bruts 

du marc de café 

café 
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calculée en termes d‘équivalent de quercétine par référence au courbe d`étalonnage déjà 

établie (Annexe 02). 

4.3.Détermination de  taux des phénols totaux 

 Principe  

   Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits est effectué par spectrophotométrie selon 

la méthode du réactif de Folin – Ciocalto (FCR).Ce dosage est constitué par un mélange 

d‘acide phototungstique et d‘acide phosphomolybdique qui est réduit lors de l‘oxydation des 

polyphénols, en mélange d‘oxydes bleus de tungstène et de molybdène.  

 Mode opératoire 

     La teneur en phénols totaux de l‘extrait du marc de café est déterminée par la méthode 

décrite par Singleton et Rossi, (1965). Elle consiste à ajouter 20 µl d`extrait de marc du café 

avec 100 µl du FCR dilue (1 :10). Après 5 mn d‘agitation, 75 µl de carbonate de sodium 

(7.5%) sont ajoutés. En Parallèle, un blanc est préparé de la même manière en remplaçant 

l`extrait par le solvant utilise (méthanol). Après 2 h d‘incubation à température ambiante, 

l‘absorbance à 765 nm est mesurée via un lecteur microplaques. Les résultats sont exprimés 

en terme d‘équivalents acide gallique à l‘aide d‘un courbe d` étalonnage (Annexe 02) 

  

Figure 19: la quantification des flavonoïdes 

-A : extrait brut    -B : le matériel utilisé -C : ultrasons -D : microplaque      

 -E, F :un lecteur de microplaques 

A 

C

  

D 

E F 

B 
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5. Essai de production des  enzymes dans un milieu ordinaire (PDA) 

5.1. Rappel 

    En fait, quatre souches fongiques ont été ciblées dans notre étude, en l‘occurrence 

Fusarium oxysporum, Trichoderma sp. Ascochyta lentis  et Ascoenita pisi. Elles ont été 

préalablement isolées à partir de différents denrées alimentaires au niveau du laboratoire de 

mycologie du centre de recherche en biotechnologie de Constantine. Chaque souche est 

conservée en différents modes, congélation, lyophilisation et réfrigération afin de les 

préserver le tout long possible. Dans l‘optique de la valorisation du marc de café déjà préparé 

et caractérisé, nous nous sommes intéressés à savoir l‘aptitude des mycètes à utiliser le marc 

du café comme un substrat ou comme une seule source de carbone dans un milieu de 

fermentation. Parallèlement, nous nous sommes intéressés à savoir l‘aptitude de ces mêmes 

souches à produire en présence de tel résidus, des enzymes d‘intérêt industriel, à l‘instar des 

cellulases, des protéases et amylases. 

    A priori, l‘aptitude de ces trois souches à produire telles enzymes est préalablement 

prouvée dans des milieux de cultures ordinaires à base des substrats inducteurs (Cellulase, 

amidon et gélatine), puis des essais de production dans un milieu fermentaire à base du marc 

de café en présence des mêmes substrats sont prévus. Malencontreusement, ces derniers essais 

n‘ont pas été accomplis pour des raisons échappant à la volonté, relatifs à la pandémie du 

coronavirus (Covid 19). La même circonstance nous a entravée d‘accomplir la détermination 

de quelques composants chimiques du marc comme le taux des sucres, des protéines et des 

fibres, l‘analyse des minéraux, ainsi que son contenu en tanins et en saponines. La 

caractérisation chimique et phytochimique du marc de café présente un double avantage pour 

la culture des mycètes ; en premier lieu, en sachant sa composition primaire, nous pouvant 

ajuster la carence du milieu de fermentation en un / plusieurs éléments, si nécessaire. En 

deuxième lieu et à travers des tests de corrélation statistiques, sa composition phytochimique 

permet de savoir l‘influence des composés secondaires sur le processus de production des 

enzymes in vitro, sont-ils néfastes ou bénéfiques?   

   Seuls les travaux rapportés dans cette partie sont accomplis, le restant sera accompli dès que 

les conditions le permettent.  
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5.2.Revivification des mycètes  

    Les échantillons à l`état physiologique congelé et réfrigérés ont placés sous hotte stérile à 

température ambiante jusqu‘au revenue à leur état frais. Par la suite, un morceau de la culture 

(milieu + colonie) est repiqué sur un milieu PDA fraichement préparé et stérilisé (Annexe 01). 

Cependant, la souche lyophilisée est réactivée en préparant une suspension sporale (morceaux 

de la culture + tube 9 ml d`eau stérile), l‘agitée pendant 1 min ,puis 5 gouttes de cette dernière 

sont étalées sur un milieu PDA .Les boites sont incubées à 25° C pendant 7 jours. Deux 

répétitions sont effectuées pour chaque souche (Figure 20). 

 

  

Souches congelés et réfrigérées La souche lyophilisée 

 

Découper un moreaux 

d`agar et de colonie 

Toutesles manipulations se 

font sous haute dans une 

zone de sécurité du bec 

bunsen 

Etaler  5 

goutte de 

suspension 

Incubation à 25°C pendant 7 jours 

Figure 20: schéma simplifié des étapes de la technique de 

revivification des mycètes 
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5.3.Identification micro et macroscopique des souches fongiques 

    L‘identification d‘une souche de moisissure est essentiellement morphologique et basée sur 

une observation macroscopique et une étude microscopique (Botton et al., 1990). 

 

Tableau 10 : photographies des souches utilisées 

Code de la souche Recto Verso 

Ascochyta lentis 

  

Fusarium 

oxysporum 

  

 

 

 

Ascochyta  pisi 

  

Trichoderma sp. 
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5.3.1. L’aspect macroscopique 

La forme, la taille et la pigmentation des colonies ont été déterminées après croissance sur 

milieu PDA solide après une incubation de 7 jours à 25° C. 

5.3.2. L’aspect microscopique  

    L‘examen microscopique se fait sur un petit fragment de colonie placé entre lame et 

lamelle avec une goutte de bleu méthylène. Ce bleu est une solution alternative pour colorer 

les éléments fongiques comme les parois peu visibles de spores incolores en bleu (Lachapelle, 

2004).L‘identification se base sur la structure du mycélium (siphonné, cloisonné, épais, 

coloré…), les éléments de la reproduction asexuée (spores : forme, cloisons, couleur, taille…) 

et sexuée, et sur les formes de résistance (chlamydospores solitaires, en paires ou en chaines). 

L‘observation microscopique est réalisée au grossissement × 40 (figure 21).         

 

 

5.4. Screening des souches productrices d’enzymes 

5.4.1. Détermination de l’activité amylolytique des souches fongiques 

   La détection de l‘aptitude des quatres souches à produire l‘alpha amylase est effectué sur un 

milieu spécifique à base d‘amidon (Annexe 01). L‘ensemencement est réalisé par disque de la 

culture jeune au centre de la gélose (deux répétitions pour chaque souche). Les boîtes sont 

Figure 21: coloration par bleu de méthylène et l`observation microscopique 

-A, B : coloration de bleu de  -C : microscope 

   -D : les lames préparés  

A B 

C D 
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ensuite incubées à 25° C pendant 5 jours .Après croissance, les boites sont colorées avec le 

lugole, Après 5 min de réaction, Les souches à halo clair sur le pourtour sont considérées 

comme productrices d‘amylases. Le diamètre des zones d‘hydrolyse, est pris en considération 

pour la sélection de la souche amylolytique la plus performante (Figure 22 et 25). 

 

 

 

5.4.2.  Détermination de l’activité cellulolytique des souches fongiques 

    La mise en évidence de l‘activité cellulolytiques des souches testées est effectuée sur un 

milieu spécifique contenant la cellulose (Annexe 01 ; Figure 23). L‘ensemencement est réalisé 

par disque de la culture jeune de chaque souche au centre de la gélose (Figure 25). 

L`incubation est faite à 25 °C pendant 5 jours (deux répétitions pour chaque souche) .Après 

croissance, les boites sont colorées avec le lugole qui se fixe sur les polymères de cellulose. 

Le lugole permet la mise en évidence de l‘activité cellulolytiques par l‘apparition de zones 

claires autour des colonies productrices de cellulase (Korish, 2003). Les diamètres des zones 

d‘hydrolyse pour chaque souche sont mesurés, ce qui permet de sélectionner la meilleure 

souche cellulolytique. 

 

  

Figure 23: la préparation de milieu de base de la cellulose 

-A : cellulose     -B : agitateur magnétique 
 

A

  

B

  

Figure 22 : la préparation de milieu à base d`amidon 

-A : amidon      -B : PH-mètre  -C : milieu à base d`amidon    -D : autoclave 

A

  

B C D 
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5.4.3.  Détermination de l’activité protéolytique des souches fongiques 

   La détection est effectuée sur le milieu spécifique (Annexe 01). L‘ensemencement est 

réalisé par disque de la culture au centre de la gélose. Les boîtes sont ensuite incubées à 25° C 

pendant 5 jours .Après croissance, les boites sont colorées avec le lugole, Après 5 min de 

réaction, les souches à halo clair sur le pourtour, sont considérées comme productrices de 

protéase. Le diamètre des zones d‘hydrolyse, est pris en considération pour la sélection de la 

souche productrice de protéase la plus performante (figure 24 et 25). 

 

 

Figure 24 : la préparation de milieu à base de la gélatine 

-A : gélatine    -B : pH-mètre+ agitateur   -C : milieu spécifique 

A

  

B

  

C
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A

  

B

  

C

  

D

  

Figure 25: la technique de screening 

-A: boites de pétri coulées  -B : les disques de culture     -C : la hotte   -D : les souches  

A

 

 
D

  

 

B
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6. Optimisation de la production des enzymes dans  des milieux de 

fermentation liquide à base de trois substrats, effet du pH et de la 

température 

Il est à noter à priori, que pour la production des enzymes in vitro, le choix d`un milieu de 

fermentation approprié est essentiel pour les microorganismes, aussi bien pour la croissance 

que pour la production d‘enzymes. Seules Trichoderma sp. et Fusarium oxysporum sont 

testées dans cette section. 

6.1.Préparation des milieux de fermentation  

L‘étude de croissance de Trichoderma sp. et Fusarium oxysporum est réalisée dans des 

erlenmeyers de 250 ml contenant 50 ml de extrait pure de pomme de terre avec 10 g 

d`amidon comme seule source de carbone (annexe 01). Dans une zone stérile, on coupant 3-5 

fragment des souches déjà testées productrices de l‘enzyme sur milieu solide, et les plaçons 

dans les erlenmeyers contenant le milieu de base du substrat d`amidon, l`incubation est réalisé 

7 jours à différentes température et à différents valeurs de pH (deux répétitions pour chaque 

souche) sous agitation continue. 

 

6.2.Effet du pH initial 

L`effet du pH initial sur la production de l‘alpha amylase pour les deux souches est testé à 

des pH initiaux de 4, 5, 6,7 et 8. L‘ajustement du pH initial est réalisé par une solution de 

HCL pour les pH inferieurs à 5, et de NaOH 1N pour les pH supérieurs. Les pH initial et final 

sont mesure par in PH-mètre type isotemp@. 

 

6.3.Effet de la température 

Les cultures des 2 souches sur milieu liquide à base d`amidon sont réalisées à 25, 30 ,35 

,40 et 45 °C, l`incubation est effectuée pendant 7 jours à PH 5 sous agitation. 
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E 

Figure 26: préparation des milieux liquide de fermentation 

-A : PH-mètre    -B : les milieux de culture  de différents PH   -C : le milieu de 

culture de différents T°C     -D : les fragments des souches 

-E : les milieux de culture       -F : incubation sous agitation  

E F 

B A 

D C 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Troisième partie 
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1. Evaluation du potentiel chimique du marc de café  

Le contenu du marc de café en humidité, en minéraux et en matière grasse est exposé dans le 

tableau 11. 

1.1.Détermination de la teneur en humidité  

   La teneur en humidité du marc de café utilisée dans cette étude était de 63,90%, elle est 

comparable aux valeurs du marc de café  (53,0% -69,8%) précédemment rapportées par Cruz 

et al. (2012) et par Nalan et al. (2014), soient 53% et 69,8%, respectivement. Le marc de café 

présente une capacité de rétention d'eau plus élevée que d'autres matériaux, tels que la paille 

de riz, de blé et l‘Okara, ce qui pourrait également être lié à la présence de plus de fibres dans 

le marc que dans ces matériaux (Ballesteros et al., 2014).Il est essentiel à noter que le taux 

d‘humidité du marc de café est très favorable pour la culture des mycètes. Selon Mansour-

Benamar et al.(2008), un taux de 70% est favorable pour la croissance mycélienne des 

souches, car l‘humidité a une grande influence non seulement sur la croissance mycélienne et 

la sporulation, mais plus particulièrement sur la germination des spores. 

 

 

 

 

 

 

1.2.Détermination de la teneur en matière minéral  

    La teneur en matière minéral notée dans notre étude était 1.45% MS, c'était dans la gamme 

(0.8 –3.5% MS) rapporté par Cruz et al., 2012.  Mussatto et al., 2011 ont trouvé une teneur en 

cendres plus faible que la nôtre, suggérant que les conditions de brassage utilisées dans 

l'extraction industrielle du café entraînent une plus grande perte des minéraux. La plupart des 

minéraux sont facilement extraits avec l'eau chaude pendant la préparation du café instantané. 

La teneur en cendres enregistrée dans notre étude semble étre déficiente pour une bonne 

croissance des champignons. Une supplémentation du milieu fermentation en solutions 

minérales est fortement recommandée. Benkahoul et al. (2017) ont rapporté un taux minimal 

de 3,4 % en matière minérale dans un milieu de base dans la culture des moisissures, et donc 

Tableau  11: le taux d‘humidité, les teneurs en minéraux et en 

matières grasses du marc du café (% MS). 

 Hum  MM MG 

Marc du café 63,90 1,45 ± 0,49 6.49 ±0,12 

- Hum : humidité,  MM : matière minéral,  MG : matière grasse 

-Les résultats sont exprimés comme la moyenne de trois répétitions ± écart 

type. 
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la production d‘enzymes. Pour cela, une supplémentation du milieu de fermentation en sels 

minéraux est importante pour la fermentation et la production des enzymes. 

Les échantillons étudiés renferment un taux en matière organique de l‘ordre de 98,55% 

MS. Notre résultat est cohérent avec celui de Ballesteros et al.(2014) ayant rapporté que le 

taux matière organique dans le marc du café est d‘environ 98.7± 0.10. En raison de sa teneur 

élevée en MO, le marc de café la présence une très bonne source de carbone pour la culture 

des mycètes.  

1.3.Détermination de la Teneur  en matière grasse (MG) 

La teneur en matière grasse du marc du café est estimée à 6.49% MS, elle est inférieure à 

celle rapportée par Ballesteros et al.(2014) (2.29% MS). Néanmoins, cette même valeur est   

supérieure à l‘intervalle noté par Jenkins et al. (2014) estimé de 10 à 15% MS. Cependant, la 

teneur en MG a été déterminée à 16,3%  dans l'étude de Caetano et al. (2013). 

      Les lipides sont un constituant mineur de la boisson car ils sont mal extraits par l'eau 

chaude. Ces différences peuvent également être dues aux conditions utilisées pour la 

préparation du café instantané et à la variété des grains de café utilisés (Mussatto et al., 

2011a). 

1.4.Détermination du  taux des flavonoïdes  et des phénols totaux 

    L‘extrait brut du marc de café a été analysé quantitativement par spectrophotométrie UV-

visible pour déterminer son contenu en phénols totaux et en flavonoïdes. Les résultats 

exprimés en termes d‘équivalent d‘acide gallique/ de quercétine sont exposés dans la figure 

27. L‘extrait du marc renferme 51,46 ug EAG par milligramme. A titre de comparaison, cette 

valeur est largement supérieure à  celle notée par Panusa et al. (2013) variant de 19.3 à 25.5 

ug EAG/mg et à celle de Mussatto et al.(2011)ayant noté 16 ug d‘EAG/mg. 

L‘extrait du marc referme également une teneur en flavonoïdes égal à 19,03 ug 

quercétine/mg d‘extrait. Une valeur supérieure au notre est enregistrée par Phung et al. (2017) 

pour l‘extrait Hydrométhanolique (1 : 20, v/v) du marc de café, estimée à 31.15 μg de 

quercétine/mg d‘extrait. L‘effet de tels composés secondaire sur la culture des mycètes et, par 

conséquence la production des enzymes est d‘importance majeure. Une corrélation entre ces 

deux paramètres devra étre accomplies.  
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Figure 27 : teneurs en phénols totaux (ug GAE/mg) et en flavonoïdes (ug Quercetine/ 

mg) du marc de café  

2. Essai de production des trois enzymes sur Gélose PDA 

2.1.Identification macroscopique et microscopique des souches 

Les souches fongique testées pour la production des enzymes recherchées est soumise à 

une identification macroscopique (caractères culturaux) et microscopique (caractères 

morphologiques). 

2.1.1.  Identification macroscopique 

     Ce type d‘étude est primordial pour l‘identification des moisissures (aspect de la colonie, 

couleur, revers et la vitesse de croissance,…). Dans ce cas, les souches: Fusarium oxysporum 

,Trichoderma sp ,Ascochyta lentis et Ascochyta pisi sont revivifiées par incubation à 25° C 

pendant une semaine sur milieu PDA . L‘étude macroscopique repose sur l‘observation à l‘œil 

nu. Le tableau 12 récapitule l‘aspect macroscopique des isolats purifiés: surface et consistance 

des colonies, couleur du revers de la colonie ainsi que la présence ou l‘absence de pigments 

caractéristiques de chaque souche. 
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           2.1.2.  Identification microscopique 

    L‘identification microscopique repose sur des critères morphologiques et sur l‘ontogénie 

des spores (aspect, couleur et structure des conidiospores), l‘examen microscopique des 

souches : Fusarium oxysporum, Trichoderma sp, Ascochyta lentis et Ascochyta pisi est 

réalisée au grossissement G×40. La technique de coloration par  bleu de méthylène (Harley et 

Tableau 12 : caractères macroscopiques des souches sur milieu PDA 

Les souches Caractères macroscopiques 

 

Fusarium oxysporum 

 

-Couleur du mycélium et du 

contour : blanche  

-Texture : colonie aplatie. 

-Couleur du revers : revers 

incolore 

 

 

Trichoderma sp 

 

-Couleur du mycélium et du 

contour : - colonie verdâtre.  

pulvérulent 

-Couleur du revers : - revers 

incolore 

 

 

Ascochyta lentis 

 

 

-Couleur du mycélium et du 

contour : brun   

- Texture : poudreuse à 

duveteuse 

- Couleur du revers : brun pâle 

 

 

Ascochyta pisi 

 
 

-Couleur du mycélium et du 

contour : Blanche et brun au 

centre  

- Texture : poudreuse à 

duveteuse 

- Couleur du revers : brun pâle 
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Prescott, 2002) a permis d‘observer les structures caractéristiques des isolats sélectionnés 

(conidiospores, conidies, mycélium etc…). Les résultats obtenus sont dans le tableau 13. 

Les résultats obtenus sont similaires à ceux décrits dans la bibliographie (Blaszczyk et 

al.,2014 ; Pandey et al., 1987 ; Seogchan Kang et al., 2014). 

Tableau 13 : caractères microscopiques des souches testées 

Les souches Caractères microscopiques 

 

 

 

Fusarium oxysporum 

 

-  Filament septé, 

- Macroconidies fusiformes 

- Microconidies ovoïdes 

- Absence de chlamydospores 

 

 

Trichoderma sp 

 

- Mycélium composé d'hyphes 

jaunes, 

- Phialides : forme de flasques 

- Conidies : Les conidiophores ont 

une forme conique ou pyramidale 

-Ramification : septés, ramifiés à 

parois lisses. 

 

 

Ascochyta lentis 

 

 

-Mycélium cloisonné 

-Présence des pycnides, 

Pycnidiospores bicellulaires 

- Pycnidiospores ovales à allongée 

 

 

Ascoenita pisi 

 

 

 

-Présence des pycnides, 

Pycnidiospores bicellulaires  

-Ramification : Mycélium cloisonné 

 

2.2.Mise en évidence des activités enzymatiques sur gélose PDA 

Le choix des milieux de culture est déterminant dans la mise en évidence des activités 

enzymatiques recherchées et surtout dans le choix de la substance employée comme substrat 
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inducteur pour la production des enzymes. Pour cela, on a utilisé les milieux gélosés à base 

d‘amidon, de cellulose et de gélatine comme milieux sélectifs pour la détection des activités  

amylolytique, cellulolytique et protéolytique respectivement chez les souches testées. 

Les résultats obtenus après l‘ensemencement des milieux gélosés contenant des substrats 

spécifiques donnent des zones d‘hydrolyse claires prouvant la production des enzymes 

hydrolases recherchées par tous les souches testées (Tableau 15). Les zones d‘hydrolyse 

présentent des diamètres différents suivant la capacité de chaque souche à dégrader le substrat 

disponible (tableau 14). 

 

    D‘une manière générale, toutes les souches testées ont montré clairement leur capacité à 

hydrolyser (dégrader) les substrats utilisés à savoir, l‘amidon, la cellulose et la gélatine. 

 

2.2.1 Mise en évidence de l’activité amylolytique  

   Parmi les souches testées, la souche la plus performante quant à son activité amylolytique 

sera sélectionnée. Cette activité est détectée par le lugole qui colore spécifiquement l‘amidon 

non dégradé en bleu-violet (Maldonade et al., 2007).  En effet, les souches à halo clair sur le 

pourtour sont considérées comme productrices d‘α-amylases. Cependant, le diamètre des 

zones d‘hydrolyse est le facteur principal pris en considération pour la sélection de la souche 

amylolytique la plus performante.  

 

 

Tableau 14 : diamètres (mm) des zones d‘hydrolyse 

Tableau : Diamètres (mm) de zones d’hydrolyses de souches testées 

Activité 

enzymatique 

Amylolytique Protéolytique Cellulolytique 

Fusarium oxysporum 4 4.5 4.7 

Trichoderma sp. 4.6 7.5 2 

Ascochyta lentis 3 4 3 

Ascochyta pisi 3.7 3.9 4.2 
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       Parmi les souches testées, Trichoderma sp. se distingue par l‘activité amylolytique la plus 

élevé comparativement aux autres souches. Cette activité demeure, cependant moyenne 

traduite par une zone d‘hydrolyse de diamètre estimé à 4.6 mm. A. lentis est la souche 

amylolytique la plus faible (3 mm). Néanmoins, A. pisi et F .oxysporum présentent une 

Tableau 15: zones d’hydrolyses des souches testées après 7 jours incubation à 25° 

Milieux 
PDA à base de 

cellulose 

PDA à base de 

gélatine 
PDA à base d’amidon 

Activités 

enzymatique 
Cellulolytique Protéolytique Amylolytique 

F. oxysporum 

 
  

Trichoderma sp. 

   

A. lentis 

  
 

A. pisi 
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activité amylolytique intermédiaire avec des diamètres d‘hydrolyse estimés à 3,7 et 4 mm, 

respectivement. 

2.2.2.   Mise en évidence de l’activité cellulolytique 

     Après la coloration, l‘observation d‘une zone claire apparente autour des colonies des 

souches testées indique l‘hydrolyse du substrat testé (la cellulose). Le diamètre de ces zones 

est lié à la quantité des enzymes extracellulaires libérées par les souches testées. 

  F.oxysporum. présente l‘activité cellulolytique la plus élevée avec un diamètre d‘hydrolyse 

mesuré à 4.7 mm, par contre, la souche Trichoderma sp.  donne une zone d‘hydrolyse de 

diamètre faible mesuré à 2 mm. Notre résultats et contradictoire avec celui de Harman, (2006) 

stipulé que le genre Trichoderma est connu parmi les souches fongiques les plus 

cellulolytiques. 

 

2.2.3.  Mise en évidence de l’activité protéolytique 

    La production de l`enzyme protéase est révélé par l`inondation les boîtes de Pétri avec la 

solution de lugol, l`activité protéolytique se distingue par la formation de halo clair autour des 

colonies qui traduit une dégradation des protéines du milieu et donc une présence d‘enzymes 

protéolytiques (Juszczyk et al., 2005)  

    Nous observons des zones d‘hydrolyse de différents diamètres (tableau 09). Trichoderma. 

sp. présente une activité importante avec un diamètre mesuré à 7.5 mm suivi par F 

.oxysporum ayant donné un diamètre égal à 4.5 mm. Alors que, les deux Ascochyta présentent 

une activité protéolytique moyenne, dont le diamètre est mesuré à 4 et 3.9 mm, 

respectivement. Les souches Trichoderma .sp. se sont avérés produire une large gamme 

d'autres enzymes extracellulaires et certaines d'entre elles étaient impliquées dans la lutte 

biologique contre les maladies des plantes (Harman, 2006) 

3. Optimisation de la production des enzymes sur milieu liquide 

     3.1.  Sélection des souches microbiennes productrices de l’enzyme amylase   

    Les microorganismes qui sont capables de produire des enzymes de dégradation de certains 

composés sont généralement localisés où ces substances sont abondantes. Les méthodes 

d‘isolement sont des méthodes classiques avec des milieux sélectifs contenant le substrat 

stimulant la production de l‘enzyme spécifique. Dans notre étude, l‘amidon est utilisé comme 

la seule source de carbone dans le milieu fermentaire pour isoler les souches productrice de 
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l‘amylase. Le métabolisme fermentaire est réalisé en absence d‘oxygène et sous agitation, le 

rendement de conversion de biomasse est séparé  par filtration. Seule Trichoderma sp. et F. 

oxysporum sont testées dans cette section en raison du manque des Erlens. 

3.2.Paramètres influençant la production de l’amylase 

3.2.1. Effet du pH 

    La croissance des souches augmente en fonction du pH 5 à 7. La croissance est maximale 

avec un pH égal à 7 pour Trichoderma sp, un pH de 5-6 pour F .oxysporum, une diminution 

progressive au-delà de cette valeur est enregistrée. En contrepartie, le maximum d‘activité 

enzymatique est obtenu au pH initial 5,5 pour Trichoderma sp. et pH 7 pour F .oxysporum. 

Donc les deux souches sont des neutrophiles se développant dans des milieux fermentaires 

dont le pH  est compris entre 5,5 et 8,5 avec un optimum voisin de 7(tableau 16). 

3.2.2. Effet de la température 

La croissance des deux souches est devenue maximale à la température initial 25° C 

atteignant par ainsi une croissance et un rendement élevée. Elle diminue rapidement par ainsi. 

L‘activité enzymatique présente un profil parallèle à la croissance. Le maximum de 

production d‘amylase est obtenu à 25° C (tableau 17). Donc Trichoderma sp. et F .oxysporum 

sont des mésophiles. La plupart des champignons, surtout les moisissures sont mésophiles  

qu'ils se développent autour de 20- 25° C. Les résultats obtenus sont similaires à ceux décrits 

par Escoula et al. (1973) stipulant que la température idéale pour le développement des 

moisissures se situe entre 24 et 30° C . 
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Tableau 16: production de l’amylase par les deux souches dans les pH 4, 5, 6, 7 

et 8 à 25° C 

 

pH Trichoderma sp. Fusarium oxysporum 

 

 

4 

- 

 
 

 

5 

  
 

 

6 

  
 

7 

  
 

8 
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Tableau 17 : production d’amylase par les deux souches dans les températures  

25, 30 ,35 ,40 et 45°C  

Températures  Trichoderma sp. Fusarium oxysporum 

 

 

25° C 

  

 

 

30° C 

  

 

 

35° C 
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ans le cadre de valorisation des résidus des ressources végétales naturelles générés par 

le secteur agro-alimentaire, nous avons sélectionné le marc du café, ce royal résidu 

qui s‘appelle « or noir » ou « or brun» majoritairement  rejeté à  l‘état dans  l‘environnement 

en dépit de ses faveurs et fameuses utilisations en industrie, en pharmacie, en agriculture et en 

cosmétique. A travers cette première initiative qui n‘a jamais été entrepris en Algérie, nous 

essayons de mettre en évidence la production des enzymes, à savoir l‘amylase, la cellulase et 

la protéase chez par quatres souches ; Fusarium oxysporum, Trichoderma sp, Ascochyta lentis 

et Ascochyta pisi dans un milieu de fermentation à base du marc de café. Cette optique 

présente une importance environnementale et économique d‘importance majeure. 

 

    L‘utilisation de ce résidu comme un substrat de base en fermentation nécessite, en premier 

lieu déterminer son contenu en différents éléments nutritifs primaires, tels que les protéines, 

les sucres, les minéraux et les lipides, ainsi que son contenu en composants secondaires tels 

que les polyphénols, les tanins et les saponines. Une fiche d‘analyse de ce résidu facilite la 

mise en place d‘un milieu fermentaire équilibré pour la croissance et le développement des 

mycètes. Dans notre étude, seuls trois paramètres ont été déterminés, le taux d‘humidité 

enregistré est entièrement favorable pour la croissance des mycètes, tandis une carence en 

minéraux est soulevé. A cet égard, une supplémentation du milieu en minéraux est très 

importante. D‘autres analyses sont indispensables pour justifier l‘utilisation du marc.  

 

     Dans une deuxième phase, les souches sélectionnées sont revivifiées sur un milieu 

ordinaire PDA, puis re-identifiées macrospiquement et microscopiquement par le bleu de 

méthylène. Les aptitudes enzymatiques de ces mêmes souches ont été testées, en premier lieu 

dans une gélose ordinaire contenant la cellulose, l‘amidon et la gélatine comme des substrats 

inducteurs de la production de la cellulase, l‘amylase et la protéase, respectivement. Une 

production variable est enregistrée traduite par la mesure des zones d‘hydrolyse en mm. Les 

résultats révèlent que la souche Trichoderma sp est la plus performante quant à la production 

des enzymes amylase et protéase par rapport aux autres souches, Fusarium oxysporum est 

performante dans la production d`enzymes cellulase par rapport aux autres souches.  . 

 

   La production de l‘amylase dans un milieu fermentaire liquide par F. oxysporum et 

Trichoderma sp. révèle que ces deux souches neutrophile et mésophile se développent dans 

une gamme de ph allant de 5,5 jusqu‘à 7 à une température de 25° C. 

 

D 
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    Cette étude basée sur la mise en évidence et la production des enzymes hydrolases des 

souches fongiques a donné des résultats très encourageants qui devront être complétés selon 

l‘échéancier tracé afin de présenter un travail cohérent et complémentaire justifie, en quelque 

sorte, l‘utilisation du marc de café dans un milieu de base de production des enzymes à intérêt 

industriel.  
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Annexe 1 : Préparation des milieux de culture 

 L’extrait de pomme de terre  

-500g de pomme de terre  

-3 litres d`eau distillé 

 

 Gélose à base d`amidon  

-10 g d`amidon  

-500 ml d`extrait de pomme de terre  

-10 g  agar 

 

 Gélose à base de cellulose  

-10 g de cellulose  

-500 ml d`extrait de pomme de terre  

-10 g agar 

 

 Gélose à base de gélatine 

-10 g de gélatine 

-500 ml d`extrait de pomme de terre  

-10 g agar 

 Milieu liquide à base d`amidon 

-10 g de d`amidon  

-50 ml d`extrait de pomme de terre pure 

 

Tous les milieux sont autoclavés à 120 ± 1° C pendant 20 min
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Annexe 02 ; Courbes d’étalonnage 

 

 

Courbe d’étalonnage des phénols totaux 

 

Courbe d’étalonnage des flavonoïdes totaux 
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Résumés 

   Ce travail s‘intéresse à la valorisation d‘un résidu agroalimentaire étant le marc du café, 

comme un substrat de base pour la production des enzymes à intérêt industriel à l‘instar des 

cellulases, des amylases et des protéases. La mise en évidence de la production de telles 

enzymes est testée chez les souches fongiques : Fusarium oxysporum, Trichoderma sp. 

Ascochyta lentis et Ascochyta pisi. A cet égard, une première partie est portée sur l‘analyse de 

la composition chimique du marc du café. La deuxième partie  est portée sur la sélection de la 

meilleure souche performante vis- à –vis les différentes activités enzymatiques sur un gélose 

PDA. Trichoderma sp. est retenue comme la souche la plus performante quant à l‘activité 

amylolytique et cellulolytique. Un pH entre 5 et 7, et une température de 25° C sont 

considérés optimaux pour la production de l‘amylase sur un milieu liquide à base d‘amidon. 

 

Mots clés : Marc du café, valorisation, Amylase, cellulase, Protéase, fermentation 
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Abstract 

    This work is interested in the valorisation of an agro-food residue which spend coffee 

grounds, as a basic substrate for the production of enzymes of industrial interest such as 

cellulases, amylases and proteases. The demonstration of the production of such enzymes is 

tested in fungal strains: Fusarium oxysporum, Trichoderma sp. Ascochyta lentis and 

Ascochyta pisi. In this regard, a first part focuses on the analysis of the chemical composition 

of spend coffee grounds. The second part focuses on the selection of the best performing 

strain with respect to the different enzymatic activities on a PDA agar. Trichoderma sp. is 

selected as the best performing strain in terms of amylolytic and cellulolytic activity. A pH 

between 5 and 7, and a temperature of 25 °C are considered optimal for the production of 

amylase in liquid media based on starch. 

 

 Key-words: Spend Coffee grounds, valorisation , Amylase, cellulose , Protease, fermentation
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 تلخيص

 راث الإنضًٌبث لإنتبج أسبسٍت كشكٍضة ، انقهىة تفم هً  انتً انضساعٍت الأغزٌت يخهفبث استعًبل بإعبدة انعًم هزا ٌهتى    

 Fusarium: فطشٌت سلالاث فً الإنضًٌبث ههز إنتبج اختببس ٌتى. وانبشوتٍبص والأيٍلاص انسهٍىلاص يثم انصنبعٍت الأهًٍت

oxysporum ; Trichoderma sp ; Ascochyta lentis و Ascochyta pisi .ًالأول انجضء ٌشكض ، انصذد هزا ف 

 ببلأنشطت ٌتعهق فًٍب أداء   الأفضم انسلانت اختٍبس عهى انثبنً انجضء ٌشكض.  انقهىة نتفم انكًٍٍبئً انتشكٍب تحهٍم عهى

 الانضًًٌ اننشبط حٍث ين أداء   سلانت كأفضم Trichoderma sp اختٍبس تى. agar PDA عهى انًختهفت الأنضًٌٍت

  الأيٍلاص لإنتبج الأيثم هً يئىٌت دسجت 25 انحشاسة ودسجت 7 و 5 بٍن انحًىضت دسجت تعتبش.  انسهٍهىصي و الايٍلاصي

 فً وسظ يبئً ٌحتىي عهى اننشبء 

 

 تخًش  ، انبشوتٍبص ، انسهٍلاص ، ٌضبالأيٍ ، تذوٌش ،  ىةانقه تفم:  المفتاحية الكلمات
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