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1. Introduction 

Les laccases (hydroquinone EC 1.10.3.2) sont des enzymes à cuivre appartenant  à la famille 

des multicopper bleu oxydases qui oxydent les polyphénols en utilisant l’oxygène comme 

accepteur final d’éléctron (Elshafei et al, 2012). 

L’étude de cet enzyme a été initialement lancé par Yoshida (1883) à partir de l'arbre de laque 

japonaise Rhus vernicifera. 

Les laccases sont des protéines présentes dans une grande variété d’organismes et elles ont 

diverses fonctions biologiques. Elles sont distribuées dans la nature et elles sont produites  par 

une grande variété d’insectes et bactéries, mais la meilleure laccase délibérée est d'origine 

fongique (Desai et nityan, 2011).Elle est secrétée essentiellement par les basidiomycètes 

ligninolytiques, afin de dégrader les polymères de la lignine (Gianfreda et al., 2004). 

Les laccases sont particulièrement intéressantes d'un point de vue industriel et ce, pour leur 

habileté à oxyder une vaste gamme de substrats phénoliques. Diverses recherches sont 

effectuées dans différents secteurs d’intérêts : le textile, les pâtes et papiers, l’alimentation, le 

cosmétique, la décontamination des sols et de l'eau, les biocarburants et la synthèse organique 

(Mayer et Staples, 2002; Burton, 2003; Kenealy et Jeffries, 2003; Claus, 2004; Rodriguez 

Couto et al., 2006; Minussi et al., 2007). 

La production d’enzymes industrielles exige la préparation de milieux à moindre coût sachant 

que l’estimation du coût du milieu de croissance représente 30-40% de celui de production 

d’enzymes industrielles (Srinubabu et al., 2007). Ceci peut être atteint par l’utilisation des 

résidus agroindustriels disponibles et bon marché et par l’optimisation des conditions 

nutritionnelles et physicochimiques du milieu de culture.  C’est ainsi que plusieurs déchets et 

sous-produits agro-industriels sont appliqués pour la production d’enzymes (Belmessikh, 

2011). Plusieurs substrats sont utilisés pour la production de ces enzymes: le son de blé et le 

son de riz, la bagasse de canne et même  les peaux des bananes ont été utilisés comme substrat 

afin de produire la laccase (Savitha et al.,2011, Meza et al.,2005, Faccelo et Cruz, 2007).  

De ce f ait, l’objectif de ce travail s’articule sur la mise en évidence de l’activité laccasique 

produite sur milieu à base de déchets de la citrouille par deux souches fongiques déjà 

sélectionnées comme laccase positives. Pour ce faire, plusieurs étapes ont été réalisées, à 

savoir : 

- Etude de  développement des souches fongiques sur différents  milieux à base de 

déchets de citrouille à différentes concentrations;    

- Test de la production de laccase sur ces différents milieux; 
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- Fermentation et suivi de l’activité laccasique produite en Erlenmeyer sur un milieu 

sélectionné en présence et en absence d’inducteur. 

 

 



 

 

Partie 

bibliographique 
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2. Partie bibliographique 

2.1. Généralités sur les enzymes 

2.1.1. Définition 

Les enzymes, catalyseurs biologiques des organismes vivants, sont des macromolécules 

majoritairement de nature protéique (Cosnier, 2000), présentes dans les cellules de tous les organismes 

vivants où elles jouent un rôle essentiel en contrôlant les procédés métaboliques permettant aux 

nutriments d’être transformés en énergie et en matériaux cellulaires (Drouin, 2005). 

En 2005, plus de 3000 enzymes différentes ont été isolées et identifiées (Patel et al., 2005). 

2.1.2. Origine des enzymes industrielles  

Les enzymes industrielles sont, en général,  de source végétale, animale ou microbienne (Belmessikh, 

2011). Les enzymes d’origine végétale et animale ont longtemps été plus utilisées que celles d’origine 

microbienne, mais pour des considérations techniques et économiques, ces dernières prennent de plus 

en plus d’importance (Bezawada, 2010). 

 

2.1.3. Classification des enzymes 

Le pouvoir catalytique des enzymes permet de produire de nouvelles substances et de l’énergie, 

indispensables au bon fonctionnement des organismes vivants. C’est en fonction de leur activité 

catalytique que celles-ci sont classées. Selon  la Commission des Enzymes de l'Union Internationale de 

Biochimie, les enzymes se répartissent en six classes (Tableau 1) (Cosnier, 2000). Environ 75% des 

enzymes industrielles sont des hydrolases (Assamoi et al., 2009). 

Tableau 1 Classification des enzymes  (Cosnier, 2000).  

E.C (classe) Classification Type de réaction catalysée  

 

E.C.1  

 

Oxydoréductases  

 

Oxydo-réduction  

 

E.C.2 Transférases  

 

Transfert de groupements 

fonctionnels  
 

E.C.3 Hydrolases  

 

Hydrolyse  

E.C.4 Lyases  

 

Elimination de groupement et 

formation de doubles liaisons  

E.C.5 Isomérases  Isomérisation  

E.C.6 Ligases  
 

Formation de liaisons couplées à 

l’hydrolyse de l’ATP  
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2.1.4.   Les ligninases  

La lignine est le terme générique d'un vaste groupe de polymères aromatiques. Elle constitue le seul 

groupe de polymères biosynthétisés à squelette aromatique  (Wertz, 2010).  

La lignine se présente dans les interstices qui cimentent les chaînes de cellulose et d’hémicelluloses. 

Elles contiennent des molécules ayant des propriétés pharmaceutiques importantes (stéroïdes, 

composés phénolique et les composés inorganiques) (Godin et al., 2010 ; Godin et al., 2011).  

Différentes enzymes sont capables de dégrader la lignine : lignine peroxydases (lignases), peroxydases 

a manganèse, laccase (Robert et Catesson, 2000). 

 

 

2.2. Les laccases 

2.2.1. Définition des laccases 

La laccase (EC 1.10.3.2, oxydase p-diphénol), est une oxydase bleue de type ligninase, c'est-à-dire 

qu’elle est capable de dégrader la lignine. (Madhavi et Lele 2009, Camarero et al., 2005). Elle 

représente un ensemble d’enzymes impliqués notamment dans le brunissement enzymatique des fruits 

et des légumes (Nicolas et al., 2003). 

Ces oxydoréductases font partie de la famille des protéines multi-cuivrées  qui utilisent l’oxygène pour 

oxyder de nombreux composés phénoliques par le biais d’un mécanisme radicalaire (Jeanneau, 2005). 

Les laccases ne présentent pas d’activité catécholasique, mais en revanche elles sont capables d’oxyder 

aussi bien les o-phénols que les p-phénol. En plus, elles oxydent les monophénols en monoquinones, 

sans les hydroxyler avant (Issa, 2009). 

 

Figure 1. Structure d'une lignine (Morot-gaudry, 2010)  
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2.2.2. Source des laccases 

La laccase a été découverte en 1883 par Yoshida  dans les plantes. Il a observé que le latex des arbres 

chinois (Rhus sp.) a rapidement été durci en présence d'air. L'enzyme a été nommée laccase environ 10 

ans plus tard, après son isolement et sa purification (Riva, 2006). Ces enzymes sont produites par les 

cellules eucaryotes, telles que les mycètes, les plantes et les insectes (Mayer et Staples, 2002). 

En revanche, chez les mycètes, la laccase est produite en général,  par des Ascomycètes, des 

Deutéromycètes, des Basidiomycètes et elle est particulièrement abondante dans de nombreuses 

pourritures blanches qui dégradent la lignine. (Kunamneni  et al., 2007).  

2.2.2.1. Laccases végétales  

La présence de laccases dans les plantes supérieures apparait moins importante que chez les 

champignons. Toutes les laccases caractérisées jusqu’à présent sont des glycoprotéines, notamment 

celle de Rhus vernicifera qui est la plus étudiée. En outre, l'arbre de laque est un membre de la  Famille 

Anacardiaceae, semblent contenir laccase dans les canaux de résine (Huttermann, et al., 2001).    

Il a été démontré que la culture de  Cellule de pseudoplatanus Acer pour contenir huit laccases, tous 

exprimé principalement  dans le tissu xylème de Pinus taeda (Sato et al., 2001). 

Laccase a été exprimée aussi dans les graines et l’embryon de maïs (Zea mays) (Bailey et al., 2004; 

Arora et Sharma, 2010) . 

Les laccases ont été identifiées dans les plantes, dans les arbres, les choux, navets, betteraves, pommes, 

asperges, pommes de terre, les poires et divers autres légumes (Madhavi et Lele, 2009).  

2.2.2.2. laccases bactérienne et microbiennes  

Laccase est présente dans les bactéries de manière intracellulaire (Claus, 2003; Arora et Sharma, 

2010).  Récemment certaines laccases bactériennes ont également été  caractérisé de, Bacillus subtilis 

(Martins et al., 2002), Streptomyces lavendulae (Suzuki et al., 2003), S. Cyaneus (Arias et al., 2003) et 

Marinomonas mediterranea (Jimenez-Juarez et al., 2005). 

Laccase a été produite par de nombreuses  mycètes de la pourriture blanche et des champignons 

saprophytes  (Morozova et al., 2007). Trametes versicolor, Chaetomium thermophilum, sont des  

producteurs connus de laccase et il a été signalé que certaines espèces de Trichoderma, y compris 

T.harzianum a la capacité de produire polyphénol oxydases (Kiiskinen et al., 2004; Sadhasivam et al., 

2008).                                                                                                                                     

Laccase a également été produit par un grand nombre des champignons comestibles dont le pleurote 

Pleurotus ostreatus, le champignon Lentinula edodes et champignon Agaricus bisporus, etc. 

(Morozova et al., 2007). 

  



Partie bibliographique 
 

 6 

2.2.3.  Classification des laccases  

Les laccases sont classés en fonction de leur d’origine; elles sont abondantes dans la nature et sont 

principalement produites par les plantes et les mycètes, mais sont également présentes chez les 

bactéries ou encore les insectes (Claus, 2004).   

La laccase fongique est une oxydase multicuivre qui appartient à la famille des Polyphénoloxydases. 

(Rodriguez, 2012 ; Nicolas et al., 2003) de la classe d’oxydoréductases (Piontek et al., 2002).  

 

2.2.4. Structure des laccases  

Les laccases sont des métalloenzymes contenant des atomes de cuivre au de leurs sites actifs respectif ; 

elles assurent simultanément l’oxydation de composes phénoliques et la  réduction d’O2 (Enguita et 

al., 2003).  

 

 

En général, les laccases sont des glycoprotéines dimériques ou tétramériques contenant au niveau de 

leur site actif quatre atomes de cuivre qui sont différents par la nature de leurs ligands. On distingue 

trois sites appelés T1, T2 et T3 (Claus, 2004). Les sites de type 1 et 2 possèdent chacun un atome de 

cuivre et sont impliqués dans la capture et le transfert d’électrons (Lanteigne, 2010).   

Le site T1 contient un atome de cuivre (Cu+) absorbe à 610 nm. Il coordonne une cystéine et il est 

responsable de la couleur bleue de l’enzyme. Alors que le site T2 contient le cuivre non bleu (Cu²+) et 

il forme avec l’azote des histidines et avec l’oxygène un complexe tétraédrique. Le site T3 absorbe à 

330 nm. Chaque ion cuivre est lié à trois histidines (Piontek et al., 2002). 

Figure 2. Structure chimique d’une portion du site actif de la laccase montrant l’emplacement des atomes de 

cuivre impliqués dans la réaction enzymatique (Rochefort, 2001). 
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La conformation des centres réactionnels est caractéristique avec un des quatre atomes de cuivre qui 

est responsable de l’oxydation du substrat tandis que les trois autres forment un cluster impliqué dans 

l’activation du dioxygène (Piontek et al., 2002) (Figure 6). 

 

 

Figure 3. Structure cristalline d’une laccase du champignon Trametes versicolor contenant les 4 cuivres. 

 (Piontek et al., 2002) 

 
 

Figure 5. Mécanisme de dégradation de substrats non phénoliques catalysé par les laccases. 

 (Piontek et al., 2002) 

Figure 4. Positionnement des quatre atomes de cuivre dans le site actif de laccase de  B.subtilis (Enguita, 2003) 
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Il a été démontré que chez de nombreux organismes la production de laccase était régulée par la 

présence de cuivre (Palmieri et al., 2000), et qu’elle pouvait être modulée par certains xénobiotiques 

(Gonzales et al., 2002; Xiao et al., 2004). 

2.2.5.  Propriétés des laccases  

Les laccases sont monomériques, dimériques ou tétramériques. Ce sont des glycoprotéines dont le taux 

de glucides se situe entre 10 et 45 %, celui-ci contribuant à la stabilité de l’enzyme. La masse 

moléculaire de ces enzymes est comprise entre 50 et 130 kDa (Claus, 2004). Le poids moléculaire des 

laccases fongique est inférieur à celui des laccases issues de plantes (Burton, 2003). 

Mayer et Staples, (2002) ont montré que la laccase peut être un facteur important de virulence dans 

plusieurs maladies causées par les champignons. 

La partie osidique des laccases de plantes constitue jusqu'à 45% du poids moléculaire, alors que chez 

les laccases fongiques, cette partie ne représente que 10 à 30% (Baldrian, 2006).  

 

2.2.6. Le système médiateur  

Un médiateur est une molécule de faible poids moléculaire qui étend l'activité catalytique de la laccase 

vers les unités non phénoliques des lignines (Madad, 2011). 

Les médiateurs sont introduits dans le système pour transférer les électrons du site actif de l’enzyme 

généralement peu accessible à l’électrode. Dans ce cas, l’enzyme catalyse l’oxydation ou la réduction 

du médiateur (Tingry et al., 2013). 

Pour les substrats non phénoliques ou les phénols qui possèdent un potentiel redox élevé, l’ajout d’un 

médiateur dans le milieu réactionnel permet d’augmenter la vitesse d’oxydation (Johannes et 

Majcherczyk, 2000 ; Burton, 2003).  

Les médiateurs sont utilisés lorsque le substrat d’intérêt (comme c’est le cas des lignines) ne peut pas 

être oxydé directement par l’enzyme à cause de sa taille qui lui ne permet pas de pénétrer à l’intérieur 

du site actif ou parce qu’il a un potentiel redox particulièrement élevé (Riva, 2006). 

De nombreux médiateurs sont actuellement recherchés parmi lesquels, on peut citer : 

_ Des médiateurs synthétiques: Le plus connu des médiateurs d’oxydation utilisé est l’ABTS (acide 

2,2’-Azino-Bis (3-éthylbenz-Thiazoline-6-Sulfonique) (Riva, 2006); 

_ Des médiateurs dérivés de la lignine (Acétosyringone ; syringaldéhyde ; 2,6-diméthylphénol ; 2,4,6-

triméthoxyphénol ; éthyle vanilline ; acétovanillone ; vanilline ;alcool vanillique ; méthyl vanillate ; p-

coumaric acid) (Camarero et al., 2005); 

_ des médiateurs synthétiques dérivés de la phényl-méthyl-pyrazolones, de l’acide benzoïque et de la 

N-hydroxynaphthalimide (Shumakovich et al., 2006); 
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_ des composés N-hydroxy dérivés de l’acétanilidine et de l’hydroxybenzotriazole (HBT) (Xu et al., 

2001). 

L’activité du système médiateur/laccase envers les substrats dépend du potentiel d’oxydoréduction de 

l’enzyme, de la stabilité et de la réactivité du radical formé au cours de l’oxydation du médiateur. Il 

semble également que l’efficacité des médiateurs augmente lorsqu’ils sont substitués par des 

groupements électrodonneurs (Xu et al., 2000). 

 

 

 

Figure 6.  Structure chimique de 10 différents médiateurs naturels et 7différents médiateurs synthétiques  pour la 

laccase. (a) Acétosyringone (b)syringaldéhyde (c) 2,6-diméthylphénol (d) 2,4,6 triméthoxyphénol (e) 3-o-éthyl 

vanilline (f) acétovanillone (g) vanilline (h) alcool de vanillyle 

(i) méthyl vanillate G) acide p-coumarique (k) ABTS (1) HBT (m) acide violurique (n) 2,2,6,6- 

tétraméthylpiperidine-1-oxyl (0) acide 2-nitroso-1-naphthol-4-sulfonique (P) acide 1-nitroso-2-naphthol-3 ,6-

disulfonique (q) promazine (r) acide 3-hydroxyanthranilique  (Camarero et al., 2005). 
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L’efficacité des médiateurs augmente lorsqu’ils sont substitués par des groupements électrodonneurs 

(Xu et al., 2001). 

2.2.7.  La production des laccases  

L’amélioration de la productivité et le réduire de coût de production sont les principaux objectifs pour 

les études actuelles sur la production de laccase (Kunamneni et al., 2007).  

L'utilisation de déchets industriels et agricoles pour la production de laccase par la pourriture blanche  

est un moyen efficace de réduire le coût de production (Rodriguez,2008 ; Osma et Toca-Herrera, 

2011).  

Plusieurs substrats  sont utilisés comme source de carbone  pour la production des laccases. Savitha et 

al., (2011) ont été utilisées deux substrats : le son de blé et le son de riz. Meza et al., (2005) et 

Mahajan et al., (2015) aussi ont été choisis la bagasse de canne à sucre comme substrat, alors que 

Faccelo et Cruz, (2007) ont été utilisés les peaux des bananes comme source de carbone.  

Mishra et al., (2008) ont utilisé la biomasse des cyanobactéries d'eau fleurs, coquille d'arachide (GNS)  

comme milieu de culture pour la  production de laccase de Coriolus versicolor. 

Deux types de fermentations ont été utilisés pour la production de la laccase: Fermentations 

submergées qui sont couramment utilisés dans les procédés industriels et les fermentations solides qui 

présentent un rendement volumétrique supérieur, les besoins énergétiques moins, et une plus grande 

stabilité du produit final et la concentration de cultures submergées (Jain et al., 2013) 

2.2.8. Influence des facteurs sur l’activité laccasique 

La production de laccase est influencée par divers facteurs, tels que la composition du milieu, la 

présence de nutriments comme le fer, le cuivre et le manganèse, des facteurs comme le pH, la 

température, le taux d'aération, la présence d’azote, de glucose, entre autres (Couto et al., 2002). 

2.2.8.1. spécificité de substrat  

Les laccases peuvent oxyder une très large gamme de substrats. Elles sont capables de transformer: 

- La lignine qui peut être polymérisée ou dépolymérisé. Ainsi, dans le cas où le substrat est un 

polymère de lignine de faible masse molaire, les laccases ont tendance à continuer la 

polymérisation. Dans le cas où le degré de polymérisation est important, le phénomène inverse se 

produit (Kim et al., 2002). 

- L’ABTS et la syringaldazine. (Faccelo et Cruz, 2007 ; Manole et al., 2008). 

- Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (anthracène, benzopyrène) : la transformation 

laccasique de ces substrats est effectuée à l’aide de médiateurs tels que l’ABTS, la méthionine, la 
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cystéine, la glutathion réduit, l’aniline et l’acide 4-hydroxybenzoïque (Johannes et Majchertczyk, 

2000). 

2.2.8.2.  Influence de la température sur la production de laccase 

Les températures optimales pour les réactions enzymatiques sont généralement plus élevées. Pour  la 

plupart des champignons de la pourriture blanche sont des champignons mésophiles avec la 

température de culture optimal 27-30° C. (Knapp et al., 2001). 

La température optimale de la laccase peut varier considérablement d'une souche à l'autre.  Les 

laccases isolés a partir d'une souche de Marasmius quercophilus ;  sont révélés être stables pendant 1 h 

à 60 C° (Farnet et al., 2000). 

En général, les champignons ont été cultivés à des températures entre 25 ° C et 30 ° C pendant la 

production optimale  de laccase (Vasconcelos et al., 2000). 

Nyanhongo et al., (2002) ont montré que la laccase produite par T.  modesta était pleinement active à 

50 °C et  était très stable à 40 °C, mais la demi-vie a diminué à 120 min à  température élevée (60 °C).  

La laccases de Pycnoporus cinnabarinus l’est également, un traitement à 60 °C pendant une heure ne 

modifie pas son activité (Schliephake et al., 2000). En revanche, les températures optimales des 

laccases de Chalara paradoxa varient entre 10 et 37 °C (Robles et al., 2000). 

 

2.2.8.3.  Influence du pH sur l’activité de laccase 

 

Les laccases ont un pH optimum se situant entre 3 et 7, elles sont inactives à pH = 2. Robles et al., 

(2000) ont testé les laccases induites par 9 souches distinctes de Chalara paradoxa et ont trouvé 2 pH 

optima différents selon le type de substrat utilisé. 

La littérature suggère que la majorité des champignons filamenteux de pourriture blanche se 

développent de façon optimale à pH acide. La majorité des chercheurs suggèrent que l'optimum des 

valeurs de pH est susceptible d'être dans la plage de 4 à 4,5 (Knapp et al., 2001). 

Laccase produite par Trametes modesta était pleinement active à pH 4,0 et très stable au pH  4,5, mais 

sa demi-vie a diminué à 125 min à pH 3,0 (Nyanhongo et al., 2002). 

 

2.2.9. Les applications des laccases  

Leur abondance, leur diversité font que les laccases sont des sources enzymatiques importantes et 

potentiellement intéressantes (Levavasseur, 2007). 

Une vaste quantité d'applications industrielles pour laccases a été proposée, elles comprennent 

l’industrie boulangère, papiterie,  la synthèse organique, l'environnement, la nourriture, les produits 

pharmaceutiques et  nanobiotechnologie. (Kunamneni et al., 2007).   
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2.2.9.1. Industrie alimentaire  

De nombreux substrats de laccase, tels que les glucides, les acides gras insaturés, les phénols et les 

protéines contenant un thiol, sont des composantes importantes de divers aliments et  des boissons.  

Leur modification par laccase peut conduire à des  nouvelles fonctionnalités, la qualité,  l'amélioration 

ou la réduction des coûts (Kirk et al., 2002). Donc ; la laccase est utilisée pour améliorer la qualité des 

boissons telles que la bière, le vin ou les jus de fruit  par l’élimination sélective des dérivés 

phénoliques. Elles sont également utilisées pour améliorer la durée de conservation de la bière 

(Minussi et al., 2002).  

Les laccases sont aussi utilisées dans la cuisson de certains aliments Selinheimo et al., (2006) et peuvent 

être appliquées  pour la stabilisation de certains  périssable produits contenant des huiles végétales 

(Morozova et al., 2007). 

Les laccases pourraient aussi être intéressantes pour l’industrie des pâtes car comme l’a montré 

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

d’une pâte de farine avec gluten et d’autre part de contribuer à diminuer son extensibilité. 

2.2.9.2. Industrie pharmaceutique 

Les laccases ont été utilisées pour la synthèse du plusieurs produits de l'industrie pharmaceutique 

(Arora et Sharma, 2010). Elles sont également utilisées dans la préparation  de certains médicaments 

importants, comme les médicaments anticancéreux, et ajoutées dans certains produits cosmétiques 

pour réduire leur toxicité (Couto et Herrera, 2006). 

La laccase possède aussi des applications dans la synthèse des dérivés des hormones. Intra et al., 

(2005) et Nicotra et al.,(2004).et elle est utilisée  dans des réactions de conversion de plusieurs 

composés importants  ayant des propriétés utiles, comme les antibiotiques (Pilz et al., 2003). 

Les catéchines ont une capacité antioxydante et  les laccases peuvent oxyder ces catéchines. Ces 

catéchines  consistent des petites unités de tanins et ce sont des antioxydants importants trouvés dans le 

thé, les herbes et les légumes (Kurisawa et al., 2003). 

Récemment, la laccase a été utilisée dans des préparations dermatologiques contenant des protéines 

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

2.2.9.3. Immobilisation des enzymes  

Asther et al., (2005) constatent qu’il est en général indispensable de fixer la laccase sur un support afin 

d’augmenter son action dans le traitement des eaux usées pour améliorer sa stabilité et permettre sa 

réutilisation. Dans d’autres domaines, de plus en plus d’applications font référence à l’immobilisation 

des enzymes. C’est le cas par exemple des cellules « biofuel » (Barriere et al., 2006) développées dans 
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le domaine biomédical. Dans le domaine de la lignification, (Shleev et al., (2006) ont développé une 

électrode sur laquelle est immobilisée une laccase pour le suivi de la solubilisation des lignines. 

2.2.9.4. Industries textiles, des colorants, de la pâte à papier 

Les colorants synthétiques sont largement utilisés dans des industries telles que textile, le cuir, les 

cosmétiques, l'alimentation et l'impression de papier (Forgacsa et al., 2004).  

Dans ces industries, les procédés relatifs à la décoloration (dégradation de colorant, blanchiment) 

utilisent les laccases, principalement avec des systèmes médiateurs (Schliephake et al., 2000 ; 

Baldrian,  2004,  Knutson et Ragauskas, 2004 ,Camarero et al., 2005). Dans les industries du papier, 

les systèmes laccase/médiateur sont le plus utilisés pour dégrader la lignine lors de l’extraction de la 

pulpe évitant l’utilisation de produits chimiques chlorés par exemple (Srebotnik et Hammel, 2000).  

 

 

 

2.2.9.5.  Nanobiotechnologies 

Les nanobiotechnologies sont l’ensemble des technologies se déroulant à l’échelle du nanomètre. Elles 

consistent à mettre en oeuvre des procédés miniaturisés permettant la production ou l’analyse de divers 

produits (Aljawish, 2013). 

Une des utilisations intéressantes des laccases en nanobiotechnologie est le développement de cellules 

électrochimiques (mini cellule) pour la production d’énergie (Chen et al., 2001). 

Figure 7. Utilisation de laccase pour dégrader et synthétiser des différents colorants  

(Bataille et al., 2011) 
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Plusieurs auteurs ont utilisé les laccases comme biomolécule dans les biocapteurs pour déterminer 

l’efficacité de la microencapsulation et pour  modéliser son comportement dans des microréacteurs 

enzymatiques (Gusetu, 2010). 

2.2.9.6.  Traitement des eaux usées  

Dans certaines industries (boissons, pétrolières, textile, pâte à papier), les effluents industriels 

contenant des composés toxiques (hydrocarbures aromatiques, phénols, chlorophénols, etc) peuvent 

être décontaminés par l’action des laccases ((Levavasseur, 2007). Les polymères insolubles sont 

ensuite éliminés par filtration ou sédimentation (Torres et al., 2003). 

2.2.9.7.  Autre applications 

Plus récemment, la laccase de Trametes hirsuta a été également largement utilisée pour la 

fonctionnalisation de biocathodes (Vaz-dominguez et al., 2008 ; frasconi et al., 2010) et pour la 

réalisation de biopiles en fonction de leur site actif (Tingry et al., 2013). 

La laccase est connue pour le rôle important qu’elle joue dans la dégradation des phénols ce qui la rend 

très utile dans la décontamination des eaux industrielles (Riva, 2006). 

Les laccases sont également utilisées  pour délignifier des complexes lignocellulosiques et améliorer la 

production du bioéthanol obtenu à partir de ces complexes (Mayer et Staples, 2002).  

Elles semblent aussi être impliquées dans les processus de production de la biomasse mycélienne 

(Mansur et al., 2003) et d’inhibition du développement des moisissures comme les Trichoderma 

(Velazquez-Cedeño et al., 2008). 

Kobayashia et Higashimurab, (2003) décrivent la synthèse d’un plastique thermostable (poly 

phénylène éther) par polymérisation oxydative de 2,6-diméthoxyphénol. 

Tableau 2. Synthèses des différentes applications de la laccase 

Secteur d'application Source de laccase Référence 

Industrie du textile 

(Décoloration des encres) 

 

 

 

Industrie de l'alimentation 

(Applications variées) 

Aspergillus niger  

Cerrena unicolor  

Trametes. hirsuta  

Trametes villosa  

 

Pycnoporus. cinnabarinus 

T. hirsuta 

Soares et al., (2002)  

Michniewicz et al., (2003)  

Rodriguez Couto et al., (2006) 

Zille et al., (2003)  

 

Georis et al., (2003) 

Kuuva et al., (2003) 

Industrie papetière 

(Mise en pâte biologique) 

 

(Bioblanchiment) 

 

T. hirsuta, T. versicolor 

Pleurotus. eryngii, P.cinnabarinus, 

 

T. versicolor 

P. cinnabarinus 

 

Kandioller et al., (2001) 

Balakshin et al., (2001) 

 

Camarero et al., (2004) 

Georis et al., (2003) 
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Industries variées 

(Traitement des eaux usées) 

Lentinula. Edodes 

Pleurotus. ostreatus 

Pycnoporus coccineus 

Rhus. Vernicifera 

Casa et al., (2003) 

Aggelis et al., (2003) 

Jaouani et al., (2005) 

Durante et al., (2004) 

Synthèse organique T. versicolor 

T. versicolor 

T. villosa 

Schafer et al., (2001) 

Akta et Tanyolaç (2003) 

Uchida et al., (2001) 

 

2.3. Les mycètes 

2.3.1. Généralités  

Les mycètes ou fungi sont des organismes  eucaryotes qui constituant un groupe autonome au sein du 

monde vivant, indépendant des Bactéries, des organismes naguère regroupés sous le nom de  Protistes, 

des Végétaux et des Animaux. Leur structure primordiale est un thalle dépourvu de pigment 

assimilateur, dénommé « mycélium » chez les Champignons (Rispail, 2008). Elles sont principalement 

des organismes terrestres (Prescott et al., 2007).  

 En plus des moisissures, les mycètes  regroupent aussi les levures. Les moisissures sont des 

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

(Madigan et Martinko, 2007). 

 

2.3.2.  Les mycètes des laccases  

La grande quantité de laccases a été largement rapportée à l'intérieur de la pourriture blanche (Mayer et 

Staples, 2002). Parmi ces champignons : Phanerochaete. chrysosporium (Martinez et al., 2004), 

Trametes versicolor ou encore Pleurotus ostreatus. 

     

 

 

 

Figure 8. Mycélium de P. chrysosporium 

en train de coloniser des copeaux de bois. 

 (Martinez et al., 2004) 

Figure 9. La croissance de  Trametes pubescens 

dans la nature (Faccelo et Cruz 2009) 
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La plupart des laccases sont produites à partir du champignon Trametes versicolor (Lanteigne roch, 

2010). 

De nombreux composés phénoliques et aromatiques structurellement liés à la lignine étaient calculé 

pour leur capacité à susciter laccase la production par P. pulmonarius. (Solden et Dobson, 2001).  

Quatre laccases ont été mises en évidence chez P. ostreatus (Mansur et al., 2003), 17 gènes de laccases 

sont présents chez C. cinerea (Kilaru et al., 2006). 

La production de laccase de P. pulmonarius pourrait être considérablement améliorée en incluant un 

équimolaire combinaison de l'acide férulique et la vanilline comme inducteur. La construction de 

différents laccase isoforme répondre aux composés phénoliques implique une tâche possible de cette 

enzyme dans les processus de désintoxication (Souza et al., 2002). 

 

2.3.3.  Trametes sp.  

Trametes sp. appartenant au phylum Basiomycota, classe des basidiomycetes, sous-classe 

Agaricomycetidae, ordre Polyporales et de famille Polyporaceae, est assumé pour être l'un des 

producteurs principaux de laccase (Faccelo et Cruz, 2009). Il représente un champignon de la 

pourriture blanche (Gonzalez et al., 2003)  cosmopolite de blancs polypores de putréfaction, y 

compris « la queue », il est caractérisé par des basidiocarps sessiles pileate et des systèmes hyphal 

trimitique (Carlson et al., 2014). 

Trametes est probablement un du Basiodiomycota le plus largement étudié pour la production et 

l’application d'enzymes ligninolytiques (Nyanhongo et al., 2007). 

 

 

 

 

 

Figure 10. La morphologie du Tametes sp. : A, Trametes versicolor; B, hymenophore de Trametes suaveolens 

(Justo et Hibbett 2011). 
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2.3.4. Chaetomium sp.   

 Chaetomium Sp. est un  champignon appartenant du phylum Ascomycota et d’ordre Sordariales et de 

la famille Chaetomiacées (Zareb, 2014). Ce genre a été signalées présentant une activité antagoniste 

contre certains pathogènes (El-Tarabily et  Sivasithamparam, 2006).  

Toutefois, les concentrations de leur spores dans l’air extérieur ne sont pas très élevées (Khan et 

Wilson, 2003). 

Le Chaetomium se développe bien sur la plupart des matériaux de construction contenant de la 

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

La température létale du C. globosum est de 55 à 57 °C. Cependant, les ascospores sont bien plus 

résistantes aux conditions environnementales: elles peuvent survivre à une température de 60 °C 

pendant 60 minutes (Pieckova, 2003). 

 
 

 

 

 

2.4. La citrouille  

2.4.1. Généralité sur le genre curcubita.sp 

Les cucurbitacées sont des plantes herbacées, monoïques ou dioïques, en général pourvues de vrilles et 

des feuilles alternes sans stipules, dicotylédone à fortes tiges rampantes munies de vrilles et dont 

certaines sont cultivées pour leurs gros fruits comestibles, comme la citrouille, le melon, la pastèque... 

ect. (Belattar, 2007 ; Pascault, 2012). 

La citrouille est  une légume classifiés en tant que « courges d'hiver » ou « potirons», très 

volumineuse, un peu allongée, de couleur jaune orangé ((Brancucci, 2009) appartiennent à la famille 

des cucurbitacées (Bachmann, 2010 ; Hallouin, 2012). 

Figure 11. Aspect microscopique de   Chaetomium.sp (Dromer et al., 2013) 
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Les termes « citrouille » et « courge d'hiver » (« potiron ») ne correspondent à aucun taxon de la 

classification des espèces végétales et n'ont donc pas de validité scientifique (Goldman, 2004).  

 

 

2.4.2. Origine de la citrouille  

Cucurbita, courge, potiron, sqwash etc… sont toutes américaines mais originaires de lieux différents; 

on en connaît environ 25. Elles arrivent en Méditerranée dès la fin du XVe sièc1e où on leur donne des 

noms déjà existants en Méditerranée: français "citrouille", espagnol "calabaza", italien "zucca", arabe 

"qar'a" (Aubaile Sallenave, 2001). 

2.4.3. Classification de la citrouille 

La citrouille est une courge d’hiver appartiennent à la famille des cucurbitacées et au genre Cucurbita  

(Dornan, 2004 ;  Hallouin, 2012).  

La famille des cucurbitacées comprend 119 genres et quelque 825 espèces (Brancucci, 2011) et les 

courges représentent un genre parmi les 130 genres qui composent cette famille (Pascault, 2012).        

Le genre Cucurbita se divise en 5 grandes catégories (espèces) qui comprennent la majorité des 

citrouilles et des courges. (Pascault, 2012; Bodnar et  Fitts, 2000). Ces éspèces  sont principalement les 

plus cultivées dans le monde entier : Cucurbita pepo, Cucurbita mixta et cucurbita moschata, 

Cucurbita moschata et Cucurbita ficifolia. (Pascault, 2012) Chacune de ces espèces compte au moins 

un type appelé « citrouille » dans le langage courant (Bachmann, 2010). 

 

2.4.4.  Production de la citrouille en Algérie 

Au Sahara Algérien, les cucurbitacées fournissent une part importante des cultures potagères 

notamment la courge ou le potiron….. (Allam et al,; 2013).  Les citrouilles sont plus couramment 

Figure 12.  Musquée de Provence - cucurbita moschata (Pascault, 2012). 
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consommées dans la région de Ghardaïa, elles sont cultivées comme plante potagère dans la plupart 

des jardins familiaux de la wilaya, qui s'est forgée une réputation pour la production de la citrouille 

(Benseddik et al., 2014). Dans la région de Touggourt, la culture de citrouille occupe une surface de 

1704 m² (Allam et al., 2013). 

2.4.5. Composants de citrouille  

Les courges sont des plantes à fortes tiges rampantes munies de vrilles et des feuilles  (Pascault, 2012; 

Belattar, 2007). Elles sont aussi riches en pépins (graines) qui représentent une source de protéine et 

d’huile (Beavers et al., 2008 ; Pascault, 2012). 

Tableau 3. Les différents éléments de quelques espèces du genre curcubita : (Pascault, 2012) 

Espèce 

 

Feuille 

 

Tige 

 

Fleur 

 

Vrille 

 

 

 

 

Cucurbita 

maxima  

     

 

Cucurbita 

pepo  

 

    

 

Cucurbita  

moschata  

 

    

 

La citrouille est un légume économique et nutritif. Reconnue comme une bonne source de fibres, de 

potassium et de vitamines du complexe B (Sylvain et Charron, 2009) 

Elle  possède des vertus diurétiques, laxatives, sédatives et vermifuges. Elle est riche en carotène, 

contient presque 95% d’eau, des glucides, du calcium, du fer, des vitamines A, B1, B2, B3, C, D, E et 

F ainsi que de nombreux oligo-éléments. 

La proportion des différents composants varie énormément en fonction de la variété et du mode de 

culture. Les jeunes feuilles de courge sont riches en vitamine C et en carotène (Brancucci, 2011). 
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Tableau 4.  Les informations nutritionnelles pour 100 g de citrouille :  

Nutriments principaux Energie Sels minéraux Vitamines 

protéines                 1g  

 

lipides                     0,1g   

 

glucides                  5g             

 

fibres alimentaires 2,2g 

 

108 kJ 

 

26 kcal 

Sodium             1 mg 

potassium         383 mg  

calcium             22 mg  

phosphore         44mg  

magnésium       8mg  

fer                     0,8mg 

A                    0,127mg 

B1                  0,05mg 

B2                  0,07mg 

C                    12mg 

E                    1,1mg 

 

2.4.6.  Utilisation de déchets de citrouille 

D’après le CTA (2008), Les feuilles de citrouille sont largement consommées en Afrique. Elles sont 

nutritives (riches en bêta-carotène et en sels minéraux), délicieuses et bon marché. Elles peuvent ainsi 

contribuer à réduire la faim et la malnutrition. 

Au Kenya, les feuilles fraîches de citrouille sont traditionnellement mélangées avec de la purée de 

pomme de terre pour préparer un plat local très populaire dénommé mukimo (CTA, 2008). 

Les graines ou les pépins de la citrouille aussi sont utilisées pour l’extraction des huiles. elles peuvent 

être pressés en vue d’obtenir une huile d’un vert foncé à fort rapport économique qui affiche une 

teneur élevée en zinc, en vitamine E et en acides gras non saturés.  (Wyss et Thönen, 2012, Beavers et 

al., 2008). Elles constituent une source appréciable de protéine et d’huile (Pascault,  2012).  

Les graines sont également appréciées dans les Chapias au Mexique ; elles y sont utilisées avec du 

miel pour confectionner un dessert connu sous le nom de palanquetas (Pascault, 2012).  

Pour le genre cucurbita moschata (courges musquées) toute la plante est consommée (les tiges, les 

fleurs, les fruits immatures et les fruits mûrs (Pascault, 2012). 
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3. Matériel  et Méthodes 

L’objectif de ce travail est la mise en évidence de l’activité laccasique produite sur milieu à base de 

déchets de  citrouille par  deux souches fongiques appartenant aux genres : Trametes sp. et 

Chaetomium sp. Ces dernières ont été fournies par le Laboratoire. Ce travail a été  réalisé au sein du 

laboratoire de Mycologie, Biotechnologies et de l’Activité Microbienne (LaMyBAM), Université 

Frère Mentouri Constantine, situé à Chaabarsas.  

3.1. Test de développement des souches sur  différents milieux de culture 

3.1.1. Réactivation des souches  

La réactivation des souches Chaetomium sp.et Trametes sp. est effectuée sur gélose  PDA (Annexe1). 

Le pH du milieu est  ajusté à 6 et l’incubation est réalisée à 28C° pendant 7 jours.  

3.1.2. Préparation du substrat à base de déchets de citrouille à différents concentration 

Cette étude consiste à tester le développement de Chaetomium sp. et de Trametes sp. sur différentes 

concentrations des milieux à base de déchets de  citrouille. 

La citrouille a été  recueillie à partir de divers région; Msila et la région de Mzaïer, Wilaya de JIJEL.   

Les déchets sont séchés à l’air libre pendant 20 jours  puis broyés à l’aide d’un moulin électrique 

ménager de manière à obtenir une poudre. 

Le milieu de culture est préparé à partir de déchets de citrouille composé de feuilles, de tiges, des 

fibres et de peau. Plusieurs concentrations ont été préparées (2%,5%,7%) (g/L) et 2% d’agar a été 

additionné à chaque substrat : le substrat1 (S1) représente un mélange de peau et de fibres de citrouille, 

le substrat 2 (S2) est un mélange de tiges avec des feuilles, alors que le substrat 3 (S3)  représente un 

mélange de substrat 1 (50%) avec le substrat 2 (50%). Le pH des milieux a été  ajusté à 6,5 et ce,  par 

l’ajout de HCl 1N. Les milieux préparés sont ensuite stérilisés à l’autoclave à 120°C pendant 15min. 

3.1.3.  Inoculation des souches sur les milieux gélosés 

L’ensemencement est réalisé par  repiquage d’une bouture d’hyphe terminal. La souche a été 

ensemencée au centre d’un milieu gélosé. L’incubation des boites de pétri est réalisée à 28C°  jusqu’à 

apparition d’un développement mycélien (Bousseboua, 2005; Botton et al., 1990).  

3.2. Test de production de laccase  sur les différents milieux de culture 

Afin de mettre en évidence la présence d’une activité laccasique sécrétée par les souches en utilisant 

les déchets de citrouille, un test a été effectué. Pour ce faire, Chaetomium sp. et Trametes sp. ont été 

ensemencées par la méthode des disques sur PDA additionné  du gaïacol (0,01%). L’incubation a été 
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effectuée à 28°C pendant 7 jours. L’apparition d’un halo rouge bordeaux est considérée comme une 

réaction positive résultant de l’oxydation du gaïacol (Budolla et al., 2008). 

3.3. Production de laccase sur milieu submergé 

3.3.1. Préparation du substrat 

3.3.1.1. En  absence d’inducteur 

La fermentation a été réalisée dans des Erlenmeyers de 250 ml contenant 150 ml du milieu à base de 

déchets de citrouille, choisi pour chaque souche, à une concentration de 2%. Après agitation pendant 

10 min, Le pH du milieu a été  ajusté à 6,2 avec du HCL 1N. Les milieux sont, ensuite, répartis en 

Erlenmeyer, puis autoclavés à 120°C pendant 15 min. 

3.3.1.2. En présence d’inducteur 

100 µmol de CaCl2 a été additionné à chaque Erlenmeyer préparés de la même façon expliqué au 

paravent (Nadeem et al., 2014). 

3.3.2. Préparation de la suspension sporale 

La suspension sporale est préparée par addition de 10 ml d’eau distillée stérile contenant 0,1% de 

Tween 80 à la souche cultivée sept jours sur PDA en boite de Pétri. Les spores sont aseptiquement 

raclées superficiellement en utilisant une anse de platine (Sandhya et al., 2005). 

3.3.3. Dénombrement  des spores 

Avant chaque inoculation, le nombre de spores est estimé par référence à la courbe d’étalonnage puis, 

la suspension est diluée de manière à obtenir un nombre de spores de 107cellules/ml (Sumantha et al., 

2008; Paranthaman et al., 2009; Murthy et Naidu, 2010). 

3.3.4. Conduite de fermentation 

Les Erlenmeyer  contenant le substrat sélectionné  sont inoculés avec des disques de diamètre de 1 cm 

(5 disques pour chaque Erlenmeyer) et incubés à 30°C sous agitation à 120 rpm dans un incubateur 

agitateur.  L'activité enzymatique a été mesurée après le troisième jour d'incubation.  
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3.3.5. Prélèvement des extraits enzymatiques 

Après fermentation, des extraits enzymatiques ont été prélevés à l’aide d’une micropipette et versés 

dans des tubes de conservation en plastique, puis ils ont été conservés à 4 C°. 

 

 

 

3.3.6. Dosage laccasique  

Afin de déterminer l’activité laccasique, le dosage  spectrophotométrique dans le visible des produits 

de l’oxydation d’un substrat phénolique a été mise en œuvre (Issa, 2009). Pour ce faire, l’ABTS  a été 

choisi comme substrat. L’activité enzymatique des laccases est dosée à 30°C en utilisant 100µL de 

l'extrait enzymatique additionné à 1mL de milieu réactionnel (Annexe 2). La variation de la DO au 

spectrophotomètre à 420 nm est suivie pendant 1 minute, avec un coefficient d’extinction moléculaire 

 = 34450 m-1cm-1 et exprimée par µmol.min.L-1. 

 

 

Figure14. Extraits laccasique 

Figure13. Fermentation  liquide en Erlenmeyer 
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4. Résultat et discussion 

Ce travail est basé sur la mise en évidence de l’activité laccasique secrétée sur milieu à base de déchets 

de citrouille à différentes concentrations par Chaetomium sp. et Trametes sp. .  

4.1.  Test de développement des souches sur les différents milieux de culture 

4.1.1. Réactivation des souches                                                                                             

Après 7 jours d’incubation, les  souches Chaetomium sp. et Trametes sp.  ont  montré une bonne 

croissance sur milieu PDA (figure16, 17).  

            

 

 

 

4.1.2. Test de développement des souches sur les différents milieux de culture 

Ce test a révélé que les deux souches testées ont pu se développer sur les trois différents milieux.      

Les souches Chaetomium sp. et Trametes sp. ont montré un bon développement  sur milieu S2, qui est 

à base de feuilles et de tiges, par rapport aux autres milieux S1 et S3 (Tableau 5). Ce résultat  peut être 

expliqué par la composition satisfaisante du milieu par rapport aux exigences des deux souches 

étudiées. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. Aspect macroscopique de 

Chaetomium sp.  sur milieu PDA   

Figure 16. Aspect macroscopique de  

Trametes  sp.  sur  milieu PDA 
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Tableau 5. Le développement de Trametes sp. et Cheatomium sp. sur les différents milieux de culture à 

base de déchets de la citrouille. 

milieu 

 souche 

S1 S2 

 

S3 

 

 

Chaetomium sp.  

   

 

 

Trametes sp.  

 

   

Faccelo et Cruz (2007); ont utilisé la peau de banane comme substrat pour mettre en évidence la 

croissance de Trametes sp. et ils l’ont expliqués par la présence de facteurs importants dans le milieu 

causant l’attachement du champignon à la peau de banane.  Par ailleurs, Gonzalez et al., (2013) ont 

montré la capacité de Trametes sp. à se développer sur milieu à base de déchet de café, de soja et de 

cèdre sciure. 

Ces résultats révèlent que les souches productrices de laccases ont la capacité de se croitre sur 

différents déchets agroalimentaires. 

4.2. Test de production de laccase sur les différents milieux 

Ce test a pour but de démontrer la capacité de Trametes sp. et Chaetomium sp. à produire de la laccase 

en utilisant les déchets de citrouille comme étant la seule source de carbone (tableau 6). 

Les résultats obtenus montrent  que l’activité laccasique observée chez Trametes sp. et Chaetomium 

sp. varie d’un milieu à un autre. 

En effet, malgré la faible concentration de ce milieu, une bonne activité laccasique sécrétée par 

Chaetomium sp. a été observée sur milieu S3- 2% par rapport aux autres milieux. Par ailleurs, 

Trametes sp. a donné une activité laccasique importante sur  milieu S1- 2%.   
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Ces résultats corroborent avec ceux de Faccelo et Cruz, (2007), qui ont obtenu une activité laccasique 

sécrétée par Trametes sp. en utilisant des déchets de banane et ceux de Moldes et al., (2004) qui ont 

aussi eu une activité laccasique sur milieu à base de pépins de raisin. 

Ces résultats ont permis de sélectionner la concentration optimale de déchets, ainsi que le milieu 

adéquat, à savoir : S3 à 2% pour Cheatomium sp. et S1 à 2% pour Trametes sp. 

Tableau 6. L’activité de laccase sur les différents milieux à base de déchets de citrouille  

        Milieu 

 Souche 

S1 S2 

 

S3 

 

 

Chaetomium sp. 

   

 

 

 

Trametes sp.  

 

   

4.3. Production de laccase sur milieu submergé 

4.3.1. Dénombrement  des spores 

Le comptage des spores sur cellule de Thomas, a été estimé à 12×106 cellule/ml ,ce qui n’est pas 

suffisant, ceci peut être expliqué par la non sporulation des souches sélectionnée. De ce fait, la 

méthode d’inoculation du milieu par des disques a été réalisée afin de poursuivre le travail.  

4.3.2. Cinétique de production de laccase 

Trametes sp. et Chaetomium sp. ont montré des résultats variables lors du dosage de l’activité 

laccasique. 
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Les figures 17 et 18 représentent l’évolution de l’activité laccasique de Trametes sp.et Chaetomium sp. 

sans et avec inducteur.  

Les résultats montrent que l’activité laccasique en présence d’inducteur est plus importante qu’en 

absence d’inducteur.  

La production de laccase par Chaetomium sp. en absence de CaCl2 a débuté dès le 2ièmejour, après, une 

augmentation progressive de l’activité laccasique est observée jusqu'à atteindre son maximum (400 

U/L). Au-delà de 15 jours d’incubation, l’activité laccasique  a diminué. Ces résultats concordent à  

ceux  établis par Hossain et Anantharaman  (2006) qui ont obtenu une activité avoisinant 410 U/L 

produite par Trametes sp. sur milieu  à base de bagasse. Cependant, Mendoza et al., (2014) ont eu une 

activité moins importante (250U/L) en utilisant un milieu basal. 

Le profil cinétique montre que l’activité laccasique chez Trametes sp. en absence d’inducteur CaCl2 a 

été détecté au 2ème jours et a augmenté jusqu’à  atteindre son maximum après 15 jours de  fermentation 
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Figure 17.  Evolution de l’activité laccasique de la souche Chaetomium sp.  A. sans inducteurs et   

B. avec inducteurs. 
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Figure18.  Evolution de l’activité laccasique de la souche Trametes sp. : A. sans inducteur, B. 

avec inducteurs  
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(393 U/L).  D’autre part, en présence de CaCl2, une activité laccasique est observée après 4 jours 

d’incubation  (41,5 U/L), elle atteint son maximum après 6 jours (186 U/L).  

En conclusion, en présence de CaCl2, une diminution de l’activité laccasique est observée, ce qui 

signifie que le CaCl2 n’induit pas la production de laccase. Ces résultats ne corroborent pas avec ceux 

de Nadeem et al., (2014) qui ont confirmer que l’utilisation de CaCl2 comme inducteur augmente de 

manière significative l’activité laccasique. 
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5. Conclusion 

Le travail présenté dans cette étude consiste à la mise en évidence de l’activité laccasique produite 

sur milieu à base de déchets de  citrouille par  deux souches fongiques appartenant aux genres : 

Trametes sp.et Chaetomium sp. . 

D’après la littérature consultée, aucune étude  n’a montré qu’un milieu à base de déchets de citrouille 

peut être utilisé afin de produire la laccase. De ce fait, Chaetomium sp .et Trametes sp. étaient 

cultivées sur différents milieux à base de déchets de citrouille et les résultats montrent qu’il y a eu 

une croissance, ainsi qu’une activité laccasique sécrétée par les deux souches sur les trois milieux. 

Par ailleurs, la recherche du milieu adéquat pour la production de laccase a révélé que le milieu S1 - 

2% (un mélange de peau et de fibres) est le plus adéquat pour la souche Trametes sp. et le milieu S3 

– 2%  est celui le plus approprié pour Chaetomium sp.. 

Une fermentation afin de produire la laccase  a été réalisée. En effet, l’activité laccasique en absence 

d’inducteur a atteint une valeur maximale avoisinant 400 U/L après 15 jours d’incubation. 

Cependant, l’ajout de CaCl2 au milieu de culture n’induit pas la production de laccase. 

La fermentation liquide sur milieu de faible concentration (uniquement 2%) a permis d’avoir une 

activité laccasique sans amélioration.  

Ces résultats sont juste un pas dans la recherche des mycètes développant une activité laccasique. 

D’autres études doivent être accomplies pour compléter ces résultats. 

De ce fait, et au terme de cette recherche nous pouvons nous fixer les points suivants en perspectives: 

Au terme de cette étude, il serait peut être intéressant de faire: 

- Identification moléculaire des souches fongiques; 

- Optimisation du milieu afin d’améliorer le rendement; 

- Production à grande échelle;  

- Purification et caractérisation de laccase. 
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7. Résumé 

L’objectif de ce travail est la mise en évidence de l’activité laccasique produite sur milieu à base de 

déchets de  citrouille par  deux souches fongiques appartenant aux genres : Trametes sp.et 

Chaetomium sp., qui ont été fournies par le Laboratoire de Mycologie, Biotechnologies et de 

l’Activité Microbienne (LaMyBAM), Université Frères Mentouri Constantine, situé à Chaabarsas.  

Les souches sélectionnées ont été cultivées sur différents milieux à base de déchets de citrouille (S1: 

un mélange de fibres et de peau ; S2 : un mélange de tiges et de feuilles; S3: un mélange de S1 (50%) 

avec S2 (50%)) et les résultats montrent qu’il y a eu une croissance, ainsi qu’une activité laccasique 

sécrétée par les deux souches sur les trois milieux. 

Par ailleurs, la recherche du milieu adéquat pour la production de laccase a révélé que le milieu S1 - 

2% est le plus adéquat pour la souche Trametes sp. et le milieu S3 – 2%  est celui le plus approprié 

pour Chaetomium sp.. 

En effet, La production de laccase en milieu submergé a révélé que l’activité laccasique en absence 

d’inducteur atteint  sa valeur maximale (400 U/L) après 15 jours d’incubation. Cependant, l’ajout de 

CaCl2 au milieu de culture n’induit pas la production de laccase.  

Mots clés : activité laccasique, déchets de citrouille, Trametes sp. , Chaetomium sp. , milieu 

submergé.  
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8. Abstract 

The objective of this work is to demonstrate of the laccasic activity produced on a medium 

contining pumpkin waste by two fungal strains belonging to the genus Trametes sp. and 

Chaetomium sp. that were provided  by the Laboratory of Mycology, Biotechnology and 

Microbial Activity (LaMyBAM) Brothers Mentouri University Constantine, located in 

Chaabarsas. 

The development test of Trametes sp. et Cheatomium sp. revealed that these two strains 

having the ability to grow and produce laccase activity. 

Indeed,  the fermentation  of  liquid  medium in  the absence of the inducer showed that 

laccasique activity was maximal after 15 days with a value of almost 400 U / L. However, the 

addition of CaCl2 as an inducer did not induce the production of laccase. 

So  the  production  of  laccase  without the  inductor  is  more  important  than  that  with the 

inductor (CaCl2). 

Keywords: laccasic activity, pumpkin scrap, Trametes sp. , Chaetomium sp. , liquid medium. 
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  9. تلخيص

فطريتين تنتمي إلىمن بقايا  اليقطين من قبل سلالتين أساسا  في وسط محضر     laccase الهدف من هذا العمل هو إنتاج  

والميكروبية الحيوية والتي تم توفيرها من قبل مخبر علم الفطريات  ,Chaetomium sp.  ,Trametes sp. أجناس   

  (LAMyBAM) طينةــجامعة الإخوة منتوري قسن  .

في أوساط متعددة  نشاط لاكازيانتاج و النمو وعلى  Trametes sp. , Chaetomium sp. أثبت هذه الدراسة, قدرة كل من 

لب للنمو و من خلالها ظهر أن أحسن وسط ص والألياف,محضرة من بقايا اليقطين والمتمثلة في: الأوراق, السيقان, القشرة 

 هو الوسط  S2 المحضر من السيقان والأوراق, بينما كان الوسطين  S1- 2% و  S3 – 2%من حيث إفراز نشاط إنزيمي 

.laccase لـلـ 

وهذا في غياب (400  U/L)  يوما من الحضن  يقدر بأقصى قيمة15في وسط سائل, بعد  laccase   من جهة أخرى, كان انتاج 

.CaCl2بينما كان هذا الإنتاج منخفضا في وجود , CaCl2المحفز   

  مما يعني أنه لا يحفز إنتاج  laccase  , فكانت بذلك نسبة الإنتاج في غياب المحفز CaCl2أكبر منها في وجوده·   

.Chaetomium sp.  ,Trametes sp ·سائل وسط , , بقايا اليقطين, النشاط اللاكازي : الكلمات المفتاحية  

 

 



 

 

 

Annexe 



 

Annexes 

Annexe 1 : 

Le milieu PDA : (Zareb 2014) 

- 200 g de pomme de terre ; 

- 20 g de glucose ; 

- 20 g d’agar ; 

- 1000 ml d’eau distillée. 

Les pomme de terre sont pelées, lavées et coupées en tranches minces. Elles sont ensuite 

cuites dans 200 ml d’eau pendant 15 à 20 min. le mélange obtenu est filtré. Le filtrat est versé 

dans un erlen-meyer d’un litre placé sur un agitateur chauffant. On rajoute au filtrat le glucose 

et l’agar, puis le volume est complété à 1000 ml. L’Erlenmeyer retiré de la plaque lorsque le 

milieu est homogène.  

Le milieu prêt stérilisé à l’étuve à une température de 120 C°.        

                                                                                                                                                                                        

Annexe 2 : 

Préparation de mélange réactionnel : 

- 1,5 g Acide tartrique C4H6O6 (MM= 150) dessous dans 100 ml d’eau distillé ;  

- Le PH est ajusté à 4,5 par le NAOH (10N), puis rajouter 0,2 g d’ABTS. 

Le mélange est versé dans un flacon et conservé dans la congélation. 
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