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Résumeé

La production des enzymes cellulolytiques par Trichoderma longibrachiatum est
effectuée sur milieu a base de son de blé a 70% d’humidité par fermentation solide.
L’influence de la température (28°C, 30°C, 37°C et 44°C) et du taux d’inoculum
(1.5x107, 2x10" et 2.5x107 spores par grammes de substrat) sur la production des
enzymes APF et endoglucanase est testée. Les milieux de production sont prépares par
I’emploi d’un plan factoriel de Plackett-Burman a N=8 essais, et N-1 facteurs : cing
réels de production (carboxyméthyl cellulose, sulfate d’ammonium, MgSOs 7H20,
FeSO4 7H20 et ZnSO4 7H20) et deux erreurs. Ce plan est choisi afin de sélectionner les
facteurs favorisant la production des enzymes. Les activités APF et endoglucanase sont
mesurées a leurs valeurs maximales a la température de 30°C, et avec un taux
d’inoculum de 2x107 spores par gramme de substrat (30.83 U/gds et 225,8 U/gds,
respectivement). L’analyse statistique du plan Plackett-Burman, a permis la sélection
de trois facteurs ayant un effet significatif sur la production de I’activité papier filtre, de
facon positive significative par le FeSO. 7H.0 (p=0,125), de fagcon négative significative
par le sulfate d’ammonium (NH4) SO4 (p=0,128) et le MgS0.7H,O (p=0,165). Pour ce
qui est de la production de I’endoglucanase, elle est corrélée positivement d'une fagon
significative avec le CMC (p=0,288), trés significative pour le sulfate d’ammonium
(p=0,153).

Mots clés : Cellulase, Trichoderma longibrachiatum, fermentation en milieu solide, son

de blé, optimisation, plan Plackett-Burman.



Abstract

The production of cellulolytic enzymes by Trichoderma longibrachiatum is performed
on medium based on wheat bran to 70% moisture by solid fermentation. The influence
of temperature (28 ° C, 30 ° C, 37 ° C and 44 ° C) and the inoculums ratio (1.5x107,
2x107 and 2.5x10° spores per gram of substrate) on APF enzyme production and
endoglucanase is tested. Production media are prepared by using a factorial design of
Plackett-Burman N = 8 assays, and N-1 factors: five actual production (carboxymethyl
cellulose, ammonium sulfate, MgSQO4 7H20, FeSO4 7H>0 and ZnSO4 7H.O) And two
errors. This plan is chosen to select the factors favoring the production of enzymes.

APF and endoglucanase activities are measured at the maximum value at the
temperature of 30 ° C, and with an inoculums rate 2x107 spores per gram of substrate
(30.83 U / gds and 225.8 U / gds, respectively).Statistical analysis of Plackett-Burman
plan allowed the selection of three factors having a significant effect on the production
of filter paper activity, significant the positive way by FeSO4 7H20 (P = 0.125)
significantly negatively by ammonium sulfate (NH4) SO4 (P = 0.128) and MgSO47H,0 (P
= 0.165). Pan respect of the production of the endoglucanase, is positively correlated a
significantly with CMC (p = 0.288), very significant for ammonium sulfate (p = 0.153).

Keywords: Cellulase, Trichoderma longibrachiatum, solid state fermentation, wheat

bran, optimization, Plackett-Burman plan.
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Introduction générale

La microbiologie est qualifiée aujourd’hui de «participant majeur de 1’industrie
globale, spécialement des industries pharmaceutiques, alimentaires et chimiques ».
Dans ce contexte, les moisissures représentent un groupe de microorganismes
physiologiquement différents des autres groupes. Elles disposent de possibilités
d’applications biotechnologiques trés étendues. Actuellement, elles sont de plus en plus

utilisées dans la production d’enzymes.

Les enzymes sont définies comme des protéines biocatalyseurs, dans la nature,
produites par des cellules vivantes pour provoquer des réactions biochimiques
spécifiques, formant généralement des parties des processus métaboliques de la

cellule. Les enzymes sont hautement spécifiques dans leur action sur les substrats.

Toute fois, la production des enzymes hydrolases particulierement les amylases
et les cellulases par des procédés biotechnologiques (fermentations), nécessite non
seulement 1’identification et la sélection des microorganismes amylolytiques, et
cellulolytiques, mais également le choix d’un substrat de fermentation a faible cot
d’une part, et convenable en point de vu composition en ¢élément nutritifs
nécessaires au développement de microorganismes et a la production des enzymes,

d’autre part.

La production de cellulases par les microorganismes s’est bien développée ces
dernieres années. Cependant, elle utilise des procédés de fermentation faisant intervenir
des substrats relativement onéreux, tels que 1’extrait de levure, le glucose ou le maltose.
Par ailleurs, un grand nombre de milieux de culture a base de substrats autres que le son
de blé ont été mis au point telle que ’utilisation de lactosérum par exemple (Acourene,
2001). Il est desormais admis que la fermentation a I'état solide (FMS) est le
processus le plus économique pour la production d'enzymes cellulolytiques par des

moisissures (lwashita et al., 2002).

En effet, en industrie, il ne s'agit pas seulement de sélectionner une souche
hautement productrice, mais il est également nécessaire de definir les conditions
de culture optimale. Le milieu doit étre complet et contenir tous les éléments
nécessaires a la croissance du microorganisme et il est en outre indispensable que ces

éléments soient apportés a des concentrations optimales.
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Introduction générale

Dans notre recherche, le milieu qui sera employé pour la production de la
cellulase est a base de son de blé.

La stratégie de notre travail consiste a I’utilisation du son de blé provenant de 1’unité
de production de Hamma BOUZIANE. Constantine, comme substrat de fermentation en
milieu solide pour la production de la cellulase par la moisissure Trichoderma
longibrachiatum.

Pour cela nous nous sommes fixés plusieurs objectifs:

» Effet de la température d’incubation et du taux d’inoculum (concentration en
spores) sur la production des enzymes recherchées, qui s’avere aussi intéressant
dans ce cadre.

» Optimisation du milieu de base (son de blé) est réalisée par 1’utilisation du plan
statistique de Plackett et Burman (1946), afin de sélectionner les facteurs a effets

positif et significatif sur la production des enzymes cellulolytiques.
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Chapitre 01 : La cellulase et les souches cellulolytiques
1. Définition de la cellulose

La cellulose est le plus important polysaccharide de la planéte. Elle représente entre
20 et 50% de la matiere seche des parois cellulaires végétales (Gidenne, 2003 ; Percival
et al., 2006) et confere a la plante une grande résistance a la flexion et a la traction.
D’un point de vue biochimique, la cellulose est un homopolysaccharide linéaire et
insoluble, composé d’unités D-anhydroglucopyranose reliées entre elles par des liaisons
osidiques de type B-1,4. Selon ’origine végétale, son degré de polymérisation varie de
100 & 10 000 unité, et peut atteindre 15 000 unités dans le cas du coton (Percival et al.,
2006 ; Lopes, 2008 ; Chundawat et al., 2011). Les unités de base constituant ce
polysaccharide sont alternativement inversées de 180° par rapport au plan de la
molécule, faisant du cellobiose le plus petit motif de réparation de cette structure. Les
chaines de glucanes ou fibrilles élémentaires, composées de ce motif, sont regroupées
pour former des microfibrilles de 3 a 5 nm de diametre, dont le nombre peut varier de
36 chaines de glucanes a plus de 200 chaines chez les algues. Ces chaines sont reliées
entre elles par des liaisons répétitives de type Van der Waals et de type hydrogenes, a la
fois intermoléculaires, entre 1’03 et 1’05, et intramoléculaires (Figure 1) (Cosgrove,
2005 ; Chundawat, 2011). Les microfibrilles de cellulose sont composées de trois

groupes de chaines de glucanes différant selon leur degré d’organisation :

e des chaines cristallines rigides avec un degré d’organisation important (6

chaines).

e des chaines sous-cristallines avec un degré d’organisation modéré (12

chaines).

o des chaines de surface sous-cristallines avec un faible degré

d’organisation (18 chaines).

Le cceur de cette structure est hydrophobe (interactions hydrophobes entre les
feuillets de cellulose), rigide et hautement résistant a 1’hydrolyse chimique et
enzymatique, tandis que la surface est amorphe. Cette structure confére solidité,
stabilité, rigidité, mais aussi élasticité a la fibre de cellulose. Enfin, la cellulose existe
sous, deux formes thermodynamiques (type I ou II), différant selon 1’orientation des

chaines de glucanes :
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» La cellulose type I : représente la forme native et la plus répandue avec des
chaines de glucanes exclusivement paralléles. Elle se compose de deux formes :
la forme Io composant majoritairement les algues et les bactéries, et la forme I

composant majoritairement les plantes (Brown et Malcom, 1999).

» La cellulose type Il:qui est une forme modifiée obtenue apres traitement

chimique (a la soude par exemple).

Cellobiose
OH OH OH
O OH
o : : o)
HO HO o] HO =0 OH
HO o] HO o HO
(o] (o] (o]
OH (o] OH
OH OH
\ & J
\ S > 4
N ~
Extrémité¢ non réductrice B trsmils itductiice
O+ OH
= - -
L] o 1
O o~ / = 4 b
o B 7N - ~ZL—7 o~ = : )
1 R \\\ - e — \ N
o oA, O 2 . > <4 g HO \
O L O+
2 O P
1
\
H O H H >
o { " = OH
253 —~— T o . R
T e \ B ~4—/ "o N (&% ~1 7 oM
HO \ R\ =3 ™ — / \ — e\ o e /
HO O\ — N o " D) ™ N e e 0
O#4 \ O+ \
. o O

Figure 1 : Structure de la cellulose. a/Représentation de la chaine de cellulose ; b/Liaisons
hydrogénes inter et intramoléculaires au sein de la fibre de cellulose (Stryer et al., 2003).

Par ailleurs, la cellulose est le produit de I'utilisation de I’énergie solaire et du

dioxyde de carbone par les végétaux via la photosynthése. C’est le bio polymere le plus

abondant, et la seule source de carbone renouvelable sur terre (Romero et al., 1999). Sa

décomposition en sucres simples, permettrait de résoudre de nombreux problémes,

comme la pollution de I’environnement (par la bioconversion des déchets urbains,

industriels et agroindustriels) ainsi que des problemes énergétiques (par la production

d’énergie : alcool, méthane) (Roussos et Hannibal, 1984). Sa biodégradation est un des

parametres majeurs controlant le cycle du carbone sur terre, assurée par des

microorganismes cellulolytiques secrétant des cellulases (Lekchiri et al., 2006).
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2.Etude de la cellulase

2.1.Nomenclature
Nom codifié : EC. 3.2.1.4
Nom systématique : 1,4 - (1,3 ; 1,4) - beta-D - Glucan4 —glucanohydrolase
Nom recommandé : Cellulase

Synonymes : Endoglucanase, Endo-1,4-B-Glucanase, Cellulase
carboxyméthylique, [-1,4-endoglucanhydrolase, Celludextrinase, Avicelase, ect.
(Schamburg et Salzmann, 1991).

2.2. Définition de la cellulase

Les cellulases des champignons filamenteux se présentent sous la forme de
complexes enzymatiques sécrétés dans le milieu de culture. Ces enzymes sont des
protéines modulaires constituées d’un module catalytique, permettant 1’hydrolyse d’une
liaison osidique, d’ou I’appellation de glycosides hydrolases, et d’un module de liaison
ou CBM (Carbohydrate Binding Module), permettant a la fois de localiser et de
déstructurer le substrat, facilitant ainsi 1’interaction enzyme-substrat. Ces deux modules
sont reliés entre eux par un pont peptidique (Lopes, 2008 ; Saddler el al., 2010 ;
Ballerini, 2011).

2.3. Enzymes cellulolytiques

Le systeme cellulolytique de référence est celui de Trichoderma reesei et repose

principalement sur I’action complémentaire de trois types d’enzymes :

2.3.1. Les endoglucanases (EGs) ou 1,4-B-D-glucan-4-glucanohydrolases
(EC 3.2.1.4)

Qui hydrolysent de maniére aléatoire les parties amorphes de la cellulose,
principalement les chaines de surface des microfibrilles, générant des oligosaccharides
de différentes tailles, ainsi que de nouvelles extrémités de chaines. Ces enzymes
n’agissent pas sur la cellulose cristalline et sont mises en eévidence sur la
carboxymeéthylcellulose (CMC : forme soluble de la cellulose), on les appelle également
CMCases (Bayer et al.,1998).
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2.3.2. Les exoglucanases ou 1,4-p-D-glucane cellobiohydrolases (EC 3.2.1.91)
ou cellobiohydrolases (CBHs)

Qui agissent de manicre processive et s’adsorbent sur la cellulose en hydrolysant
a partir des extrémités réductrices (type |1 ou CBHI) ou a partir des extremités non
réductrices (type Il ou CBHII) pour libérer du cellobiose. Ce sont les seules enzymes

agissant sur la cellulose cristalline.

2.3.3.Les p-glucosidases (BGs) ou cellobiases ou B-D-glucoside
glucohydrolases (EC3.2.1.21)

Qui hydrolysent le cellobiose ou les cello-oligosaccharides (DP inférieur a 6) en
glucose. Elles n’ont pas d’action sur la cellulose insoluble (Saddler et al.,2010 ;

Ballerini, 2011).

Le complexe cellulolytique de Trichoderma reesei se compose de 80% de CBH
(50- 60% de CBHI et 12-20% de CBHII par rapport aux cellulases totales), de 20%
d’EG (5-10% de EGI et 1-10% de EGII) et de moins de 1% de B-glucosidase (puisque
la plupart de ces enzymes sont intracellulaires) (Lopes, 2008).

2.4. Mécanisme de dégradation de la cellulose

La cellulolyse est I'étape fondamentale de la transformation de la cellulose en
sucres fermentescibles et en produits économiquement rentables, Elle correspond a
I'nydrolyse biologique de la cellulose en molécules de plus petite taille comme les
cellodextrines) le cellobiose et le glucose. Le mécanisme de dégradation de la cellulose
ou cellulolyse (Figure 2), tout comme celui d’un polysaccharide pariétal, est un

phénomeéne de catalyse enzymatique hétérogéne et suit les étapes suivantes :

e FEtape 1 : Transfert de ’enzyme du milieu aqueux vers le polysaccharide
insoluble et adsorption des enzymes (cellulases) sur le substrat a 1’interface
liquide-solide via le module de liaison gréce a des interactions non

covalentes (hydrogeéne, électrostatique ou hydrophobe);

e FEtape 2 : Localisation d’une liaison susceptible d’étre hydrolyser a la

surface du substrat ;
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e FEtape 3 : Formation du complexe enzyme-substrat (par insertion de

I’extrémité de chaine dans le tunnel catalytique pour initier I’hydrolyse) ;

e Etape 4 : Hydrolyse de la liaison B-glycosidique et glissement simultanée

vers 1’avant de I’enzyme le long de la chaine de cellulose ;

e FEtape 5 : Désorption des cellulases du substrat ou répétition de 1’étape 4 ou
des étapes 2/3 si ce n’est que le domaine catalytique se détache de la

chaine ;

e Etape 6 : Transfert des produits de dégradation du polysaccharide vers le
milieu aqueux et hydrolyse du cellobiose en glucose par la B-glucosidase (si
cette enzyme est présente dans le cocktail enzymatique) (Beaugrand, 2004 ;
Bansal et al., 2009).

L’attaque initiale de la cellulose est la plus lente et la réaction d’hydrolyse des
différents produits s’accélére. Au cours de cette hydrolyse, les produits d’inhibition
(cellobiose, glucose) et les changements de propriété du substrat affectent les différentes

étapes.
Lors de la cellulolyse, un certain nombre de synergie vont se produire entre :
*Les exoglucanases et les endoglucanases ;

*Les exoglucanases processives par ’extrémité réductrice et celles processives par

I’extrémité non réductrice ,

*Les exoglucanases et les B-glucosidases qui hydrolysent le cellobiose, produit final

inhibiteur des cellobiohydrolases,

*Le module catalytique et le module de liaison composant les cellulases
(endoglucanases et exoglucanases) pour produire des oligosaccharides et/ou du
Cellobiose (Schulein, 1985 ; Ballerini, 2011).
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Figure 2 : La cellulolyse (Gusakov, 2011). (EG : endoglucanase, CBHI : cellobiohydrolase de
type I, CBHII : cellobiohydrolase de type II, BG : B-glucosidase).

2.5. Origines de la cellulase

Les cellulases sont largement répandues dans la nature (Xu et al., 2000). Elles sont
recensées chez des organismes trés divers : bactéries, champignons, plantes,
protozoaires, vers, mollusques, insectes etc...(Odier et Rouau, 1985). De ce fait, les

cellulases peuvent avoir plusieurs origines : animale, végétale ou microbienne.
2.5.1. Origine animale

Plusieurs espéces animales (omnivores et herbivores) utilisent la cellulose comme
source d’énergie, malgré leur incapacité a produire des cellulases endogenes, mais ceci
est dd a une vie symbiotique des microorganismes dans leur systéme digestif (Smant et
al., 1998). Ainsi, peu de cellulases endogénes ont été décrites chez des organismes
supérieurs (Xu et al., 2000). Des cellulases ont été isolées a partir du suc digestif
d’escargot comestible Helix pomatia (Rebeyrotte et al., 1976 ; Kubicek., 1981), de la

glande digestive d’une moule verte Perna viridis (Marchall.,1973), de la moule bleue
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Mytilus edulis (Xu et al., 2000) et du mollusque marin Littorina brevicula (Purchon,
1977 ; Kiesov, 1982). De plus, I’amibe Dictyostelium discoideum produit une cellulase
extracellulaire pendant la germination de ses spores (Blume et Ennis., 1991). Des
cellulases ont également été identifiées dans les glandes de 1’oesophage de kyste des
nématodes Globodera restochiensis et Heterdora glycines, parasites obligatoires des
plantes (Smant et al., 1998).

2.5.2. Origine végetale

Les cellulases jouent un rdle important dans la maturation des fruits ou elles
participent a la libération des ardbmes (Cordonnier et al., 1986). Ces enzymes végeétales
sont généralement obtenues par extraction a partir des fruits tels que les grains de raisin,
les amandes douces (Riccio et al., 1999), de I’avocat Persea americana (Blume et
Ennis, 1991), des céréales tels que 1’orge (Dan et al., 2000) et le riz de la variété Oryza
sativa (Xu et al., 2000). Les préparations cellulasiques d’origine végétale sont
dépourvues d’exo-B-glucanases (Mandels et al., 1976). Néanmoins, la fabrication
d’enzyme végétale est soumise aux contraintes d’approvisionnement de la maticre
premiére (caractere saisonnier des récoltes, spéculations dues aux incertitudes

économiques et politiques des pays producteurs) (Joyeau, 1982).
2.5.3. Origine microbienne

La flore cellulolytique est trés variée; elle se retrouve dans des écosystemes divers
constitués par les composts, les fumiers, les litieres, les boues d'estuaires, le fond des
lacs et le tractus digestif des animaux. Ces microorganismes appartiennent a des
groupes taxonomiques tres variés pouvant étre groupés suivant leur appartenance au
groupe Eucaryotes ou Procaryotes, leur température de croissance qui permet de
distinguer les microorganismes mésophiles et les microorganismes thermophiles, et
enfin suivant leur comportement vis a vis de I'oxygéne (Tableau 1) (Béguin et al.,
1992).
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Tableau 1: Exemples de microorganismes producteur de la cellulase (Bagnara, 1986 ; modifié

par Cailliez, 1991) et (Béguin et Aubert, 1992).

Eucaryotes

Protozoaires

Polyplastron multivesiculatum

Champignons

Moisissures

Neocallimastix
frontalis,
Sphaeromonas
communis,
Piromonas
commmunis,
Trichoderma
viridae, T.
reesei, T.
koningii,
Trichoderma
longibrachiatu
m, Aspergillus
aculeatus,
A.nidulans, A.
oryzae, A
niger, A.
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Levures

Candida
molischiana, C.
pulcherrima,

C. stellata, C.
wickerhamii,

Cryptococcus

flavus,
Kloeckera
apiculata,
Kluyveromyces
lactis,
Rhodotorula,

Saccharomyces

fibuligeratinis,
Trichosporon

cutanum

Procaryotes

Bactéries

Aérobies

Sporocytophag
a,

Myxococcoides

Baccillus
subtilis,
Cellulomonas
et

Pseudomonas

Anaérobies

strictes

Clostridium
thermocellum,
C.

stercorarium,
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Ruminococcus

albus, R.
flavefasciens,
Bactéroi des

succinogenes

Anaérobies

facultatives

Erwinia

chrysantharum

Actinomycet

€s

Micromonospo

ra propionici

Streptomyces

flavogriseus

Streptomyces

lividans

Thermonospor

a curvata

2.6. Applications industrielles de la cellulase

lignocellulosique (Duff et Murray, 1996).

Les cellulases occupent une place de choix dans le marché des enzymes, en
raison de leurs applications industrielles multiples, entre autres: les industries de
transformation de I’amidon, la brasserie, ’extraction de jus de fruits et légumes,
I’industrie des pates et papier, et textiles (Gao et al., 2008). L’une des applications

potentielles des cellulases est la production d’éthanol-carburant & partir de la biomasse

En outre, les cellulases étaient commercialement valables pour plus de 30ans, et

présentent une cible pour les recherches aussi bien académiques ou industrielles (Singh.,
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1999). Son utilisation permet potentiellement la production de glucose, élément de base,

qui une fois fermenté permet d’accéder a d’autres substances clés a savoir alcools,

acetones et acides organiques notamment des acides gras volatiles d’ou I’importance,

écologique et industrielle, considérable des cellulases (Receveur et al., 2002) ce qui

revoie a différentes applications industrielles (Tableau 2).

Tableau 2 : Applications industrielles de la cellulase.

Industries

alimentaires

Faciliter la filtration de diverses suspensions, riches en fibres cellulosiques
(Scriban, 1993). Traitements de différents produits pour améliorer leurs

qualités, ou les cellulases sont utilisées sous forme de mélange d’enzymes.

Industries des

textiles et des

Elles sont utilisées au cours de la finition, pour donner I’aspect aux
vétements en jean apres lavage et améliorer 1’apparence des tissus par
élimination des taches (Gusakov et al., 2000). Aussi dans les lessives afin

d’améliorer 1’apparence et la brillance des couleurs (Maurer, 1997 ;

détergents
Cavako-Paulo, 1998).
Dans la fabrication des pates a papier, I’addition de cellulases, aux
] suspensions de pates en cours de lavage et surtout aux suspensions de pates
Industrie de . e I .
) de papier de recyclage, améliore significativement leur filtrabilité et conduit
papeterie
a des économies importantes de consommation d‘eau (Scriban, 1993).
Utilisées comme additifs dans 1’alimentation animale car 1’addition des
. cellulases, auxaliments pour porcins, améliore leur digestibilité, ce qui
Nutrition . ' ' o
] réduit I’excrétion de cellulose non digérée (et donc diminue la charge
animale
polluante des excrétas) (Scriban, 1993 ; Gusakov et al., 2000).
Industrie L utilisation quasi confidentielle de certaines cellulases dans des formules

Thérapeutique

médicamenteuses a vocation d’aide digestive (Odier et Rouau, 1985 ;

Scriban, 1993).

Production de

biocarburants

Aujourd’hui il existe deux grandes filieres de production de

biocarburants :

1. La filiere éthanol qui comprend I’éthanol et ’ETBE pour les
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véhicules essence.
2. La filiere des huiles végétales avec ’EMHV pour les véhicules

diesel.

3. Champignons du genre Trichoderma
3.1. Introduction

Le genre Trichoderma regroupe un ensemble de champignons imparfaits
saprophytes qui se retrouvent couramment dans le sol, sur le bois mort, les débris
veégétaux et les organes aériens des plantes. On le reconnait facilement en culture grace
a la couleur géneralement verdatre de ses spores et le port typique de ses phialides (en
forme de quilles) (Johanne, 2002). Selon la structure des conidiophores et selon la
morphologie des conidies ; la taxonomie du genre Trichoderma comporte neuf espéces:
T. piluliferum, T. polysporum, T.hamatum, T. koningii, T aureoviride, T harzianum, T.

longibrachiatum, T. pseudokoningii et T. viride (Rifai, 1969).
3.2. Morphologie

La majorité des espéces de Trichoderma sont morphologiquement tres
semblables et difficiles a distinguer. L’aspect macroscopique des Trichoderma sp est
apprécié a partir de cultures sur géloses nutritives appropriées, réparties en boites de
Pétri. Les colonies fongiques peuvent étre légérement floconneuses ou bien compactées
en touffes. Entre ces deux extrémes, existent des aspects intermédiaires. Les colonies
sont colorées en fonction de la pigmentation des phialides. Cing jours apres sa
germination, la conidie donne naissance a un mycélium d’abord blanc et stérile en
forme de cercle. Deux jours plus tard, une couleur verte est visible sur les parties
aériennes du mycélium, correspondant a la conidiogenése. D’autres cercles
concentriques réguliers se forment par la suite, et entre le 16°™ et le 20°™ jour un
feutrage épais se superpose a la culture. Au microscope optique (Figure 3) on peut
observer un mycelium composé d’hyphes jaunes, septés, ramifiés a parois lisses. Les
conidiophores ont une forme conique ou pyramidale tres ramifiés, ils portent des
phialides en forme de flasques ou de quilles. A leur tour, les phialides portent les spores

(phialospores ou bien conidies) (Kubicek et al., 2003).
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Figure 3 : Aspect microscopique de Trichoderma (Botton et al., 1990).

3.3. Taxonomie

La position taxonomique actuelle des Trichoderma sp se présente comme suit
(Bissett,2004) (Tableau 3) :

Tableau 3 : Position taxonomique des Trichoderma (Bissett, 2004).

Sous embranchement Ascomycotina
Classe Sordariomycétes
Ordre Hypocréales
Famille Hypocraceae
Genre Trichoderma

Vue le nombre croissant d'especes nouvelles de Trichoderma sp, Bisset en 1991,
propose la notion de « section » se basant sur la morphologie des conidiophores et des
phialides, il regroupe les espéces dans 5 sections (Figure 4) (Trichoderma,

Pachybasium, Hypocreanum, Longibrachiatum et Saturnisporum) (Leuchtmann, 1996).
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( :
SECTION 1 SECTION 2 SECTION 3 r SECTION 4 SECTION S
Tichoderma ) | Pachybasium Hypocreanumy | Longibrachiatum | (Saturnisporu
r- \ =
T. viride* /T virens \ ﬁlactea T. longibrachiatum *| | T. satunisporum
T. koningii* T. hamatum * Comprends les || 1. pseudokoningii* ||T. ghanense
formes -l .
T. aureoviride¥ | T. harzianum * 3 ; T. citrinoviride
anamorphiques | \
T. atroviride T. piluliferum * d’Hypocrea
T. polysporum* souvent
T. fasciculatum de la section
\Homalocrea y
T. flavofuscum .
T. crasum
T. croseum
T. minutisporum
T. tumentosum
T

. fertile

T. longipilis

T. oblongisporum
T. strigosum

T. strictipilis

T. pubescens

\T. spirale /

Figure 4: Les 5 sections systématiques de Trichoderma sp, selon (Bissett, 1991 a et b).
* |es espéces agrégées de Rifai, (1969).

Chapitre 02 : La fermentation solide et la matiere premiére

1- La fermentation solide
1-1- Définition

La fermentation en milieu solide est généralement définie comme étant la croissance
de micro-organismes sur des substrats solides en absence totale ou presque d’eau libre
(Raimbault, 1980, Pandey et al., 2000). La fermentation en milieu ou en phase solide
(FMS) est un procédé technologique qui reproduit les conditions de vie naturelle des
microorganismes, en particulier celles des champignons, en permettant leur
développement (adhésion) a la surface d’un support organique (Holker et Lenz, 2005).
De fagon simplifiée, les microorganismes se développent dans un systéme a trois
phases : une matrice solide, une phase liquide absorbée ou complexee dans la matrice

solide et une phase gazeuse prise au piege dans les particules ou entre celles-ci.
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Rahardjo et al., (2006) expliquent la diffusion des moisissures filamenteuses dans le

substrat solide humide (Figure 5).

Mycélium aénen (1)
Couche humide de mycélium aérien (2a)

Couche humide de mycélium
anaérobique (2b)

Mycélium pénétrant (3) .

E>Z (Ib)

D, '(4a)

Michaelis-Menten
C
i

Bidmasse séche X, biofilm

Flux d’cau

Substrat

Figure 5 : Modeéle proposé pour la diffusion des microorganismes filamenteux dans le
substrat solide (Rahardjo et al., 2006).

1-2-Domaines d’applications de la fermentation solide

De maniere générale, les applications de la fermentation solide concernent

I'alimentation humaine (fromages, production de champignons comestibles, Koji,

choucroute et saucissons secs), le compostage et I'ensilage, la bio-filtration de gaz

malodorants, la production d'aliments riches en protéines pour I'alimentation animale, la

production d'enzymes (amylases, cellulases, xylanases, etc.) et de métabolites

spécifiques (éthanol, acides organiques tels que acide citrique, etc.). Cependant, la

fermentation en milieu

solide

d’autres domaines d’applications quel’alimentaire (Tableau 4).

s’est ¢également développée progressivement a
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Tableau 4 : Principaux domaines d’applications de la fermentation en milieu solide.(Manpreet
et al .,2005. Raimbault, 1998. DURAND, 1998)

Domaine d’application

Produits

Microorganismes

Alimentaire

Champignans supérieurs

Fromages 4 pate persillée, fromuges 8 eronte
fleurie [camembert, brie,...)

Agaricus hisparus (Chumpignon de Paris)
Lentinus edodes [ Shiitake)
Mewroins osteeatus (Pleurotes)
Penicitlivm roguefardi
Penicillivm camemberiii
Penicillinm caveieolum

Pain

S{.‘{'-l'.'.'l?fn'."-l'JJ':'r_l'-l'.'t'.'n' cerevisae

Acides organiques

Acide citrigue
Acide lactique

Aspergilius niger
Rhizopus arpzae

[hvers

Bioconversion de substrats agricoles (compostage, ensilage)

Biostimulation des plantes (ectomyeorhizes)

Bioremédiation des polluants organigues dans le sol

Déhgnification de la biomasse

Détoxification biologique de composés toxiques et danpereux

Production d'moculum fromager (conidies de Penicillinn)

Enzymes

Amylases, glucoamylases
Cellulases, xvlunases
Pectinases
Protéuses

Aspergillus spp.
Trichoderma spp., Aspergillus spp.
Aspergilius spp.
Rhizapus aligosparis

Enrichissement nutritif (protéines) des
aliments pour animaux

Canne @ sucre, manioc, pulpe de betterave, ..

Aspergillus spp., Trichaderma spp.

Métabolites secondaires

Aromes

Penicillium spp., Trichoderma spp.

Antiblotiques (pénicilline)
Hormones végétales {acide gibbérellique)

Penicillium natatum
Gibberella fujikuroi

Alcalotdes (ergot)

Claviceps purpurea

Lutte biologique {biocontrile/biopesticide)

Biofongicides, biomsecticides, ...

Beauveria hassiana, Trichoderma spp.,
Caniothyrium minitans

1-3- Avantages et inconvénients des fermentations solides

1-3-1-Avantages

L'utilisation des procédés de fermentation a I'état solide posséde plusieurs

avantages. En effet, ces derniers sont des procédés simples qui ont recours a des

technologies simples. lls ne demandent pas des équipements sophistiqués et chers

pour contrbler les parameétres environnementaux. De plus,

les produits de la

fermentation en culture solide sont la plupart du temps concentrés, ce qui facilite

leur purification. En outre, la faible humidit¢ du milieu et le grand volume

FMS
Cependant,

utilisés en
microrganismes.
d'’humidité

réduisent
la majorité des

élevés pour survivre. De

la possibilité de
bactéries

plus,

contamination  par

demandent des

d'autres

taux

lors des fermentations solides,

contrairement aux fermentations liquides, il n'y a pas de production de mousses en

plus que les volumes des déchets générés sont faibles. Les enzymes produites
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lors d'une fermentation solide sont moins sensibles aux répressions cataboliques et
aux inductions (Singhania et al., 2009). Les avantages de la fermentation en culture
solide encouragent le recours a ce procédé pour produire des métabolites a haute

valeur ajoutée.

1-3-2- Inconvénients

Bien que la fermentation solide possede plusieurs avantages, ce procede
souffre de quelques limitations. En effet, la fermentation en milieu solide ne peut
étre effectuée que par un nombre limité de microorganismes, lesquels peuvent se
développer facilement a de faibles activités d'eau et d'humidité. De plus, dans un
milieu solide, le transfert d'oxygéne et de chaleur sont limités, ce qui rend
difficile les procédés de cette fermentation a grande échelle. Le transfert de chaleur
est ralenti par la faible quantité d'eau disponible dans le milieu, ce qui provoque
des problémes de surchauffe lorsque la fermentation est réalisée a grande échelle. Ce
surchauffe provoque I'évaporation de I'eau disponible dans le milieu, limitant ainsi
I'utilisation de la fermentation en culture solide a grande échelle. Entre autres, la
production de forte concentration de produits par la fermentation en culture solide
peut étre accompagnée par la production de substances inhibitrices aux
microorganismes. Parmi les inconvénients de la FMS, on peut aussi soulever la
difficulté de I'estimation de la biomasse et de la croissance des microorganismes,
qui sont fortement fixés aux substrats. En outre, contrairement a la fermentation
liquide, les parametres de la fermentation solide ne sont pas suivis directement.
Ceci est di a l'absence de sondes adaptées au suivi direct des parametres de
fermentation solide (Bellon-Maurel et al.,2003). Il est pratiguement difficile
d'assurer une distribution parfaitement homogene de substances ajoutées au milieu
de culture. Ceci rend plus difficile le contr6le en ligne des parametres de culture

tels que le pH, I'hnumidité et les concentrations des nutriments.

2- Matiére premiére

Les céréales occupent a I’échelle mondiale une place primordiale dans le
systeme agricole. Elles sont considérées comme une principale source de la

nutrition humaine et animale (Slama et al., 2005). La céréale la plus populaire
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dans les pays orientaux, c’est le blé qui prédomine en Europe, en Amérique du

Nord, en Afrique du Nord et dans une partie de 1’ Asie.

2-1- Description génerale du blé

Le « blé » est un terme générique qui designe plusieurs céréales
appartenant au genre Triticum. Ce sont des plantes annuelles, monocotylédones,
cultivées dans de trés nombreux pays. Le blé appartient, avec 1’orge, I’avoine, le
seigle et le riz a la catégorie des céreales a pailles. Elles sont caractérisées par la
présence d’une tige surmontée par des grains riches en hydrates de carbone

(Figure 6) (Raynal-loualalen,1996).

Figure 6 : Croquis d’une plante de blé (Masclef, 1987).

2-2-production de blé

D’un point de vue production, le blé est estimé a 660 millions de tonnes,
I'équivalent de 100 Kg par habitant on considérant la population mondiale. D'aprés
Mahfoud et Lasbahani (2015), les deux espéces de blé les plus cultivées sont : Le blé

dur (Triticum durum) et le blé tendre (Triticum aestivum).

2-2-1- Production du blé dans le monde

Le blé est la céréale la plus cultivée dans le monde en termes de superficie.
principalement en Asie, en Europe et en Amérique du Nord (Tableau 5) Mais, a la
différence du riz et du mais, dont I’essentiel de la production est assurée par une seule
région du monde (Chine pour le riz et USA pour le mais), la culture de blé est présente

sur tous les continents de la planete (Maréchal, 2001).
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Tableau 5 : Production mondiale du blé (AGPB, 2011).

Europe

dont  Union-
Européenne
Ex-URSS
Nord et centre
Amérique
Amérique du
sud

Asie

Afrique
Océanie
Production

mondiale

2-2-2-Production de blé en Algérie

2009
Tonnage
(millions
de
tonnes)
143
138.3

113.6
91.5

17.9

264.6
25.7
22.2
678.5

% de la
production

mondiale

211
20.4

16.7
13.5

2.6

39.0
3.8
3.3

2010
Tonnage
(millions
de
tonnes)
140.7
136.8

82.3
87

24.6

267.8
22.1
28.2
652.6

% de la
production

mondiale

21.6
21.0

12.6
13.3

3.8

41.0
34
4.3

Revue bibliographique

2011
Tonnage
(millions

tonnes)

142.9
138.4

112.3
82.3

219

263
24.3
26.5
683.2

% de la
de | production

mondiale

20.9
20.3

16.4
12.0

3.2

38.5
3.6
3.9

Les produits céréaliers en Algérie occupent plus de 50% des surfaces agricoles

utiles, soit plus de 3 millions d’hectares. Les chaumes de céréales sont utilisés par les

ovins durant la saison séche (Juillet a Septembre). Ces chaumes fournissent pres de 997

millions d’Unités Fourragéres Lait par an (Houmani, 1998).

*Lors de la récolte de la plante, celle-ci subit un fractionnement mécanique primaire

qui conduit a la séparation des grains d’une part et des pailles d’autre part. Un

fractionnement

mécanique secondaire est réalisé sur le grain lors des activités de

meunerie qui engendre deux fractions : la farine et les issues (sons, remoulages, etc.)

(Figure 7).
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Lignine
Plande au champ {— Hemicellulasas
l Cellulose
g Amidca
\ AN N
Récalte Y % e \‘:' y Extraction,
Fractonnement primare L, N\ Farines séparation,
i ._ purificalion
Meunéang

Fractionnement secondare

Figure 7: lllustration générale du fractionnement du blé (Du et al., 2009).

2-3- Description d’un des constituants de la plante (son de blé)

2-3-1- Structure macroscopique et microscopique du son de blé

Pour comprendre la structure du son, il faut tout d’abord aborder plus en détail la
structure des tissus maternels qui constituent le tegument, enveloppe du grain de blé.
Ces tissus maternels sont constitués, de 1’intérieur vers I’extérieur d’une assise aleurone,
du tégument séminal, du péricarpe et d’une coque externe (cuticule) (Figure 8). Le
péricarpe est riche en fibres insolubles comme la cellulose, en lignine et acide férulique.
Le tégument contient principalement des alkylrésorcinols (lipide phénolique). La

couche d’aleurone est riche en minéraux et en vitamine B (Antoine et al., 2002).

2 Péaricarpe

i :'-E' e P alrurone

Sillan e ; Encosperme amylacs
Faeeau mourricier

Granulas d'amidon

Assise alaurons -

Téguments séminaux -

. [ Endccampe - ¥

Paricarpe - meésccame
| Epicapea

Cuticule

Figure 8 : Structure anatomique du son de blé (Bourdeau et al., 1992).
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Le son de blé est une enveloppe externe multi-lamellaire composée des tissus
maternels (bande hyaline, testa, péricarpe et cuticule), au sens anatomique du terme,
additionné de la couche aleurone et de restes de I’endosperme, au sens industriel du
terme (Figure 9). Il représente entre 11 et 15% de la masse totale du grain de blé et son

role est de protéger la graine (Hemery et al., 2007).

Péricarpe

SSescSeSe

Son
(= 100 pm)

Figure 9 : Les différentes couches cellulaires constitutives du son de blé industriel
(Surget, 2005 ; Hemery et al., 2009).

2-3-2- Composition chimique du son de blé

La composition biochimique du son de blé industriel comprend de 22 & 25% de
(glucurono) arabinoxylanes, de 14 a 17% de protéines, de 7 a 11% de cellulose, de 3 a
10% de lignine, des B-glucanes a liaisons mixtes et de 11 a 30% d’amidon résiduel
selon le mode de fractionnement (Kabel et al., 2006). Au total, les polysaccharides hors
amidon représentent environ 46% du son de blé industriel, dont prés de 70% sont des
(glucurono) arabinoxylanes. Les travaux recensant la composition chimique des sons de
blé présentent une hétérogénéité forte. (Tableau 6)

Tableau 6: Compositions chimiques des sons de blé de différentes origines.

% de la matiere | (Raynal-loualalen, (Bataillon et al., (Maréchal, 2001)
séche 1996) 1998)
Son Son Son Son Son désamidonné

brut désamidonné | brut désamidonné

Cellulose 9,2 15,5 11,0 25,0 18,7
Hémicelluloses | 37,0 | 60,0 19,0 45,0 62,3

Lignine 6,7 8,0 6,0 3,0 3,8

Amidon 20,0 n.d 29,0 1,0 n.d.
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Protéines 14,8 15,2 14,0 9,0 15,6
Lipides n.d n.d 6,0 6,0 n.d

Matieres 53 1,0 4,0 1,0 15

minérales

Les hémicelluloses sont, aprés 1’amidon, les constituants majoritaires des sons de blé.
Elles sont principalement constituées d’arabinoxylanes, comme en témoigne la
composition en sucres simples présentée au tableau 7. Par ailleurs, il peut étre observe

qu’une part non négligeable de protéines est présente, provenant de la couche aleurone.

Tableau 7 : Composition en sucre du son désamidonné. (Hromadkova et al.,2008).

Sucre simple %
Xylose 39,2
Arabinose 25,2
Mannose 0.9
Galactose 2,1
Glucose 32,6

2-3-3- Utilisations principales du son de blé

Les  qualités nutritionnelles du son lui permettent d’étre utilisé dans
I’alimentation humaine en tant que « fibre alimentaire » notamment dans le domaine
de la boulangerie sous la forme de pains et de biscuits. Ceci signifie qu’il fait alors
partie des aliments, mais qu’il n’est pas dégradé par des enzymes propres a I’homme
(Selvendran et al., 1980 ; Ralet et al., 1990). Il aurait aussi un rdle dans la prévention
d’un certain nombre de maladies et de cancers en agissant comme un inhibiteur d’agents
mutagénes. Il est aussi le plus souvent employé pour [I’alimentation animale,
particulierement celle des ruminants, en tant que source de protéines et qu’agent

de charge.

Dans le domaine industriel, le son de blé, plus ou moins traité pour éliminer
I’amidon, trouve aussi des débouchés dans les domaines de I’industrie papetiére ou sa

faible teneur en lignine peut représenter un avantage.
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2-3-4- Role du son de blé

Beaucoup de co-produits issus de 1’agriculture remplacent les substrats synthétiques
généeralement plus onéreux. Parmi ces résidus, le son de blé est un des substrats le plus
attractif. Il a pour avantage de permettre une bonne circulation de 1’air, de ne pas présenter
d’agglomération des particules entre elles, de faciliter la pénétration du mycélium dans le
substrat et d’étre bon marché. Aujourd’hui, le son de blé est utilis¢ en fermentation en
milieu solide pour la production d’enzymes, de métabolites secondaires et autres produits
d’intérét biotechnologiques. Le son de blé a une bonne capacité¢ de rétention de I’eau
pouvant aller jusqu’a 80% (Abdullah et al. 1985). Ainsi, il est possible de travailler avec
une humidité importante permettant une bonne croissance des champignons.

Le son de blé contient de la cellulose (13%), I’amidon (15-25%) et du xylene
(12,65%) qui induisent une bonne production de cellulases, d’amylases et de xylanases,
respectivement. Le son de blé est un substrat potentiellement intéressant pour la production
de biocarburant. Des études actuelles portent sur la saccharification et la fermentation
simultanée de son de blé qui permet de convertir les complexes polysaccharidiques en
réserve de sucre facilement transformable en éthanol (Javed et al., 2012).

Le son de blé a egalement un réle dans le domaine médical. Les antioxydants
contenus dans ce coproduit peuvent réduire les risques de maladies telles que : le cancer du
colon, la maladie de Parkinson, les maladies cardio-vasculaires. Les fibres du son de blé
sont connues pour diminuer le taux de cholestérol (Javed et al., 2012).

Il est aussi utilis¢é comme additif dans I’alimentation humaine pour I’apport de
vitamine B. Le son de blé peut aussi étre utilisé dans ’alimentation animale. Il a ét¢ montré
que I’ajout quotidien de son de blé¢ dans I’alimentation des vaches permet d’augmenter la

production de lait de 14,65 litres par jour.

De part I’abondance mondiale de ce co-produit, ses propriétés et ses nombreuses
applications en fermentation mais aussi en médecine, le son de blé est considéré comme «

I’or marron » du XXIeme siecle (Javed et al., 2012).
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1-Microorganisme

La moisissure utilisée dans cette étude est Trichoderma longibrachiatum isolée au
laboratoire de Génie Enzymatique (Université Constantine 1), & partir  d’échantillons
de sol collectés proche de la source thermale (Hammam Debbagh, Guelma),
localisée dans le nord est de 1’Algérie . Cette souche est identifi¢e au niveau du

laboratoire DSMZ en Allemagne (leghlimi, 2013).

1-1 Préparation de I’inoculum

La souche est maintenue sur milieu PDA (Annexe 1), incubées a 30°C jusqu’a ce que
la surface de la boite soit recouverte de spores (FigurelQ). Apres sporulation de la
moisissure, les spores sont récupérées par addition de 10 ml d’cau distillée stérile. La
suspension de spores va servir a l'inoculation des milieux de cultures et de production
des enzymes cellulolytiques. La concentration en spores est déterminée par le
dénombrement de la dilution appropriée a 1’aide d’une cellule de Thoma (Guiraud,
1998).

Figure 10 : Trichoderma longibrachiatum cultivée sur milieu PDA, apres 3, 5 et 6 jours
d’incubation a 30°C.

1-2- Conservation de la souche

Les suspensions de spores sont ensuite stockées a 4°C jusqu’a leur utilisation (Botton
et al., 1990). Pour une conservation a -20°C, les spores sont récupérées par addition de
10 ml d’eau distillée avec le glycérol a 20% (agent cryoprotecteur). Ces suspensions de
spores sont ensuite stockées au congélateur, afin de garder leur viabilité et de limiter les

possibilités de variation, jusqu’a leur utilisation (Botton et al., 1990).
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2-Etude de la production des enzymes cellulolytiques par fermentation sur

milieu solide
2-1- Matiére premiere

Le son de blé est la matiére premiere principalement utilisée, comme substrat de
fermentation, dans cette étude. Il nous a été gracieusement fourni par le groupe de
Hamma Bouziane, unité 314 Constantine. Son humidité initiale est de 13.7%. Sa
composition est présentée dans I’annexe 2.

2-2- Conduite de la fermentation solide

La production des enzymes recherchées est réalisée dans des erlens-meyers de
250 ml a raison de 5 grammes de substrats par erlens, imbibés par une solution starter
(Annexe 3) (agent humidifiant a 70%), Les milieux sont homogénéisés a I’aide d’une
tige en verre puis les erlens-meyers sont bouchés avec du coton cardé, recouverts avec
du papier aluminium et autoclavés a 120°C pendant 20 minutes. Apres refroidissement,
les erlens vont servir pour I’étude de : effet de la température d’incubation et du taux
d’inoculum sur la production des enzymes, optimisation de la production des enzymes
par ’emploi des plans statistiques de Plackett-Burman (Plackett et Burman, 1946).
2-2-1-Effet de la température d’incubation et du taux d’inoculum sur la
production des enzymes

L’étude de I’effet de la température sur la production des enzymes, dont le but
est de comparer les activités enzymatiques produites par la souche a différentes
température, ainsi de déterminer la température optimale de production, est effectuée
par inoculation des erlens meyers préparés précédemment avec une suspension de
spores a raison de 2 x 107 spores par gramme de substrat. Le contenu de chaque erlen
meyer doit étre bien mélangé a I’aide d’une tige stérile. Les erlens meyers ensemencés
sont ensuite incubés a différentes températures (28°C, 30°C, 37°C et 45°C) pendant 3
jours. L’étude de I’influence du taux d’inoculum sur la production des enzymes par la
souche est réalisée par incubation des erlens contenant le milieu de production a 30°C
(température optimale de production des enzymes), pendant 3 jours. Les taux
d’inoculum étudié sont 1,5 x 107 et 2,5 x 107 spores par gramme de substrat. Toutes les
expériences sont réalisées en duplicate.

2-2-2- Plan d’expériences pour I’optimisation de la production des enzymes
Le plan d’expériences utilisé est établi selon les matrices de Plackett-Burman

(Plackett et Burman, 1946), ce plan permet la sélection des facteurs ayant un effet
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significatif sur  la production des enzymes cellulolytiques (papier filtre et
endoglucanase) par la souche Trichoderma longibrachiatum. Ces matrices d'expériences
permettent d'évaluer lI'influence de k facteurs a deux niveaux sur la réponse étudiée avec
un nombre d'expériences N tel que : N = k-1 (N est un multiple de 4 et peut étre compris
entre 4 et 100). Ce sont des matrices carrées (dites matrices d'Adamard) ne contenant
que des éléments égaux a +1 ou -1, établies par permutation circulaire a partir d'un
générateur de base.

Dans cette étude, la matrice employée est représentée dans le tableau 7. 8
expériences et 7 facteurs (5 réels et 2 erreurs) : chaque ligne représente les différentes
expériences et chaque colonne les facteurs testés. (X3) et (X5) représentent les facteurs
erreurs qui permettent I'estimation de I'erreur expérimentale. Les facteurs de la derniére
expérience étant toujours pris au niveau -1. Les niveaux supérieurs (+) et les niveaux
inférieurs (-) de I'ensemble des facteurs testés sont rapportées dans le tableau 8 et les
essais sont reportés dans la matrice des essais en tableau 7. Les erlens sont ensemenceés
avec une suspension de spores a un taux de 2 x 107 spores par gramme de substrat, et
incubés a 30 °C pendant 3 jours. Les expériences sont préparées en double (chaque
résultat est la moyenne de 2 essais).

Tableau 8 : Matrice d’expériences de Plackett et Burman pour 1I’étude de 7 facteurs avec 8
expériences.

N° d'essais Facteurs

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7

1 1 1 1 -1 = =l
2 1 1 -1 1 -1 -1 1
3 1 -1 1 -1 -1 1 1
4 -1 1 -1 -1 1 1 1
5 1 -1 -1 1 1 1 -1
6 -1 -1 1 1 1 -1 1
7 -1 1 1 = -1 1 -1
8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
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X3z et Xs: sont les facteurs erreurs.
(+) : niveau supérieur du facteur.
(-) : niveau inférieur du facteur.

Tableau 9 : Les facteurs testés et leurs concentrations correspondantes.

Facteurs Niveau (-) Niveau (+)
X1:CMC 0% 1%
X2 : (NH4) SO4 0% 0.5%
X3: Erreur _ -

Xa : MgSO4 7H20 0% 0.05%
Xs : Erreur _ -

Xe : FeSOs 7H20 0% 0.02%
X7 : ZnS0O4 7TH20 0% 0.02%

2-2-3- Analyse statistique des matrices du plan de plackett-Burman

A la fin de chaque expérience, les coefficients de chaque facteur explicatif sur la
production des enzymes en question de Trichoderma longibrachiatum sont estimeés par
la méthode des moindres carrés et assortis de test t de Student a un seuil critique a. Des
sous modeles sont alors sélectionnés pour chacun des facteurs a expliquer. Le degré de
signification accepté (niveau de confiance) est de (1-a) > 70 %. La signification de
chaque variable sur la production des enzymes est déterminée via le test-t de Student, si
le test t est significatif, I'effet est donc di au changement du niveau du facteur et non
pas au hasard ni a l'erreur expérimentale. C'est-a-dire le changement du facteur du
niveau inférieur au niveau supérieur entraine un effet positif ou négatif sur la réponse.
Les calculs des coefficients de régression ainsi que le test de Student pour la régression
linéaire multiple sont évalués par le logiciel « Minitab 15 » (Minitab Inc, PA, USA).
La réponse théorique Y, pour chaque facteur analysé, est de la forme :
Y= Bo+ B1Xi+ B2Xo+ B3Xz+ BaXa+ BsXs+ BeXe+ BiX7+€
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Ou fo : constante

B1...p7: coefficients de régression

X1...X7: facteurs explicatifs.
L’effet de chaque facteur et de l'erreur sont calculés comme la différence entre la
moyenne des valeurs de réponses observées au niveau supérieur (+) et la moyenne des
valeurs de réponses observées au niveau inférieur (-).

_ Xréponses auniveau (+) Xréponses au niveau (—)

T T
E : effet de chaque facteur ;
r : le nombre d'apparition du facteur au niveau supérieur ou inférieur, r = 4
* La variance est définie comme la moyenne des carrées des erreurs, qui est exprimee
par :
Z(erreurs)?
Ve=—""""
Ve : Variance des effets ;
n : nombre des erreurs.
* L'erreur standard E. S est définie comme la racine carrée de la variance, exprimé par :
E.S=1Ve
* La signification de chaque facteur est déterminée par le test-t de Student :

t=E/ES
3- Mesures et dosages effectués apres fermentation

A la fin de la fermentation, une quantité connue (2.5g) de substrat fermenté est
mélangée avec 50 ml de solution tampon citrate 0.1M, pH 4.8 (Annexe 4). Aprés
broyage a I’aide d’un blinder ménager pendant 1a 2 minutes, le mélange est centrifugé
a 12000 rpm pendant 5 minutes, a 4°C. Le surnageant obtenue (représente 1’extrait
enzymatique) est utilisée pour le dosage des activités enzymatiques (papier filtre et
endoglucanase). Les expérimentations sont réalisées en triplicate. Le surnageant est
conserveé a 4 °C jusqu’a utilisation.

3-1- Dosage des activités cellulolytiques

> Activité papier filtre(APF) : est utilisée pour déterminer 1’activité totale

dans un complexe cellulasique selon la méthode de Ghose (Ghose, 1987) dont le
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principe est basé sur la mesure du pouvoir réducteur des sucres libérés (lors de
I’hydrolyse d’un substrat cellulosique). Le mélange réactionnel est constitué¢ d’une
solution d’enzyme (0.5 ml), d’1 ml de tampon citrate (0.1M, pH 4.8) et de 50 mg de
papier filtre Wattman N° 1(des morceaux de 1 x 6 c¢cm), incubés a 50°C pendant 60
minutes.

> Activité endoglucanase: (CMCase, endo 1.4-B-D-glucanase ; EC 3. 2. 1. 4)
est mesurée dans un volume totale de 1 ml d’un mélange réactionnel contenant 0.5 ml
d’extrait enzymatique dilué dans du tampon citrate 0.1 M, pH 4.8 et 0.5 ml d’une
solution de CMC (carboxymethylcellulose) a 1 % (W/V) préparé dans le tampon citrate
0.1M, pH 4.8. Ce mélange réactionnel est incubé a 50°C pendant 30 minutes.
La quantit¢ des sucres réducteurs libérés de I’hydrolyse du papier filtre et du
carboxymethylcellulose est mesurés selon la méthode de Miller (Miller, 1959) par une
réaction colorimétrique due a la présence du réactif : acide dinitrosalicylique (DNS)
(Annexe 5).
* L absorbance de la coloration développée est lue a 540 nm, 1’activité est calculée par
référence a une courbe d’étalonnage établie en utilisant le glucose comme standard avec
une concentration de la solution mere de 0.0167Moles/litre (figurell). L’activité

enzymatique est calculée en Unité par gramme de matiere séche (U/gds).

Une unité de I’activité enzymatique est définie par la quantité d’enzyme qui libére une
micromole d’équivalent glucose (lorsque le glucose est utilis¢é comme étalon sucre
réducteur) par minute et par millilitre, a 50°C, pH 4,8. Si il y a une forte couleur rouge
brique donc il y a une grande production des sucres libérés (glucose). Le blanc est
préparé de la méme fagon, sans 1’addition de substrat. Chaque dosage est effectué¢ en

triplicate.

Page 31



Matériel et méthodes

g 06 v =95,807x
= R = 0,9997
F 05 P
i
=
-5}
= 04 /
o~
=
2 03
= /0/

0.2

0.1 /

0 /

0 0.001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006

Concentration glucose (mole/L)

Figure 11 : Courbe étalon de glucose pour le dosage des activités papier filtre et
endoglucanase.

3-2- Mesure de I’humidité

L’humidité est un paramétre qui renseigne sur le développement du champignon
au cours de la culture. En effet, au cours de sa croissance, le champignon produit six
molécules d’eau pour une molécule de glucose consommée (Clémence ,2012). De plus,
la mesure du taux d’humidité permet de déterminer la matiére séche, nécessaire pour le
calcul de la production de I’enzyme.

L’humidité est déterminée par la méthode de la mesure du poids sec. 2,5g de
substrat fermenté de chaque prélévement est séché par incubation dans une étuve a
105°C jusqu’a poids constant (Audigie et al., 1984). L’humidité correspond au
pourcentage que représente la masse d’eau obtenue par calcul apres dessiccation par
rapport a la masse initiale.

D’une part, la matiere totale et la matiére seche sont déterminées afin de calculer
la production des enzymes. La matiére séche permet également d’avoir des indications
concernant la consommation du substrat. D’autre part, I’humidité est un paramétre
permettant 1’amélioration de la croissance du champignon et/ou de la production de la

molécule recherchée.
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Cette partie expose 1’ensemble des résultats obtenus portant sur 1’étude de la
production des enzymes cellulolytiques de Trichoderma longibrachiatum par
fermentation sur milieu solide. Dans cette étude, I’influence de la température
d’incubation et du taux d’inoculum sur la production des enzymes est testée, ainsi que,
I’optimisation du milieu de production des enzymes recherchées par I’emploi du plan
d’expériences de Plackett-Burman, (1946), du fait que la grande majorité des micro-
organismes industriels sont chimio-hétérotrophes, ce qui rend nécessaire d’apporter au

milieu de production, une source de carbone, une source d’azote et des sels minéraux.

1-Effet de la température d’incubation

Différentes températures (28°C, 30°C, 37°C et 44°C) sont testées pour comparer les
activités enzymatiques mesurées : papier filtre et endoglucanase, ainsi de déterminer la
température optimale pour la production des enzymes. Les résultats sont présentés dans

les figures 12 et 13.
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Figure 12 : Effet de la température d'incubation sur la production de l'activité Papier
filtre (APF) aprés 3 jours de fermentation. Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes
técarts- types. N=3.
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Figure 13 : Effet de la température d'incubation sur la production de I'activité endoglucanase
aprés 3 jours de fermentation. Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes +écarts- types.
N=3.

Les résultats présentés dans les figures 12 et 13 montrent que la production de la
cellulase est nettement influencée par la température d’incubation. La température
optimale de production des deux activités APF et endoglucanase est de 30°C, ou les
activités sont mesurées a 30.83 U/gds pour I’APF et 2258 U/gds pour
I’endoglucanase. Cette température va donc étre adoptée pour la suite de notre étude.
La production des enzymes est aussi appréciable a 28°C et a 37°C. Pour D’activité
globale papier filtre, les valeurs de 19.7 Ul/gds, 11.87 U/gds sont mesurees
respectivement a 28°C et a 37°C. De méme, 1’activité endoglucanase est évaluée a 28°C
et a 37°C dont les valeurs respectives sont : 132.4 U/gds, 151.5 U/gds. Quant a 44°C, la
production des enzymes s’avere trés faible, les valeurs respectives de 5.6 U/gds et 17.4

U/gds sont mesurées pour les activités papier filtre et endoglucanase.
2- Effet de la Densité de I’inoculum

Une gamme des taux d’inoculum (spores/gramme de substrat) : 1.5 x 10 7,2 x 107 et
2.5 x 107, est testé & 30°C pour comparer la production des enzymes a différentes
concentrations en inoculum, aussi pour determiner le taux d’ensemencement optimal
adéquat pour la production maximale des enzymes. Les résultats sont présentés dans les
figures 14 et 15.
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Figure 14 : Effet du taux d'inoculum sur la production de l'activité Papier filtre (APF) aprés 3
jours de fermentation. Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes +écarts- types. N=3.
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Figure 15 : Effet du taux d'inoculum sur la production de l'activité endoglucanase apreés 3
jours de fermentation. Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes técarts- types. N=3.

L’examen des figures 14 et 15, montre que le taux d’ensemencement influe
différemment I’expression des enzymes secrétées par cette souche. Il ressort que la
concentration d’inoculum de 2 x 107 spores par gramme de substrat, semble étre
suffisante pour obtenir une bonne activité cellulolytiqgue mesuré a 30.83 U/gds pour
Pactivité APF et a 225,8 U/gds pour activité endoglucanase. Cette concentration
d’inoculum est choisie pour la suite du travail. Par ailleurs, on note une légere

diminution des activités évaluées avec les autres concentrations en spores. A savoir, le
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taux 1.5 x 10’spores/gds donne 19.8 U/gds d’APF et 198.12 U/gds d’endoglucanase,
presque de méme, on obtient avec le taux 2.5 x 107 spores/gds 24.87 U/gds d’APF et
199.42 U/gds d’endoglucanase.

3- Optimisation de la production des enzymes selon le plan statistique de Plackett

et Burman

L’effet des facteurs étudiés selon le plan de Plackett et Burman (Carboxyméthyl
cellulose, sulfate d’ammonium, MgSO4 7H.0, FeSO4 7H20 et ZnSO4 7H,0) a permis

d’évaluer 2 réponses :

I’activité globale papier filtre et 1’activit¢ endoglucanase.

L’ensemble des résultats est récapitulé dans le tableau (10).

Tableau 10 : Activités enzymatiques produites selon le plan de Plackett et Burman.

Activité APF Activité
N° d'essais Facteurs (U/gds) endoglucanase
(U/gds)
X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7

1 1 1 1 -1 1 -1 -1 16.93 285.70
2 1 1 -1 1 -1 -1 1 4.96 212.72
3 1 -1 1 -1 -1 1 1 28.34 217.55
4 -1 1 -1 -1 1 1 1 22,96 266.51
5 1 -1 -1 1 1 1 -1 19.71 222.79
6 -1 -1 1 1 1 -1 1 17.43 163.93
7 -1 1 1 1 -1 1 -1 13.42 273.83
8 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 19.68 148.13

3-1- Effets des facteurs testés sur la production de I’activité papier filtre

L'activité papier filtre (APF) varie de 4.96 U/gds a 28.34 U/gds avec une moyenne

de 17.92 U/gds (Tableaul0). La plus faible activité correspond a I'essai n° 2 ou le milieu

de base est enrichi en CMC, en sulfate d’ammonium, en MgSO4 7H20 et en ZnSOa
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7H20. Par contre, l'activité la plus importante est enregistrée dans le 3™ essai ol le
milieu de production est supplémenté en CMC, en FeSO4 7H20 et en ZnSO4 7H.0.
3-2- Effet des facteurs testés sur la production de I’activité endoglucanase
L’endoglucanase de Trichoderma longibrachiatum varie de 148.13 U/gds a

285.7 U/gds avec une moyenne de 223.89 U/gds. Le plus faible rendement est obtenu
dans l'essai 8 qui comporte le milieu de base sans aucune supplémentation et le plus
élevé dans l'essai 1 ou le milieu de culture est enrichi en CMC et en sulfate
d’ammonium.
3-3- Traitement statistique des résultats

L’analyse statistique des résultats nous a permis de mesurer I’effet de chaque
facteur par le calcul du coefficient de corrélation et son niveau de signification sur
chaque réponse par la mesure de la probabilité (P): Le principe d’exploitation consiste
a calculer les coefficients du modéle polynomial , plus sa valeur absolue est élevée,
plus le terme correspondant (facteur simple ou interaction) a une influence
importante sur la réponse étudiée. S’il est faible, il a peu ou pas d’effet. S’il est
négatif, dans ce cas I’augmentation de la valeur du facteur exerce une diminution
de la réponse. La signification statistique est déterminée grace au test de la
probabilité (P):

* P<0,3 : le résultat est significatif, donc le facteur est retenu.

* P>0,3: le résultat est non significatif, donc le facteur ne présente pas un effet
important sur la réponse ce qui I’exclue de I’étude.

D'apres le tableau(10), les données, ajustées sur un modeéle de régression
montrent que les facteurs les plus influents sur I’activité papier filtre sont : le sulfate
d’ammonium et les sels (FeSO4 7H,O, MgSO.7H,0). L'analyse statistique (Tableau 11)
montre que la production de l'activité papier filtre est expliquée de facon positive
significative par FeSO. 7H,O (p=0,215) et de facon négative significative par le sulfate
d’ammonium (NH,) SO, (p=0,128) et le MgSO.7H,0O (p=0,165).
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Tableau 11: Etude statistique de 1’effet des facteurs testés sur la productionl'activité papier

filtre (APF).
Facteur Effet Coeff Coef ErT t p

Constante 17.92 2,976 11,22 0,008
CMC -0.885 -0,315 2,976 -0,11 0,925
(NH4) SO, -6.723 -7,506 2,976 -2,52 0,128™
MgSO.7H,0 -8.097 - 6,398 2,976 -2,15 0,165™
FeSO4 7TH.0 6.35 5,332 2,976 1,79 0,215™
ZnS0O,4 7TH,0 0.99 1,159 2,976 0,39 0,734

* : Signification

Par contre les facteurs CMC et sulfate d’ammonium influencent positivement la

production de I’endoglucanase (Tableaul2): d'une fagon significative pour le CMC

(p=0,288), tres significative pour la source d'azote représentée par le sulfate

d’ammonium, avec une probabilité (p=0,153).

Tableau 12 : Etude statistique de 1’effet des facteurs testés sur la production de

I’endoglucanase.

Facteur Effet Coeff Coef ErT t p
Constante 223.89 24,01 17,19 0,003
CMC 21.59 34,42 24,01 1,43 0,288™
(NH4) SO, 71.59 54,08 24,01 2,25 0,153
MgSO47H.0 -11.16 -2,37 24,01 -0,10 0,930
FeSO4 7H.0 42.55 21,29 24,01 0,89 0,469
ZnSO47H,0 -17.44 3,72 24,01 0,15 0,891

*: Signification
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Les facteurs CMC et ZnSos 7H20 n’ont aucun effet significatif sur I’activité papier

filtre. Par contre, les sels n’ont aucun effet significatif sur I’endoglucanase.

3-4- Expression des résultats sous forme d’équation

Les resultats des activités cellulolytiques peuvent étre présentés par une

équation polynomiale du premier degré ayant la forme suivante :

Y= Bo+ BiXi+ B2Xo+ B3Xz+ BaXa+ BsXs+ BeXe+ B1X7

De tous ces résultats, les meilleurs sous modeéle retenu (aprés régression

progressive) permettant d'exprimer les activités cellulolytiques de Trichoderma

longibrachiatum qui sont récapitulés dans le tableau (13).

Tableau 13 : Sous modéles de régressions retenus pour le rendement en activité cellulolytique.

Réponses Equation R2 Facteurs
mesureé sélectionnés
Activité papier | Yapr= 17.92 - 7,51 X2-6,40 X4 +5,33 X6 |87,8% | X2:(NHs) SO4
filtre(APF) X4 :MgSO4 7H20

X6:FeSO4 7H20
Activité YEndoqucanase =223.89 + 34,42 X1 +54,1 X2 79,9% X1:CMC

endoglucanase

X2:(NHa) SO4
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La température est un facteur critique, joue un réle prépondérant sur la croissance, la
germination, la sporulation et le métabolisme des moisissures affectant ainsi la
biosynthese des enzymes (Raimbault, 1983). D’aprés les résultats obtenus, la production
maximale des enzymes cellulolytiques (30.83 U/gds pour I’APF et 225,8 U/gds pour
I’endoglucanase) par la souche T.longibrachiatum est enregistrée a la température de
30°C. Ceci corrobore les résultats de Taskin et Erdal (2010), qui montrent que la
température optimale pour la production maximale de la cellulase par Penicillium
expansum ne dépasse pas 30°C. Aussi, Piotrajanas et al., (1995) affirment que la
température optimale de production de I’activité APF par T. reesei se situe entre 28°C et
30°C. Moeses et al., (2012) annoncent une température optimale de 28°C pour la
production d’activité papier filtre par Trichoderma reesei cultivé par FMS sur milieu a
base de son de riz. Van Zyl, 1985 a montré que le maximum de [Dactivité
endoglucanase se situe entre 26 et 30°C. De méme, Ndiogou Gueye et al ., (2016)
montrent que la température optimale de production de la cellulase par Trichoderma est
de 29°C. Par contre le maximum d’endoglucanase produite par T.viride est a 55°C
(Van Zyl, 1985).

Nos résultats montrent qu’un taux d’inoculum de 2x107 spores/gds donne le
maximum des activités enzymatiques. Cependant, une concentration de 3 x 10’
spores/gds correspond a une dose optimale pour initier une bonne croissance (Roussos
et Raimbault, 1982). Aussi, un taux de 2 x 10® spores/gds est préconisé pour la
production de cellulase de Trichoderma. Sp cultivé sur grignons de pomme (Haiyan et
al., 2010). En effet, les taux d’inoculum faibles exigent plus de temps pour la
multiplication des cellules a un nombre suffisant pour utiliser le substrat et produire les
enzymes. Tandis que, un inoculum de concentration moyenne en spores assure une
prolifération rapide de la biomasse, ainsi que, la synthese de métabolites. Au-dela d’une
certaine limite, la production d’enzymes pourrait diminuer en raison de 1’épuisement
des nutriments due a une biomasse accrue, ce qui entrainerait une diminution de

’activité métabolique (Haiyan et al., 2010).
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Bien que, le milieu son de blé soit largement utilisé pour la production de la cellulase
par FMS, ce dernier puisse soutenir la croissance de champignons filamenteux et la
production de cellulase. Cependant, il ne peut pas fournir assez de nutriments
nécessaires aux organismes pour la production maximale d'enzymes, d'ou 1’ajout
exogene de certains nutriments au milieu pour améliorer la croissance cellulaire et la

production d'enzymes (Sternberg et Dorval, 1979 ; Tangnu et Blanch, 1981).

La production de l'activité papier filtre est expliquée de fagon positive significative
par le FeSO, 7H,0 (p=0,125), avec une augmentation de la production par 32,26%, et de
fagon négative significative par le sulfate d’ammonium (NHs), SOs (p=0,128) et le
MgSO.7H,0 (p=0,165), avec une diminution de la production par -34,16% et -41,14%,
respectivement. L’effet négatif significatif du sulfate d’ammonium s’explique
probablement par la présence de quantités suffisantes en azote dans le blé qui est un
élément majeur indispensable a la croissance microbienne, donc son addition a la
concentration de 0.5% a diminué la production. Selon Amirul et al., (1996), I'azote peut
étre un facteur limitant. Il doit étre fourni a des doses adéquates, sous forme inorganique
et complexe pour avoir un effet stimulateur.

Les ions métalliques sont connus pour stabiliser et activer les enzymes (Swamy,
1994; Leveque et al., 2000 et Vieille et Zeikus, 2011). Le MgSO4 joue un r6le dans
le métabolisme des champignons est principalement li¢ a I’activation de plusieurs
variétés de systémes enzymatiques. Par ailleurs, il contribue a la formation et au
fonctionnement de la membrane des moisissures. Il se lie a ’ATP et a I’ADP et
joue un r6le dans le transport du phosphore (Francis et Khasraji, 1991) . L'absence
d'effet pourrait s'expliquer par leur présence en quantité suffisante dans le milieu de

base.

Les facteurs CMC et sulfate d’ammonium influencent positivement la production de
I’endoglucanase. Effet significatif pour le CMC (p=0,288) avec une augmentation de la
production par 14,57%, tres significatif pour la source d'azote représentée par le sulfate
d’ammonium (p=0,153) avec une augmentation de la production par 48,33%. Ce
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résultat est attendu: le CMC est le substrat inducteur de 1’endoglucanase. D’apres
Niranjane et al., (2007), le CMC s'est révélé étre un puissant inducteur des enzymes
cellulases. D’ou I’obtention des plus hauts rendements de cellulases sur CMC. 1l a
également été constaté que le CMC était le substrat préféré pour la production

d’endoglucanase (Lucas et al., 2001).

Le sulfate d’ammonium influence positivement la production de I’endoglucanase
d'une fagon tres significative. Pederson et Nielsen (2000), rapportent dans leurs études
que [l’utilisation des sources azotées, comme I’extrait de levure et le sulfate
d’ammonium favorise la production de taux ¢levés d’enzymes par la moisissure
Aspergilus oryzae, ceci peut étre expliquée par le fait que les micro-organismes

nécessitent des taux faible en azote sous formes simple et complexe.

L'apport en sels minéraux n'a aucun effet significatif sur 1’activité endoglucanase, car
la teneur en sels minéraux contenu dans le milieu de base (son de blé) semble suffisante
couvrir les besoins de la moisissure. Bien que leur réle soit capital : le calcium,
nécessaire au maintien de la conformation de I'enzyme et a son activité, le chlore et
le zinc jouent le réle de cofacteurs (Comi et al., 2000 ; Bennamoun et al., 2004 ;
Djekrif-Dakhmouche 2006 et Gangadharan et al., 2008).

L’effet des facteurs erreurs doit étre nul, néanmoins lorsqu’il est différent de zéro
comme dans notre cas nous suggerons qu’il est du a des erreurs effectués lors des
mesures ou des dosages différents ou bien il peut s’expliquer également par une
interaction entre les facteurs vue 1’ordre élevé du fractionnement dans les matrices de
Plackett et Burman, ce qui veut dire que I’erreur peut étre confondue a une interaction.
L’erreur moyenne, vaut pour la production de la cellulase ; valeurs de t respectivement
non significatif. Cela nous permet de dire que les résultats obtenus dans notre étude sont

acceptable et ce plan statistique est idéal pour ce type d’optimisation.
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Le but de cette étude est la production de la cellulase par la moisissure,
T.longibrachiatum par fermentation sur milieu solide (FMS). Les résultats
obtenus  montrent que le son de blé utilise comme milieu de base constitue un
substrat convenable pour la croissance de la moisissure a cause de sa richesse en
matieres azotées et en cellulose. Ces sources carbonées et azotées conviennent donc

aussi bien a la croissance microbienne qu’a la production de métabolites.

La production des enzymes par T. longibrachiatum est effectuée sur son de blé a 70%
d’humidité. Elle est influencée par la température d’incubation et du taux d’inoculum.
La température optimale de production des deux activités APF et endoglucanase est de
30°C, ou les activites sont mesurées a 30.83 U/gds pour I’APF et 225,8 U/gds pour
’endoglucanase. La concentration d’inoculum de 2 x 107 spores par gramme de substrat
est suffisante pour obtenir une bonne activité cellulolytique mesuré a 30.83 U/gds pour

’activité APF et a 225,8 U/gds pour I’activité endoglucanase.

La production s’est poursuivie par 1’optimisation de la composition du milieu de
culture en réalisant les expériences dans le cadre d'un plan statistique de Plackett et
Burman (1946) pour la sélection des facteurs d’enrichissement ayant un effet
significatif sur la production des enzymes. Pour cela, cinqg facteurs de supplémentation
du milieu de base sont utilisés: carboxyméthyl cellulose, sulfate d’ammonium, MgSO4
7H20, FeSO4 7H20 et ZnSO4 7H20.

L’analyse statistique des résultats de ce plan et la modélisation selon une régression
linéaire multiple ont permis de sélectionner le CMC et le sulfate d’ammonium comme
facteurs avec ayant un effet significatif sur I’activité endoglucanase et les facteurs
sulfate d’ammonium, MgSO4 7H,0, FeSO4 7H20 avec un effet significatif sur ’activité
papier filtre.

Ces résultats exigent d’autres études et ouvrent de nouvelles perspectives :

*Tester autres déchets agroalimentaires pour la production de différentes substances

par des souches fongiques.

*La détermination des valeurs optimales des facteurs sélectionnés par 1’emploi d’un

autre modeéle statistique, basé sur les plans composites centrés de Box et Wilson (1951).
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Annexe 1 : Milieu PDA

Extrait de pomme de terre

L€ 1L 1o 0T PP 20g

L AN P 20g
sBau distillé stérile. ... ..o 1000ml
*pH=5

*Préparation de I’extrait pomme de terre

200g de pomme de terre non pelées vieilles sont lavés et coupés en petites dés ensuite
mis dans un litre d’eau distillée et portés a ébullition pendant 20 min, ils sont enfin

écrasés puis filtrés. Le filtrat obtenu représente 1I’extrait de pomme de terre.
*Préparation de milieu de culture

L’agar et le glucose dissous a chaud dans I’extrait, compléter a 1Ld’eau distillée.

Annexe 2 : Composition chimigue du son de blé (Bataillon et al., 1998)

Parameétre Pourcentage %
Cellulose 11
Amidon 29
Protéine 14

Matiére grasse 7.7
Matiere minérale 4
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Annexe 3: Agent humidifiant

£ 8 81T T g

sSulfate d’ammoOniumL..........ooiiiiii e 0.046¢g
*Tartrate double Na, K......o.ooiiiii e, 0.046¢g
sBau distille. ... ..o 100ml

-Dissoudre 1 g de glucose, 0.046g de sulfate d’ammonium et 0.046 g de tartrate double
Na, K dans un petit volume d’eau distillée et bien mélanger, puis compléter a 100 ml

avec I’eau distillée et agiter jusqu’a I’homogénéisation compléte.

Annexe 4 : solution tampon citrate 0.1M, pH =4.8
o Acide CItrIQUE (0.1M). ...t 23g
eCitrate de sodium (0.1 M).....oiuiiniii e 58¢g

*Eau distille

Protocole :

-1000 ml acide citrique (0.1M) : 23g acide citrique dans 1000 ml d’eau distillée.

- 2000 ml citrate de sodium (0.1M) : 58¢ citrate de sodium dans 2000ml d’eau distillée.
-Titration a 1’aide d’un pH métre (préalablement étalonné) jusqu'a pH 4.8. La solution

tampon est conservée a 4°C jusqu’a utilisation.

Annexe 5 : acide dinitrosalicyligue (DNS) (Miller, 1959)

-Dissoudre 1g de DNS dans 20 ml de NaOH (2N) et 50 ml d’eau distillée (NaOH (2N) :
8g NaOH dans 100 ml eau distillé).
-Ajouter 30 g tartrate double Na, K. Compléter a 100ml avec I’eau distillée, agité.

-Le réactif doit étre conservé a 1’abri de la lumiére. Il se conserve environ un mois.
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Annexe 6 :

Analyse de variance

Activité endoglucanase :

Annexes

Prédicteur Coeff Coef ErT T P
Constante 412,75 24,01 17,19 0,003
X1 34,42 24,01 1,43 0,288
X2 54,08 24,01 2,25 0,153
X4 -2,37 2401 -0,10 0,930
X6 21,29 2401 0,89 0,469
X7 3,72 24,01 0,15 0,891
Activité papier filtre :

Prédicteur Coeff Coef ErT T P
Constante 33,394 2,976 11,22 0,008
X1 -0,315 2,976 -0,11 0,925
X2 -7,506 2,976 -2,52 0,128
X4 -6,398 2,976 -2,15 0,165
X6 5,332 2,976 1,79 0,215
X7 1,159 2,976 0,39 0,734
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