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Résumé

La production des enzymes cellulolytiques par Trichoderma longibrachiatum est effectuée sur
milieu a base de grignons d’olive par fermentation solide. L’effet du pourcentage d’humidité
(40%, 50%, 60%, 70% et 80%) est étudié. Le suivi des profils cinétiques de la production des
enzymes, ainsi que I’influence de la température (28°C, 30°C, 37°C et 44°C) et du taux
d’inoculum (1.5x107, 2x107 et 2.5x10 spores par grammes de substrat) sur la production des
enzymes APF et endoglucanase, est établi. Un maximum de production est observé, pour les
activités APF et endoglucanase (16.38U/gds et 45.41U/gds, respectivement), a un pourcentage
d’humidité de 50%. Le profil cinétique de la production de ces enzymes révéle un maximum
(5.68U/g et 13.32U/g, respectivement) au bout de trois jours de fermentation. La température
optimale de production des enzymes (4.78U/g et 15.41U/g, respectivement) par Trichoderma
longibrachiatum est de 30°C. Le taux d’inoculation 2 x 107spores/gds correspond au
maximum de production des activités papier filtre et endoglucanase (4.78U/g et 15.41U/qg,
respectivement). D’apres ces résultats on peut valoriser ce déchet agroalimentaire abandonné

pour la production de cellulase a intérét industrielle.

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

d’olive.



Abstract

Production of cellulolytic enzymes by Trichoderma longibrachiatum is performed on medium
based on its solid olive pomace by fermentation. The effect of moisture content (40%, 50%, 60%,
70% and 80%) is studied. Monitoring kinetic profiles of enzyme production as well as the
influence of temperature (28 ° C, 30 ° C, 37 ° C and 44 ° C) and the rate of inoculum (1.5x10,
2x107 and 2.5x10’ spores per gram of substrate) on the production of enzymes APF and
endoglucanase, is established. Maximum production was observed for the APF and
endoglucanase activities (16.38U / gds and 45.41U / gds, respectively) to a moisture content of
50%. The fermentation yield production Maximum APF activities and endoglucanase (5.68U / g
and 13.32U / g, respectively) at 72 hours of fermentation. The Trichoderma longibrachiatum
strain used was able to give a maximum output for both activities and filter paper cellulase (4.78U
/ gand 15.41U / g, respectively) at a temperature of 30 ° C. The inoculation rate 2 x 107spores /
gds gave a maximum production of filter paper and endoglucanase activities (4.78U / g and
15.41U/ g, respectively). From these results we can develop this food waste dropped for cellulase

production in industrial interest.

Keywords : Cellulase, Trichoderma longibrachiatum, solid state fermentation, pomace.
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Introduction

Introduction

Les champignons filamenteux microscopiques, sont des organismes eucaryotes
dépourvus de chlorophylle les qualifiant d’organismes hétérotrophes. Ils jouent un role
essentiel dans le recyclage des matiéres organiques en puisant leur énergie a partir des
sources carbonées externes (Chabasse et al., 2002). En effet, ces organismes
représentent une importante source a exploiter pour développer des procédés
biotechnologiques nouveaux par la production de métabolites, en particulier les
enzymes. Parmi les enzymes d’intérét industriel, il existe les cellulases pour lesquelles
I’industrie porte une attention toute particuliere grace a leur grand potentiel
biotechnologique, industriel (industries du textile, des détergents, du papier, les
industries agro-alimentaires, pharmaceutiques et de l'alimentation animale) et le
recyclage de la biomasse cellulosique (Korish, 2003; Moussa et Tharwat, 2007).
Actuellement, elles représentent environ 20 % du marché mondial des enzymes
(Lekhchir, 2006) et la plupart sont produites par les moisissures du genre Trichoderma
(Miettinen-Oinonen, 2004; Wang et al., 2004 ; Lekhchir, 2006) et Aspergillus
(Miettinen-Oinonen, 2004 ; Lekhchir, 2006). Par ailleurs, la bioindustrie exige
également un milieu de production riche en matiére organique et en éléments minéraux
(Proot, 2001), peu onéreux et donnant le métabolite recherché avec des rendements
satisfaisants (Gana et Touzi, 2001). En effet, I’exploitation des coproduits agricoles en
vue d’une valorisation a bénéficié au cours de ces derniéres années d’un regain d’intérét
pour des raisons €conomiques aussi bien qu’environnementales. L’ importance de ces
coproduits agricoles réside dans leur abondance, leur faible codt ainsi que dans le fait
qu’ils représentent une source organique naturelle disponible partout sur la planéte.
Cependant, aujourd’hui, I’industrie mondiale utilise moins de 10% de la biomasse
vegétale produite et des quantités énormes des résidus d’agriculture sont brulées chaque

année, ce qui cause un probléme environnemental sérieux.

L'Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens producteurs d'huile
d'olives, avec un taux de production de 45 mille tonnes/an, elle compte environ 1532
huileries. Ce secteur agricole engendre sans cesse de quantités appréciables de déchets
solides, connus sous I’appellation de grignons d’olives. Ces derniers comptent parmi
les matiéres les plus abondantes dans notre pays qui sont déversées dans la nature. Cette
situation conduit a des pollutions qui peuvent avoir des impacts négatifs sur la santé

humaine et I’environnement (Djadouf et al, 2011).



Introduction

Notre travail de recherche s’insére dans cette préoccupation et consiste a
I’utilisation des grignons d’olive comme substrat de fermentation pour la production
de la cellulase par la moisissure Trichoderma longibrachiatum. La production est
effectuée par fermentation en milieu solide. Celle-ci présente un certain nombre
d’avantages économiques et technologiques dont la faiblesse des couts et la simplicité

des équipements (Durand, 2003).

Dans ce cadre, les objectifs de notre étude sont :

» Effet du pourcentage de I’humidité du substrat de fermentation sur la production
des enzymes ;

» Etude des profils Ocinétiques de production des activités enzymatiques par la
souche utilisée, dont le but est de déterminer le temps de culture pour une
production maximale.

» Effet de la température d’incubation et du taux d’inoculum (concentration en
spores) sur la production des enzymes recherchées, qui s’avére aussi

intéressant dans ce cadre.
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Revue Bibliographique

Partie 1 : Cellulases et Champignons du genre Trichoderma
I. Définition de la cellulose

La cellulose est le plus important polysaccharide de la planete. Elle représente entre 20
et 50% de la matiére séche des parois cellulaires végétales (Gidenne, 2003 ; Percival et al.,
2006) et confere & 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
I’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 & 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’Os, et intramoléculaires (Figure 1) (Chundawat, 2011).

OH

J

Cellobiose
OH OH OH
O OH
o 3 2 o
HC OHO o HO o0
HO HO (o] HO
o o (o]
OH o OH
OoH OH
A = 4
A\
kd <

Extrémité non réductrice

Extrémité réductrice

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).
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Les microfibrilles de cellulose sont composées de trois groupes de chaines de glucanes différant

selon leur degré d’organisation :

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

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

des chaines de surface sous-cristallines avec un faible degré d’organisation (18 chaines).

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

différant selon I’orientation des chaines de glucanes :

La cellulose type I : représente la forme native et la plus répandue avec des chaines de glucanes
exclusivement paralleles. Elle se compose de deux formes : la forme lo composant
majoritairement les algues et les bactéries, et la forme I composant majoritairement les plantes
(Brown et Malcom, 1999).

La cellulose type 11 : qui est une forme modifiée obtenue apres traitement chimique (a la soude

par exemple).

Par ailleurs, la cellulose est le produit de I’utilisation de 1’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 problemes, comme la pollution de
I’environnement (par la bioconversion des déchets urbains, industriels et agroindustriels) ainsi
que des problémes énergétiques (par la production d’énergie : alcool, méthane) (Roussos et
Hannibal, 1984). Sa biodégradation est un des parametres majeurs contr6lant le cycle du
carbone sur terre, assurée par des microorganismes cellulolytiques secrétant des cellulases
(Lekchiri et al. 2006).

I1. Etude de la cellulase
11.1 Nomenclature
Nom codifié : EC. 3.2.1.4

Nom systématique : 1,4 - (1,3 ; 1,4) - beta-D - Glucan4 —glucanohydrolase

Nom recommandé : Cellulase
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Synonymes : Endoglucanase, Endo-1,4-B-Glucanase, Cellulase carboxyméthylique, B-1,4-

endoglucanhydrolase, Celludextrinase, Avicelase, ect. (Schamburg et Salzmann, 1991).

11.2 Deéfinition de la cellulase

Les cellulases des champignons filamenteux se présentent sous la forme de complexes
enzymatiques sécrétes 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
I’interaction enzyme-substrat. Ces deux modules sont reliés entre eux par un pont peptidique
(Lopes, 2008 ; Saddler el al., 2010 ; Ballerini, 2011).

11.3 Enzymes cellulolytiques
Le systéeme cellulolytique de référence est celui de Trichoderma reesei et repose

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

11.3.1 Les endoglucanases (EGs) ou 1,4-B-D-glucan-4-glucanohydrolases (EC 3.2.1.4) : qui
hydrolysent de maniere aleatoire 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 évidence sur la carboxyméthylcellulose (CMC : forme soluble de la cellulose), on les

appelle également CMCases (Bayer et al. 1998).

11.3.2 Les exoglucanases ou 1,4-B-D-glucane cellobiohydrolases (EC 3.2.1.91) ou
cellobiohydrolases (CBHS) : qui agissent de maniére processive et s’adsorbent sur la cellulose
en hydrolysant a partir des extrémités réductrices (type |1 ou CBHI) ou a partir des extrémités
non réductrices (type Il ou CBHII) pour libérer du cellobiose. Ce sont les seules enzymes

agissant sur la cellulose cristalline.

I1.3.3 Les p-glucosidases (BGs) ou cellobiases ou p-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).
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11.4 Mécanisme de dégradation de la cellulose
Le mécanisme de dégradation de la cellulose ou cellulolyse (Figure 2), tout comme celui
d’un polysaccharide pariétal, est un phénomene de catalyse enzymatique hétérogene et suit les

étapes suivantes :

Etape 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
grace a des interactions non covalentes (hydrogéne, électrostatique ou hydrophobe) ;

Etape 2 : localisation d’une liaison susceptible d’étre hydrolyser a la surface du substrat ;
Etape 3 : formation du complexe enzyme-substrat (par insertion de 1’extrémité de chaine dans
le tunnel catalytique pour initier I’hydrolyse) ;

Etape 4 : hydrolyse de la liaison B-glycosidique et glissement simultanée vers 1’avant de
I’enzyme le long de la chaine de cellulose ;

Etape 5 : désorption des cellulases du substrat ou répétition de I’étape 4 ou des étapes 2/3 si ce
n’est que le domaine catalytique se détache de la chaine ;

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 1’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).

11.5 Origines de la cellulase

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

plusieurs origines : animale, végétale ou microbienne.

11.5.1. Origine animale

Plusieurs especes animales (omnivores et herbivores) utilisent la cellulose comme
source d’énergie, malgré leur incapacité a produire des cellulases endogenes, mais ceci est dii
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.
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2000). Des cellulases ont été isolées a partir du suc digestif d’escargot comestible Helix pomatia

(Rebeyrotte et al. 1976 ; Kubicek et al. 2003), de la glande digestive d’une moule verte

Perna viridis (Marchall, 1973), de la moule bleue Mytilus edulis (Xu et al., 2000) et du
mollusque marin Littorina brevicula (Purchon, 1977 ; Kiesov, 1982). De plus, 1’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
I’oesophage de kyste des nématodes Globodera restochiensis et Heterdora glycines, parasites

obligatoires des plantes (Smant et al., 1998).

11.5.2. Origine végétale

Les cellulases jouent un réle important dans la maturation des fruits ou elles participent
a la libération des ardmes (Cordonnier et al., 1986). Ces enzymes végétales 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 ceréales tels
que I’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 matiére premiére (caractére saisonnier des récoltes, spéculations

dues aux incertitudes économiques et politiques des pays producteurs) (Joyeau, 1982).

11.5.3. Origine microbienne

Les micro-organismes cellulolytiques, qui interviennent au niveau de la premiére étape
du processus (qui s’avere étre 1’étape limitante), constituent un large groupe trés disparait
comprenant des champignons et des bactéries peuvent étre aérobie ou anaérobies, thermophiles
ou mésophiles (Beguin et al., 199). Certains de ces micro-organismes sont récapitulés dans le

tableau 1 :
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Tableau 1 : Les microorganismes producteur de cellulase (Muhammad et al., 2016).

Groupes Genres Espéces
Bactérie Bacillus Bacillus sp
Acidothermus A. Cellulyticus
Pseudomonas P. Cellulosa
Clostridium C. thermocellum
Clostridium C. acetobutylium
Champignons Fusarium F. solani
Aspergillus A. Niger
Aspergillus A. fumigatus
Aspergillus A. acculeatus
Aspergillus A. nidulans
Humicola H. grisea
Humicola H. insolens
Trichderma T. reesai
Trichderma T. koningii
Trichderma T. viride
Trichderma T. harjianum
Trichderma T. branchiatum
Sclerotium S. rolfsii
Acremonium A. cellulyticus
Fusarium F. solani
Sporotrichum S. cellulophilum
Penicillium P.fumiculosum
Actinomycetes Streptomyces S. lividans
Streptomyces S. drozdowiejii
Cellulomonas C. uda
Cellulomonas C. fimi
Cellulomonas C. bioajotea
Thermonospora T. curvata
Thermonospora T. fusca
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11.5.4 Applications des cellulase

Les principales utilisations industrielles des cellulases sont récapitulées dans le tableau 2.

Tableau 2 : Application industrielle de cellulase (Ramesh, 2011).

Industrie

Application

Agriculture

Bioconversion

Détergents

Fermentation

Aliments

Pates et papier

Textile

Autres

Contrdle des maladies pathogénes des plantes ; génération de protoplaste de
plantes et de champignons ; germination des semences améliorées et systéeme
racinaire améliorée ; amelioration de la croissance des plantes et floraison ;
amélioration de la qualité des sols ; dépendance réduite sur les engrais minéraux
La conversion des matiéres cellulosiques a I'éthanol, d'autres solvants, des acides
organiques et des protéines unicellulaires et des lipides ; la production d'aliments
pour animaux riches en énergie ; amélioration de la qualité nutritionnelle des
aliments pour animaux ; amélioration de la performance des ruminants ;
I'amélioration de la digestion et I'absorption d’alimentation ; la conservation du
fourrage de haute qualité

détergents a base de cellulases ; action de nettoyage supérieur sans fibres
préjudiciables ; I'amélioration de la luminosité et la couleur d'élimination des
impuretés ; enlever des protubérances rugueuses dans les tissus de coton ;
déposition de particules d'encre

Amélioration de maltage et de brassage ; l'amélioration de I'extraction de
pressage et la couleur de raisin ; I'amélioration de I'ardme des vins ; I'amélioration
de la fermentation primaire et la qualité de la biére ; I'amélioration de la viscosité
et la filtration du modt ; I'amélioration doit clarification dans la production de
vin ; amélioration du taux de filtration et de la stabilité du vin

Sortie des antioxydants a base de fruits et de Iégumes grignons; amélioration des
rendements de I'amidon et de I'extraction des protéines; I'amélioration de la
macération, pressage, et l'extraction de la couleur des fruits et légumes;
clarification des jus de fruits; I'amélioration de la texture et la qualité des produits
de boulangerie; I'amélioration des purées de fruits de viscosité; I'amélioration de
la texture, ardbme, l'aréme et les propriétés volatiles des fruits et légumes;
amertume contrdlée d'agrumes

Co additif dans le blanchiment de la pate ; pulpage biomécanique ; I'amélioration
de la vidange ; désencrage enzymatique ; réduction des besoins en énergie ; réduit
exigence de chlore ; I'amélioration de la luminosité de fibre, les propriétés de
résistance, et de la pate égouttage et de propreté ; amélioration du drainage dans
les usines de papier ; production de carton biodégradable, serviettes en papier, et
le papier hygiénique

Amélioration de la qualité des jeans ; bio polissage des fibres textiles ;
amélioration de la qualité des tissus ; I'amélioration de la propriété d'absorption
des fibres ; ramollissement des vétements ; I'amélioration de la stabilité des tissus
cellulosiques ; élimination de I'excés de colorant de tissus ; restauration de la
luminosité de la couleur

Amélioration de I'extraction des caroténoides ; I'amélioration de I'oxydation et la
stabilité de la couleur des caroténoides ; I'amélioration de I'extraction de I'huile
d’olive ; I'amélioration de la pate d'olive malaxage ; amélioration de la qualité de
I'huile d’olive ; diminution du risque des déchets de la biomasse ; la production
de molécules hybrides.

10
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111 Champignons du genre Trichoderma

Le terme « Trichoderma » a été introduit dans la mycologie en 1794 par Persoon
(Roussos, 1985 ; Bissett, 1991). Il désigne des champignons microscopiques considérés durant
200 ans comme étant des « Gastéromycétes ». Ces organismes cosmopolites appartiennent a un

grand ensemble de champignons sans reproduction sexuées connue (Roquebert, 1996).

111.1. Morphologie

La majorité des espéces de Trichoderma sont morphologiquement trés 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 légerement 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 aprés 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 mycélium
compos¢ d’hyphes jaunes, septés, ramifiés a parois lisses. Les conidiophores ont une forme
conique ou pyramidale tres ramifies, 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).

- Phialospore
Comdiophore
( — Comnidies
e !
— <D
;
{ e @
— O goews Phialide

Figure 3 : Aspect microscopique de Trichoderma (Botton et al., 1990).

11
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111.2 Taxonomie

La division du genre Trichoderma en espéces a fait 1’objet de nombreuses études et de
beaucoup de polémiques. Dans le régne vivant les limites de « I’espéce » reposent sur la
possibilité de croisement entre individus. Or, les champignons anamorphes du genre
Trichoderma, en tant que tels, n’ont pas de reproduction sexuées connue, et ce caractére ne peut
donc étre utilisé pour la systematique. On se base alors sur les aspects culturaux et la
morphologie des appareils sporogénes (Roquebert, 1996). La taxonomie moderne des
champignons a aboli I’embranchement des Deuteromycotina, auquel appartenait le genre
Trichoderma. La position taxonomique actuelle des Trichoderma sp se présente comme suit,
selon (Bissett, 2004) :

Embranchement : Amastigomycota et/ou Eumyceétes

Sous embranchement : Ascomycotina

Classe : Sordariomycetes

Ordre : Hypocréales

Famille : Hypocracea

Genre : Hypocrea mitosporique (Trichoderma).
111.3. Ecologie

Grace a sa grande capacité d’adaptation aux différentes conditions climatiques, le genre
Trichoderma est tres répandu dans la nature, aussi bien en milieu terrestre que marin
(Roquebert, 1996 ; Esposito et Silva, 1998). Les Trichoderma sp sont des champignons
cosmopolites, caractérisés par leur croissance rapide, leur capacité d’utiliser divers substrats et
leur résistance a des agents chimiques nocifs (Klein et Eveleigh, 1998). Ils constituent les
éléments prédominants de la mycoflore des sols de divers écosystemes (foréts, champs
agricoles, prairies, marécages, déserts, lacs salés ...) (Klein et Eveleigh, 1998). En effet,
I’abondance des Trichoderma sp dans les eécosystémes est due a leur capacité a produire
diverses substances bioactives et des enzymes. lls sont de ce fait un maillon important dans les
chaines biologiques (Kubicek et al., 2003). Le genre Trichoderma renferme les especes les
plus utilisées en tant qu’agents de lutte biologique contre les phytopathogénes et comme source

d’enzymes et de métabolites secondaires d'intéréts biotechnologique.

12
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Partie 2 : Fermentation en milieu solide
I. Définition

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 filamenteux et des champignons supérieurs, en permettant leur développement
(adhésion) a la surface d’un support organique (Holker et Lenz, 2005). D’un point de vue
fondamental, la fermentation en milieu solide est définie comme une fermentation impliquant
des particules solides humides en absence ou presque d’eau libre et differe de la fermentation
en milieu liquide, ou le milieu nutritif est complétement solubilisé dans un grand volume d’eau,
et de la fermentation en milieu submergé ou le milieu nutritif est par exemple sous forme d’une
suspension de fines particules dans la phase liquide ( Duchiron et Copinet, 2011). La FMS est
donc constituée de trois phases : une matrice (phase) solide, une phase liquide absorbée ou
complexée dans la matrice solide et une phase gazeuse prise au piege dans les particules ou
entre celles-ci. Les champignons filamenteux sont particulierement bien adaptés a ces cultures
du fait de leur résistance a une faible activité en eau et a une pression osmotique élevée. Le
développement des champignons filamenteux en FMS se fait par extension et ramification des
filaments formant le mycélium. Aprés I’inoculation d’un substrat par des conidies, les hyphes
se développent pour former un tapis mycélien qui s’étend a la surface des particules solides.
Les activites métaboliques se produisent principalement prés de la surface ou a 1’intérieur des
pores, mais les filaments aériens peuvent présenter une activité due a des phénomenes de
diffusion. Pour finir, les enzymes hydrolytiques diffusent dans la matrice solide et dégradent
les polyméres afin de permettre la production de molécules assimilables par le champignon
(Holker et Lenz, 2005 ; Rahardjo et al., 2006).

I1. Inconvénients et avantages

Divers problémes peuvent étre rencontrés au cours d’une fermentation en milieu solide.
Les principaux obstacles rencontrés sont : la faible capacité a réguler les parameétres influencant
la FMS, la forte hétérogénéité du milieu, le passage a grande échelle, I’estimation de la biomasse
(Holker et Lenz, 2005). La fermentation en milieu liquide (FML) semble alors étre plus facile

a contrdler et donc a utiliser (Mitchell et al., 2006).

Cependant, la FMS posse¢de de nombreux avantages par rapport a la FML. Tout d’abord,
elle se préte bien a la croissance de champignons filamenteux puisqu’elle mime les conditions

naturelles de développement de ces micro-organismes.

13
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Le procédé se déroulant a de faibles taux d’humidité, le risque de contamination par les
bactéries et les levures est moins important. De plus, un ensemencement important permet de
contourner une éventuelle contamination par d’autres champignons. Les conditions de stérilite
ne sont donc pas aussi strictes qu’en FML. La FMS permet d’utiliser beaucoup moins de liquide
par rapport a la FML ce qui permet de réduire le volume d’eau a traiter entrainant ainsi une
diminution du co(t de production global. Il est également décrit que la FMS permet d’obtenir
de meilleurs rendements pour la production d’enzymes. Un des avantages majeurs de la FMS
est la valorisation des coproduits solides agro-industriels. Ceci est trés important au niveau

environnemental et économique (Durand, 1998).

I11. Facteurs influengant la fermentation en milieu solide
ITI.1 Le type d’inoculum

Il existe deux types d’inoculum. L’inoculum sous forme de cellules végétatives
(mycélium) est obtenu aprés culture du champignon en milieu liquide. L’inoculum sous forme
de spores ou conidies est obtenu apres « grattage » d’une culture fongique sporulée. Cependant,
I’inoculum sous forme de spores ou conidies est décrit, dans les procédés industriels, comme
plus avantageux que 1’utilisation de cellules végétatives ou mycélium. En effet, I’utilisation de
spores ou conidies permet d’une part, une répartition plus homogéne du micro-organisme au
sein du milieu de fermentation et d’autre part, une meilleure répétabilité de la production
obtenue. Cependant, 1’utilisation de spores comme inoculum engendre un temps de latence plus
long (Wolken et al., 2003). En effet, les spores sont métaboliqguement en dormance, la
croissance fongique et 1’utilisation du substrat ne démarrera que lorsque I’équipement

enzymatique nécessaire aura été induit et synthétisé (Krishna, 2005).

I11.2 L’humidité

Le besoin en eau dépend du type de micro-organisme utilisé et de la capacité de rétention
d’eau du substrat solide. Ainsi, le taux d’humidité d’une fermentation solide se situe dans une
fourchette comprise entre 30 et 85% (Krishna, 2005). 11 est nécessaire d’avoir une humidité
suffisante pour la croissance du micro-organisme mais elle ne doit pas étre trop faible (inférieure
a 30%) afin d’éviter tout probléme de diffusion des nutriments dd a un milieu trop sec. Au
contraire, une humidité trop importante (supérieure a 85%) entraine une agglomération des
particules (milieu pateux) ainsi qu’une limitation du transfert gazeux. Les bactéries ont besoin
d’un pourcentage d’humidité supérieur a 70% alors que les champignons se développent a des

humidités comprises entre 40 et 70% (Singhania et al., 2009).
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111.3 La température

La température est probablement I’'un des parameétres les plus importants parmi les
facteurs physiques affectant la FMS. Cependant, le suivi de température est difficile a mettre
en place pour les cultures en erlenmeyer car la croissance du micro-organisme se fait en milieu
clos et il n’existe pas de sonde permettant de mesurer directement la température du milieu
contrairement aux fermenteurs solides (Krishna, 2005). La température peut avoir une influence
sur la croissance du micro-organisme mais €galement sur la production d’enzyme et de
métabolites qui peuvent étre trés sensibles aux variations de température. Les champignons se
développent, généralement, de 20 a 55°C, mais la température optimale de croissance peut étre
différente de celle de la production.

111.4 Le pH

Chaqgue micro-organisme a une gamme de pH propre a sa croissance et a son activité
métabolique. Les champignons sont capables de se développer a des pH compris entre 2 et 9,
avec un optimum entre 3 et 6, ce qui permet donc de débuter une FMS a un pH acide. Ceci peut
étre un atout afin d’éviter la contamination bactérienne. La production de métabolites peut faire
varier le pH au cours d’'une FMS. Le pH est également un parameétre difficile a maitriser en
FMS. Le contrdle est pratiquement impossible en raison de I’hétérogénéité du milieu en absence
d’homogénéisation et d’agitation au cours de la FMS. La variation du pH peut aussi étre liée a
la source d’azote utilisée. Le choix de cette derniere est donc une voie possible pour le controle

du pH (Krishna, 2005).

IIL.5 L’aération et le brassage

L’aération a une influence significative en fermentation en milieu solide a cause de la
demande continue en oxygene nécessaire a la croissance fongique. Cependant, il est nécessaire
d’humidifier le milieu car 1’aération entraine un assechement du substrat. Cet apport d’eau doit
étre realisé de facon la plus homogene possible. Ceci peut étre assuré par une agitation du milieu
qui facilite également le transfert de masse et de chaleur (Krishna, 2005). Le brassage du milieu
est un facteur trés important en fermentation aérobie. Il faut qu’il soit bien approprié pour éviter
de fractionner le mycélium en morceaux trop petits et entrainer une perte du contenu

cytoplasmique provoquant la mort du champignon.
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I11.6 L’oxygene et le dioxyde de carbone

La quantité en oxygéne doit étre suffisante pour ne pas limiter le développement des
champignons. La technique de fermentation en milieu solide facilite 1’accés du micro-
organisme a 1’oxygene (Krishna, 2005) contrairement a la fermentation en milieu liquide ou le

transfert d’oxygene est trés souvent un facteur limitant.

La mesure de la consommation d’oxygéne et de la production de dioxyde de carbone
fournit une réponse rapide sur le métabolisme du micro-organisme. Elle permet de calculer le
quotient respiratoire définit comme le ratio entre le dioxyde de carbone produit et I’oxygeéne
consommé (Bellon-Maurel et al., 2003). Le quotient respiratoire théorique des micro-
organismes aérobies est de 1, en dessous de cette valeur le transfert d’oxygeéne est insuffisant et

refléte un faible développement du micro-organisme (Krishna, 2005).

IV. Les facteurs nutritionnels

Le carbone sert a la fois de source d’énergie et de nutriments pour la croissance du
micro-organisme. La source de carbone peut étre un glucide simple, comme le glucose, ou des
glucides complexes tels que la cellulose ou I’amidon. D’autres sources de carbone telles que le
saccharose, le lactose, le glycérol mais encore I’extrait de malt ou le cellobiose peuvent
¢galement étre utilisées (Couto et Sanroman, 2005). Les sources d’azote telles que le tartrate
d’ammonium, le sulfate et le nitrate de sodium, les peptones ainsi que les éléments incluant le

sodium, le calcium, le cuivre, le fer, le zinc stimulent la sporulation des champignons.

V.1 Les substrats

Les substrats utilisés en fermentation en milieu solide peuvent étre des supports inertes
imprégnés par un milieu de culture mais sont, le plus généralement, des matrices naturelles
hétérogenes issues de produits ou co-produits agro-industriels (Mitchell et al., 2006). Les
supports inertes sont soit des matériaux minéraux comme, par exemple, la perlite ou la
pouzzolane, soit des matériaux synthétiques de type mousse de polyuréthane (Durand, 1998).
De tels supports permettent principalement I’étude de la croissance fongique. Leur utilisation
facilite la récupération du produit d’intérét. Les substrats naturels employés sont trés variés,
pulpe de betterave et son de blé sont les principaux. Bagasse (résidus de tige de canne a sucre),
tourteaux (résidus de fruits ou de graines), pulpes de café, peau d’agrumes sont utilisés dans les
pays du Sud (Durand, 1998). Les résidus agro-industriels sont considérés comme de tres bons
substrats puisqu’ils fournissent les nutriments nécessaires pour la croissance. Le choix du

substrat est influencé par sa disponibilité et son colt. Les résidus agro-industriels sont des
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ressources renouvelables naturelles et abondantes donc largement disponibles pour la

fermentation en milieu solide et dont le colt est peu élevé.

IV.2 La taille des particules

La taille et la forme des particules déterminent 1’espace vide qui est occupé par ’air
permettant 1’oxygénation du micro-organisme. Il est donc nécessaire d’avoir une taille de
particules convenable, ni trop petite ni trop grosse. En effet, des particules trop petites entrainent
une agglomération du substrat diminuant la respiration microbienne et donc le développement.

Au contraire, le substrat n’est pas suffisamment accessible si les particules sont trop grosses

(Krishna, 2005).

V. Applications de la fermentation en milieu solide
La fermentation en milieu solide permet de produire des acides organiques, des enzymes
mais aussi des metabolites secondaires de type antibiotiques. Elle est également utilisée pour la

production de biocarburant.

V.1 La production d’enzymes

En 2007, le marché industriel des enzymes représentait 4 milliards $ par an (Fernandes,
2010). De plus, ce marché est sous-estimé car il existe une production pour un usage interne
par certains industriels. La fermentation en milieu liquide est la technique préférée pour la
production d’enzymes. Les micro-organismes employés sont généralement des souches
génétiquement modifiées. Cependant, il y a un intérét grandissant pour la production d’une
large gamme d’enzymes par fermentation en milieu solide (FMS) car la concentration est plus
importante. La stabilité des enzymes est aussi un autre avantage de la production par FMS. De
plus, les co-produits agro-industriels sont considérés comme les meilleurs substrats (Krishna,
2005).

V.2 La production de métabolites secondaires

La production de métabolites secondaires est principalement réalisée par fermentation
en milieu liquide, cependant, les recherches s’orientent vers la production de ces métabolites
par la technique de fermentation en milieu solide. Il est décrit que cette derniére permet de
diminuer le temps de culture, d’augmenter le rendement ou encore de réduire le coit de
production (Krishna, 2005). Parmi ces métabolites, nous trouvons 1’acide gibbérellique qui est

un facteur de croissance chez les plantes mais aussi les alcaloides de 1’ergot dont la demande
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est en constante augmentation car ils sont largement utilisés dans le traitement des maladies

comme |’angine de poitrine, la migraine, I’hypertension ou encore le glaucome.

Les antibiotiques, les mycotoxines, telles que 1’aflatoxine et 1’ochratoxine, peuvent étre
produits par fermentation en milieu solide. Cette méthode est également employée pour la
production de spores utilisées pour la protection des plantes afin de diminuer 1’utilisation de

pesticides.

V.3 La biorémédiation

Ce domaine est actuellement en plein essor. L’¢limination des métaux lourds est un défi
majeur pour la dépollution des eaux usees. La présence de cuivre et de plomb est dangereuse
pour la santé humaine. L’utilisation de co-produit industriel est un filtre naturel pour la
décontamination. La fermentation en milieu solide peut étre une alternative moins colteuse que

la depollution classique par des résines synthétiques (Javed et al., 2012).

Partie 3 : Les grignons d’olives
I. Généralités sur les sous-produits de 1’oléiculture
I.1. Production oléicole en Algérie

L’ Algérie, pays du bassin méditerranéen, malgré un climat treés favorable a la culture
de Dolivier, se positionne largement aprés 1’Espagne, I’Italie et la Tunisie qui sont gros
producteurs d’huile d’olive dans le monde. Elle posséde, cependant, d’importantes ressources
oléicoles dont les superficies actuelles sont de I’ordre de 180000 ha (Benrachou, 2010). Durant
la compagne 2012/2013, la production ol€icole algérienne était de 66 000 tonnes d’huile soit
2.72% de la production mondiale (Barjol, 2014). Alors que la production d’huile d’olive durant
la compagne 2014-2015, atteignait 200 000 tonnes (COI, 2015).

L.2. Procédés d’extraction d’huile d’olive

La production d’huile d’olive a toujours été le principal objectif de la culture de 1’olivier.
Le processus d’extraction d’huile d’olive est resté toujours le méme. Il inclut quatre opérations
principales : les opérations préliminaires, le broyage, le malaxage et la séparation des phases
liquides (huile et eau) de la phase solide (grignons) (Chaouadi et Elias, 2015). L’extraction,
selon Roussos, (2009), est réalisée en fonction du systeme employé : la pression (systéeme

discontinu ou traditionnel) ou la force centrifuge (systéme continu).
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1.2.1. Procéde en discontinu (systéme a presse ou traditionnel)

I1 s’agit d’un systéme classique par pression avec broyeurs. Le broyage des olives, suivi
du malaxage, se fait par des meules. Aprés obtention d’une pate composée de grignons et d’un
mott (I’huile et les margines), la séparation des deux phases solide-liquide se fait par simple
pression, alors que I’huile est séparée des margines par décantation naturelle (Chaouadi et Elias,

2015).

1.2.2. Procédé en continu (systéme a centrifugation)

L’extraction d’huile d’olive se fait a travers des phases successives contrairement au
procédé discontinu. Les olives sont lavées, broyées, mélangées avec 1’eau chaude puis
malaxées. Les phases liquide et solide sont séparées par centrifugation. Le modt subit a son tour
une centrifugation pour séparer 1’huile des margines (Chaouadi et Elias, 2015). Il existe deux

types de procédé d’extraction continu :

1.2.2.1. Procédé d’extraction par centrifugation a trois phases
Cette méthode permet de séparer en une seule opération les deux phases liquides (huile
et margines) de la phase solide (grignon), mais elle nécessite I'ajout d'eau dans la pate ce qui

conduit a environ 120 L de margines/100 kg d'olive (Figure 4) (Roussos et al. 2009).

1.2.2.2. Procédé d’extraction par centrifugation a deux phases
Le mode a deux phases sépare I'huile et le mélange (margines + grignons) et qui
généralement ne nécessite pas d'ajout d'eau. Ainsi, il est produit un grignon humide (contenant

60-70% d'eau) mais plus de margines (Figure 4) (Roussos et al., 2009).

19



Revue Bibliographique

Olives

;

Défoliation

|

Lavage

.

Broyage
(Généralement sous des meules)

:

Malaxation
(A température 25 - 30°)

.

Centrifugation

' !

3 phases 2 phases
Margine Huile Huile Huile Margine

l<_ Eau (28 - 35°%) —>l

Centrifugation verticale Centrifugation verticale
Huile Margine Huile Margine

Figure 4 : procédé d’extraction en continue (Roussos et al., 2009).

1.3. Principaux sous-produlits
1.3.1. Déchets liquides (margines)

Le procédé d’extraction de 1’huile d’olive engendre la production d’effluents liquides,
nommeés margines ou parfois eaux de végétation. Le pressage de 1 tonne d’olives produit en
moyenne 1,5 tonnes de margines avec les modes de production modernes. Les variations
constatées dépendent des processus d’extraction a savoir le lavage préalable ou non des olives

et I’humidification des pates durant le pressage (Benyahia et Zein, 2003).

1.3.2. Déchets solides (grignons d’olive)

Les grignons sont des résidus solides issus de la premiére pression ou centrifugation et
sont formés des pulpes et noyaux d’olives. Ils peuvent étre transformés en un produit destiné a
I’alimentation animale ou en huile dite de grignons d’olive apres extraction chimique (Benyahia
et Zein, 2003). Les grignons sont disponibles en quantités importantes dans de nombreux pays
méditerranéens. Selon le procédé d’extraction et 1’équipement des huileries, il est possible de
distinguer trois types de grignons (Chaabane et al., 1997) : le grignon brut c’est le résidu de la
premiére extraction de I'huile par pression de I'olive entiére, ses teneurs relativement élevées en
eau (24%) et en huile (9%) favorisent son altération rapide lorsqu'il est laissé a l'air libre. Le
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grignon épuisé c’est le résidu obtenu aprés deshuilage du grignon brut par un solvant,
géneéralement I'nexane. Il differe, essentiellement, par une plus faible teneur en huile et une
teneur en eau réduite du fait qu’il ait été déshydraté au cours du processus de I’extraction (FAO,
1984). Le grignon partiellement dénoyauté résulte de la séparation partielle du noyau de la
pulpe par tamisage ou ventilation, il est dit “gras” si son huile n'est pas extraite par solvant il

est dit “dégraissé ou épuis€” si son huile est extraite par solvant.

I1. Intérét du grignon d’olive
II.1. Caractéristiques de grignon d’olive
II. 1.1. Caractéristiques physiques du grignon d’olive

La composition physique des grignons dépend étroitement de la variété des olives, de
leur degré de maturation et du systeme employ¢ lors de I’extraction de I’huile. Les grignons
bruts renferment la coque du noyau réduite en morceaux, la peau et la pulpe broyée. lls
renferment aussi une certaine humidité et une quantité d'huile résiduelle (Tableau3). Tandis que
les grignons épuisés différent essentiellement par une plus faible teneur en huile et une teneur

en eau réduite du fait qu'ils ont été déshydratés au cours du processus d'extraction.

Tableau 3 : Les différents composants du grignon d’olive (Sansoucy, 1981).

Composants Olive (%) Grignon brut (%) Grignon épuisé (%)
Eau 49 27 17
Huile 27 9 2
Coque 14 43 55
Pulpe 9 21 26

11.1.2. Caractéristiques chimiques

Contrairement aux autres tourteaux oléagineux les grignons bruts sont pauvres en
matiéres azotées et riches en cellulose brute. Ils restent relativement riches en matiéres
grasses. L'épuisement par les solvants diminue la teneur en matieres grasses et augmente
relativement les autres teneurs. Le dénoyautage partiel par tamisage ou ventilation réduit les
teneurs en cellulose brute. (Tableau 4). Les pulpes, du fait de la séparation totale du noyau avant

pression, ont la valeur la plus faible en cellulose brute.
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Tableau 4 : Caractéristiques chimiques de différents types de grignons d’olives.

% Matiére séche

Type Matiere Matiere Matiere Cellulose Matiere
séche minérale Azotée brute Grasse
(Nefzaoui, 1988) Totales (Negro, 1991) (FOA, 1984)
(Nefzaoui,
1988)
Grignons 75-80 3-5 5-10 35-50 8-10
brut
Gr. gras 80-95 6-7 9-12 20-30 15-30
part.
dénoyauté
Grignon 85-90 7-10 8-10 35-40 4-6
épuisé
Gr. épuisé 85-90 6-8 9-14 15-35 4-6
part.
dénoyauté
Pulpe grasse = 35-40 5-8 9-13 16-25 26-33

III. Utilisation du grignon d’olive
I11.1 Extraction d’huile de grignon

L’huile du grignon est obtenue par traitement aux solvants ou d'autres procédés
physiques des grignons d'olive. Elle est destinée au raffinage en vue de son utilisation dans

I'alimentation humaine ou destinée a des usages techniques (Hammadi, 2006).

111.2. Alimentation du bétail

D’une maniére générale, la digestibilité de la matiére séche et de la matiére organique
reste faible (20 a 50%) quel que soit le type des grignons, les matiéres grasses ont toujours une
digestibilite élevée (60 a 90%), les matieres azotées ont en moyenne une faible digestibilité de
I’ordre de (20 a 25%) mais trés variable et la cellulose brute a une estimée variant de (0 a 40
%). Les grignons d’olive, vu leur nature hautement lignocellulosique ont, selon Nefzaoui et al.,
(1984), une dégradabilité tres lente et les valeurs maximales atteintes sont trés modestes (32%
de la MS est dégradée apres une durée de séjour de 72 h dans le rumen pour le grignon tamisé
épuisé). La dégradabilité des protéines est aussi tres faible, et cela peut s’expliquer par le fait
que 75 a 90% de ’azote est lié¢ a la fraction ligno-cellulosique entrainant ainsi une tres faible
solubilité de I’azote qui n’est que de 2.3% (N soluble / % N total) pour le grignon brut, et de
I’ordre de 0.2 a 0.4% pour les grignons tamisés. De nombreuses expériences ont rapporté une
mauvaise utilisation digestive des grignons d’olive. Celle-ci pourrait avoir pour cause une

réduction de I’activité de la flore du rumen qui (mesurée par le dégagement gazeux) peut étre
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réduite de 40% suite a I’ingestion de grignon brut (Theriez et Boule, 1970) citée par (Kernou,
2015). L’ingestion des grignons épuisés tamisés se traduit par un comportement alimentaire tres
comparable a celui obtenu avec du foin haché. Ce résultat est important en soi, car malgré la
faible taille des particules alimentaires du grignon, il assure une rumination normale (Nefzaoui,
1991). La mauvaise digestibilité a savoir ; influence des matiéres grasses, certains facteurs

inhibiteurs (phénols) et la lignine.

111.3. Charbon actif

Selon Ouederni et (Gharib, 2005), les grignons d’olive peuvent étre valorisés en les
transformant, par voie thermochimique, en charbon actif et cela en utilisant de 1’acide
phosphorique comme agent d’activation. Plus récemment, la préparation des charbons actifs de
bonne qualité et développant une structure poreuse importante avec des grandes surfaces

spécifiques a partir des matériaux lignocellulosiques a été rapportée par Ounas et al., (2009).

111.4. Biocombustible

La bio -combustion représente 1’application la plus courante, le grignon d’olive est un
combustible de valeur calorique moyenne (2950 kcal/kg). Selon Nefzaoui (1991), Cette quantité
de chaleur est apporté par la coque qui représente 60% du total et qui a une valeur calorique
élevée (4000 kcal/kg).

111.5. Compostage

Le compostage est la méthode la plus utilisée pour la préparation des amendements
organiques et pour la fertilisation des sols. Il permet de détoxiquer ces résidus solides contenant
des substances phytotoxiques et antimicrobiennes a cause de la présence des phénols, des acides
gras et des acides organiques. Le produit généré par ce processus étant des dioxydes de carbone,
I’eau, les minéraux et la matiere organique décomposée. Il convient souvent pour le compostage
efficace des grignons d’ajouter d’autres déchets végétaux a savoir les feuilles, la biomasse de

taille d'olivier, les margines et les pailles de céréales (Roussos et al., 2009).

I11.6. Ingrédient des matériaux de construction

L’usage de grignon d’olive dans la fabrication de la brique constitue une percée
intéressante, comme la diminution de la masse volumique des briques, ce qu’il les rend plus
Iégeres. Il crée des pores, une caractéristique recherchée dans le but d’économiser 1’énergie car
leur présence dans les matériaux contribue a diminuer la conductivité thermique et augmente

ainsi son pouvoir d’isolation (Djadouf, 2011).
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IV. Traitement biologique
IV.1. Ensilage de grignons tamisés avec des fientes de volaille

Les essais montrent que des ensilages comportant 70% de fientes ayant été accumulés
pendant moins de 21 jours et 30% de grignons tamisés épuises se conservaient de fagon
excellente (FAO, 1984).

111.3.2. Traitement enzymatique

Dans le but de modifier la structure des fibres et améliorer la qualité sensorielle du
grignon d’olive pour son incorporation dans un produit de boulangerie, des préparations
commerciales d’enzymes ont été utilisées : Viscozyme L, un complexe multi enzyme
hémicellulase/ cellulase et Olivex qui contient, principalement des activités pectinolytiques
aussi bien que plusieurs activités secondaires, hémicellulase et cellulases. Ces traitements ont
causés des changements dans le contenu des fibres. Des expériences de cuite de pain ont montré
que la substitution de 10% de la farine de blé par grignon d’olive modifié par voie enzymatique,
a conduit a une texture améliorée, comparée aux produits contenant un grignon non traité
(\Valiente et al.,1995) cité par (Moumene et Saidi, 2006).

24



o)

Matériel et méthodes




Matériel et Méthodes

Materiel et Méthodes
1-Microorganisme

La moisissure utilisée dans cette étude est Trichoderma longibrachiatum isolée au
laboratoire de Génie Enzymatique (Université Constantine 1), a partir d’échantillons de sol
collectés proche de la source thermale (Hammam Debbagh, Guelma), localisée dans le
nord-est de 1’Algérie (Février, 2007). Cette souche est identifiée au niveau du laboratoire

DSMZ (Deutsche Sammlung VVon Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) en Allemagne.

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 (Figure 5). Aprés sporulation de la moisissure, les
spores sont récupérées par addition de 10 ml d’eau 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 5 : Trichoderma longibrachiatum cultivée sur milieu PDA, aprés 3jours (a : mycélium a’ :
revers) et 6 jours (b : mycélium b’ : revers) 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- Matiéere premiére

Le grignon d’olive est la matiére premiere principalement utilisée, comme substrat de
fermentation, dans cette étude. Il nous a été gracieusement fourni par une huilerie moderne a
ELkennar (Jijel). Il est issu d’une extraction a systéme continu. Aprés séchage du grignon
d’olive brut pendant un mois a I’air libre, celui-Ci a été tamisé pour séparer les débris de coque

de la pulpe et obtenir un grignon d’olive tamisé.

2-2- Conduite de la fermentation solide

La production des enzymes recherchées est réalisée dans des erlens-meyers de 250 ml a
raison de 10 grammes de substrats par erlens, imbibés par une solution starter (agent
humidifiant) (Annexe 2). Les milieux sont homogénéisés a 1’aide d’une tige en verre puis les
erlens-meyers sont bouchés avec du coton carde, recouverts avec du papier aluminium et
autoclavés a 120°C pendant 20 minutes. Apres refroidissement, les erlens-meyers vont servir
pour I’étude de I’effet des parameétres suivants sur la production des enzymes cellulolytiques
(papier filtre et endoglucanase) :
*Le taux (pourcentage) d’humidité ;
*Le temps (durée) d’incubation ;

*La température d’incubation et le taux d’inoculum.

2-2-1-Effet du taux (pourcentage) d’humidité sur la production des enzymes

L’étude de I’influence du taux d’humidité sur la production des enzymes, dont le but est
de déterminer le pourcentage d’humidité qui permet de mesurer le maximum des activités
enzymatiques. Pour cela, les erlens meyers contenants le milieu de production (grignon d’olive),
sont imbibés (humidifiés) par la solution de 1’agent humidifiant a différents pourcentages. La
gamme des taux d’humidité étudiée est : 40%, 50%, 60%,70% et 80%. Le contenu de chaque
erlen doit étre bien mélangé a I’aide d’une tige. Apres stérilisation et refroidissement, les erlens
sont inoculés avec une suspension de spores a raison de 2.107 spores par gramme de substrat,

puis incubés a 30°C pendant 6 jours.

2-2-2- Cinétique de production des enzymes par Trichoderma longibrachiatum
Le suivi cinétique de la production des enzymes est effectué en erlens meyers préparés avec un
milieu de production humidifi¢ a 50% par ’agent humidifiant (le meilleur pourcentage obtenu).

Apres stérilisation, refroidissement et inoculation avec une suspension de spores a raison de
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2.107 spores par gramme de substrat, les erlens sont ensuite incubés a 30°C pendant 5 jours.
Des prélevements sont effectués chaque jour afin de mesurer les activités enzymatiques, ce qui
permet d’établir leurs cinétiques en fonction du temps et de déterminer le meilleur temps de

production.

2-2-3-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 contenant du grignon d’olive humidifié a 50%, avec une suspension de spores a raison
de 2.107 spores par gramme de substrat. Le contenu de chaque erlen meyer doit étre bien
mélangé a 1’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 (meilleur temps de
production). 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 1,5.107 et 2,5.107 spores par gramme de substrat.

Toutes les expériences effectuées pour I’étude de ces paramétres, sont réalisées en duplicate.

3- Mesures et dosages effectués apres fermentation

A la fin de la fermentation, une quantité connue (2.59) de substrat fermenté est mélangée avec
50 ml de solution tampon citrate 0.1M, pH 4.8 (Annexe 3). Aprés broyage a 1’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 l’extrait enzymatique) est utilisée pour le dosage des activités
enzymatiques (papier filtre et endoglucanase). Les expérimentations sont réalisées en triplicate. Le
surnageant est conservé a 4 °C jusqu’a utilisation.

3-1- Dosage des activités cellulolytiques

» Activité papier filtre(APF) : est utilisée pour déterminer I’activité totale dans un
complexe cellulasique selon la méthode de Ghose (Ghose, 1987) dont le principe est basé sur
la mesure du pouvoir réducteur des sucres libérés (lors de 1’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 cm), incubés a 50°C pendant 60 minutes.

27



Matériel et Méthodes

» Activite 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¢é des sucres réducteurs libérés de 1’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 4).

* [’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 0.0167 mol/L (Figure 6). L’activité enzymatique est
calculée en Unité par gramme de matiere seche (U/qg).

Une unité de I’activité enzymatique est définie par la quantité d’enzyme qui libére une
micromole d’équivalent glucose (lorsque le glucose est utilisé comme étalon sucre réducteur)
par minute et par millilitre, & 50°C, pH 4,8. Le blanc est préparé de la méme fagon, sans

I’addition de substrat. Chaque dosage est effectué en triplicate.

0.6 y = 95,897x
R? = 0,0997 P

0,5 /
0,4 /
0:3 /‘/
0.2 /
0,1
0 / . . . . .
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006
Concentration glucose (mole/L)

Absorbance a 540 nm

Figure 6 : Courbe étalon de glucose pour le dosage des activités papier filtre et endoglucanase.
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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 consommeée. 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 aprés dessiccation par rapport a la masse initiale.

D’une part, la maticre totale et la maticre 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 parametre permettant

I’amélioration de la croissance du champignon et/ou de la production de la molécule recherchée.
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Résultat et discussion
Dans cette partie, on présente I’influence du pourcentage de I’humidité du substrat de
fermentation et le suivie cinétique de production des enzymes, ainsi que, ’effet de la

température d’incubation et du taux d’inoculum sur la production des enzymes recherchées.

1-Détermination du taux d’humidité optimal

Les résultats de la production des enzymes en fonction du taux d’humidité sont présentés
dans la figure 7. Ils montrent que le pourcentage optimal d’humidité correspond a 50%. A ce
taux, les activités enzymatiques papier filtre (APF) et endoglucanase sont mesurées a leurs
valeurs maximales de 16.38 U/gds et 45.41 U/gds, respectivement. Au-dela de ce taux, on note
une diminution progressive des deux activités jusqu’a atteindre leurs valeurs faibles a 80%

d’humidité (13.90 U/gds et 19.86 U/gds, respectivement).

B APF( U/gds)
m Endo( U/gds)

o
B
%
o
[MEN

o

o

Activités edqglucangse et APF (Lj/gds),
o

0
0
0
40% 50% 60% 70% 80%
Humidité (%)

Figure 7 : Effet du pourcentage de I’humidité du substrat sur la production des enzymes papier filtre
(APF) et endoglucanase, aprés 6 jours de culture a 30°C. Les résultats sont exprimés en valeurs
moyennes +écarts- types. N=3.

Notre résultat est en parfait accords avec celui obtenu par Vu et al., (2011) qui ont
rapporté une teneur en humidité de 50% pour une production importante en cellulase (76,6 U /
g) par le mutant Aspergillus sp. SU 14 cultivé sur son de ble.

Pour d’autres auteurs par contre, les teneurs en humidité maximales sont supérieures a
50%. Raimbault et Alazard, (1980) ont rapportés un rapport substrat / humidité de 1: 3 sous

FMS en utilisant le son de blé comme substrat. De méme, Latifian et al., (2007) ont obtenu une
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activité maximale de la cellulase par T. reesei a une teneur en eau de 70% sous SSF en utilisant
le son de riz comme substrat. Aussi le taux de 70% est décrit par Leghlimi et al., (2017) pour
la production de cellulases par Trichoderma longibrachiatum cultivée sur son de blé. Singhania
et al., (2006) ont rapportés un rendement maximum de l'activité du papier filtre produite par

Trichoderma reesei NRRL 11460 a 66,4% en humidité initiale de la bagasse de canne a sucre.

Par ailleurs, I’humidité initiale du milieu est un facteur critique en FMS car c’est elle
qui determine la croissance microbienne et le rendement en produit (Gervais et Molin, 2003).
Des taux d’humidité faibles ou élevés affectent largement les activités métaboliques des
cultures et par conséquent, la synthese des produits. Dans les cultures solides fongiques et
bactériennes, des niveaux d’humidité inférieurs peuvent conduire a une réduction de la
solubilité des éléments nutritifs, un faible degré de gonflement des substrats et une tension d’eau
plus élevée dans les substrats solides (Gervais et Molin, 2003; Lazim et al., 2009). Les teneurs
en humidité élevées peuvent provoquer une diminution de la porosité, ce qui interfére avec le
transfert de 1’oxygene ainsi que la perte de la structure des particules et la réduction du volume
de gaz. De plus, elles diminuent les échanges gazeux et augmentent la formation du mycélium
aerien (Sandhya et al., 2005 b; Murthy et Naidy, 2010).

2-Suivi cinétique de la production des enzymes

La production des enzymes APF et endoglucanase par Trichoderma longibrachiatum
est représentée dans la figure 8. Les activités enzymatiques sont détectées dans I’extrait de la
culture dés le premier jour. Durant les premiéres 24 h, les activités mesurées sont faible, cela
indique que les spores sont métaboliqguement dormantes et que la dégradation du substrat ne

peut avoir lieu qu’apres la germination (Assamoi et al., 2009).
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Figure 8 : Profiles cinétiques de production des activités papier filtre(APF) (a) et endoglucanase (b)
par Trichoderma longibrachiatum.

Le profil cinétique montre que la production maximale des enzymes est obtenue apres
3 jours de fermentation, aussi bien pour 1’activité papier filtre (7.14 U/gds) que pour I’activité
endoglucanase (16.14 U/gds). Au-dela de 3™ jours, la production subite une diminution
importante pour les deux activités, soit 2.67 U/gds d’APF et 9.38 U/gds d’endoglucanase au
bout du 5°™ jour. Résultat similaire a celui obtenu par Leghlimi et al., (2017), ot le maximum
des activités APF et endoglucanase produites par Trichoderma longibrachiatum est obtenu
apres 3 jours de fermentation sur son de blé. Par contre, une durée d’incubation de 4 jours est
décrite pour la production de cellulase d’Aspergillus niger KK2 (Kang et al., 2004) et
d’Aspergillus Phoenix (Dedavid et al., 2008). Les résultats obtenus par notre souche sont
comparable aux travaux de Prasanna et al., (2016), ou un maximum d’endoglucanase est obtenu
au bout de 3 jours de fermentation sur un milieu solide a base de déchet de datte, par la
moisissure Penicillium sp, qui a montré que la quantité d’endoglucanase produite par cette
souche (4.3U/g) est largement inférieure a celle obtenue par notre souche. Cependant, 1’activité
papier filtre (9.52U/g) obtenue dans ce travail dépasse légerement celle produite par notre

souche.

En effet, les durées de fermentation assez longues n'ont pas été explorées car elles ont
été jugées insignifiantes sur le plan commercial. De ce fait, la durée de la période d'incubation
est une préoccupation majeure pour le développement d'un processus de production de cellulase
commerciale (Abdullah et al., 2016), elle est affectée par plusieurs facteurs y compris la
présence de différents ratio de cellulose amorphe et cristalline dans les substrats utilisés (Ogel
et al., 2001).
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3-Effet de la température d’incubation sur la production des enzymes

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 la figure
9.
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Figure 9 : Effet de la température d’incubation sur la production des activités papier filtre (a) et
endoglucanase (b) par Trichoderma longibrachiatum, apres 3 jours de culture. Les résultats sont
exprimés en valeurs moyennes técarts- types. N=3.

Les résultats présentés dans la figure 9, 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 4.9 U/gds

pour ’APF et 15.41 U/gds pour I’endoglucanase. Cette température sera retenue pour la suite
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de notre étude. La production des enzymes est aussi appréciable a 28°C et a 37°C. Pour ’activité
globale papier filtre, les valeurs de 4.39 U/gds, 3.14 U/gds sont mesurées respectivement a 28°C
et a 37°C. De méme, I’activité endoglucanase est évaluée a 28°C et a 37°C dont les valeurs
respectives sont : 13.76 U/gds, 12.77 U/gds. Quant a 44°C, la production des enzymes s’avere
trés faible, les valeurs respectives de 3.07 U/gds et 8.88 U/gds sont mesurées pour les activités

papier filtre et endoglucanase.

La température est I'un des facteurs les plus difficiles a réguler en fermentation en milieu
solide. La faible conductivité thermique de I’air (en comparaison de celle de I’eau), des supports
et ’absence d’eau libre limite le transfert de chaleur et son ¢élimination favorisant ainsi une
élévation de la température au-dessus de la température d’incubation. La température est un
facteur critique, joue un role prépondérant sur la croissance, la germination, la sporulation et le

métabolisme des moisissures affectant ainsi la biosynthése des enzymes (Raimbault, 1983).

Nos résultats corrobore ceux de Sindhu et al., (2009) qui indiquent qu’une meilleure
production d’enzymes cellulolytiques et amylolitiques par les micromyceétes est obtenue sur

une gamme de température de 30°C a 45°C, avec une production optimale a 35°C.

Par contre, 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.

4- Effet du taux d’inoculation

Une gamme des taux d’inoculum (spores/gramme de substrat) : 1.5x 10 7,2 x 107 et 2.5
x 107, est testé a 30°C pour comparer la production des enzymes a différentes concentrations
en inoculum, aussi pour déterminer le taux d’ensemencement optimal adéquat pour la

production maximale des enzymes. Les résultats sont présentés dans la figure 10.

34



Résultat et discussion

Activité papier filtre APF (U/gds)

1.5x107 2x107 . 2.5x107
Taux d'inoculum (spores/gds)

18
- 15.41 |—|
= b
% 16
S 14
2
s 12
<
2 10
B g -
e 4.78 5.08
S 6
)
Z 4
5
< 2 -

0 -

1.5x107 2x107 2.5x107

Taux d'inoculum (spores/gds)

Figurel0 : Effet du taux d'inoculum sur la production des activités Papier filtre (a) et endoglucanase
(b) par Trichoderma longibrachiatum, aprés 3 jours de fermentation. Les résultats sont exprimés en
valeurs moyennes técarts- types. N=3.

L’examen de la figure 10, 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
cellulolytique mesuré a 4.9 U/gds pour I’APF et 15.41 U/gds pour I’endoglucanase. Par
ailleurs, on note une Iégére diminution pour 1’activité papier filtre avec les autres concentrations
en spores. A savoir, le taux 1.5 x 10’spores/gds donne 3.44 U/gds et 3.7 U/gds avec le taux 2.5
x 107 spores par gramme de substrat. Par contre, on enregistre une forte diminution de ’activité

endoglucanase, dont les valeurs respectives 4.78 U/gds et 5.08 U/gds sont mesurées.
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Cependant, une concentration de 3 x 107 spores/gds correspond & une dose optimale
pour initier une bonne croissance (Roussos et Raimbault, 1982). Aussi, un taux de 2 x 108
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 concentré 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 I’activité métabolique (Haiyan et al.,

2010)
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Conclusion

Dans le cadre du travail effectué concernant la production de cellulases par le champignon
filamenteux Trichoderma longibrachiatum provenant de sol d’un milieu extréme (sol proche
de sources thermales) cultivée sur grignons d’olive. L’effet du pourcentage d’humidité (40%,
50%, 60%, 70% et 80%) est étudié. Le suivi des profils cinétiques de la production des enzymes,
ainsi que I’influence de la température (28°C, 30°C, 37°C et 44°C) et du taux d’inoculum
(1.5x107, 2x107 et 2.5x107 spores par grammes de substrat) sur la production des enzymes APF

et endoglucanase, est établi.

Le maximum de production est observé pour les activités APF et endoglucanase
(16.38U/gds et 45.41U/gds, respectivement) a un pourcentage d’humidit¢é de 50%. La
fermentation a donné une production maximale des activités APF et endoglucanase (5.68U/gds
et 13.32U/gds, respectivement) apres trois jours de fermentation. La souche utilisé
Trichoderma longibrachiatum a pu donner une production maximale pour les deux activités
papier filtre et endoglucanase (4.78U/g et 15.41U/g respectivement) a une température de 30°C.
Le taux d’inoculation 2 x 10’spores/gds permet d’obtenir le maximum de production des

activités papier filtre et endoglucanase (4.78U/g et 15.41U/g, respectivement).

D’apres ces résultats on peut considérez les grignons d’olive comme un déchet
agroalimentaire d’importance industrielle, que I’on peut utiliser pour produire de la cellulase et

méme d’autres métabolites a intérét industrielle.

Enfin ces résultats sont encourageants et ouvrent de nouvelles perspectives :

» Optimisation des parameétres de la production de la cellulase : concentration de différents

éléments nutritifs (sources carbonées et azotées) ;
» Caractérisation des enzymes produites : pH, température et stabilité thermique ;

> Purification de la cellulase produite si elle est destinée a des usages pharmaceutiques.
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ANnexes




Annexe 1 : Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

+ Extrait de pomme de terre

£ GlUCOSE. ...\ 20g

T AQAT. o, 20g

£ Baudistillée.............ooooiiiiiiiii 1000ml
pH=5

e Stérilisation a 120°C pendant 20 minutes

= Préparation de I’extrait pomme de terre

200g de pomme de terre non pelées vieilles sont lavés et coupes en petites des ensuite mis dans
un litre d’eau distillée et portés a ébullition pendant 1heure, ils sont enfin écrasés puis filtrés.
Le filtrat obtenu représente I’extrait de pomme de terre.

= Préparation du milieu de culture

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

Annexe 2 : Agent humidifiant

e GlUCOSE. .. ..o lg

+ Sulfate d’ammonium......................ooeeinnn... 0.92¢
+ Tartrate double Na, K .....................ccoa. 0.92g
£ Eau distillée........coovviiiiiieeccecceeeeei 100ml

Dissoudre 1 g de glucose, 0.92 g de sulfate d’ammonium et 0.92 g de tartrate double Na, K
dans 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 complete.
Annexe 3 : Tampon citrate 0.1M, pH 4.8

£ Acide citrique (0.IM)........oooiii i 23g
+ Citrate de sodium (0.1M)..........coooiiiiiiiia, 58.8g
+ Eau distillée
Protocole :
-1000 ml acide citrique (0.1M) : 23g acide citrique dans 1000 ml d’eau distill¢e.
- 2000 ml citrate de sodium (0.1M) : 58¢g citrate de sodium dans 2000ml d’eau distillée.
-Titration a I’aide d’un pH métre (préalablement étalonné) jusqu'a pH 4.8. La solution

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



Annexe 4 : Réactif DNS (acide dinitrosalicylique)

Dissoudre 1g de DNS dans 20 ml de NaOH (2N) et 50 ml d’eau distillée (NaOH (2N) : 89
NaOH dans 100 ml eau distillé).
Ajouter 30g 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 (Miller, 1959).
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