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1- Introduction

Des millions de tonnes de biomasse lignocellulosiques sont rejetés chaque année sous forme
de déchets solides agro-industriels et forestiers sans traitements appropriés, ce qui engendre la
prolifération de parasites et la pollution de 1’environnement en général (Zha et al., 2012; Dar
et al., 2013; Ang et al., 2015). La biomasse ligno-cellulosique représente une des ressources
renouvelables la plus abondante sur terre, et certainement une des moins codteuses. Cette
derniere est composée essentiellement de trois polyméres a savoir : la cellulose,
I’hémicellulose et la lignine. La teneur en ces constituants varied’une espéce végétale a une
autre. En effet, Les hémicelluloses, représentent environ 20 & 40 % de la biomasse végétale. et
constituent le second polymere naturel et le plus abondant sur terre apres la cellulose
(Coughlan, 1992; Privas, 2014).

En 2010, représentait la premiere forme d’énergies renouvelables et la quatrieme source
d’énergies primaires consommeées dans le monde (10,0%) apreés le pétrole (32,4%), le charbon
(27,3%) et le gaz naturel (21,4%) (Key World Energy Statistics, 2012).

L'hydrolyse biologique dela biomasse lignocellulosique nécessite des réactions synergiques
entre les enzymes ligninolytiques, cellulolytiques et hemicellulolytiques pour la dégradation
compléte de cecomplexe (Woiciechowski et al., 2013; Ang et al., 2015). Le prétraitement de
la biomasse lignocellulosique est nécessaire, car les enzymes ne peuvent pas accéder aux
polysaccharides a cause de leur taille, d’une part, et d’autre part, en raison de la couverture

des polysaccharides par la lignine (Watanabe, 2013).

De nombreux microorganismes s’impliquent dans I’hydrolyse biologique, les moisissures
disposent des potentialités d’applications biotechnologiques trés étendues, grace a une
dissémination efficace, une croissance rapide et un arsenal enzymatique tres développé, due a
un patrimoine génétique particulier qui explique leur grande capacité d’adaptation (Leveau et
Bouix, 1993). Les Ascomycetes qui sont des moisissures filamenteux retrouvés partout dans la
nature jouent un role essentiel dans le recyclage des matiéres organiques en puisant leur
énergie a partir des sources carbonées externes (Chabasse et al., 2002; Moore et al., 2011; Li
et al., 2014).

Les principales enzymes capables de dégrader les hémicelluloses sont des hydrolases

nommées hémicellulases. Dans le cas des xylanes, c’est la xylanase. En raison de la
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complexité structurale des xylanes, leur dégradation compléte implique tout un systeme
xylanolytiqgue comprenant une variété d’enzymes, dont les unes hydrolysent la chaine
principale et les autres clivent les liaisons entre les substituants et les résidus xylose de la
chaine principale (Puls et Schuseil, 1993;Ferreira, 2008).

L’objectif principal du présent travail vise a étudier la production de xylanase (hémicellulase),
par une souche de moisissure xylanololytiques du genre Aspergillus sp. Et ce, dans le but de

valoriser la biomasse lignocellulosique.

Pour ce faire, plusieurs informations concernant la biomasse lignocellulosique, les enzymes
xylanases (hémicellulases) et les moisissures productrices de cette enzyme sont développés
(revue bibliographique). L’¢tude expérimentale et la partie résultats sont scindées en deux
grandes parties; la premiére est consacrée a 1’étude des aspects macroscopiques et
microscopiques de la souche en question, alors que la deuxieme partie a concerné la
production de ’enzyme Xxylanase par cette souche sur deux milieux I’'un synthétique et I’autre
naturel (& base de I’Alfa). Les résultats ont fait I’objet d’une discussion approfondie pour

comparer nos résultats a ceux, déja, développés par des travaux antérieurs. Le mémoire se

termine par une conclusion qui ouvre des perspectives de recherche sur le theme étudié.
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2- Revue bibliographique

2.1- Biomasse lignocellulosique

La biomasse lignocellulosique est une matiére organique, constituée principalement, de trois
polyméres a savoir ; la cellulose, I’hémicellulose et la lignine en proportions variables. En
effet, La cellulose est de ’ordre de 40 a 60 %,’hémicellulose est de ’ordre de 20 a 40 %,
enfin, la lignine est de ’ordre de 10 a 25 % (O’Donohue, 2008). D'autres matériaux tels que
les pectines et les protéines peuvent étre trouvés en petites quantités (Mathew et al., 2008;
Dashtban et al.,, 2009). A [lintérieur de la biomasse lignocellulosique (figurel), ces
macro¢léments s’entremélent et forment une structure tridimensionnelle complexe et trés
résistante, maintenue par des liaisons hydrogénes et des liaisons covalentes, qui résistent aux

attaques de phytopathogénes en conférant de la rigidité aux plantes (Saidi, 2011).

Lignine

Hémicellulose

Cellulose

Figure 1Structure de la biomasse lignocellulosique (Shleser et al., 1994).

2.1.1- Cellulose

La cellulose est le composant principal de la biomasse lignocellulosique. C'est le biopolymere
le plus abondant sur Terre. Il s'agit d'un homopolymeére linéaire constitué d'unités de glucose
liées entre elles par des liaisons -1,4 glycosidiques au sein de structures cristallines appelées
microfibrilles. Ces chaines peuvent étre liées les unes aux autres par des liaisons hydrogéne,
des interactions hydrophobes et des forces de van der Waals (Dashtban et al., 2009). Les
microfibrilles peuvent étre empilées les unes sur les autres pour créer une structure cristalline

trés récalcitrante (figure 2) (Liu et al., 2011).
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OH 0 OH 0

OH n OH

Figure 2 Représentation de la molécule de cellulose (Mazza, 2009)

2.1.2-Lignine

La lignine est la troisieme composante majeure de la biomasse lignocellulosique et la
composante principale de I'espace intercellulaire (figure 3). Elle est considerée comme une
macromolécule réticulée composée principalement de trois alcools aromatiques: I'alcool p-
coumarylique, I'alcool coniférylique et l'alcool sinapylique (Dashtban et al., 2009). C'est la
matiére la plus récalcitrant de la biomasse lignocellulosique (Raulo, 2016). Son role est de
renforcer la structure de la paroi pour lui donner de la rigidité et agisse ainsi comme

protecteur contre les enzymes dégradant la paroi cellulaire (Dodd et Cann, 2009).

Jr—~° ¢ — -
sl 1 Y “Ao M_g
i “ :~A : _,-*"» Cellulose-\ ﬁ ’ oo %j

o /l o4
"o l o [ B s32
o l o "o, - O o - -
l\v' A om ..gr'j‘ ~‘I \ o 50 P
L. o I ] o — ol 09 o~
L \ B MeO -
° °
\g{,mou.
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Figure 3 Structure de la lignine (Mussatto et al., 2012).
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2.1.3-Hémicelluloses

Les hémicelluloses sont des hétéropolysaccharides (sucres majoritaires), complexes, linéaires
ou ramifiés de faible Degré de Polymérisation (DP) (entre 150 et 200) (Mirande, 2009;
Chauve, 2011). Alors que, les homopolysaccharides sont des hémicelluloses minoritaires, a
savoir les xylanes, les glucanes et les mannanes (Joseleau, 1980). Le xylane représente le
sucre le plus abondant des hémicelluloses et constitue par des monomeéres de xylose (Juhasz
et al., 2005; Seiboth et Metz, 2011). Les hémicelluloses sont liées a la lignine, formant une
structure tres rigide par les groupes acétyles hémicellulosiques (figure 4)(Dodd et Cann,
2009).

Les hémicelluloses sont synthétisées a partir de nucléotides-sucre par des Glycosyl
Transférases (GTs), localisées dans les membranes de Golgi et transportées a la paroi par des
vesicules secrétoires (Wertz, 2011). La majorité des enzymes impliquées dans la synthese de
polysaccharides hémi-cellulosiques sont des protéines membranaires intrinséques (Somerville
et al., 2004). Les hémicelluloses sont trés hydrophiles et se dégradent assez facilement par des

traitements acides ou alcalins (Dashtban et al., 2009).

Arabinofuranose

Xylose units |

Glucuronic acid

Glucuronic acid

Figure 4 Structure hypothétique d’un hémicellulose (Mussatto et al., 2012).

Les differents hétéropolysaccharides qui constituent I’hémicellulose sont présentés dans le
tableau 1(Joseleau, 1980).
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Tableau 1Groupes d’hémicellulose de la paroi végétale

Groupes Hémicelluloses Type de liaisons dans la
chaine principale
Xylanes Arabinoxylanes 4-O-méthyl B (1-4)
glucoronoxylanes
Galactoarabinoxylanes
Hétéroxylanes complexes
Mannanes Galactomannanes B(1-4)
Glucomannanes
Galactoglucomannanes
Galactanes acides de Galactanes B (1-4) et B (1-6)

Arabinogalactanes

Glucuronoarabinogalactanes

p(1-3)et B (1-6)

Glucanes

Glucanes

B (1-6) et B (1-4)

2.1.3.1- Xylanes

La structure de base des xylanes est représentée par un squelette linéaire d’unités de xylose

reliées entre elles par des liaisons B-(1-4) et le degré de polymérisation se situe entre 100 a

200 unités de xylose (Béguin et Aubert, 1994). Ces liaisons portent la plupart du temps des

ramifications monomériques de type D-xylose, L-arabinose, D-mannose, D-glucose, D-

galactose et de I’acide glucuronique. Selon la nature de ces substituant, ces polyméres sont

appelés arabino-xylanes, galacto-xylanes, glucurono-xylanes (Seiboth et Metz, 2011). La

structure du xylane comporte diverses chaines latérales telles que les groupements acétyl-

arabinofuranosyl et méthyl-glucuronyl sur les quelles viennent se greffer des composés

aromatiques (acide ferulique et acide para-coumarique) (figure 5)(Georis et al., 2000 ; Dodd
et Cann, 2009 ; Knob et al., 2010).
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Figure 5 Structure de xylane (Haberre, 2014).

2.2- Principaux déchets et coproduits lignocellulosiques

Les déchets lignocellulosiques sont produits en grandes quantités par les différents secteurs
comme la foresterie, la papeterie, 1’agriculture et 1’agroalimentaire, en plus de divers déchets
ménagers (tableau2). L’accumulation de grandes quantités de cette biomasse dans la nature
constitue une source de pollution organique qui nuit a I’environnement (Howard et al., 2003).
Les déchets issus de différents secteurs représentent le potentiel le plus important en biomasse
et constituent actuellement un enjeu considérable, compte tenu de leur niveau de production

¢levé et de leur impact sur I’environnement (Yuan et al., 2008).

Tableau 2 Composition chimigue et production mondiale des principaux déchets Ligno-
Cellulolytiques (L.C) (Dashtban et al., 2009; Moore et al., 2011).

Production
Composition (%) mondiales
(tonne/an)
Résidus Cellulose Hémicellulose Lignine _
Bagasse de 317-380.10°
canne & sucre 32-44 27-32 19-24 (2005)
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Paille de blé _ ) i 154-185. 10°
29-35 26-32 16-21 (2006)
6
Paille d’orge 31-34 24-29 14-15 35(’;(‘)%61)0
. : 157-188.10°
Paille de riz 31 24 18 (2005)
Résidus de 13.2 14.8 14 13-15.106(2007)
banane
Rafle de mais 159-191.10°
45 35 15 (2005)
Coque 6
Farachide 45-55 25 28-30 9.5.10° (2011)
Noyaux de 42 17.5 11 938.10% (2011)
datte
Pulpe de café 40-55 25-40 18-30 _
Papier journal
35 46.3 18.8 _

La biomasse lignocellulosique est répartie en deux grandes catégories ; la biomasse humide et
la biomasse seche (Didderen et al., 2008).

2.2.1- Biomasse humide

La biomasse humide Regroupe les coproduits des industries agroalimentaires et les déchets
d’origine agricole. Les principaux coproduits sont la paille des céréales, rafles et épis de mais,
balles de riz et d’avoine, son de blé et de riz, bagasse de canne a sucre, bagasse de manioc,
différents tourteaux des graines et fruits oléagineux ( soja, arachide, Coprah), pulpes de fruit,
etc (Mussatto et al., 2012).

2.2.2- Biomasse séche

La biomasse séche regroupe le bois et ses sous produits mais également les sous produits de

I’industrie papetiere et les déchets ménagers (Didderen et al., 2008).
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2.2.3- Valorisation de I’Alfa comme déchet lignocellulosique

Les différentes exploitations industrielles des végétaux entrainent souvent la formation de
quantités considérables de déchets lignocellulosiques, nommés déchets de biomasse. La
valorisation de ces déchets implique leur bioconversion en énergie ainsi que d’autres
bioproduits (Eloutassi et al., 2014).

Dans le présent travail I’Alfa a été utilisée comme déchet solide lignocellulosique de
fermentation afin de produire la xylanase (hémicellulase).

L’Alfa est une herbe vivace typiquement méditerranéenne, qui est caractérisée par sa structure
hétérogéne, et est constituée principalement de cellulose (40 % — 50 %), de lignine (17,71 % —
24 %), d’hémicellulose (22,15 % — 28 %) et de 5% de cire (Paiva et al., 2007; Bouiri et
Amrani, 2010). Par ailleurs, cette espéce xérophile se situe a I'Afriqgue du Nord (Rhanem,
2009). La répartition territoriale connue est présentée dans le tableau (3):

Tableau 3 Surfaces occupées par les quantités d’Alfa dans quelques pays de I’ Afrique du nord (Portail

de I’agriculture marocaine, 2002).

Pays du grands Maghreb Superficie (hectare)
Algérie 4.000.000
Maroc 3.186.000
Tunisie 600.000
Lybie 350.000

Les applications de 1’Alfa sont multiples et diversifiées a cause de ses pouvoirs calorifiques
supérieurs qui varie de 4666 Kcal/kg pour les brins 4gés de un an et de 5160 et 5163 Kcal/kg
pour les brins agés de 2 ans et de 3 ans respectivement, ce qui lui confere un usage
énergétique important sous forme de briquettes combustibles en remplacement ou d’appoint
au bois de feu (Rhanem, 2009). Aussi, I’Alfa est considéré comme une matiére premiére pour
la production de diverses enzymes tel que I’hémicellulase, la cellulase, etc. et le bioéthanol
(Semhaoui et al., 2017). Le potentiel du rendement de conversion de I’Alfa en éthanol est
élevée (10 kg de fibres d’Alfa engendre 1 litre de biocarburant (Zaafouri et al., 2016).

La classification de cette plante est présentée dans le tableau (4) :
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Tableau 4 Classification taxonomique de 1’ Alfa (Stipa tenacissima L)(Catalogue of Life, 2017).

Regne Plantae
Division Tracheophyta
Classe Liliopsida
Ordre: Poales
Famille Poaceae
Genre Stipa L
Espéece Stipa tenacissima L

2.3-Procédés de transformation et de valorisation de la biomasse

lignocellulosique

La transformation des sucres issus de la biomasse lignocellulosique permettant de produire
une variété de biomolécules d’intérét. Le glucose est le substrat majeur des micro-organismes,
notamment pour la production de certains acides tell que 3- hydroxy propionique et aspartique
(Koutinas et al., 2008). Il est également le substrat privilégié pour la synthese d'alcools,
particulierement I'éthanol, le butanol et e 1,3- propanediol (Clark et al., 2009 ; Gibbons et
Hughes, 2009 ; Girio et al., 2010; Hnain et al., 2011), Ainsi, l'utilisation de pentoses par
fermentation est moins courante, mais elle suscite de nombreuses recherches. A titre
d’exemple, l'arabinose est réduit en arabinitol (Koutinas et al., 2008). le xylose en xylitol
(Carvalheiro et al., 2007). Par ailleurs, pour maximiser les rendements, la co-fermentation des
hexoses et des pentoses a été étudiée, notamment pour la production d'éthanol (Hahn-
Hégerdal et al., 2007; Lau et al., 2010). A cet effet, L’utilisation de la biomasse
lignocellulosique comme substrat de fermentation permettant la production d'une multitude de
molécules aux applications diverses.

Les diverses voies pouvant étre mises en ceuvre pour transformer la biomasse
lignocellulosique sont: les prétraitements biologiques et les prétraitements physico-chimiques
(figure 6) (Eloutassi et al., 2014).
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Déchets Lignocellulosiques (Biomasse)
cellulose, hémicellulose, lignine et extractibles

v

La steam explosion
cellulose, pentose, hexose
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Hydrolyse acide

pentose, hexose

v

Hydrolyse enzymatique

pentose, hexose

v *

Précipitation des composés phénoliques

v

Sucres simples fermentables

Figure 6 Processus de traitement physico-chimique et biologique de la Biomasse (Eloutassi et al.,
2014).

2.3.1- Prétraitements biologiques

Il existe plusieurs microorganismes qui produisent des enzymes de degradation de la
lignocellulose, en ’occurrence les bactéries, les levures, et les moisissures (Morosoli et al.,
1986; Morales et al.,1995).

Les champignons qui sont responsables de la pourriture du bois constituent le groupe le plus
intéressant pour la production des enzymes xylanolytiques. Et ce, a cause de leur large spectre
d’activités (Bakri et al., 2003), aussi, les especes de la pourriture molle possédent des
capacités de dégrader I'hémicellulose rapidement (Moore et al., 2011). Alors que, les
champignons de la pourriture brune dégradent principalement la cellulose pour produire les
cellulases. Les pourriture blanche et molle produisent des lignines peroxydase, des polyphénol
oxydases et des laccases, capables de dégrader les lignines (Agbor et al., 2011). Malgré la
haute efficacité de ces micro-organismes pour délignifier la biomasse lignocellulosique, leur
utilisation en tant que prétraitement seul n'est pas envisageable, car les vitesses de conversion

sont trop lentes pour une application industrielle (Ochs, 2012).

I’hydrolyse enzymatique par I’utilisation des enzymes lignocellulolytiques, notamment des
xylanases, des cellulases, des mannanases, des péroxydases et des laccases peuvent étre
utilisées lors des étapes de prétraitement comme moyen d’hydrolyse de la biomasse

lignocellulosique (Ramos et al., 2004; Girio et al., 2010;You et al., 2010). Généralement, les
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enzymes, hémicellulases et les cellulases sont utilisées en complément des prétraitements

physico-chimiques, pour convertir les oligosaccharides en monomeres (Ochs, 2012).

2.3.2- Prétraitements physico-chimiques

L'étape de prétraitement physico-chimique a pour objectifs de séparer la lignine des
hémicelluloses en coupant les complexes lignine-sucres, de diminuer la cristallinité de la
cellulose et d'augmenter la porosité du matériel lignocellulosique. Ce prétraitement est réalisé
par de nombreuses techniques différentes (prétraitements acides, alcalins, auto-hydrolyse et
I'explosion a la vapeur, etc) (Kumar et al., 2009).

2.4- Enzyme : hémicellulases

Les hémicellulases est un groupe vari¢é d’enzymes hydrolysant de fagon synergique les
différentes structures composant 1’hémicellulose afin d’obtenir une dégradation compléte. Ce
sont des protéines modulaires comportant un module catalytique et un module de liaison
Carbohydrate Binding Module (CBM), facilitant 1’accrochage des enzymes aux
polysaccharides insolubles. Les hémicellulases sont présentés sous deux types; des
glycosides hydrolases, hydrolysant les liaisons glycosidiques et des carbohydrates estérases,
hydrolysant les liaisons ester des acétates ou des acides hydroxycinnamiques des chaines
latérales (Wertz, 2011).

Les similarités dans les séquences et I’hydrophobicité des acides aminés ont permis de classer
les glycosyles hydrolases en 87 famille (Henrissat, 1991; Henrissat et Bairoch, 1993 et 1996)
la plupart des xylanases connues appartiennent aux familles glycosyle hydrolase (GH10)
(figure 7) et GH11, le reste est distribué dans les familles GH5, GH8 et GH43 (Shallom et
Shoham, 2003).

Figure 7 Structure de xylanase de la famille GH10 (Collins et al., 2005).
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La plupart des enzymes qui constituent le groupes d’hémicellulases sont les xylanases (EC
3.2.1.8), les B-mannanases (EC 3.2.1.78), les arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55) et les B-
xylosidases (EC 3.2.1.37) (Musoni et al., 2015). Le xylane est hydrolysé par la xylanase en
oligoméres, qui sont ensuite dégradés en xylose par la B-xylosidase. De plus, d’autres
hémicellulases comme la mannanase et I’arabinase sont également nécessaires a la
dégradation compléte de hémicelluloses, qui dépend de sa composition chimique (Georis et
al., 2000; Bakri et al., 2003).

2.4.1- Xylanase

La xylanase est un glycoside hydrolase qui catalyse des liaisons (1-4)-p-D-xylosidiques dans
les xylanes pour libérer du xylose (Beg et al., 2001). Cette enzyme intervienne donc dans la
dégradation de I'némicellulose, l'un des constituants principaux des parois cellulaires (Polizeli
et al., 2005). Deux types peuvent distinguer I’endoxylanase et I’exoxylanase :

Les endoxylanases [-D-(1,4)-xylane-4-xylanohydrolase (EC 3.2.1.8), dégradent leurs
substrats par une attaque intramoléculaire (Moine, 2005). Alors que, Les exoxylanases -D-
(1,4)-xylane xylanohydrolase (EC 3.2.1.37) hydrolysent les polymeres de xylose par
récurrence a partir de leur extrémité non-réductrice. Les produits d’hydrolyse reflétent en
partie la spécificité de ces hydrolases et permettent ainsi de classer les xylanases selon leur
mode d’action en trois groupes :

Les endoxylanases ne libérent pas d’arabinose et hydrolysent les xylanes principalement en
xylose, en xylobiose et en oligomeres de xylose de degrés de polymérisation supérieure a 2 et
d’autres libérent du L-arabinose (figure 8) et hydrolysent les xylanes principalement en xylose
et en xylobiose et excessivement en oligomeres de xylose. Tandis que, les exo-xylanases
dégradent les xylanes et les xylo-oligosaccharides en libérant principalement du D-xylose par
les B-xylosidases (Haberre, 2014).

13
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Figure 8 Hydrolyse enzymatique des arabinoxylanes des parois cellulaires (Jamar et al., 2011).

2.4.2- Caractéristiques de xylanase
Selon Bakri et al.,
(Kulkarni et al.,

(2003),la température optimale d’endoxylanase varie entre 40 et 60 °C.

1999). La xylanase de bactéries est plus thermostables que la xylanase de

moisissures. En genéral, la xylanase de différents microorganismes est souvent stable sur une

gamme de pH 3-10 et montre un optimum de pH dans la gamme 4-7. Les points isoélectriques

varient entre 3 et 10. Elle constitue une unité protéique de poids moléculaire variable entre 8-

145 KDa. La composition en acides amines est dominee par les acides aspartique, glutamique,

glycine, sérine et thréonine (Bakri et al., 2003 ; Assamoi et al., 2009). Les caractéristiques de

certaines xylanases sont mentionnees dans le tableau (5).

Tableau 5 Caractéristiques de certaines xylanases produites par Aspergillus.

Xylanase Température pH Optimal Référence
Optimal (°C)
Microorganismes
Aspergillus kawachii - 2 (Ito et al., 1992)
Aspergillus awamori 45 4 (Kormelink et al.,
1993)
Aspergillus nidulans 62 8 (Fernandez-Espinar et
al., 1994)
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Aspergillus sydowii 60 55 (Ghosh et Nanda,
1994)
Aspergillus aculeatus 50-70 56-9 (Fujimoto et al., 1995)
Aspergillus fischeri 60 6 (Raj et Chandra, 1996)
Aspergillus fumigatus 55 55 (Silva et al., 1999)
Aspergillus niveus 55-65 555 (Betini et al., 2009)
Aspergillus ochraceus 65 5
Aspergillus niger 45 5.0 (Lietal., 2015)
Aspergillus terreus 45 5.0 (Cunha et al., 2018)

2.5- Source de xylanase

la xylanase est trés répandue dans la nature, elle est produite par des procaryotes et des
eucaryotes comme les bactéries marines et terrestres, des bactéries du rumen, des
protozoaires, des champignons, des algues marines, des escargots, des insectes et des graines
de plantes terrestres et de graines en germination (Annamalai et al., 2009; Walia et al., 2013).
Mais, les moisissures sont considérées comme des grands producteurs de nombreux
denzymes tel que; cellulases, xylanases, chitinases, amylases, protéases, et d’autres

(Braaksma et al., 2010). Parmi les genres producteurs de xylanases: Aspergillus, Neurospora,
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Penicillium, Neocallimastix, Disporotrichum, Trichoderma, Fusarium, Coniothyrium, T.
lanuginosus, etc (Kumar et al., 2017). Certaines de ces souches industrielles produisent plus
de 100 g/l de cellulases et hémicellulase (Balan et al., 2013).

2.5.1- Genre Aspergillus

La plupart des produits commerciaux cellulolytiques ou hémicellulolytiques sur le marché
sont obtenus a partir des moisissures du genre Aspergillus. Ce dernier sécréte de tres grandes
variétés d’hémicellulases qui agissent en synergie et ainsi dégradent, en mono ou
disaccharides, la totalité des polysaccharides qui les entourent (Botton et al., 1990; Shallom et
Shoham, 2003; Prevot, 2013) .

2.5.1.1- Caractéristiques et taxonomie

Les champignons du genre Aspergillus sont caractérisées par leur forme microscopiques
filamenteuses (figure 9) et se développent sur la matiere organique en décomposition (Morin,
1994; Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002). Elles présentent une croissance rapide sur les
milieux de culture classiques. La majorité des Aspergillus poussent a 22-25°C; les espéces
thermophiles se développent a 37-40°C est parfois jusqu’a 57°C (Badillet et al., 1987; Morin,
1994).

\ !I
Filament conidiophore /

Figure 9 Représentation d’une téte aspergillaire (De Hoog et al., 2000).
La classification du genre Aspergillus est réesumée dans le tableau (6)

Tableau 6Classification taxonomique d’Aspergillus (catalogue of life, 2019).

Regne Fungi

Embranchement Ascomycota

16




Revue bibliographique

Sous-embranchement Pezizomycotina
Classe Eurotiomycetes

Ordre Eurotiales
Famille Trichocomaceae
Genre Aspergillus spp.

2.6- Application des xylanases

Au niveau industriel, les enzymes sont couramment utilisées particuliérement en raison de la
specificité de leur action et des températures relativement économiques auxquelles elles
fonctionnent. Ces raisons en font des catalyseurs tres compétitifs face aux procédés chimiques
industriels classiques. Certaines enzymes sont utilisées sous forme soluble en milieu
homogene et administrées en fin de réaction, d’autres sont immobilisées sur des supports
insolubles et inertes permettant une réutilisation répéetee et la mise en oeuvre de réacteur en
continu (Haberre, 2014).

Les hydrolases constituent 75% du marché mondial des enzymes, dont, les protéases occupent
la premiére place suivies des glycosidases comme les cellulases, les amylases, et les
hémicellulases (Paés, 2005). Les xylanases trouvent des applications dans divers domaines
industriels tels que la papeterie, I’alimentation animale, la boulangerie, I’industrie du jus, etc
(Polizeli et al., 2005).

En papeterie les xylanases rendent les fibres de papier plus accessibles pour le blanchissement
chimique réduisant ainsi la consommation du chlore et le besoin en d’autres agents chimiques.
Par conséquent, la pollution de I’environnement par les effluents de 1’industrie papetiere est
considérablement réduite (Ryu et Kim, 1997).

Dans le domaine de la boulangerie, les xylanases sont utilisees comme additifs pour améliorer
la qualité et le volume du pain en provoquant une meilleure rétention de 1’eau (Harris et
Ramalingam, 2010).

Dans I’industrie du textile, le dégraissage est réalis¢ en utilisant des xylanases qui éliminent
spécifiqguement les impuretés hémi-cellulosiques, inhibant la finition, le mouillage et la
teinture, rendant la fibre textile lisse et souple. Ce procédé est meilleur que le traitement
chimique traditionnel non spécifique qui s’opere a des concentrations élevées d’hydroxyde de

sodium (Battan et al., 2012).
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Dans la pharmacologie, la production de polysaccharides actifs et des alkyl glycosides
(Collins et al., 2005).

Les xylanases sont aussi utilisées en combinaison avec d’autres enzymes, et en particulier
avec d’autres hydrolases, mais aussi avec des protéases, oxydases, isomérases. L’objectif est
de développer I’exploitation de la biomasse végétale (Assamoi et al., 2009) pour produire
I’énergie renouvelable (bioénergie) (Collins et al., 2005; Saidi, 2011).

2.7- Fermentation

La fermentation a été largement utilisée pour la production d'une grande variété de substances
extrémement bénéfiques pour les individus et de l'industrie. Au fil des ans, les techniques de
fermentation ont acquis une importance considérable en raison de leur co(t économique et
avantages environnementaux. Les techniques anciennes ont été modifiées et affinées pour
optimiser la productivité. Cela a aussi impliqué dans le développement de nouvelles machines
et processus. Deux grandes techniques de fermentation sont apparues a la suite de ce
développement rapide: la fermentation submergée et la fermentation a I'état solide
(Subramaniyam et Vimala, 2012). La fermentation est la technique de conversion biologique
de substrats complexes en composés simples par divers des microorganismes tels que des
bactéries et des champignons. Dans le cadre du cours de cette dégradation métabolique, ils
libérent également plusieurs composés supplémentaires en dehors des produits habituels de
fermentation, comme le dioxyde de carbone et [lalcool. Celles-ci des composés
supplémentaires sont appelés métabolites secondaires. Les métabolites secondaires vont de
plusieurs antibiotiques a peptides, enzymes et facteurs de croissance (Balakrishnan et
Pandey, 1996 ; Robinson et al., 2001; Machado et al., 2004).

2.7.1- Fermentation a I'état solide (FS)

La fermentation solide (FS) utilise des substrats solides, comme le son de blé, la paille de blé,
etc. La fermentation des substrats solides est opérée pour des périodes tres longues. Cette
méthode est la meilleure pour les techniques de fermentation impliquant des champignons et
des micro-organismes qui nécessitent moins d’humidité. Cependant, il ne peut pas étre utilisé
dans les processus de fermentation impliquant des organismes qui nécessitent activité de I'eau
(aw), élevée, tel que des bactéries (Babu et Satyanarayana, 1996).

2.7.2- Fermentation submergée / Fermentation Liquide (FL)

La fermentation liquide (FL) utilise des substrats liquides a écoulement libre, les composés
bioactifs sont sécrétés dans le bouillon de fermentation. Cette technique de fermentation est la

mieux adaptée pour des micro-organismes tels que des bactéries nécessitant une humidité
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élevée. Un avantage supplémentaire de cette technique est que la purification des produits est

plus facile. la FL est principalement utilisée dans I'extraction des métabolites secondaires qui

doivent étre utilisé sous forme liquide (Subramaniyam et Vimala, 2012).

Le tableau (7) montre une comparaison entre les deux types de fermentations

Tableau 7 Comparaison entre fermentation solide et liquide (Raimbault et Alazard, 1980; Assamoi et

al., 2009).

Facteur

Fermentation solide (FS)

Fermentation liquide(FL)

Substrat

Polymere insolubles

Substrats solubles (sucres)

Eau

Consommation limitée de

I’eau ;(aw faible)

Des grands volumes d’eau

sont consommés (aw élevée)

pH et Température

Contrdle aléatoire et
transfert difficile de la

chaleur

Contréle facile

Aération (O.)

Aération facile et diffusion

rapide de I’oxygeéne

Faible solubilité de 1’(O2)

dans ’eau

Fermentation

Fermentation (mode batch)

Fermentation mode batch fed-

batch et continu)

Contamination

Risque de contamination,
notamment par des especes

de moisissures

Risque de contamination
élevée par les especes

microbiennes

Demande énergétique

Besoin énergétique faible

Consommation élevée

d’énergie

Biomasse

Inséparable du substrat

Facilement séparable

Produit

Concentré

Tres dilué
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3- Matériel et méthodes

La présente étude a été réalisée au niveau du laboratoire de Mycologie, de Biotechnologies et
de I’Activité Microbienne (LaMyBAM), Université des Fréres Mentouri, Constantinel). Elle
rentre dans le cadre de la valorisation de la biomasse ligno-cellulosique. En effet, la souche
Aspergillus sp (S3) (fournie par le méme laboratoire cité au-dessus), a été caractérisee pour
ses performances de production de xylanase et ce, sur deux milieux différents, en
I’occurrence : un milieu synthétique a base de xylane et un deuxiéme naturel a base de I'Alfa

Algérienne (Stipa tenascissima).
3.1-Caracteres culturaux et morphologiques de la souche(S3)

3.1.1- Observation macroscopique

L’étude de I’aspect macroscopique consiste en une observation a I’ceil nue des différents
caractéres phénotypiques des souches tels que la taille, la texture, la couleur de la colonie et la
vitesse de deéveloppement sur des milieux de culture riches et appropriés pour le
développement des moisissures (Camille, 2007). Dans le présent travail, le milieu Yeast-

Peptone-Glucose-Agar (YPGA) a ete utilise pour effectuer cette observation (Annexe 1).

3.1.2- Observation microscopique
L’observation microscopique de la souche Aspergillus sp (S3) a permis de visualiser des
formes relatives aux tétes Aspergillaires et aux filaments conidiophores. Cette observation a

été faite a I’aide d’un microscope optique.

3.1.2.1- Observation microscopique a I’état frais

Pour préparer un frottis humide, une anse de platine a été utilisée pour récupérer une petite
partie de la colonie comportant les structures conidiogenes. L’échantillon a été prélevé sur la
bordure de la colonie ou les structures fertiles sont jeunes et le nombre de spores n’est pas
excessif. De plus, les structures qui peuvent renfermer les spores, prés du centre de la colonie,
ou la probabilité de trouver des spores a maturité est plus grande, ont été aussi prélevées
(Garg et al., 2010).

Par la suite, les deux préléevements ont été apportés et émulsionnés dans une gouttelette d’ecau
distillée préalablement déposée sur une lame. Enfin, le tout a été couvert par une lamelle et
une observation, a 1’aide d’un microscope optique, a été faite a I'objectif (x40), tout en

augmentant le contraste petit a petit et en gardant une forte intensité lumineuse
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Figure 10 Microscope optique.

3.1.2.2- Observation microscopique avec coloration

Cet examen repose sur la méthode classique suivante : les frottis utilisés ont éte étalés a I’aide
d’une anse de platine sur des lames en verre propres. Les lames ont été ensuite séchées a I’air,
a proximité d’un bec bunsen, puis fixées par la chaleur en les passants deux ou trois fois sur la
flamme. Les frottis préparés ont été colorés pendant 2 minutes au bleu de méthylene (un
colorant acide qui colore les membranes callosiques ainsi que le contenu cytoplasmique des
hyphes)(Lachapelle, 2004).Ensuite, ces frottis ont été décolores par lavage a I’eau du robinet,
séchés par le papier filtre et examinés au microscope optique. Généralement, un examen a
I’objectif X40 est suffisant pour mettre en évidence la plupart des éléments importants
(Breton, 1990).

3.1.2.3- Réactivation et conservation de la souche (S3)

La(S3) a été réactivée en boite de pétri sur milieu YPGA (Annexe 1) et incubée a 30 ° C
pendant 48h, pour effectuer le reste du travail. La méthode de conservation des souches
fongiques la plus utilisée et la plus simple consiste a repiquer les souches en tube sur gélose
inclinées comme PDA, YPGA, etc. Les cultures obtenues sont par la suite incubées a 30 °C
pendant 3 a 4 jours pour permettre une croissance maximale puis stockées a 4°C (Ul-Hag et
al., 2002).
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3.2- Mise en évidence de P’activité xylanolytique (hémicellulosique) de la

souche (S3) sur milieu solide a base de xylane

Afin de détecter ’activité xylanolytique directement sur milieu solide, la souche (S3) a été
repiquée sur le milieu a base de xylane de mais (1%) (Annexe 1)(Holker et al., 2004), aprés 5
jours d'incubation a 30°C D’activité a été révélée par le colorant rouge Congo (Annexe 3)
(Ahirwaret al. 2017), suivi du lavage des boites gélosées avec du NaCl (1 M) (Annexe3).
L’activité de la xylanase a été calculée en mesurant I’indice enzymatique (IE) dont ; IE=

diametre de zone de lyse/ diamétre de colonie (Florencio et al. 2012).

3.3- Méthodes de fermentation
La fermentation est une technique de conversion biologique de substrats complexes en
composes simples par divers microorganismes. Ces composes sont appelés métabolites

comme ; les antibiotiques, les peptides, les enzymes, les acides, etc (Deb et Vimala, 2018).

Deux types de fermentation ont été utilisés dans le présent travail en I’occurrence : la
fermentation submergée sur milieu synthétique a base de xylane de mais ; et la fermentation

solide sur milieu naturel a base de I'Alfa Algérienne Stipa tenascissima.

3.3.1- Fermentation liquide sur milieu a base de xylane de mais

3.3.1.1- Préparation du milieu de fermentation

Afin d’étudier la production de xylanase par la souche (S3), un milieu de culture de base
composé essentiellement de xylane de mais a eté utilisé (Annexe 1). Le milieu a été réparti
dans des flacons (10 flacons) de 250 mL contenant 100 mL de milieu, puis stérilisé a 121°C

pendant 20 min.

3.3.1.2- Préparation de l’inoculum
L’inoculum a été réalisé par introduction de quatre colonies pures de la souche (S3) dans des
tubes contenant de 1’eau peptonée (Annexe 1). Les tubes ont été vortexées et les solutions

obtenues sont servi d’inoculum pour la fermentation.

3.3.1.3- Comptage des spores

Le comptage ou la numération cellulaire est la détermination du nombre des cellules
contenues dans un volume précis d’un milieu liquide. Pour ce faire, 0.1ml de I’inoculum
obtenu précédemment, a été déposé sur le quadrillage de la cellule de comptage Malassez et

recouverte par sa lamelle, et ce, a l'aide d’une micropipette. Ensuite, 1’observation
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microscopique a été effectuée pour compter le nombre de spores présent dans les petits carrés

de la cellule Malassez (figure 11).

0. 200mam Malassex
Tiefe _——

Depth
Profondewur ~

0.002Smwm”

Figure 11 Cellule de comptage Malassez.

La formule suivante a été appliquée pour trouver le nombre de cellule dans un volume donné

N=n/V

Dont, N : nombre de cellules par litres, n : nombre de cellules comptées, V : volume de
comptage.
Si la solution a été diluée : la formule est la suivante N = (n / V) x f, sachant que f est le

facteur de dilution.

3.3.1.4- Inoculation et incubation

Les 10 flacons préparés précédemment, ont été inoculés par 1 ml de suspension sporale
(108cellule/ml). Des échantillons ont été prélevés toutes les 24h, pour faire les analyses et le
suivi des différents parameétres (biomasse, pH et I’activité xylanolytique). Ensuite, cing
flacons ont été incubés dans un incubateur agité (KS 4000 i control) a 30°C sous une agitation

de 140 rpm et les cing dans le méme incubateur mais a 37°C (figure 12).

23



Matériel et méthodes

Figure 12Dispositif expérimental : Incubateur agité.

3.3.1.5- Méthodes analytiques

A- Biomasse

Apres fermentation, la masse mycélienne a été séparée du milieu de culture par filtration
(figure 13) en utilisant un papier filtre wattman n°1préalablement pesé, cette derniere est mise

dans une étuve (BINDER) a 105 °C jusqu’a I’obtention d’un poids constant

Figure 12Filtration de la masse mycélienne par papier filtre wattman n°1.

B- pH

Au cours de la fermentation, la mesure du pH a été effectuée sur le filtrat de culture et ce,
aprés la séparation de la biomasse. Le pH a été mesuré a ’aide d’un pH-metre (Jenway)
(figure 13).
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Figure 13pH- metre

C- Activité enzymatique

La plupart des méthodes de détermination de l'activité des glycosides hydrolases repose sur
I'analyse des sucres réducteurs (SR) formé a la suite de la scission enzymatique de la liaison
glycosidique entre deux glucides ou entre un glucide et un fragment non glucidique. D’aprés
la littérature, plusieurs méthodes sont appliquées pour le dosage des SR a savoir ; méthode
spectroscopique, methode chromatographique et méthode viscometrique (Miller, 1959;
Colombatto et Beauchemin, 2003; Gusakov et al., 2011).

Il est important de signaler que dans le présent travail, le dosage des sucres réducteurs pour
mesurer I’activité xylanolytique a été effectué, préalablement, par la méthode du DNS, et
comme cette méthode n’a pas bien fonctionné, vu la réaction initiale établie entre le xylane et
le DNS. A cet effet, une autre méthode colorimétrique, celle de Nelson-Somogyi (NS)
(Nelson, 1944; Smogyi, 1952) a eté utilisée.

e  Préparation de la courbe d’étalonnage

La courbe d’étalonnage (Annexe 3) a été effectuée comme suit : une série des dilutions de
1ml, 0.5ml, 0.25ml, 0.13ml, 0.06ml et 0.03ml d'une solution étalon de xylose a 0.25 g/l ont
été mis dans des tubes a essais, puis le volume de chaque tube a été ajusté a 1 ml avec de l'eau
distillée, ensuite 1 ml de réactif au cuivre de Somogyi(Annexe 3) a été ajouté (figure 15A).
Les tubes fermés ont été placés au bain-marie (100°C) pendant 40 minutes puis refroidis sous
un courant d’eau ensuite dans chaque tube, 1 ml de réactif d’arsénomolybdate de
Nelson(Annexe 3) a été ajouté (figure 15B). La solution a été soigneusement mélangée et
incubée pendant 10 min a la température ambiante. La réaction a été stoppée en ajoutant 7 ml
d’eau distillée (figure 15 C).
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Figurel5Dosage de sucre réducteur par la méthode (NS) : (A), Réaction de sucre
réducteur avec réactif Somogyi ; (B), Réaction de sucre réducteur avec réactif Nelson ;

(C), Réaction stoppée par I’ajout de I’cau.

L’absorbance a été mesurée a 610 nm a 1’aide d’un spectrophotométre (figurel6).
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Figure 16 Spectrophotomeétre

o Détermination de lactivité enzymatique

L’activité a été mesurée selon la méthode de Nelson-Somogyi en suivant le protocole
mentionné par (Gusakov et al., 2011) avec quelques modifications ;Un mélange réactionnel
contenant 200 pl de filtrat enzymatique et 800ul du substrat 0.1% (0.1g de xylane dissous
dans 100 ml de tampon citrate-phosphate 50 mM (pH 6,5),a été incubé a 40 °C pendant 5
minutes, et ensuite additionnée par 1 ml de réactif (cuivre de Somogyi).Les tubes ont été
placés dans un bain-marie pendant 40 minutes a 100°C. Apres refroidissement sous un
courant d’eau, 1 ml de réactif d’arsénomolybdate de Nelson a été ajouté dans chaque tube. Le
mélangea été incubé pendant 10 min (température ambiante) puis stoppé par I’ajout de 6 ml
d’eau distillée. Le blanc a été traité de la méme maniere que le mélange réactionnel sauf que
I’enzyme et le substrat ont été séparés et que la quantité nécessaire de substrat ou d'enzyme a
été complétée par l'eau distillée. Les absorbances ont été mesurées a 610 nm. Une unité
d'activité enzymatique est définie comme la quantité d'enzyme ayant libéré 1 pumol / ml
d’équivalents de xylose par minute a 40 ° C et pH 6.5. L’activité xylanolytique est calculée

selon la formule suivante (1) ;

AE=(m/mM)/(V xT) xD = pmol.mint.ml?=UI/ml....(1)

AE = activité enzymatique.
m= la masse de xylose libéré (mg).
mM= la masse molaire de xylose (0.15013 mg/ pumol).
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V= le volume de filtrat enzymatique testé (0.2 ml).

T= le temps d’incubation du mélange réactionnel (5Smin).

D= facteur de dilution (10).

La mesure de la productivité finale entre ’activité enzymatique et la biomasse produite a été

déterminée selon la formule suivante :

P=pe /px =Ul/mg
Pe = (AE¢- AEo) / (t:—to) = Ul/ml/h
px = (Xt - Xo) / (tr — to) = mg/ml/h

P= productivité d’enzyme par rapport la productivité de biomasse
pe = productivité d’enzyme final par rapport au temps

px = productivité biomasse final par rapport au temps

3.3.2- Production de xylanase par la souche (S3) sur milieu naturel a
base de I’Alfa

Afin de tester la capacité de la souche (S3) a se développer sur un milieu naturel solide a base
de I’Alfa comme seule source de carbone (Annexe 1), la méthode de(Botella et al., 2007)a été
appliquée avec quelques modifications ;des milieux de fermentations contenant (6.25 g d’Alfa
dans 25 ml d’eau distillé)ont été lancés. La stérilisation du milieu a été faite pendant 15 min a
120°C. Apres cette période les fioles ont €té inoculées par une concentration sporale de
1.84*107 spore/ml. L’incubation a été faite dans un incubateur statique a une température de
30°C pendant 15 jours. Le dosage de I’activité enzymatique a été réalisé a la fin de la période

de fermentation (15jours).

L’activité xylanolytique de la souche (S3) obtenu par fermentation solide sur un milieu a base
de I’Alfa, a été mesurée par la méme méthode NS citée précédemment apres 1’addition de 10
ml d’eau distillée aux milieux de culture a la fin du période d’incubation, pour récupérer
I’enzyme, ensuite, le contenu de la culture est séparé de I’alfa et de la biomasse par filtration
(figure 17).
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Figure 17 Filtration de biomasse

La mesure de la productivité finale du produit a été déterminée.
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4- Résultats

Le présent travail porte sur 1’étude de la production de xylanase par une souche de moisissure
xylanolytique du genre Aspergillus sp (S3) et ce, dans le but de valoriser la biomasse
lignocellulosique. La stratégie de la présente étude repose sur deux axes principaux a savoir ;
la fermentation liquide dans un milieu a base de xylane de mais et la fermentation solide dans

un milieu a base de I'Alfa Algérienne (Stipa tenascissima) comme seule source de carbone.
4.1- Caractéres culturaux et morphologiques de la souche (S3)

4.1.1- Observation macroscopique

Les résultats obtenus de 1’observation macroscopiques de la souche (S3) ont montré que, cette
derniere est de forme plate, veloutée, constituée de courts filaments aériens blancs. Le recto
de la boite présente une couleur blanche puis bleu-vert virant ensuite au vert foncé a gris

noiratre (figure 18 ; A et C), et son verso est beige jaunatre (figure 18 ; B et D).

Figure 18 Aspect macroscopique de la souche (S3), ensemencée sur
milieWYPGA en stries (A) recto, (B) verso ; et par piqure centrale (C) recto, (D)
Verso
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4.1.2- Observation microscopique

L’observation microscopique, a permis de déterminer la structure du filament ainsi que, les

conidiophores et les spores de la souche (S3) (figure 19).

Téte aspergillaire : o

Conidiophores |

—_— J

Figure 19 Observation microscopique de la souche (S3) : (A), état frais et (B), état coloré avec
bleu de méthyléne (G:10x40)

La souche (S3) est caractérisée par un filament mycélien septé et ramifié, des conidiophores
courts, non cloisonnes, lisses et incolores avec évasement progressif au sommet et une
vesicule hémisphérique ; des conidies globuleuses et petites; et une téte aspergillaire
unisériée en colonne compacte assez grande ; quant aux phialides, elles sont directement

portees par la vésicule.

Ces caracteres montrent clairement les caractéres culturaux et morphologiques de la

moisissure étudiée Aspergillus sp (S3).

4.2- Mise en évidence de P’activité xylanolytique de la souche (S3) sur
milieu solide a base de xylane de mais

Apreés 5 jours d’incubation a 30°C, la souche (S3) a montré un développement sur le milieu
solide a base de xylane (figure 20A), le diamétre de la colonie est de 56.5 mm. Apres
coloration avec le rouge Congo et le lavage avec le NaCl 1M, un halo clair d’hydrolyse de 2
mm est apparu autour des colonies (Figure 20B). Le calcul de IE, exprimant le diamétre de la
zone de lyse (60.5) sur le diameétre de colonie (56.5) est de 1.0708.
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A
Figure 20 Mise en évidence de I’activité xylanase de la souche (S3) sur milieu solide a base
de xylane : (A) avant coloration, (B) apreés coloration

Ces résultats montrent clairement la présence de 1’activité enzymatique Xylanolytique de la

souche (S3).

4.3- Meéthodes de fermentation

4.3.1- Fermentation liquide dans un milieu a base de xylane

Dans le but de tester la capacité de la souche (S3) a se développer dans un milieu submergé et
a produire ’enzyme Xylanase, des fermentations en fioles de 250 ml, contenant 100ml de
milieu de culture composé essentiellement de xylane comme source de carbone, ont été
lancées. Les résultats obtenus, pendant toute la période d’incubation (120h), ont montré, que
I’aspect de la souche (S3) est sous forme de pellettes pour les deux cultures 1 et 2 incubées
dans les incubateurs agités (140 rpm) a 30°C « CI30 » et 37°C « CI37 », respectivement. La
formation des spores est repéree dés les premieres 24h, elle s’est manifestée par ’apparition

d’une croute flottante sur le milieu de culture (tableau 8).
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Tableau 8 Aspect de la souche (S3) cultivée sur milieu liquide & base de xylane

Résultats

Culture 1 Culture 2
Temps Incubateur 30°C Incubateur 37 °C
« CI30 » « CI37 »
24 h
48 h
72 h
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Culture 1 Culture 2
Temps Incubateur 30°C Incubateur 37°C
« CI30 » « CI37 »
ay
Tk
96 h
120 h

Au cours de la fermentation liquide des deux cultures, un suivi de la cinétique de production
de la biomasse, du pH et de I’activité enzymatique de la souche (S3), a été effectué chaque

24h. Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous.

A- Biomasse
La croissance de la souche (S3), cultivée dans CI30, commence par une courte phase de
latence, suivie d’un démarrage de la croissance pendant les 24 heures, ou la mesure de la
biomasse enregistre une valeur de 1.772 mg/ml. Puis une augmentation rapide caractérisée par
un poids maximal de 11.815 mg/ml a été noté au bout de 96 h de fermentation, apres cette

période, la croissance se ralentit et cesse d’augmenter pour enregistrer une valeur de 9.323
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mg/ml a la fin de fermentation (120 h).Tandis que, la cinétique de production de la biomasse
de la souche (S3) cultivée dans CI37, a montré seulement deux phases de croissance (une
phase exponentielle pendant 72h et une phase stationnaire durant les 48h qui suivent). Le
poids maximum (11.146 mg/ml) a été enregistré au bout de 120 h (figure 21).

14
12
10

Biomasse séche (mg/ml)

o N B O

0 20 40 60 80 100 120 140
Durée de fermentation (h)

—e—(CI30 —e—CI37

Figure 21 Suivi de I’évolution de la biomasse de la souche (S3) dans les
deux cultures : C130 et CI37.

A partir des résultats obtenus, le meilleur rendement en biomasse est observé dans le cas
d’incubation de la souche (S3) a 30°C.

B- pH

Les résultats du suivi de 1’évolution du pH de milieu de fermentation de la souche (S3) sont
présentés dans la figure (figure 22). Quand la souche (S3) a été incubée dans « CI30 », une
légere diminution du pH a été enregistrée apres les premieres 24h (de 6.5 a 6.38), suivi
immédiatement par une augmentation du pH pour atteindre une valeur de 8.6 au bout des
120h. Ce pendant, le pH de milieu de fermentation de la souche (S3) incubée dans CI37 a

augmenté progressivement dans le temps, jusqu’a atteindre une valeur de 8.32 a la fin de la

période d’incubation.
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Figure 22Suivi de I’évolution dupH de milieu de fermentation de la souche (S3) dans les deux
cultures : C130 et C137.

D’apres ces résultats, le pH du milieu de fermentation des deux cultures (C130 et CI37)

s’alcalinise toujours a la fin de la durée d’incubation.
C- Activité enzymatique

L’objectif de la recherche de Dactivité enzymatique xylanolytique dans le milieu de
fermentation est de déceler le pouvoir de dégradation du xylane par la souche (S3), étant

donné que cette enzyme catalyse la dégradation de ce substrat.

Les résultats de suivi de ’activité xylanolytique ont prouvé que I’enzyme est secrétée dans le
milieu des le debut de la fermentation pour les deux cultures. Dans la C130, la production de la
xylanase augmente progressivement pour atteindre la valeur maximale (4.92 1U/ml), a 72h de
fermentation et se stabilise aprés cette période. Ce pendant, dans la CI37, la cinétique de
production de xylanase montre que la souche (S3) a présenté une activité maximale de (4.36
Ul/ml) a 72 h. Apres cette période une diminution a été enregistrée pour atteindre la valeur de
3,63 Ul/ml a la fin de fermentation (120 heures) (figure 23).
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Activité xylanase (Ul/ml)
w

0 50 100 150
Durée de fermentation (h)
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Figure 23 Activité xylanase de la souche S3 sur milieu a base de xylane

Dans le but d’évaluer les performances du processus fermentaire de la souche S3, la
productivité finale de la fermentation submergée des deux cultures a été déterminée (figure

25) en calculant le rapport entre ’activité enzymatique et la biomasse formées (figures 24).
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Figure 24Variation de biomasse et d’activité xylanolytique de la souche (S3). A, dans la culture
d'incubateur a 30°C, B, dans la culture d'incubateur a 37°C

Les résultats obtenus ont montré que la meilleure productivité finale de la souche (S3) est
obtenue dans le cas d’incubation a 30°C (0,5292 Ul/mg) vs (0,3260 Ul/mg), dans le cas
d’incubation a 37°C (figure 25).
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Figure 25Productivité finale de la souche (S3) dans les deux cultures (C130 et C137)

4.3.2- Production de la xylanase par la souche (S3) sur milieu naturel solide
a base de ’Alfa

L’utilisation de I’Alfa dans cette étude est motivée par sa richesse en hémicellulose
notamment le xylane. La capacité de développement de la souche (S3) sur milieu de culture
préparé a base d’Alfa comme seule source de carbone est due a son pouvoir de sécréetion des
enzymes lignocellulosique tell que la xylanase. Les résultats obtenus a la fin de fermentation,

ont montré que I’aspect de la souche (S3) est représenté par une grande colonie bleue-verte
occupant toute la surface de milieu (figure 26).
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Figure 26 Fermentation solide de la souche (S3) avant I’incubation (A) et aprés 15 jours de
fermentation (B)

Concernant I’activité enzymatique, la production de xylanase sur ce substrat est de 14.12
Ul/ml (£0.0148) (au bout de 15 jours). Ce résultat, considéré préliminaire et ouvre la voie sur
I’exploitation ultéricure de I’Alfa comme substrat du milieu de fermentation pour la
production des enzymes lignocellulosique par la souche (S3). La productivité finale calculée

apres 15 jours de culture était de ’ordre de 0.0392 Ul/ml/h.
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4-Discussions

Les lignocelluloses en tant que résidus agricoles, industriels et forestiers représentent la
majorité de la biomasse totale présente dans le monde. Il s’agit d’une ressource renouvelable
avec un potentiel de bioconversion important. L'accumulation de grandes quantités de cette
biomasse chaque année entraine a la fois la pollution de I'environnement et la perte de
matieres potentiellement précieuses qui pourraient autrement étre traitées pour produire de
I'énergie, des denrées alimentaires, des aliments pour animaux ou des produits chimiques
(Howard et al., 2003; Kim et Dale, 2004; Wen, 2004).

Les travaux de recherche publiés sur le prétraitement des biomasses lignocellulosiques a des
fins de valorisation énergétique ont été principalement orientés vers les processus de
fermentationa savoir la production d’éthanol de seconde génération (Dashtban et al., 2009 ;
Liu, 2015). Par ailleurs, 1'usage d’agents chimiques (acides, bases, solvants) et la
consommation ¢élevée d’énergie pour assurer le prétraitement de la biomasse
lignocellulosiques justifient le développement de techniques alternatives permettant de
réduire les codts et de minimiser les impacts environnementaux (Lee et al., 2014 ; Liu, 2015).
Les prétraitements biologiques et notamment fongiques sont attractifs sur ces critéres car peu
énergivores et nécessitant des conditions opératoires raisonnables en termes de consommation
de réactifs. Ces traitements biologiques sont baseés sur les propriétés hydrolytiques de
nombreuses especes microbiennes, qui se caractérisent par un large spectre enzymatique leur
conférant la capacité d’hydrolyser les polymeéres constitutifs de la biomasse lignocellulosique
(Liu, 2015). L’Aspergillusest une moisissure largement utilisée en industries grace a son
potentiel de sécrétion de trés grandes variétés des enzymes notamment les cellulases et les
xylanases (Dashtban et al., 2009).

Dans ce contexte, la présente étude vise a étudier la production de laxylanase, par la souche
fongique Aspergillus sp. (S3) (Fournie par le laboratoire LaMyBAM), et ce, sur deux milieux
différents, en I’occurrence ; un milieu synthétique a base de xylane et un deuxieme naturel a
base de I'Alfa Algérienne (Stipa tenascissima).

La pureté de la souche a été vérifiée par I’observation macroscopique et microscopique de
cette derniere. Les résultats obtenus ont montré que 1’aspect macroscopique de la souche est
sous forme d’une colonie bleu-vert a vert-gris, veloutées, a bordure blanche et revers jaune.
Alors que I’observation microscopique a révélé la présence de filaments hyalins cloisonnés,

ramifiés, petites conidies globuleuses et une téte aspergillaire unisériée en colonne. Ces
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caractéres confirment clairement que c’est une moisissure du genre Aspergillus (Schmidt et
Wolff,1997 ; Steinbach et al., 2006).

Dans cette étude, les résultats de la mise en évidence de I’activité xylanolytique de la souche
(S3) sur milieu solide a base de xylane de mais ont montré un bon développent de cette
souche sur ce substrat, ce qui prouve sa capacité de production de xylanases, enzymes
responsables de la dégradation de xylane d’une part, et que le xylane de mais est un bon
inducteur de la synthése de ces enzymes d’autre part. De plus, la révélation de I’activité par le
rouge de Congoa bien détecté une zone de lyse claire de 2 mm autour des colonies. Le
colorant rouge de Congo s’attache sur la liaison B- (1,4) des polymeéres glucidiques pour
donner la couleur rouge et comme cette liaison représente le site d’action des xylanase, les
produits de cette action ne réagit pas avec ce réactif ce qui explique 1’apparition de la zone
claire autours des colonies. La souche (S3) a enregistré un indice enzymatique de 1’ordre de
1.0708, sur ce milieu solide a base de xylane de mais. Les travaux de (Saroj et al., 2018) sur
les moisissures lignocellulosique montrentqu’une variété de souches fongiques ont la capacité
de produire les xylanases sur milieu solide a base de xylane ou I’indice enzymatique
d’Aspergilus fumigatus JCM 10253 (1,18) et celuide Fusarium. Verticillioides (1,09)
présentaient les indices enzymatiques les plus performants suivis par celui de Eurotium
rubrum (IE 1,08), Fomitopsis africana (IE 1,08), Aspergillus sp. (IE 1.03), Aspergillus
nomius (IE 1.03), P. pulmonarius (IE 1.03) et Aspergillus terreus (IE 1.02).

La comparaison de ces indices avec celui de la souche (S3) révele que cette derniere a une

bonne activité xylanolytique.

Concernant la cinétique de croissance de la souche (S3) sur milieu a base de xylane durant
120h dans un incubateur a 30°C (CI30) et 37°C (CI37), les résultats obtenus ont révélé quele
meilleur rendement en biomasse a été enregistré avec la culture de I’incubateur a 30°C
(11.815mg/ml apres 96h). Reeves et al. (2004) ont étudié le suivi de biomasse de cing isolats
d’Aspergillus cultivées sur un milieu essentiel minimal (MEM) pendant 96h a 37°C et ont
montréque la phase de croissance exponentielle a commencé a 12 h et s’est étendue jusqu'a 48
h. La phase stationnaire a été atteinte au bout de 72 heures environ, avec une biomasse

supérieure pour A. fumigatus ATCC 16424 (1,0 mg / ml de culture).

L’allure de la courbe de croissance de la souche (S3) a 37°C ressemble beaucoup a celle d’A.
fumigatus étudié par ces chercheurs sauf que la phase exponentielle de la souche (S3) dure un

peu plus long que celle d’A. fumigatus et le rendement en biomasse de (S3) & 96h est plus
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important (10.8mg/ml de culture). Ce contraste est a cause du substrat utilisé (xylane) dans le

milieu de culture qui est considéré plus riche que celui dans le milieu de Reeves.

Le suivi du pH de milieu de fermentation des deux cultures amontré que celui de CI37 a
augmenté seulement au fil du temps par contre celui des de CI30 a subi une Iégere diminution
dans les premiéres 24h. La variation de pH de milieu est liée directement avec les réactions
métaboliques du microorganisme, selon Botton et al., (1990) et Raimbault, (1998) une baisse
de pH est souvent due a une libération d’acides organiques qui acidifient progressivement le
milieu, la hausse pH par contre est souvent imputable a la dégradation des protéines et des

acides aminés qui libérent de ’'ammoniaque.

Dans cette étude, les résultats de la cinétique de synthése de la xylanase dans le milieu
submergé a base de xylane de mais par la souche (S3) ont révélé la sécrétion de xylanase dans
le milieu dés le début de la fermentation, et la meilleure activite xylanolytique a été
enregistrée (4.92 1U/ml), a 72h dans I’incubateur a 30°C. L’activité enzymatique estimée dans le
présent travail est considérée comme étant importante par comparaison aux résultats de la
littérature, publiés dans le méme domaine. L’activité des xylanases de Aspergillus glaucus a
30°C pendant 8 jours dans la MS liquide (Mandels et sternburg) contenant 0,3% de bagasse
de canne a sucre comme substrat, a ¢té mesuré apres 30 min d’incubation a 50°C et pH 4 ;
I’activité est apparue le deuxiéme jour et a atteint une valeur maximale (16,3 U / ml), selon
(Tao et al., 2010). Par ailleurs, l'activité maximale de la xylanase (7.5 U/ml) est obtenue par la
fermentation d’Aspergillus fumigatus a 30 ° C pendant 9 jours dans un milieu liquide a base
de xylane, a 45°C et pH 8, elle est observée le septieme jour (Bajaj et Abbass, 2011)

Dans le présent travail, le dosage préalable de I’activité xylanolytique a été fait par la méthode
DNS, dans laquelle plusieurs défauts ont été rencontrés. En effet, les résultats obtenus en
appliquant cette méthode ont montré des réactions initiales entre le xylane et le DNS quise
traduit par coloration dense et noirci, méme pour les blancs. La méthode alternative choisie
est la méthode NS, celle-ci est réalisée en s'assurant que la concentration en substrat est bien
supérieure a celle de l'enzyme et en définissant les limites de la linéarité de la réponse
colorimétrique a l'activité de I'enzyme (Cole et Sheehan, 2000). Cependant, les temps
d’incubation ne doivent étre ni trop courts ni trop longs (Colombatto et Beauchemin, 2003).
Bailey et al. (1992) ont conclu qu'une période d'incubation de 5 min était appropriée pour la
détermination de l'activité de la xylanase.

La dégradation du xylane selon la méthode NS provoque I’apparition de groupements

réducteurs qui réduisent le sulfate de cuivre en oxyde cuivreux qui réduit a son tour le réactif
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arséinomolybdique de Nelson avec formation du complexe arséinomolybdeux molybdique
stable de coloration bleue, mesurable au spectrophotométre a 650nm (Nelson, 1944; Somogyi,
1952). Bien que, I’analyse par la méthode DNS est plus rapide, moins toxique et connu
approximativement étant dix fois moins sensible quela méthode de NS, elle ne fournit pas des
données steechiométriques significativesdans le cas de polyméres de xylane étant donné que
ce dernier est un polysaccharidesinstable d’une part et qu’ une surestimation des activités de
glucides hydrolasesest enregistrée dans les conditions de test établies par la méthode DNS
d’autre part (Breuil et Saddler, 1985 ; Chan et al., 1989 ;Gusakovet al., 2011).

Les résultats de la fermentation solide de la souche (S3) dans le milieu naturel a base d’Alfa
comme seule source de carbone et d’azote, dont I’activité enzymatique est de 14.12 1U/ml, (a
la fin de la période de fermentation) ont montrela capacité de cette souche a produire de
xylanases sur ce dechet naturel. En effet, selon David et al. (2011), I’Alfa constitue une
source riche et complexe d'élements nutritifs idéaux pour les champignons filamenteux et peut
constituer un déchet valorisable pour la production de divers metabolites a savoir ; les alcools
et les enzymes. Ceci laisse suggererla possibilite de 1’exploitation ultérieure de I’ Alfa pour la

production des enzymes lignocellulolytique a 1’échelle industrielle

Il est important de signaler qu’il est difficile de déterminer directement la biomasse a partir
d’un milieu de fermentation solide, car il est pratiquement impossible de séparer la biomasse
du substrat de fermentation. En revanche plusieurs chercheurs ont donné de I’importance de
ce type de fermentations, en particulier pour la dégradation enzymatique de la biomasse
lignocellulosique en raison des avantages économiques et pratiques tels que la simplicité, les
faibles codts d'investissement pour lI'équipement, etc (Pandeyet al., 2000; Mitchell et al.,
2002; Holker et al., 2004).
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6- Conclusion et perspectives

Les moisissures appartenant au genre Aspergillus sont largement connues pour leur capacité a
produire différents types de métabolites bioactifs tels que ; les antibiotiques, les acides et les
enzymes. Ces dernieres possédent une trés grande importance dans le domaine médical,

alimentaire, pharmaceutique, etc.

Le présent travail rentre dans le cadre de valorisation de la biomasse ligno-cellulosique. En
effet, son objectif principal était de caractériser les performances de production de xylanases

par la souche Aspergillus sp (S3), fournie par le laboratoire LaMyBAM.

L’analyse et Dinterprétation des résultats des tests macroscopiques et microscopiques

effectués sur cette souche ont bien confirmé qu’il s’agit d’un Aspergillus sp.

Dans cette étude, une mise en évidence de I’activité xylanolytique de la souche (S3) sur
milieu synthétique solide a base de xylane de mais a été effectuée. Les résultats obtenus ont
montré un bon développent de cette souche sur ce substrat et aussi une zone de lyse tés claire
Il a été conclu de cette partie que la souche Aspergillus sp (S3), a la capacité de produire les
xylanases enzymes responsables de la dégradation de xylane d’une part, et que le xylane de

mais a provoqué une bonne induction de la synthése de ces enzymes d’autre part.

Le taux de croissance de la souche Aspergillus sp (S3) sur milieu liquide a base de xylane de
mais ainsi que ’activité enzymatique maximale enregistrés (4.92 vs.4.36 mg/ml, et 0,5292
Ul/mg vs. 0,326 Ul/mg, dans 1C30 et IC37, respectivement) ont bien confirmé le test semi-
qualitatif de mise en évidence de I’activité xylanolytique de la souche sur milieu solide a base

de xylane.

Par ailleurs, le test préliminaire de la production de xylanases par Aspergillus sp (S3), sur
milieu de culture préparé a base d’Alfa comme seule source de carbone et dont I’activité
enzymatique était de 14.12 Ul/ml a bien montré que I’exploitation ultérieure de cette derniére,
comme source de biomasse lignocellulosique dans la production industrielle de xylanases est

possible.

De nombreuses perspectives résultent de cette recherche. En fait, des études plus approfondies

nécessaires concernant plusieurs points, a savoir :

1- Optimisation du milieu de fermentation par I’utilisation de 1’Alfa comme seule source

de carbone et d’azote pour la production de xylanase par cette souche ;
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2- Purification et caractérisation des xylanases ;
3- Applications industrielles de xylanases dans les différents domaines

biotechnologiques.
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Résumé

Dans cette étude, la souche Aspergillus sp (S3) (Fournie par le laboratoire de Mycologie, de
Biotechnologie et de Il’activit¢é Microbienne (LaMyBAM)), a été caractérisée pour ses
performances de production de xylanase sur deux milieux différents, en I’occurrence : un
milieu synthétique a base de xylane et un deuxiéme milieu naturel a base de I'Alfa Algérienne
(Stipa tenascissima) et ce, dans le but de valoriser la biomasse ligno-cellulosique.

La pureté de la souche (S3) a été vérifiée par I’étude macroscopique et microscopique. Les
résultats obtenus confirment les caractéres culturaux et morphologiques de cette souche. La
mise en évidence de I’activité xylanolytique de la souche (S3) sur milieu synthétique solide a
base de xylane de mais a été effectuée. Les résultats obtenus ont montré un bon
développement de cette souche sur ce substrat et aussi une zone de lyse claire de 2 mm de
diametre autour des colonies. La cinétique de production de la biomasse et de I’activité
enzymatique de la souche (S3), sur milieu liquide a base de xylane de mais, a revelé que le
taux de croissance cellulaire optimale est de 11.815 mg/ml apres 96 heures de fermentation
pour I’incubateur 1C30 et 11.146 mg/ml a 120 h pour I’incubateur IC37. Par ailleurs, la
production enzymatique maximale atteint 4.92 U/ml aprés 72 heures de fermentation,
enregistrant une productivité maximale de 0,5292 Ul/mg dans I’incubateur 1C30 et 4.36 U/ml

apres 72 heures avec un rendement de 0,3260 Ul/mg dans I’incubateur 1C37.

L’utilisation de 1’Alfa comme seule source de carbone et d’azote, pour la production de
xylanase par Aspergillus sp. (S3) a abouti a ’obtention d’une quantité considérable de cette
enzyme (14.12 Ul/ml) atteignant une productivité totale de 0.0392 Ul/ml/h a la fin de la
période de fermentation. Ceci ouvre, désormais, la voie sur I’exploitation industrielle de ce
déchet naturel.

Mots clés : Aspergillus, Fermentation, Xylane, Stipa tenascissima, xylanases.
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Abstract

In this study, the Aspergillus sp. strain (S3) (Supplied by the Laboratory of Mycology,
Biotechnology and Microbial Activity (LaMyBAM)), was characterized for its xylanase
production performance on two different media, namely a synthetic medium based on xylan
and a second natural medium based on Algerian Alfa (Stipa tenascissima), in order to enhance

ligno-cellulose biomass.

The purity of the strain (S3) was verified by macroscopic and microscopic study. The results
obtained confirm the cultural and morphological characteristics of this strain. The detection of
the xylanolytic activity of the strain (S3) on solid synthetic medium based on corn xylane was
carried out. The results obtained showed a good development of this strain on this substrate
and also a clear lysis zone of 2 mm in diameter around the colonies. The Kinetics of
production of the biomass and maximum enzymatic activity of the strain (S3), on a liquid
medium based on corn xylane, revealed that the optimal cellular growth rate is 11.815 mg/ml
after 96 hours of fermentation for the 1C30 incubator and 11.146 mg/ml at 120 h for the 1C37
incubator. In addition, enzymatic production reaches 4.92 IU/ml after 72 hours of
fermentation, with a maximum productivity of 0.5292 1U/mg in the IC30 incubator and 4.36
IU/ml after 72 hours with a yield of 0.3260 1U/mg in the IC37 incubator.

The use of Alfa as the only source of carbon and nitrogen for the production of xylanase by
Aspergillus sp. (S3) resulted in a considerable amount of this enzyme (14.12 IU/ml) reaching
a total productivity of 0.0392 IU/ml/h at the end of the fermentation period. This now paves

the way for the industrial exploitation of this natural waste.

Key words: Aspergillus, Fermentation, Xylane, Stipa tenascissima, xylanases.
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Annexe 1
1- Milieux de cultures

1.1- Milieu xylane gélosé

Xylane de mMals........ovuuiiiiiii i e 10g
NANO3 L. 12¢g
KHzPO4 ........................................................................ 3 g
KzHPO4 ........................................................................... 6 g
MGS04.7TH20 .o 02¢g
CaC|2 ........................................................................ 0,05 g
MNS04.TH2O. ... 0,01g
ZNSOLTH20 . ..ot 0,001 g
AGAT e 189
Eau distillée quantité suffisante pour (4.5.p) .....oovevivviiiiinininn. 11

Avec un pH=7

1.2- Le milieu liquide a base de xylane

XYIANE .o 109
PEPIONE Lo 109
EXtraitde leVUre. ... ..o 10 g
Eau distillée q.8.p. e verieieie 11
pH=6.5

1.3- Milieu YPGA

A e 189
Extraitde levUure. ... ..o 10g
Pepone ....oneeiii 10g
GlUCOSE .ttt e 10g
Eau distilléeq..p. v vt 1l

pH=7,0
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1.4- Eau peptone

Peptone ....o.uiiii 2¢g
NaC L o e 59
TWEEN 0. .. 1mil
HoO oS P ettt 1l

1.5- Milieu solide a base de I’Alfa

Prétraitement des échantillons d’Alfa

Les échantillons (1Kg) ont été séchés pendant 24h a 40° C, puis coupes en morceaux
d'environ 5-7 cm de long, et broyés deux fois et tamisés (pour la récupération de la poudre

avec un tamis de 500um.

Composition de milieu

F AN | £ P 625¢g
Baudistille. .. ..o 25 ml
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Annexe 2

1- Courbe d’étalonnage

etalon xylose DNS

e e )
Soe | e

5 04 o y =0.3687x - 0.008

S e R? =0.999

3 02 | . o

5 o eee® ®

2 02 0 0.5 1 1.5 2 2.5
®© concentration (g/l)

etalon xylose NS
3

E | e e

S o et

o 2 e

A et

e E S (Pt [ y =11.189x - 0.0043
L o R?=0.9977

= ‘...."

S 0 e
< L0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
2 B .
2 concentration (g/l)
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Annexe 3
1- Réactif
1.1- Rouge Congo a 0.1%
ROUEZE CONEO ...vvveeeeeeeeeeeeeeeee 0.1g
Bau distillé .........oooeeeeeeiiiiiiiiie, 100ml

1.2- NaCl (1M)

1.3- Préparation des réactifs de Nelson-Somogyi

Réactif de Somogyi : Le réactif de Somogyi est préparé partir de deux solution (A) et (B) :

Solution A':
Dans une fiole jaugee de 1 litre, on dissout :

Carbonate de Na anhydre (NaCO3).........cevviiiiiiiiiiiieieeeea, 25¢g
Tartrate double de sodium et potassium ..............coovvviiiiiniinnneninnnn 259
Carbonate acide de Na anhydre (NaHCO3)..........cooiviviiiiiniiinenenn. 20g
Sulfate de Na anhydre (Na2S04) ......c.covviiiiiiiiiiiice e 200g
HoO QoS oot e 1000ml
Solution B :

On dissout 15g de CuSO4 dans 100ml d’ecau distillée, puis on ajoute la 2 gouttes d’acide

sulfurique concentre.

Le réactif Somogyi est obtenue en additionnant extemporanément 25 parties de la solution (A)

et une partie de la solution (B). La solution finale de coloration bleue est gardée pendant 48h a

37°C puis filtrée et conservée ’abri de la lumiére.

Réactif de Nelson :

25g de molybdate d’ammonium H20 sont dissouts & chaud dans 400ml d’cau distillée. Apres

refroidissement, on ajoute 25ml d’H2SOa4 concentre et 3g d’arséniate de Na- 7H20 dissouts
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dans 25ml d’eau distillée. L’ensemble est décanté pendant un temps de 48h a 37°C. La
solution finale est filtree et conservera I’abri de la lumiére.

Le réactif de Nelson doit avoir une coloration jaune dorée. Si avec le temps la coloration
devient verdatre. On peut ajouter quelques gouttes d’une solution de permanganate de
potassium (KMnO4) a 0.05N jusqu’a I’obtention de la couleur initiale.

Réactif DNS :

Composition de la solution de DNS :

* 10 g d'acide 3,4-dinitrosalicyclique

* 300 g de tartrate de potassium et de sodium

* 16 g de NaOH

Préparation:

* Dans un bécher de 1000 ml, dissolvez 10 g d’acide 3,4-dinitrosalicyclique dans 200 ml
d’H20. Puis, sous agitation continue, ajouter lentement une solution de NaOH dissoute dans
150 ml d’eau distillée.

* Incuber le mélange a 50 ° C sous agitation pour obtenir une solution limpide.

* Ajoutez 300 g de tartrate tétrahydraté de sodium et de potassium en petites portions.

* Filtrer le mélange a 1'aide d'un filtre en papier et compléter le volume a 1000 ml avec de
I'eau.

« Conserver dans une bouteille en verre sombre a une température inférieure a 20 ° C

Tampon citrate-phosphate

Solutions de stocks

A: solution 0,1 M d'acide citrique (19,21 g dans 1 L)

B: solution 0,2 M de phosphate de sodium dibasique (53,65 g de Na2HPO4.7H20 ou 71,7 g de
Na2HPO4.12H20 dans 1 L).

xmL de A +y mL de B, dilué & un total de 100 mL




44.6
422
39.8
377
35.9
33.9
32.3
30.7
29.4
27.8
26.7

25.2
24.3
23.3
222
21.0

19.7
17.9
16.9
15.4
13.6
9.1

6.5

5.4
7.8
10.2
12.3
14.1
16.1
17.7
19.3
2006
222
233

24.8
257
26.7
27.8
29.0

303
321
33.1
34.6
36.4
40.9
43.6

2.6
2.8
3.0
3.2
3.4
3.6
3.8
4.0
4.2
4.4
4.6

4.8
5.0
52
5.4
5.6

5.8
6.0
6.2
6.4
6.6
6.8
7.0
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Théme : Etude de production de Xylanase par une souche d’Aspergillus sp(S3).

Résumé :

Dans cette étude, la souche Aspergillus sp (S3) (Fournie par le laboratoire de Mycologie, de
Biotechnologie et de ’activité Microbienne (LaMyBAM)), a été caractérisee pour ses performances de
production de xylanase sur deux milieux différents, en I’occurrence : un milieu synthétique a base de
xylane et un deuxiéme milieu naturel a base de I'Alfa Algérienne (Stipa tenascissima) et ce, dans le but de
valoriser la biomasse ligno-cellulosique.

La pureté de la souche (S3) a été vérifiée par I’étude macroscopique et microscopique. Les résultats
obtenus confirment les caractéeres culturaux et morphologiques de cette souche. La mise en évidence de
I’activité xylanolytique de la souche (S3) sur milieu synthétique solide a base de xylane de mais a été
effectuée. Les résultats obtenus ont montré un bon développement de cette souche sur ce substrat et aussi
une zone de lyse claire de 2 mm de diametre autour des colonies. La cinétique de production de la
biomasse et de I’activité enzymatique de la souche (S3), sur milieu liquide a base de xylane de malis, a
révélé que le taux de croissance cellulaire optimale est de 11.815 mg/ml apres 96 heures de fermentation
pour I’incubateur 1C30 et 11.146 mg/ml a 120 h pour I’incubateur IC37. Par ailleurs, la production
enzymatique maximale atteint 4.92 U/ml apres 72 heures de fermentation, enregistrant une productivité
maximale de 0,5292 Ul/mg dans I’incubateur IC30 et 4.36 U/ml aprés 72 heures avec un rendement de
0,3260 Ul/mg dans I’incubateur IC37.

L’utilisation de I’Alfa comme seule source de carbone et d’azote, pour la production de xylanase par
Aspergillus sp. (S3) a abouti a ’obtention d’une quantité considérable de cette enzyme (14.12 Ul/ml)
atteignant une productivité totale de 0.0392 Ul/ml/h a la fin de la période de fermentation. Ceci ouvre,

désormais, la voie sur I’exploitation industrielle de ce déchet naturel.

Mot clés : Aspergillus, Fermentation, Xylane, Stipa tenascissima, xylanases.
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