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Résumeé :

Ce travail concerne la séparation et la purification des enzymes fongiques dégradant la
pectine. Les enzymes pectinolytiques possedent un systeme complexe de protéines, qui
comprennent des lyases, des polygalacturonases et des hydrolases. Ces enzymes occupent
une place centrale, représentant 25 % du marché globale des enzymes.

En effet, la purification des pectinases est une étape essentielle pour obtenir des enzymes
pures utilisables dans divers procédés industriels. Le choix de la méthode de purification
est nécessaire pour obtenir des enzymes ayant des activités catalytiques importantes et un
haut rendement. Une meilleure purification est obtenue par 1’éthanol a 75%. Il a permis
d'obtenir une activité spécifique de 1.32 Ul/mg et de 0.16 Ul/mg respectivement pour la
PG et laPL. Le degré de purification est 1.2 pour la PG et 1.28 pour la PL. Le rendement
est de 87.4% et 92% respectivement pour la PG et la PL. Une meilleure précipitation par le
sulfate d'ammonium a 75% a permis d'obtenir une activité spécifique de 2,88 Ul/mg pour
la PG et 0,6 Ul/mg pour la PL. Le taux de purification est de 4,8 et 2,6 et le rendement est
de 60% et 33.6% respectivement.

Ces deux enzymes sont des glycoprotéines, le poids moléculaire a été déterminé par SDS-
PAGE et a été estimé a 95 KDa pour I'enzyme PG et a 28 KDa pour I'enzyme PL.

En raison de ces propriétés, les deux enzymes PG et PL peuvent étre appliquées dans
divers domaines de l'industrie, de I'alimentation, du textile, du papier, de la filtration de
I'eau et du traitement des déchets.

Mots clés: Aspergillus niger, Pectine lyase, Polygalacturonase, Purification, SSF.



Summary:

This work concerns the separation and purification of pectin-degrading fungal enzymes.
Pectinolytic enzymes have a complex system of proteins, which include lyases,
polygalacturonases, and hydrolases. These enzymes occupy a central place, accounting for
25% of the global enzyme market.

Indeed, the purification of pectinases is an essential step in obtaining pure enzymes that
can be used in various industrial processes. The choice of purification method is necessary
to obtain enzymes with high catalytic activities and high yield. Better purification is
achieved by 75% ethanol. It yielded a specific activity of 1.32 IU/mg and 0.16 1U/mg for
PG and PL, respectively. The degree of purification is 1.2 for PG and 1.28 for LP. The
efficiency is 87.4% and 92% respectively for PG and PL. Better precipitation by
ammonium sulphate at 75% resulted in a specific activity of 2.88 IU/mg for PG and 0.6
IU/mg for LP. The purification rate is 4.8 and 2.6 and the efficiency is 60% and 33.6%
respectively.

Both of these enzymes are glycoproteins, the molecular weight was determined by SDS-
PAGE and was estimated to be 95 KDa for the PG enzyme and 28 KDa for the PL enzyme.

Due to these properties, both PG and PL enzymes can be applied in various areas of
industry, food, textile, paper, water filtration, and waste treatment.

Keywords: Aspergillus niger, Pectin lyase, Polygalacturonase, Purification, SSF.



Introduction



La biotechnologie blanche est un domaine qui se concentre sur l'utilisation de micro-
organismes de cellules végétales ou animales et de leurs composants pour produire des
produits et des processus industriels. Elle permet d'optimiser la production a grande échelle de
ces enzymes, d'améliorer leurs propriétes et de les utiliser dans des applications industrielles
variées, notamment dans l'industrie alimentaire et la valorisation des déchets agricoles.

les enzymes pectinolytiques qui sont un groupe d’enzymes constitué¢ d'estérases, de
polygalacturonases et de lyases. Les pectinases occupent 25 % de vente d'enzymes
alimentaires dans le monde. sont largement utilisées dans diverses applications industrielles,
notamment dans l'industrie alimentaire, I'industrie des boissons, I'industrie textile et I'industrie
du papier. Elles sont utilisées pour clarifier les jus de fruits, pour améliorer la texture des
aliments, pour faciliter la filtration des boissons, pour traiter les fibres textiles et pour
améliorer la qualité du papier, entre autres utilisations.La production d'enzymes
pectinolytiques peut étre réalisée a partir de différentes sources, telles que des micro-
organismes (bactéries, levures, champignons) ou des plantes.

Difféerentes especes et souches d'Aspergillus peuvent étre utilisées pour produire des
enzymes pectinolytiques. La souche d'Aspergillus choisie doit étre capable de produire de
maniére efficace et en quantités suffisantes les enzymes pectinolytiques souhaitées.

Aspergillus niger représente le microorganisme le plus important produisant cette
enzyme, en raison de ses propriétés tres connues et de sa facilité de culture.

La culture de ces types de champignons est souvent effectuée par fermentation sur un
milieu solide, pour de nombreux avantages de cette technique, elle est principalement basée
sur la présence d’un substrat solide, qui est souvent des déchets agricoles comme le son de
blé, bagasse d’orange Son de mais.

On doit respecter de nombreuses conditions, telles que le contrdle de la température, le
pH et ’humidité, et la durée d'incubation, afin de produire de la polygalacturonase et la
pectine lyase dans des conditions optimales.

La purification des enzymes pectinolytiques peut étre réalisée en plusieurs étapes afin
d'obtenir une préparation pure et concentrée de l'enzyme. Elle est un processus complexe et
peut varier en fonction des exigences spécifiques de l'application et des protocoles de
purification utilisés dans les laboratoires ou les installations industrielle



Les différentes étapes réalisées au cours de ce travail sont :
* production des enzymes pectinolytique : polygalacturonase et pectinelyase

*Mise en évidence de ’activité pectinolytique d’Aspergillus niger par fermentation sur milieu
solide.

* purification partielle des enzymes
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. Moisissures

Les moisissures sont des organismes fongiques eucaryotes microscopiques ubiquistes a
croissance filamenteuse, uni- ou pluricellulaires. Ils comprennent des milliers d'especes. Le
terme « moisissures » fait généralement référence a la texture de la laine, de la poudre ou
du coton (IOM et al., 2000).

La seule facon d'identifier les champignons filamenteux était d'observer les
caractéristiques culturelles et morphologiques de I'espéce (Samson et al., 2006). Ils sont
composées d'un appareil végétatif appelé thalle et représentent un groupe hétérogene de
microorganismes. Il est constitué de filaments ou d’hyphens enchainés les uns par rapport
aux autres. Ils ont une paroi composée principalement de polysaccharides.

La croissance des moisissures dépend de plusieurs facteur, environnemental,
notamment 1’humidité, la température (La majorit¢ des moisissures sont mésophiles),

I’oxygene et le pH. (Poulin .,2002) .

Il1. Genre Asperqillus

1.Généralités

Champignon du genre Aspergillus, décrit pour la premiere fois en 1729 (Micheli.,
1729). C'est un champignon saprophyte a filaments septaux transparents et
haploide.Aspergillus appartient aux groupes phylogénétiques des Ascomycétes et des
Mucoralaceae.

Elle comprend aujourdhui environ 185 especes, dont 20 espéces retrouvées en
pathologie humaine. Aspergillus est une moisissure que l'on trouve partout dans le monde,
surtout a la fin de I'été, en automne et en hiver (Guegan et al.,2019) .

Ils métabolisent en aérobiose et participent au cycle du carbone et de l'azote dans
I'environnement (Samson et al .,2008). Ils sont thermophiles, certaines especes sont
capables de survivre a des températures allant jusqu'a 70°C et ne nécessitent pas de
nutriments spécifiques (Guegan et al.,2018) .
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1. Espéce Aspergillus niger
2.1. Taxonomie

Le genre Aspergillus a été introduit pour la premiére fois par Micheli en 1729. I
comprend 250 espéces réparties en 18 divisions : Flavi, Nigri, Circumdati, Terrei,
Fumigati, Clavati, Nidulantes, Candidi, Usti, Restricti, Flavipedes, Cremei, Cervini,
Sparsi, Ornati, Warcupi et Zonati (Kaya et al.,2015; Chen et al.,2017).Une section
Aspergillus a été ajoutée. 1l correspond a l'espece anciennement classée sous le nom
d'Eurotium(chen et al., 2017) .

Tableau 1 :La position systématique d’Aspergillus niger.

(kavanagh.,2005).

Domaine Eucaryote
Royaume Champignons
Division Ascomycota
Classe Eurotiomycetes
Ordre Eurotiales
Famille Trichocomaceae
Genre Aspergillus
Espece Niger

2.2.Caractéres

Les champignons filamenteux imparfaits comme 1’Aspergillus nige rprésentent une
variabilité de leurs caractéristiques morphologiques et physiologiques (Adjovi et al.,2014 ; El
Mahgubi et al.,2013 ; Carvajal et al.,2017) .

A.niger est un mycete mesophile : sa température optimal est de 20-40 C°, avec une
bonne croissance a 37 C° sur les milieux de culture classiques (gélose au malt, CzapekYeast
Agar, YES agar et Malt salé).
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Cette espece est xerophile et exige une activité de 1’eau de 0,77. Elle peut cependant
bien se développer dans un environnement ou I’humidité relative est de 90-100 % et de pH
trés faibles jusqu’a 2.Son développement est aussi inhibe par I’actidione (Qautresous ,2011).

2.3.Morphologie

Les Aspergillis sont caractérises par une structure morphologique typique. Un
conidiophore 1 a 3 mm, qui comprend la tige et la té€te conidiale, provient d’un mycélium
spécialisé a paroi épaisse structure appelée cellules du pied.

Les conidiophores sont non septés, élargis vers I’apex et se terminent par un
gonflement globuleuxde 2,5 a 4 um(Varga et al., 2011). La vésicule porte sur toute la
surface de 10 a 15 pum de long, généralement des métules brunes, qui portent elles-mémes
des phialides. Les conidies sont produites successivement a partir des extrémités des
phialides, formant ainsi des sévices secs non ramifiés enchaine. Les conidies sont lisses ou
ornées, plus ou moins globuleuses et de 4 a 5 um de diamétre mais parfois plus petit.

coniaie

phialide

vésicule

L——_ conidiophore
r}

U hyphe

Figure 1 : Aspect microscopique (a) et representation schématique (b) de la conidiophore
d’Aspergillus niger (Basil et al,2023).
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2.4.Importance industriel de I’Aspergillus niger

Les Aspergilli sont utilisés par 1’industrie pour la production de métabolites primaires
(acides organiques, vitamines, acides gras et acides aminés) et enzymes ainsi que pour les
processus de bioconversion Depuis 1917, les souches d’A. niger sont utilisées dans la
production d’acide citrique, un Additif accepté avec un large éventail d’applications dans
les aliments, les boissons, les produits pharmaceutiques et industries cosmétiques et pour
la transformation industrielle et technique (Brooke,1994).

2.4.1.Production d‘enzymes

Aspergillus niger est utiliseé pour produire des enzymes industrielles telles que
I'amylase, la cellulase, la pectinase, la phytase, I'alpha-galactosidase et bien d'autres . Ces
enzymes sont utilisées dans des domaines tels que l'agroalimentaire, la production
d'aliments pour animaux, la fabrication de biocarburants, lI'industrie textile et I'industrie du
papier (Pariza et al.,2010).

2.4.2.Production d'acide citrique

Aspergillus niger est principalement utilisé pour la production d'acide citrique a grande
échelle. Le champignon est cultivé dans des conditions spécifiques, généralement dans des
bioréacteurs, pour produire de I'acide citrique par fermentation (Siboukeur et al 2001).
L'acide citrique est utilisé dans de nombreux secteurs industriels, notamment
I'agroalimentaire, la pharmacie, les cosmétiques et la chimie (Karaffa et al 2003).

2.4.3.Dégradation des déchets organiques

Aspergillus niger est capable de dégrader une large gamme de composés organiques, y
compris la cellulose, I'amidon, les pectines et d'autres polymeres naturels. En raison de
cette capacité enzymatique, il est utilisé dans le compostage des déchets organiques et dans
le traitement des eaux usées pour éliminer les matiéres organiques (Coulibaly et al.,2002).
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2.4.4.Production de bioplastiques

Aspergillus niger est utilisé pour produire des bioplastiques a partir de matiéres
premiéres renouvelables telles que Il'amidon et la lignocellulose. Le champignon
décompose ces substrats en sucres fermentescibles, qui peuvent ensuite étre utilisés pour
produire des polymeres biodégradables (Nicolas .2021).

2.4.5.Production de composes chimiques

Aspergillus niger est utilisé pour la production de divers composés chimiques tels que
I'acide gluconique, l'acide itaconique et l'acide fumarique. Ces composés ont des
applications dans l'industrie chimique pour la fabrication de produits chimiques, de
plastiques, de résines et d'autres matériaux (Karaffa et al.,2003).

2.4.6.Biotransformation des xénobiotiques

Aspergillus niger posséde des mécanismes de biotransformation qui lui permettent de
dégrader et de transformer les xénobiotiques Lorsqu'il est exposé a des xénobiotiques tels
que les polluants organiques, les pesticides ou les composés pharmaceutiques. Cette
capacité est attribuée a ses enzymes de détoxification et a ses voies métaboliques
spécialisées, qui peuvent inclure des réactions d'hydroxylation, de conjugaison et d'autres
réactions enzymatiques (Myung et al.,2008).
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I. Enzymes glycolytiques

1.Substrats pectiques

Les pectines sont des substances d’origine végétale .Ce sont des polysaccharides
complexes qui se trouvent principalement dans la lamelle moyenne et la paroi primaire des
plantes supeérieures (Alkorta et al .,1998 ; Blanco et al., 1999). Elles jouent un réle
important dans 1’adhésion et le maintien des cellules des tissus végétaux en formant un
ciment qui lie les cellules entre elles (Iwasaki et al., 1998).

Le degré d’estérification de la pectine, qui est defini comme le rapport entre les résidus
d’acide galacturoniqueméthylé¢ ou acétylé et les unités totales d’acide galacturonique
présentes dans la molécule, est I’une des caractéristiques les plus importantes de ces fibres,
parce qu’il détermine leurs propriétés gélifiantes e donc leurs propriétés physiologiques
(Cuervo et al.,2014).

-Les pectines ayant un degré d’estérification DE> 50 % sont dites : Hautementméthylée
(HM) (Combo et al.,2011).

-Les pectines ayant un degré d’estérification DE< 50 % sont dites : faiblement méthylée
(FM)(Combo et al.,2011).

2.Source de pectine

Méme si les pectines peuvent étre extraites de plusieurs plantes, les sources
industrielles principales sont le marc de pomme et les écorces d'agrumes
(Donato.,2014)(Tableau 2).

Tableau 2 : Teneur en pectine de différents fruits et légumes .

Fruits % de substances pectiques | Références

Pommes 0.6-1.6 Kadijaet al.,2018

Marc de pomme 1.5-2.5 Renard et thibault.,1993
Bananes 0.7-1.2 Tapre et jain.,2014
Pulped'orange 12.4-28.0 Jayani.,2005

Carottes 6.9-18.6 Kadijaet al .,2018
Abricots 0.7-1.3 Tapre et jain.,2014

11




Chapitre 02 Synthése bibliographique

3.Structure de pectine

La pectine est un polysaccharide linéaire, composé d’unités d’acide D -galacturonique
(D-galA) reliées par des liaisons glycosidiqueso-(1—4) , interrompu par des résidus de L-
rhamnose liés en o-(1—2) avec des chaines latérales constituées de glucides neutres

principalement de L-rhamnose, de L-arabinose et de D-galactose (Akhtar et al
,2002)(Figurel).

o)
HO oo o o COOCH, 0o
mm HAX S
HO OH
HO
HO o” COOCH,~0 -
c“)
o)
OH

HO

0

OH

Figure 2 : Représentation de la molécule de pectine.

(Barford et al., 1986).

Dans la nature , il existe quatre formes de pectines (Alkorta et al .,1998) :

-Les protopectines : sont insoluble dans I’eau. Les tissus intacts des plantes
contiennent de la protopectine(Javed et al .,2014).

-Les acides pectiniques: sont des acides polygalacturoniquesayant des unités
méthylées(Kilara.,1982).

-Les pectinates : sont des sels de ’acide pectinique(Kilara .,1982).

-Les acides pectiques : sont des acides polygalacturoniques possédant une propriété de
solubilité et les groupes méthoxylés sont négligeables(Kilara .,1982).

- Les pectates : sont des sels de 1’acide pectique(Kilara .,1982).
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Les pectines sont constituées de plusieurs polysaccharides associés :les
homogalacturonanes, les xylogalacturonanes, les rhamnogalacturonanes,lesarabinanes, les
galactanes et les arabinogalactanes .Cette association permet de dire que les pectines
consistent essentiellement en trois domaines distincts,, & savoir I’homogalacturonane (Zone
lisse nommée HG) et les rhamnogalacturonanes | et Il (zones hérissées nommées RG | et
RG Il )(Perrone et al.,2002)( Figure 2).

Rhamno galacturonan | Rhamno galacturonan 11

Xylogalacturonan

Homogalacturonan

Haury regaon Smooth regron Hairy regaon

O = D-Galacturonic acid ® - -Arabimose B « D-Apiosc & = O-Aceryl
O = [-Rhammose (=3 D-Gatactose 4 . l-Fucosc t . O-Mahyl
@ = D Glucuronic acid ® = L-Aceric acid ® - D XNylose ® = Boron
®» = Kdo = D-Dha

Figure 3 : Structure secondaire de la pectine.
(Zhang.,2006).
e Homogalacturonane

Les homogalacturonanes représentent 57 a 69 % de la pectine(Jackson et al .,2007).Ce
sont des polymeéres linéaires composés uniquement d’acides D-galacturoniques reliés entre
eux par des liaisons a-(1-4)(Combo et al .,2011).

eRhamnogalacturonane | (RGI)

RG T est constitué de 1’acide rhamnose-galacturonique disaccharide répétitif. Les
résidus d'acide galacturonique peuvent étre acétylés et les deux résidus peuvent avoir des
chaines latérales de sucres neutres tels que le galactose, I'arabinose et le xylose (Willats et
al .,2006).

eRhamnogalacturonane Il (RGII)

Malgré son nom, RGII est une chaine homogalacturonane avec chaines latérales
complexes attachées aux résidus galacturoniques (Willats et al .,2006).

13



Chapitre 02

Synthése bibliographique

I.Les enzymes pectinolytiques

1. Definition

Les enzymes pectinolytiques ou pectinases sont un groupe d'enzymes hétérogénes qui
hydrolysent les substances pectines etproduites par une variété de micro-organisme La
majorité des préparations commerciales de pectinases sont d'origine fongique( Jayani et
al.,2005).Cette famille d'enzymes est capable de catalyse la rupturedifférentes liaisons
chimiques glycosidiques des longues chaines de résidus d’acide galacturonique des
substances pectiquesdans la pectine( Daniel.,2009 ; Willats et al.,2006) .les enzymes
latérales n'appartiennent pas aux enzymes
pectinolytiques (saharan et al.,2019) .Les enzymes pectinolytiques sont classées selon la
nature du substrat( Jayani et al.,2005),le mécanisme de dégradation, et le type de clivage

susceptible de dégrader

les chaines

(endo ou exo)( Favela et al ., 2006).

COOCH,

COOCH,

COOH
0
0
8]
COOH
acide polygalacuronique
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0
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H,0
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Figure 4 :Mode d’action des pectinases.

(lerny.,1992).
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1.1.Classification de pectinase

Les enzymes pectinolytiques peuvent étre divisées en trois groupes ( Sakai et al.,1992 ;
Palomaék et Saarilahti .,1997).

-Pectinestérase : qui élimine seulement les résidus de méthoxyle de la pectine.

-Dépolymérase : qui catalyse le clivage hydrolytique du liaisons a-(1-4)-glycosidiques
dans les fractions d’acide D-galacturonique des substances pectiques.

-Protopectinase : qui dégrade la protopectine insoluble et donner lieu a une pectine soluble.

Tableau 3 :Classification de pectinase.

(Saharan et al.,2019).

Enzyme E.C N° | Nom systematique | Mode Mécanisme | Substratpri | Produit
d’action d’action maire
Dépolymérisantes
*Hydrolase
-Protopectines Aléatoire Hydrolyse |Proto-pectine Pectine
3.2.1.15 | Poly-(1-4)-a-D- Acide- .
-Endo-PG galactosideuronategl | Aléatoire Hydrolyse pectique Oligogalagturonates
ycanohydrolase
Poly-(1-4)-a-D- i
. Acide-
-Ex0-PG 8.2.1.67 |galactosideuronategl | Terminal | HYdrolyse pectique Monogalacturonates
ycanohydrolase
Di-G-hydrolase de )
-ExoPG-digalacturono |3.2.1.82 | poly-(1-4)-o-B- Pénultiéme | Hydrolyse Acide- Digalacturonates
poly S pectique
hydrolase ) obligations
galactosideurenate
- . Hydrolyse .
Oligogalacturonatehydr Terminal Tri- Monogalacturonates
galacturonate
olyse
-hydrolases Terminal Hvdrolvse 445 Monogalacturonatesinsa
d’oligogalacturonatesin ydroly galacturonate turés&saturé (n-1)
saturés 44 :5
Borne Hydrolyse Pectine HE Oligo- MG
-Endo- PMG Aletoire | Hydrolyse | Pectine HE Oligogalacturonate
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Estérane
- PME 31111 Aléatoire | Hydrolyse Pectine Méthanold’A.P
Lyases
Aléatoire Trans-
Poly-(1-4)-o-D- élimination i i i
. Acide- Oligogalacturonatesins
-Endo-PGL 4222 galacto;:i:ronatel pectique aturés
-Exo-PGL 4229 Poly-(1-4)-a-D- Trans- Acide- _ _
e galactosiduronatee | Pénultiéme elimination pectique Dlgalacturc;rsmtesmsatur
xolyase
Oligo-D- I tDi- .
-oligo-D- 4.2.2.6 | galactosiduronately Trans- galacturonatel .
galactosiduronatelyas ase Borne e nsaturés Monogalactu,ronatesms
o élimination atures
Poly-(o-di-
_Endopolyméthyl-D- Trans- galcturonates
i satoire | élimination ) Methyloligo-
galactomdt;ronatelyas 4.2.2.10 PMGL Aleatoire de methyl galacturonatesinsaturés
insaturés )
Poly-méthyl
-di —
Trans- B .
-Exopolyméthyl-D- . Méthylmono-
xopoly Yy Terminal galacturonates Y

galactosideronatelyae

élimination

insaturés

galacturonatesinsaturés
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1.2.Facteurs affectant le rendement en pectinase

Aspergillus nigerest I’'une des grandes sources de production de pectinase ; Les
difféerents facteurs affectant le rendement des pectinases sont les suivants:

Tableau 4 : Classification de différents types de pectinase.
(Khadija et al.,2018).
Producteur Types de pectinase Ph optimale | Températureoptimale (c°)
Aspergillusniger CH4 Endo-pectinase 4.5-6.0
Au dessous de 50
Exo- pectinase 3.5-5.0
Bacillus sp. R K9 PGL 10 30-40
Rhizoctoniasolni Endo-PG 4.8 50
Cloctridiumthermosac
Polygalacturonates 55-7 30-40

charolyticum
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1.3.Applications de pectinase

Les enzymes pectinolytiques sont utilisées dans la transformation des jus et la
vinification pour dégrader les substances pectiques. Considérant que les pectinases
alcalines trouvent leur application dans la fabrication du papier, 1’extraction d’huile
végétale, la transformation textile, la transformation du thé et du café et le traitement des
eaux usées(Saoudi et al.,2015)(Figure 4) (Tableau 5).

Coffee fermentation Recycling of wastepaper Wastewater Treatment
> Oil extraction

Fruits and vegetables
processing

Wine processing

Figure 5 :Diverses applications depectinase .
(Sharmaetal .,2012 ; Rebello et al .,2017 ; Singh et al .,2016 ).
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Tableau 5 : Applications industrielles de pectinase.

(Gummadi et al.,2007).

Application But

Stabilisation des nuages Pour précipiter la matiere hydrocolloide
présente dans les jus de fruits

Clarification du jus de fruit Dégrader les substances pectiques formant
des nuages. Par conséquent, le jus peut étre
facilement filtré et traité.

Extraction de jus et d’huile Surmonter la difficulté de pressage de la
pulpe pour donner du jus et de I’huile

Macération Pour décomposer les tissus de légumes et de
fruits produire des produits pulpeux utilisés
comme matiére de base pour les jus, le nectar
comme dans le cas des aliments pour bébés,
le pudding et le yogourt

Liquéfaction Décomposer les plantes fermentescibles
glucides aux sucres simples utilisant des
enzymes

Gélification A utiliser dans la gélification des fruits &

faible teneur en sucre

Préservation du bois Prévenir I’infection du bois en augmentant la
perméabilité de I’agent de préservation du
bois

Rouage des cultures de fibres Libérer les fibres des cultures par la

fermentation avec des micro-organismes, qui
dégradent la pectine

Dégraissage des cultures de fibres Pour enlever la gomme de ramie de la fibre
de ramie
Traitement des eauxusées Pour dégrader les substances pectiques dans

les eaux usées des industries de
transformation des agrumes.

Fermentation du café et du thé Pour enlever le mucilage dans les grains de
café. A améliorer la fermentation du thé et la
formation de mousse propriété du thé
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2. Pectine lyase

Pectine lyase (E.C. 4.2.2.10) polyméthoxygalacturonide, également connue sous le nom
de pectolyse , c’est un enzyme que dégrade la pectine de la lamelle moyenne et de la paroi
primaire.

2.1.Source de la PL

Comme toutes les pectinases, cette PL est une enzyme fort inductible, bien qu'une
production substantielle en I'absence de son inducteur naturel ait été rapportée(Piccoli et al
.,2001). La plupart des lyases de pectine étudiées jusqu'a présent proviennent de micro-
organismes(Yadav et al.,2008), mais il existe peu de rapports sur leur existence chez les
animaux et les plantes.llssont principalement produites par les genres fongiques
Aspergillus, Penicillium et Fusarium, mais certaines lyases de pectine bactériennes et de
levure ont également été signalées.De multiples formes sont produites par des
champignons filamenteux , et de nombreuses familles de génes ont été isolées et
caractérisées a partir d’'Aspergillus niger(Maldanado ,1998).

Tableau 6 : Différents sources de pectine lyase.

Sources Références

Champignons

Trichodermaharzianum (Mehmoud et al. 2019)

Aspergillus parasiticus (Nabi et al.,2003)

Aspergillus luchuensis var. saitoi (Yang et al.,2020)

Shizophylum commun (kamijo et al.,2018)
Bactéries

Bacillus sp (kart-)alae! et al.,2014)

Bacillus subtilis (Prajabati et al.,2021)

Pectobacteriumcarotovora (Masuria et al.,2012)

Erwiniacarotovora (Sittidolokartana et al.,2007)
Autre

Bursaphelenchusxylophilus (Lee et al.,2013)
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2.2. Structure de la PL

Les structures de la pectine lyase des souches N400 et 4M-147 comprennent les 359
résidus de protéines matures et de molécules de solvant,. L’architecture globale se compose
d’un domaine paralléle en hélice b et d’une région de boucle(Jurnak et al.,1994).

Les brins b paralleles se replient en une grande hélice droitiére, qui est alvéolée en
section transversale. Les brins b des tours consécutifs s’alignent pour former trois feuilles b
paralleles appelées PB1, PB2 et PB3. PB1 et PB2 forment un sandwich B antiparalléle,
tandis que PB3 se trouve approximativement perpendiculairement a PB2. PB1 est formé de
huit brins b et PB2 et PB3 de neuf brins Bchacun . Les brins b sont généralement courts,
généralement trois acides aminés pour PB1, quatre ou cing acides aminés pour PB2 et trois a
cing pour PB3.

Les feuilles B générent huit tours complets dans 1’hélice B parallele plus un tour N-
terminal supplémentaire incomplet formé par le premier brin b de PB2 et PB3.

Figure 6 :L’architecture globale de la pectine lyase A de la souche 4M-147.

Représentation schématique dans laquelle les fleches représentent les brins b et les bobines
représentent les hélices. La feuille § parallele 1 (PB1) est représentée en jaune, PB2 en vert et
PB3 en rouge. La feuille b antiparallele dans la longue boucle T3 est représentée en bleu.
(Figure préparée a I’aide de MOLSCRIPT(Kraulis,1991)).
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2.3. Mode d’action

Les lyases dégradent la pectine, les oligoméres et les polyméres d'acide galacturonique. Ce
sont des enzymes qui rompent la liaison glycosidique C-O par un mécanisme de B-élimination
(Sasi et al.,2017).

Dans la réaction générale d’élimination 3, deux groupes ioniques sont retirés du substrat :

Un proton a généralement assisté par une base , et un groupe sortant de B souvent assisté par
un acide. Cette réaction entraine la formation d’une double liaison . Dans les réactions
d’¢élimination B catalysées par des enzymes, les ions métalliques semblent souvent jouer un role
dans I’activation de I’atome a.

Il est également possible de différencier les lyases en fonction de leur substrat, les
pectines lyases clivant préférentiellement les pectines hautement méthylées, alors que les
pectateslyases s’attaquent aux pectines faiblement méthylées(Hugouvieux et al.,2014).La
pectine lyases,leur activité n’est pas dépendante des ions Ca2+ mais elle peut toute fois
étre stimulée par la présence de cations divalents (Jayani et al.,2005).Notonsque parmi les
dépolymérases, seules les pectine lyases ont la capacité de dégrader les pectines hautement
méthylées sans intervention préalable des méthylestérases . les lyases de champignons
présentent une activité optimale en milieu acide et neutre, alors que celles de bactéries sont
plus actives en milieu alcalin . La dégradation complete du substrat de la pectine nécessite
toujours des enzymes qui coupent la chaine du rhamnogalacturonane(Takao et al.,2009) .
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Figure 7 :Moded’action de pectine lyase.

('Yadev et al.,2008).
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3.Les polygalacturonases

Les polygalacturonases (PG) appartiennent a la famille des hydrolases glycosylées 28,
clivant le lien a-1.4 entre deux résidus d'acide galacturonique,et se retrouvent dans les
plantes supérieures et les microorganisations(Nakamura et Iwai., 2019).Les PG sont
classées en deux classes; endo-polygalacturonase (E.C. 3.2.1.15) et exo-polygalacturonase
(E.C. 3.2.1.67)(Patidar et al.,2018).

Endo-PG : également connue sous le nom de poly (1,4-a-D-galacturonide)
glycanohydrolase, catalyse I'nydrolyse aléatoire des liaisons a (1,4) -glycosidiques dans
I'acide pectique (Tapre et Jain.,2014).

Exo-PG:également connue sous le nom de poly(1,4-a-D-galacturoni-
degalacturonohydrolase ,catalyse I'hydrolyse dans un mode séquentiel des liaisons o-1,4-
glycosidiques sur 1’acide pectique (Tapre et Jain.,2014).

3.1.Source de la PG

Les PG sont produites par des bactéries, des levures, des champignons, des nématodes
et des insectes (De Lorenzo et Ferrari ., 2002; Jaubert et al.,2002; Girard and
Jouanin.,1999).

Tableau 7:Origines de polygalacturonase.

Origines Références
Bactérienne
Bacillus sp (Soares et al.,2001)
Erwiniasp Mehta et al.,2013)
Bacillus cereus (Namasivayam et al.,2011)
Chryseobacteriumindologenes (Roy et al.,2018)
Fongique
Neurospora crassa (Polize et al.,1991)
Aspergillus japonicas 586 (Teixeira et al.,2000)
Mucor circinelloides ITCC6025 (Thakur et al.,2010)
Saccharomyces sp. (Radoi et al.,2005)
Aspergillus niger (Oyeleke et al.,2012)
Aspergillus niger IBT-7 (Abdullah et al .,2018)
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Levurienne
Wickerhanomycesanomalu (Martos et al.,2013)
Candida sake (Buzzini et Martini.,2002)
Rhodotorulaglutinis MP-10 (Taskin.,2013)
Animale
Ditylenchusdipsaci (Barker.,1996)
Meloidogyneincognita (Jaubert et al.,2002)
Sitophilusoryzae (Shen et al.,2003)
Végétale
Fruits rouges (Amid et al.,2014)
Tomate (Moshrefi et Luh.,1984)
Avocat (Wakabayashi et Huber.,2001)
Mangue (Singh et Dwivedi.,2008)

3.2.Structure de la PG

La PG est une protéine sécrétée d'environ 360 acides aminés et contient une séquence
signale d'environ 20 a 65 acides aminés. Elle est généralement glycosylée et comporte
quelques ponts disulfures stabilisants(Pickersgill et al.,1998; Pickersgill et al.,1999 ;Van
Santen et al., 1999). La PG une structure monomeére hélicoidale droite constituée de
feuillets paralléles pouvant contenir de 7 a 12 tours complets formant de 3 a 4 feuillets
(Yoder et Jurnak 1995; Jenkins et al. 1998; Van Santenet al.,1999) (Figure 7-A).

L’alignement de 36 séquences polygalacturonases révele quatre régions conservées :
Asn201-Thr202-Asp203, Gly222-Asp223-Asp224, Gly250-His251-Gly252 et Arg280-
[1e281-Lys282(Pickersgill et al.,1998) . Le site actif est constitué de trois résidus
d’aspartate sont essentiels pour la réaction catalytique et sont conservés fonctionnellement
entre endo- et exoPG(Abbott et Boraston.,2007) et I’histidine est importante pour
I’activité de la polygalacturonase(Pickersgil .,2003) (Figure 7-B).
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Figure 8:A) Structure 3D de I'Endo PG | d'Aspergillus niger(Nakamura et lwai.,2019).

B) Site actif de la polygalacturonase(Pickersgill et al .,1998).

3.3.Mode d'action

Deux méthodes ont été développées pour déterminer 1’activité de PG .On apprécie cette
activité en mesurant la diminution de viscosité ou I’augmentation du pouvoir réducteur du
substrat. La comparaison desmesures de viscosité et de pouvoir réducteur lors de la
dépolymérisation de la pectine et d’ acidespectique permet de faire la part des activités «
endo »et « exo ».Ainsi, avec I’endo-PGlorsque seulement 2 a 3 % des liaisons
glycosidiques sont rompues, la viscosité est réduite de moitié. Avec I’exo-PG,la méme
réduction de viscosité n’est observéequ’aprés rupture de 20% des liaisons
glycosidiques(Sakai et al., 1993 ; Jayani et al., 2005).

L’action d’un endo-PG libére un mono-, di- et tri-acidesgalacturoniques par un

mécanisme d’attaque multiple & chaine unique ou par un mécanisme d’attaque« multi-
chaine (Combo et al .,2011).

Lors d'une attaque « uni-chaine », un complexe enzyme-substrat se forme dans lequel le
substrat est complétement dégradé avant que le complexe ne se dissocie et que I'enzyme ne
se réassocie a de nouvelle molécule de substrat . Une attaque « mult-ichaine » veut dire
qu’aprés une premiére rupture d’une liaison d’une molécule du substrat, le complexe
enzyme substrat se lie avec une nouvelle molécule pour rompre une autre liaison
(Rombouts et Pilnik.,1980).

On distingue deux types d’exo — PG : les exo-PG fongiques qui produisent de 1’acide
galacturonique et les exo-PG bactériennes qui produisent principalement 1’acide
digalacturonique (Combo et al .,2011).
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3.4.Effet des facteurs environnementaux sur la production de la polygalacturonase

= Effet du pH

Les parameétres physico-chimiques du milieu jouent un r6le prépondérant sur la
croissance, le développement et la physiologie des champignons (Badid et al.,2001).Le pH
optimal de I’activité des polygalacturonases situe vers 3,8 , la méme valeur est rapportée
par(Khairmar et al.,2009)et(Combo et al.,2011).Ce résultat demeure trés proche de celui
observé par (Sandri et al.,2011) qui signalent un pH optimal de 4 pour la souche
d'Aspergillus niger.Selon la littérature, Aspergillus se développe a un pH compris entre 2
et 11. Dans ce sens,(Gomes et al.,2011) ont trouvé un pH optimal de 5,5 de I'exo-PG
produite par Aspergillus niger.

= Effet de la température

L'effet de la température sur l'activité des pectinases montre que l'activité maximale de
l'endo et d’exo PG est enregistrée a 35°C. Au-dela de cette température, l'activité
pectinolytique diminue et I'enzyme est totalement inhibée vers 65°C. En effet(Gomes et
al.,2011)ont signalé une valeur de 37°C, et de 30° C pour (Kumar et al.,2011)et
(Fenghour et al.,2002 ) ,alors que (Combo et al.,2011)et(Sandri et al.,2011) ont observé
une valeur de température égale a 40°C.

= Effet des effecteurs
e Effet de CaCl2

La concentration de 10 mM de chlorure de calcium a inhibé totalement 1’activité¢ de
I’exo--PG.Il optimale de 35°C. 1l s’avére que le calcium inhibe 1'exo-PG contrairement aux
observations faites sur 1’endo-PG est a noter que les exo-PG d'origine végétale, a
I’exception des carottes, sont fortement activées par les cationsdivalents, particulicrement
le calcium et le strontium, et par les ions monovalents a faible concentration (< 10-3 M).
En revanche, elles sont inactivées par des teneurs plus fortes en sels (ThibaulT.,1980).

e Effet de PTEDTA

I'EDTA est un agent chélateur qui ne complexe que les cations bivalents impliqués dans
I'activation de plusieurs enzymes, en les empéchant, de ce fait, d'agir en tant qu'activateurs
(Fenghour et al.,2002).
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4. La fermentation sur milieu solide

4.1.Définition

la fermentation a 1’état solide (SSF) est envisagée comme une technique de conversion
biologique importante pour transformer les matieres premiéres naturelles en une grande
variété de produits chimiques et biochimiques. Ce processus implique la fermentation d’un
substrat solide avec un microorganisme en 1’absence d’eau libre. SSF est exploité avec
succes pour la production alimentaire, les enzymes, les antibiotiques, les aliments pour
animaux et aussi pour la dégradation des colorants (Prabhakar et al., 2005).

4.2.Avantages et inconvénients du SSF

La fermentation sur milieu solide a ses propres avantages et certains inconvénients ,

lesquels sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 8:Avantages et inconvénients du SSF par rapport au SmF.

(Krishna.,2005; Perez-Guerra et al., 2003).

Avantages

Inconvénients

-La productivité volumétrique et la concentration
du produit seront plus élevées comparativement
a SmF.

-L'utilisation de matieres premiéres et de résidus
agro-industriels résout le probléme de pollution
de nombreux fabricants.

-SSF peut avoir besoin d'un réacteur plus petit
par rapport a SmF pour contenir la méme
quantité de substrat.

-La plus faible activité de l'eau du milieu de
fermentation réduit le risque de contamination
notamment par les bactéries et les levures.

-Le codt en capital, les dépenses énergétiques et
le colt du processus en aval sont inférieurs a
SmF

-Dans certains cas, les propriétés biochimiques
du SSF peuvent différer de celles du SmF.

-L’agitation du substrat pour obtenir
I’homogenéité est difficile.

-Limite I’utilisation d’organismes qui nécessitent
des niveaux d’humidité élevés.

-La détermination de la biomasse au cours du
processus est trés difficile.

-L’aération sera difficile en raison de la forte
concentration du solide.

-Les temps de culture peuvent étre plus longs en
raison des délais plus longs des spores inoculées.
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4.3.Microorganismes utilisés pour la production d'enzymes dans les systémes SSF

De nombreux microorganismes, y compris les bactéries, les levures et les champignons,

produisent divers groupes d'enzymes(Pandey et al.,1999) (Tableau 9).

4.4.Substrats utilisés pour la production d'enzymes dans les systemes SSF

Les résidus agro-industriels sont généralement considérés comme les meilleurs substrats
pour les processus SSF, et l'utilisation de SSF pour la production enzymatique ne fait pas
exception a cela. Un certain nombre de ces substrats ont été utilisés pour la culture de
microorganismes afin de produire un hote d'enzymes(Pandey et al.,1999)(Tableau 9).

Tableau 9 : Agro-résidus utilisés dans le SSF pour la production d’enzymes.

Substrats Microorganismes Enzymes Références
Son de blé Aspergillus niger Enzyme Pectinolytique | Dinu et al.,2007
Son de blé Streptomyces lydicus Enzyme Pectinolytique | Jacob et
Prema.,2008
Son de riz Bacillus sp a-Amylase Sodhi et al.,2005
Tourteaud’arachide | C. rugosa Lipase Rekha et al.,2012

Son de blé ou
bagasse d’orange
ou bagasse de
canne a sucre

Thermoascusaurantiacus

Enzyme Pectinolytique

Martins et al .,2002

Son de mais

Bacillus sp

a-Amylase

Sodhi et al .,2005

Marc de pomme

Aspergillus niger

Enzyme Pectinolytique

Joshi et al .,2006
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4.5.Son de blé comme substrat de SSF

Parmi les divers résidus agro-industriels, le son de blé détient toutefois la clé, car il est
produit partout dans le monde en quantités énormes en tant que sous-produit important de
I’industrie céréaliere et a été¢ le plus fréquemment utilis¢é comme substrat pour divers
processus biotechnologiques (Pandey et al.,1999).De plus, comme le son de blé est un
sous-produit peu colteux et facile a obtenir, la production de pectinase a partir du son de
blé peut étre profitable (Kashyap et al.,2003).

la composition chimique du son de blé varie selon les variétés de blé, des divers
procédés de mouture et de la maturité de la plante. Par ailleurs la composition chimique
n'est pas la méme d'une couche a l'autre (Zhang.,2012) (Tableau 10).

Tableau 10 : Composition chimique de son de blé.

Son de blé Références
Cellulose 24% Maes and Delcour., 2002
11% Hemery et al., 2007
7.2% Brillouet and Mercier.,1981
Hémicellulose 70%
Maes and Delcour., 2002
30 %
Ebringerova.,2006
17.94%
Hemery et al.,2010
Protéine
17.7% Hollmann et Lindhauer.,2005
15.7 % Martins et al.,2002
1204 Slavin.,2003

29



Chapitre 02 Synthése bibliographique
Lignine
5% Palmarola-Adrados et al., 2005
3% Brillouet and Mercier.,1981
24.69% Dobrev et al., 2007
Amidon 15.4% Hemery et al.,2010
11.8% Shankaranad and Lonsane., 1994
Métaux
Fe2+ 121.63 ppm
Cu2+ 16.99 ppm
Shankaranadand Lonsane.,1994
Zn2+ 59.74 ppm
Mn2+ 124.97 ppm
Vitamine B 0-0303%
Fardet.,2010
Vitamine E 0-0095%
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5. Purification

L'objectif de la stratégie de purification est d'obtenir le plus grand rendement possible
de I'enzyme souhaitée avec la plus grande pureté possible (Bajpai, 2014).

5.1.Techniques de purification
5.1.1.Précipitation

C’est la plus simple et la plus fréquente technique utilisée pour la purification des
enzymes . Il s’agit d’ajouter un sel( sulfate d’ammonium) ou solvant organique( éthanol ,
acétone) a la solution enzymatique, qui provoque la protéines pour précipiter hors de la
solution. Ensuite, on utilise la centrifugation ou le filtrage pour recueillir le précipité
(Powar.,2023).

5.1.2.Chromatographie

La chromatographie est une technique séparative. Elle consiste a faire migrer les
constituants a séparer sur une phase stationnaire immobile, a 1’aide d’une phase mobile,
liquide ou gazeuse, de nature différente.Les facteurs physico-chimiques qui interviennent
comme critere de séparation sont totalement différents : la masse moléculaire, la charge,
I’hydrophilie/hydrophobicité, la structure tridimensionnelle ...etc. 1l existe différents types

de chromatographie, tels que 1’échange d’ions, d’exclusionet la chromatographie d’affinité
(Ladram.,2012).

5.1.3.L’ectrophorése
L’¢électrophorése est une technique qui sépare les protéines en fonction de leur charge et
de leur taille en utilisant un champ électrique. Il s’agit de placer la solution enzymatique
sur une matrice de gel et d’appliquer un champ ¢lectrique. Les protéines migrent a travers
le gel en fonction de leur charge et de leur taille, ce qui leur permet d’étre séparées et
purifiées , Cette technique est couramment utilisée en conjonction avec d’autres techniques
de purification telles que la chromatographie (Powar.,2023).
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Ce travail est réalisé au laboratoire de Génie microbiologique et Applications, ChaabatErssas
Université des Fréres Mentouri Constantine O1.

1. Réactivation de la souche fongique Aspergillus niger

La réactivation est effectuée sur milieu PDA (Annexe 1). Elle se fait par dépdt de la
souche au centre a l'aide d'une anse de platine. Les boites sont incubées a 30°C pendant 7
jours.

2.Production des enzymes pectinolytique
2.1Son de ble substrat de la fermentation

Le son de blé est la matiére premiere principalement utilisée, comme substrat de
fermentation, dans cette étude. 1l nous a été gracieusement fourni par le groupe des Moulin
sidi Rachad (Unité 312 Hamma Bouziane). Le substrat est conservé dans des boites en métal
hermétiquement fermé a température ambiante.

2.2.Préparation de I'inoculum

La souche est maintenue sur milieu PDA incubée a 30°C jusqu’a ce que la surface de la
boite soit recouverte de spores, apres ils sont récupérée par addition de 9 ml d’eau distillée
stérile. Avec une anse de platine stérile, la surface de la gélose est grattée légerement afin
de mettre en suspension les spores.la concentration en spores est déterminée a 1’aide d’une
cellule de Thomas.

2.3.Dénombrements de spores

La détermination des nombres des spores est réalisée a partir d’une solution mere de
spores a 1’aide d’une cellule de comptage ou de numération (cellule de Thomas)
(Guiraud,1998).L’examen s’effectue au microscope au grossissement x 40.

3.Fermentation
3.1.Préparation du milieu de production

Les fermentations en milieu solide sont réalisées dans des Erlenmeyers de 250 ml,10 g
de son de blé sont mis dans chaque Erlenmeyer humidifié avec de 1’eau distillé a 60% ,
ensuite ils sont ensemencés avec l'inoculum et homogénéisés a l'aide d’une baguette en
verre puis , Les Erlenmeyers sont bouchées avec du coton cardé enveloppé avec du papier
d’aluminium (Kumar et al., 2005) et stérilisés a 120°C pendant 20 minutes, les cultures
sont ensuite incubés a 30°C pendant 4 jours.
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4.L'"extraction

Apres fermentation, une quantité de (5 g) de substrat fermenté est mélangee avec 50 ml
de solution de Tween 80 (0,02%). Le mélange est mixe pendant 3 minutes et centrifugé a
10 000 tours/min a 4°C pendant 20 minutes (Demir et Tari, 2014). Le surnagent obtenu
constitue 1’extrait enzymatique brut, il est conservé au congélateur et sert pour 1’analyse
des activités pectinolytiques.

5.Méthodes analytiques
5.1.Dosage de ’activité de la pectine lyase (PL)

Le dosage est réalisé selon la méthode de (Bradford.,1976).

e Préparation du milieu réactionnel

Extrait enzymatique brut dilué................cooiiiiii i 0.2ml
Pectine a 0.1%, tampon phosphate citrate 100mM, 0,2%, pH=5,2.......... 1.3ml
Le milieu réactionnel est incubé au bain marie a 40°c pendant 20 minutes.

La lecture au spectrophotométre (JENWAY., 7305 Spectrophotométre) a 232nm se
fait directement sur le milieu réactionnel, , contre un blanc traité dans les méme conditions
mais 1’extrait brut est remplacé par le tampon phosphate citrate 100mM, 0,2%, pH=5,2,en
utilisant une cuve en quartz. L’activité enzymatique est exprimée en Ul et calculée selon la
loi de Beer-Lambert, avec un coefficient d’extinction molaire de 4600 M™ L™ cm™ d’aprés
Albersheim (Albersheim et Killias, 1962).

> L’activité enzymatique est calculée en Ul/g(Substrat) :

.., Ul ;
Actlmtem—ngolumed'extractwn

Activité enzymatique Ul/substrat= —
Matiéreséche

> L’activité spécifique est calculée en Ul/mg :

Activité totale %(substrat

Activité spécifique Ul/mg=
P 9 g masse de protéine mg/ml

34



Matériel et Méthodes

5.2.Dosage de I’activité de la polygalacturonase (PG)

Le dosage de I’activité de la polygalacturonase est déterminé comme suit:

e Préparation du milieu réactionnel

Extrait enzymatique brut............oooiiiiiiiii e 100ul
PGA a 0.1% ,tampon acétate de sodium S0 mMpH 5....................... 100ul
Incubé au bain marie & 40°C pendant 20 min.

La réaction est arrétée par addition de 400 pl de DNS (Annexe 2). Le mélange est ensuite
chauffé pendant 15 minutes dans un bain-marie & 100°C pour le développement de la
couleur.

- Apres refroidissement dans un bain de glace, 400 ul d’eau distillée sont ajoutés.
L’absorbance est mesuré a 540 nm contre le blanctraité dans les méme conditions mais
I’extrait brut est remplacé par le tampon acétate de sodium 50 mM pH 5al’aide d’un
spectrophotometre.

1,2

v =10,550x
0,8 1 R? = 0,999

0,6
0.4
0.2

Absorbance a 540nm

0 : .
0 0,5 1 1,5 2 2,5

concentration Acide galacturonique mg/ml

Figure 9 :Courbe étalon de 1’acide galacturonique.
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5.3.Dosage des protéines

Le dosage des protéines est réalisé selon la méthode de (Lowry et al., 1951) qui
consiste en un dosage colorimétrique particulierement sensible se basant sur deux réactions
colorimétriques: La réaction de Biuret dans laquelle Cu2+,en présence d'une base, réagit
avec la liaison peptidique en donnant une couleur bleu-profond et la chimie de Folin-
Ciocalteu dans laquelle un mélange complexe de sels inorganiques réagit avec les résidus
tyrosine et tryptophane des protéines en donnant une intense couleur bleue (Annexe 3),La
quantité de protéines est déterminée par comparaison avec une gamme de sérum albumine
bovine (BSA) a des concentrations de 0 a 500 pg/ml.

y=1,767x

117  R=0999
c 0,8
(=
2
906
i)
§ 0,4
5+
2
E 0,2
=T

0 r r r

0 01 0,2 03 0,4 0,5 0,6
Concentration de la BSA mg/ml

Figure 10:Courbe étalon pour le dosage des protéines.
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6.Purification partielle des enzymes pectinolytiques PL et PG
La séparation partirlle des enzymes est realisée en deux étapes successives :

e Préparation de I’extrait brut
Aprés une incubation de 94 h a 30°C avec la moisissure Aspergillus niger. Les cellules
sont séparées par centrifugation. Le surnageant constitue I’extrait enzymatique brut.

6.1.Précipitation par I'éthanol et acétone

Une purification partielle de I’enzyme brut a été effectuée a I’aide d’éthanol (75%) et
d’acétone (75%) selon la méthode décrite par (Khairnar et al.,2009) les gardant a -20°C
avant 1’utilisation .

20ml de I’extrait brut ont été traités avec trois volumes d’éthanol réfrigéré et laissé
reposer une nuit au frigo -4 C°, puis centrifugé a 10000 rpm pendant 30 min. Le culot
obtenu a été dissous dans 0.5 ml de tampon phosphate citrate100mM, 0.2%, pH=5,2

6.2.Précipitation au sulfate d'ammonium

L’enzyme précipitée par 1’addition de 75% et 80% de sulfate d’ammonium (Khairnar et
al.,2009) (2.38g par Sml d’extrait brut pour 75% de saturation et 2.58 par 5ml d’extrait pour
80% de saturation) , pendant la nuit a une température de 4 °C avec une agitation.

e Centerfugation

Une centrifugation a été faite pendant 30 minutes a 10000 rpm . Le culot obtenu a été
dissous dans 0.5 ml de tampon phosphate citrate 100mM , 0.2%, pH=5,2.

7.Electrophorese en conditions dénaturantes (SDS — PAGE)
Les échantillons de I'extrait enzymatique brut , PL et PG ont été analysés par

Electrophorése en condition dénaturante (SDS-PAGE) La masse moléculaire relative
(Mr) de I’enzyme a été estimée par ¢électrophorese des protéines sur gel de polyacrylamide
(10 %) en conditions dénaturantes (SDS-PAGE), au moyen d’un appareil «Mini Protean»
de BIO-RAD. La technique est détaillée dans 1’annexe 04.

Le gel de polyacrylamide est préparé selon la méthode décrite par Laemmli (Laemmli.,
1970). Les échantillons de protéines sont déposés apreés ajout de bleu dénaturant (1/10 du
volume) et dénaturation pendant 5 min a 100°C. A la fin de la migration, a ampérage
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constant (entre 30 et 50 mA), le gel est démoule et les protéines sont révélées par une
solution de coloration (bleu de Coomassie : BBC-R250 a 0,25%) (Bio-Rad Laboratories,
Inc., Hercules, CA, USA) pendant environ 1h suivi par décoloration compléte du gel
pendant une nuit par une solution de décoloration pour visualiser les bandes
correspondantes aux protéines séparées

8. Détection de I’activité pectinolytique par la méthode de Zymogramme

Aprées migration sur gel de polyacrylamide (10%), dans les conditions natives (PAGE),
incorporant un substrat de ’APG a 0.2% dans le gel de séparation (en absence de SDS et sans
traitement thermique des protéines avant le dépét).

Le gel est lavé dans de 1’eau distillée pendant 1h et incubé pendant 2 h a 50°C en présence
du tampon A, puis recouvert pendant20min dans une solution de rouge de ruthénium a raison
de 0,05% (Annexe 5 ). Une zone claire est visualisée sur le gel traité, indique la dégradation
de substrat.
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Les enzymes obtenues apres traitement par les deux méthodes (sulfate d’ammonium
75% - 80% et I’éthanol) sont reprises dans un minimum de tampon phosphate citrate
100Mm ,0.2% pH=5.2. Une détermination de ’activité de la PG et la PL et de la masse en
protéines est mesurée au cours de chaque étape, les résultats obtenus sont regroupés dans les
tableaux suivants :

Tableau 11: Précipitation de 1’extrait brut de la PG.

Méthodes de Acitivité PG | Protéines Activité Degré de Rendement
) totale totales specifique purification

concentration %

(V1) (mg) (Ul/mg)

Extrait brut 2230 1998 1.1 1 100%

Précipitation au | 750 260 2.88 2.6 33.6%

sulfate

d’ammonium

75%

Précipitation au | 246 260 0.94 0.85 11%

sulfate

d’ammonium

80%

Ethanol 1950 1471 1.32 1.2 87.4%

Acétone 0 0 0 0 0

L’examen du tableau 11 montre que, le procédé de précipitation le plus intéressant vis
a-vis de l’activité de la PG récupérée et de I’activité spécifique est :

- le sulfate d’ammonium 75% qui provoque une augmentation de 1’activité spécifique
2.88 Ul/mg elle est plus proche de resultat étudié par (Shamsan et al.,2022) qui
trouve 1.4 Ul/mg .Un degré de purification 2.6 et un rendement 33.6.

- L’éthanol avec une activité spécifique 1.32UI/mg, et un degré de purification 1.2
avec un rendement de 87.4%.

- Par contre, I'utilisation de 1’acétone n’a donnée aucun résultat contrairement a
I’étude de Ramalingam et al., 2013 qui ont trouvé une activié spécifique est 2.32
Ul/m, et un rendement de 67.7% .

’utilisation du sulfate d’ammonium, a 80% de saturation, provoque une diminution de
’activité spécifique 0.94UI/mg (Tableau 11).Ce résultat est supérieure a celui obtenu par
Buage et al .,2010 qui ont trouvé une activité spécifique de 0.21 Ul / mg.
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Tableaul? : Précipitation 1’extrait brut de la PL.

Méthodes de | Activité PL | Protéines Activité Degré de Rendement
) totale specifique purification
concentration Totales %

(Ul1) (Ul/mg)

(mg)

Extrait brut | 250 1998 0.125 1 100%
Précipitation | 151.3 260 0.6 4.8 60%
au sulfate
d’ammonium
75%
Précipitation | 22.3 260 0.09 0.72 9%
au sulfate
d’ammonium
80%
Ethanol 230 1471 0.16 1.28 92%
Acétone 0 0 0 0 0

L’examen du tableau 12 montre que, le procédé de précipitation le plus intéressant vis a-
vis de I’activité de la PL récupérée et de 1’activité spécifique est :

- L’utilisation de sulfate d’ammonium & 75% qui provoque une augmentation de ’activité
spécifique 0.6 Ul/mg .Ce résultat est inférieur a celui trouvé par Paterson et al.,2016.
On remarque que le rendement 60% est inférieur aux résultat de Babagil et Nadaroglu
.,2021 qui montre que le rendement de la PL est 78,2 %.

-Par ailleurs L’utilisation d’éthanol donne une activité spécifique de 0.16 Ul/mg et un
degré de purification de 1.28 et un rendement de 92%.

-L’utilisation de I’acétone n’a aucun effet sur I’enzyme PL.

-I’utilisation du sulfate d’ammonium a 80% de saturation, provoque une diminution de
’activité spécifique 0.09 Ul/mg (Tableau 12). Ce résultat est inférieur a ceux lui trouvé par
Oliotula et al.,2007 0.12Ul /mg .
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Controdle de la pureté partielle des enzymes par SDS-PAGE et de activité
enzymatique par zymogramme

La pureté des echantillons, aux différents stades de la purification, est vérifiée par

électrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes SDS-PAGE (Figure 11 et
12).

AN I.3 1.21.1 zZ PG

Figuez 11 : Profil électrophorétique SDS-PAGE apres purification.

MT : margeurs de taille, L1 : Extrait brut, L2 : Aprés précipitation au sulfate d’ammonium

L3 : Aprés précipitation & 1’éthanol, ZPG : Zymogramme de PG.

L’analyse de la figure 11 montre :

-une seule bande avec un PM de 95KDa pour la PG d’Aspergillus niger. Ce résultat est
proche de celui obtenu par DeVries et Visser .,2001 et Sakamoto et al., 2012 qui
indiquent un PM de 82 KDa pour la méme souche d’Aspergillus niger.

-Cependant les travaux de Dogana et Tari .,2007 ont permis de purifier une PG de PM
de 53 KDa.
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Figure 12 : Profil électrophorétique SDS-PAGE pendant la purification .
MT : margeurs de taille, L1 : Extrait brut , L2 :Aprés précipitation au sulfate d’ammonium
L3 :Aprés précipitation a 1’éthanol , Z PL : Zymogramme de PL
L’analyse de La figure 12 montre

-une seule bande avec un PM de 28 KDa pour la PL. Ce résultat est supérieure a celui
obtenu par poturane et al.,2017 qui indiquent un PM de 23 KDa pour la PL produite par
Aspergillus niger. Contrairement a la PL 46 KDa séparée par Sharma et al .,2001.

Ces différences dans les résultats peuvent étre expliquées par 1’origine de 1’isolement
de la souche fongique, la méthode d’extraction et les produits utilisés.
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Conclusion

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la production des enzymes pectinolytiques a partir
de moisissure Aspergillus niger isolée du sol de Teleghma et cultivée sur milieu solide
(SSF) a base de son de blé sur milieu optimisé. Aprés 94h de culture, la souche a montré
une bonne croissance et a produit deux enzymes pectinolytiques (PL et PG) a 30°C.

Pour une utilisation de I’enzyme, il a été procédé a sa séparation par différentes
méthodes de purification ; précipitation au sulfate d’ammonium, éthanol et a 1’acétone. Le
procedé de précipitation le plus intéressant vis-a-vis de I’activité PL et PG et de I’activité
specifique est le sulfate d’ammonium a 75 % de saturation.

La détermination des poids moléculaires par électrophorése a permis d’évaluer le poids
moléculaire de 28KDa pour la PL, et 95 KDa pour le PG. Avec un activité spécifique 0.6
Ul/mg pour la PL, et de 2.88 Ul/mg pour le PG.

Ses enzymes sont purifiées respectivement avec des taux de purification de 2.6 et 4.8 et
des rendements de 33.6% et 60%.

Il est nécessaire d’approfondir ce travaille par :

- L’étude d’autre méthode de séparation tels que : la centrifugation, systéeme TPP,
L’ultrafiltration, Chromatographie d’exclusion moléculaire, Chromatographie sur
colonne échangeuse d’ions.

- L’étude des propriétés physico-chimique des deux enzymes séparées .Ce qui permet
de I’exploiter dans divers domaines alimentaires : Fermentation du café et du thé,
Macération, Gélification, et Dégommage des fibres libériennes végétales. Aussi
dans le domaine de I’environnement : Traitement textile et biorécurage des fibres de
coton, Extraction de pétrole, Traitement des eaux usées .demande croissante
d'enzymes pectinolytiques dans plusieurs applications industrielles.
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Annexe 1: Milieu PDA

Extrait de POMME U TEITE.....c..iiieceee e 1000ml
GIUCOSE. ... bbbt b bbbt 20g
AT et r e r e R e b b nanes 20g

stérilisation a 100°C pendant 20 minutes.
e Préparation de I'extrait pomme de terre

200g de pomme de terre non pelées sont lavés et coupés en petites dés ensuite mis dans un
litre d'eau distillée puis portés a I'ébullition pendant Lheure,ils sont enfin écraseés, filtrés et le
volume est complété a 1 litre d'eau distillée.

e Préparation de milieu de culture

Le glucose et I'agar dissous a chaud dans I'extrait, compléter a 1litre d'eau distillée.



Annexe 2 :Preparation des solutions tampon

Dosage d'activité enzymatique

Solution tampon phosphate citrate100mM, 0,2%, Ph=5,2
LIAN@) [ (SR o3 13 3 1o 1§ T 10,507¢g
= Eaudistillée...........oooi e 500mI
Préparation de Na2Hpo4

23NaZHPOA ..o e sne e 1,098 €
B3 EaudiStillEe. . oo oo e eeeeeerereseeeeeeee. 300m

% Solution tampon aceétate de sodium, PH=5

2.2 Acétate de SOIUML........ccviiiee e 2,059
3.2 ACIAE ACELIQUE. .....veeuieeeeccieecie ettt sra e 1,45ml
4.2 EQU GISHHIEE.......oieeee ettt 500ml

Préparation de NaOH (2N)

L3 NAOH. .o 8¢
2.3 BaU QISHHIB. ... .o, 100ml

Réactif de DNS
Dissoudre 2g de DNS dans 40ml de NaOH (2N) et 100 ml d'eau distillée.Ajouter 60g
de tartrate double Na, K et compléter & 200 ml avec I'eau distillée avec agitation.



Annexe 3 : Dosage des protéines

Le dosage est effectué selon la méthode de Lowry, (1951).Les solutions nécessaires sont :
Solution A : carbonate de sodium a 2% dans le NaOH 0,1N.
Solution B : tartrate double de sodium et de potassium a 2% (w/v) dans 1’eau distillée.
Solution C : sulfate de cuivre, 5 H20 a 1% (w/v) dans I’eau distillée.

Solution D : 0,5 ml de C + 0,5 ml de B + 50 ml de A. Ce mélange doit étre préparéjuste
avant utilisation.

Solution E : réactif de Folin-Ciocalteu dilué au 1/3 au moment de 1’emploi.

Le milieu réactionnel est préparé comme suit:

Solution de I’échantillon convenablement dilué : 1 ml.

Solution D : 5 ml.

Apreés une agitation et un repos de 10 minutes sur la paillasse, 0,5 ml de la solution E sont
rajoutés. Apres une deuxiéme agitation, le développement de la coloration est obtenu aprés
une incubation de 30 min a température ambiante et a I’abri de la lumiére. La lecture de

I’absorbance est réalisée a 650 nm.



Annexe 4 :Electrophorese(SDS-PAGE)

Les protéines sont analysées par électrophorése sur gel de polyacrylamide a 10 %
(Tableau 18) en présence de SDS selon la méthode de Laemmli (1970) (Laemmli., 1970). La
préparation du gel de polyacrylamide en présence de SDS est obtenue par polymérisation
d'acrylamide qui forme des chaines et de bis-acrylamide qui ponte les chaines d'acrylamide.
La reaction de polymérisation est initiée par la formation de radicaux libres par le persulfate
d'ammonium (APS) et catalysée par le TEMED (N, N, N’, N’-tétramethyl-1-
,2diaminométhane-toxique).

» Compositions de gel d’acrylamide et solutions pour électrophorese
e Solution : Acrylamide — Bisacrylamide :

—Acrylamide ... 30g
— Bisacrylamide ... 0.8g
—H20 qeSP e 100ml

Filtrer et stocker a 4°C a 1’abri de la lumiére.

e Solution : tampon gel de séparation : Tris HCI 1.5M, pH = 8.8

—TriS base. ..o 36.3g
—HCLIN L 48ml
—H20 QuSP e 100ml

Filtrer et stocker a 4°C.

e Solution : tampon gel de concentration : Tris HCI 1.5M, pH = 6.8

—TrIS DASE. .ottt 6g
—HCIIN . 48ml
—H20 8P e 100ml

Filtrer et stocker a 4°C.

[J Solution : tampon de migration : (Tris 0.25M, Glycine 1.92M, pH=8.3) — Tris

DaSE. .t 15.1g
—GlYCINE ..t 72¢g
CSDS 0190 e S5¢g



Conservation a 4°C.

e Solution de persulfate d’ammonium

Dissoudre 10g de persulfate d’ammonium dans 100ml d’eau distillée. Cette solution doit se
préparer juste au moment de I’emploi (extemporanément).

e Solution : tampon de lyse (tampon d’échantillon)

— Tris base (0.SM) pHO.8......ooviiiiiiiiiiien, 2.13ml
— DS s lg
—Glycerol 10 %...o.ovueiiiii i, Sml

— Bleu de bromophenol ... 20mg
— B mercaptoethanol ................ccooviiiiiiiiiin, 2.56ml
—H20 S Pt 10m

e Solution de coloration

-ACIde aCEtIQUE. ...t 10ml
-Ethanol absolue................cooiiiiiii, 45ml
CH20 o 45ml
“-BBC (R250). ..t 0.25g

e Solution de décoloration :
-Acide actiqUe. .. ...ouviii i 10ml

-Ethanol absolue. ......ooovevieii i, 45ml



» Préparation et migration du gel pour I’électrophorése SDS-PAGE

Le gel de polyacrylamide est préparé selon la méthode décrite par Laemmli(1970)

Tableau 18:Composition du gel de polyacrylamide 10%.

Composition du gel polyacrylamide (10%0)

Composants Gel de séparation Composants Gel de concentration

(10%) (5%)

H20 4 ml H20 3.4 ml

1.5M Tris-HCI pH 2.5 ml 1.5M Tris-HCI pH 830 ul

8.8 6.8

Acrylamide 30% 3.3mil Acrylamide 30% 630 ul
APS 10% 100 pl APS 10% 50 wl
SDS 10% 100 pl SDS 10% 50 ul
TEMED 4l TEMED 4l
VOLUME TOTAL 10 ml VOLUME TOTAL 5ml

*APS : Persulfate d’ammonium ** SDS : Sodium Dodécyle Sulfate

e Couler le gel de séparation entre les deux plaques de verre immédiatement apres
I’ajout de I’APS et le TEMED.

e Ajouter de I’éthanol a la surface du gel puis le laisser polymeriser durant 30 minutes.

e Ajouter le gel de concentration, apres avoir €liminé 1’éthanol grace a un buvardage
d’un papier absorbant, ajuster le peigne et laisser polymériser.

e Démouler le peigne quand le gel est polymerisé et fixer I'ensemble a I'appareil.

e Déposer les échantillons de protéines aprées ajout de bleu dénaturant (1/10 du volume)

et dénaturation pendant 5 min a 100°C.




eIl faut de plus s’assurer que toutes les protéines aient le méme point de départ pour la

migration, c’est pourquoi nous avons démarré la migration dans un gel de concentration.

e La migration est assurée dans le tampon Tris (25mM)-glycine (192mM) contenant
0.1% SDS a ampérage constant (entre 30 et 50 mA) et arréter exactement quand le
"bleu de bromophenol™ atteint le bas du gel.

e La réveélation est effectuée par deux méthodes :

= Imprégnation pendant une nuit dans une solution du colorant constituée de bleu de
Coomassie 0.25% dans un mélange éthanol-eau-acide acétique glacial.
La décoloration est réalisée dans un solvant compose de: éthanol-eau-acide acétique
jusqu’a décoloration compléte du gel, les bandes correspondants aux protéines restent
coloreées en bleu.

= Ou par imprégnation dans une solution de nitrate d’argent a 0.1% pendant 30 minutes
puis ringage avec 1’eau distillée ensuite développe avec une solution de 3% de
Na2CO3 contenant 0.02% de formaldehyde enfin stopper avec 1% d’ acide acétique et
lavage avec I’eau distillée.



Annexe5 :Détection de P’activité pectinolytique par la méthode de
Zymogramme

Solution de Rouge de ruthénium :
Rouge de ruthénium ... i 0.05g.

Eau distillée 8P «ovvinreeititiit et 100 ml.
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