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Introduction

La biotechnologie industrielle est au cceur de la bioéconomie moderne, en ceci qu’elle
procure des outils innovants pour produire et utiliser de fagon durable des ressources
biologiques et les transformer en denrées alimentaires, en aliments pour animaux, en
bioproduits et en bioénergie (Carlos, 2017). Elle peut étre définie comme [l'utilisation directe
ou indirecte d'organismes vivants via un large éventail de techniques issues de la
microbiologie, de la biochimie, de la génétique et du génie biochimique et chimique (Charest
et Michel 1991).

La production d’enzyme industrielle exige la préparation de milieux a moindre co(t
sachant que ’estimation du coit du milieu de croissance représente 30-40% du codlt de
production des enzymes industrielles (Srinubabu et al., 2007). Ceci peut étre atteint par
I’utilisation des résidus agro industriels disponibles et bon marché et par 1’optimisation des
paramétres nutritionnels et physicochimiques du milieu de culture. C’est ainsi que plusieurs

déchets et sous-produits agro-industriels sont employés pour la production d’enzymes.

Les Pectinases sont I’une des enzymes les plus largement disséminées dans les
bactéries, les champignons et les plantes (Ahmed et al., 2016). Des industries montrent un
intérét grandissant pour ces enzymes qui offrent de nombreuses possibilités d’utilisation dans
différents secteurs industriels (IAA, textile, papeterie, ...) et dont les domaines d’application
ne cessent de s’accroitre. Les enzymes pectinolytiques occupent une position centrale avec

25% du marché global des enzymes.

Les enzymes pectinolytiques sont un systéeme complexe de protéines, comprenant des
hydrolases, des lyases et des oxydases, jouent un réle important dans la dégradation ou la
modification des substances de pectines et sont favorables a des processus particuliers, tels
que: l'extraction, la clarification des jus de fruits et la production de vins (Kashyap et al.,
2001; Ruiz et al., 2012). Ces enzymes sont produites par plusieurs microorganismes; en
particulier, les souches fongiques tels que: /’Aspergillus et le Penicillium. En revanche, la
production de pectinases repose sur deux bioprocédés, la fermentation a I'état solide (SSF) et
la fermentation immergée (SmF) (Ruiz et al., 2017).

Les Aspergillus constituent un groupe de moisissures qui a montré une diversité
considérable et une dominance dans la production de métabolites bioactifs comme les
antibiotiques et les enzymes. Ces composés ont témoigné d’un grand intérét par leurs
applications aux différents domaines biomédicaux et biotechnologiques (Prakash et al.,

2013). En effet, ces microorganismes peuvent cohabiter dans des environnements extrémes ou

1
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les conditions de vie sont particulieres : température et pression élevées, pH acide,
représentent une importante source a exploiter pour développer des nouveaux procedes
biotechnologiques (Bhat, 2000 ; Peciulyte, 2007).

Par ailleurs, le son de blé a été choisi comme substrat de fermentation en milieu
solide, gréce a sa richesse en fibres insolubles comme la cellulose et la pectine. Il posséde
aussi une bonne capacité de rétention de 1’eau pouvant aller jusqu’a 80% (Abdullah et al.,
1985).

Dans cette optique, la présente étude vise a identifier de nouvelles enzymes
pectinolytiques répondant aux critéres de 1’industrie, a savoir la thermostabilité et la capacité
a hydrolyser les substances pectiques en conditions alcalines et acides. Pour ce faire, on a

procédé a une souche d’Aspergillus niger isolée du sol de Teleghma.

Les différentes étapes réalisées au cours de ce travail sont :

+ Etude de I'effet des conditions qui influencent la production des lyases a savoir: taux
d'’humidité, effet de la température, effet de la période d’incubation et la concentration
de I’'inoculum.

+ Caractérisation des lyases sur I’extrait brut: étude de I’influence du pH et de la
température,

+ Effet de stabilité du pH et de la température

+ Influence des ions métalliques et de "TEDTA

+ Détermination des parametres cinétiques (Km et Vmax) de I’enzyme.

Au terme de cette étude, d’autres perspectives seront abordées pour ouvrir de nouvelles pistes

de recherches dans le domaine de la production des lyases.
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Chapitre 1 Synthese bibliographique

I. Les champignons filamenteux
1 Géneéralités

Les champignons ou mycetes sont des organismes eucaryotes uni- ou pluricellulaires
qui étaient traditionnellement classés dans le régne végetal. Plus tard, ces organismes ont été
exclus de ce vaste régne et constituent actuellement un groupe a part : « le régne des Mycétes
» ou autrement dit le régne des « Fungi », car ils se différencient des plantes particulierement
par leur paroi renfermant de la cellulose et de la chitine (Méheust, 2012), par ’absence de la
chlorophylle et en conséquence par leur incapacité a produire leurs propres aliments (Berger
et Guss, 2005). Les champignons sont hétérotrophes vis-a-vis du carbone ainsi
qu’organotrophes, se nourrissant habituellement par décomposition de la matiére organique,
ce qui crée une excellente opportunité pour leur croissance dans les aliments. Le régne
fongique est caractérisé par une grande diversité estimée a plus de 1,5 million d'espéces, bien
que 70 000 espéces « uniquement » aient été nommees (Paterson, 2006). Ce régne regroupe
entre autres des espéces macroscopiques (macromycetes) et d’autres microscopiques
(micromycetes) ayant un aspect filamenteux beaucoup plus connus par le terme trivial : «
moisissures ». Ces derniers ne sont pas perceptibles par 1'eeil qu’une fois que leur

développement devient important (Tabuc, 2007).

2 Le genre Aspergillus
» Historique

Aspergillus est un genre fongique asexué, décrit pour la premiere fois en 1729 par
Michelli et qui consiste a plus de 180 espéces officiellement reconnues réparties en 18
groupes (essentiellement définies d’aprés les caracteres de D’appareil reproducteur)
morphologiquement, génétiquement et physiologiquement proches. Il se caractérise par des
longs hyphes qui se terminent par la formation d’une structure globuleuse, contenant des
spores ressemblant la forme d’un goupillon (an aspergillumen latin) d’ou le nom Aspergillus
(Brakhage et al., 1999; Pasqualotto, 2010 ; Masayuki et Katsuya, 2010).

La richesse de I’arsenal enzymatique des espéces aspergillaires les fait utiliser
notamment dans la production d’une large gamme des acides organiques (acide citrique, acide
gluconique, acide acétique,..), des enzymes (protéases, lipases, amylases, ...) et des
métabolites bioactives tels que les mycotoxines (Abraca et al., 2004; Bouchet et al., 2005;
Heitman et al., 2007), dont la biosynthese de ces produits naturels est habituellement
associée au développement et différentiation du champignon (Ward et al., 2006).
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Les Aspergillus sont caractérisés par un thalle végétatif formé de filaments myceliens
hyalins, de diameétre fin et régulier, ils sont septés et ramifiés. L’identification du genre
Aspergillus repose sur la mise en évidence des tétes aspergillaires a 1’examen microscopique.
En effet, sur les filaments végétatifs prennent naissance des filaments dressés non cloisonnes
appelés conidiophores. Ces conidiophores se terminent par une vésicule de forme variable sur
laquelle sont disposées les cellules conidiogénes ou phialides. La conidiogénése s’effectue sur
le mode blastiquephialidique, par bourgeonnement a I’apex des phialides d’une série de
spores ou conidies qui restent collées les unes aux autres en chaines non ramifiées, basipetes.
Les spores unicellulaires sont de forme variable, globuleuses, subglobuleuses ou elliptiques.
Elles peuvent étre lisses ou recouvertes d’aspérités plus ou moins marquées, et sont de
pigmentations diverses. Les phialides sont soit directement insérées sur la vésicule (tétes
unisériées), soit portées par des petits articles insérés sur la vésicule : les métules (tétes

bisériées). (Figure 1).

Conidics

Phialides

o /
‘\ Métules

Viésgicule

Conidiophore
\ «— (large, non cloisonné¢) ——»

ﬁ——i Cellule podale \lp

Filament végétatit
({in. cloisonné)

Figure 1 : Appareil reproducteur des Aspergillus (Chabasse et al., 2002).

3 Aspergillus niger
L ’Aspergillus niger, I'aspergille noire, est un champignon filamenteux ascomycete de
I'ordre des Eurotiales. C'est une des espéces les plus communes du genre Aspergillus qui
apparait sous forme d'une moisissure de couleur noire sur les fruits et les légumes (Raper et
Fennel, 1977).
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L’Aspergillus niger est I'un des microorganismes les plus importants utilisés en
biotechnologie. Il est employé depuis plusieurs décennies déja pour produire des enzymes

extracellulaires (alimentaires). (Schuster et al., 2002).
3.1 Taxonomie

En raison de son importance économique, 1’Aspergillus est I'un des genres les mieux
décris du point de vue taxonomique parmi les champignons filamenteux. Al-Musallam,
(1980) a révisé la taxonomie du groupe Aspergillus niger en prenant essentiellement les
caractéristiques morphologiques en compte (Masayuki et Katsuya, 2010). Récemment,
plusieurs méthodes ont été utilisées dans cette section. La classification des especes dans le

groupe varie selon les traitements taxonomiques.

La position systématique d 'Aspergillus niger est résumée comme suivant (Daiani et al., 2011)

Régne Mycetes
Embranchement Amastigomycota
Sous-embranchement Deuteromycotina
Classe Deutoromycetes
Ordre Moniliales
Famille Moniliaceae
Genre Aspergillus
Espece Aspergillus niger

Tableau 1 : Position systématique d Aspergillus niger (Daiani et al., 2011).

3.1.1 Caracteéres culturaux/ Aspect macroscopique

Ce champignon croit facilement sur milieu de Czapek, une colonie peut atteindre 3 a 4
cm en 10 jours, avec le mycélium extensif hyalin en grande partie immergé dans la gélose.
Les colonies apparaissent d’abord blanches, puis jaunes, et enfin granuleuses noires. En effet,
ce champignon produit également du mycélium aérien blanc et de trés nombreuses structures
sporiferes érigées, pulvérulentes, brun-noir, qui est généralement disposées en cercles
concentriques (Quatresous, 2011). L’A.niger est caractérisé par la production d'un grand
nombre de spores en chaines. La sporulation produit des conidies contenant des spores
asexuées haploides, disséminées dans [’atmosphére aprés maturation. La croissance

végétative est initiée par la germination des spores avec formation d’un hyphe tubulaire,
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donnant naissance a un réseau mycelien par ramification, qui acquiert les éléments nutritifs de
I’environnement (Meyer et al., 2004 ; Ward et al., 2006).

3.1.2 Morphologie microscopique

La multiplication de cette espeéce est végétative. Il n’y a pas de reproduction sexuée
connue. On observe alors des tétes conidiennes larges, brun-rouge tres sombre a noir, tout
d’abord sphériques et secondairement radiées. Elles sont portées par de longs conidiophores
(1,5 a 3 mm de long) qui présentent une paroi épaisse, lisse et incolore. La vésicule est
globuleuse, brune, et de grande taille (40 a 70 um de diamétre) (Quatresous, 2011).

Les phialides (7-10 x 3-3,5 um) sont portées par des métules brunatres, de dimensions
variables (10-15um). Les conidies sont habituellement globuleuses, parfois légérement
aplaties de couleur brunatre et qui mesurent 3,5 a 4,5 um ; parfois jusqu’a 6 um de diamétre

(Figure 2) (Abraca et al., 2004; Pasqualotto, 2010).

Conidies
Phialides
Metules

Veésicule

Conidiophore

Figure 2 : Aspect microscopique (a) et représentation schématique de la conidiophore
d’Aspergillus niger (b) (Pasqualotto, 2010).

3.2. Ecologie

De nombreux Aspergillus noirs ont été isolés du monde entier. Aspergillus niger est un
champignon filamenteux qui se développe en aérobiose sur la matiére organique
(Dijksterhuis et Wasten, 2013). Ces capacités et I'abondante production de conidies, qui sont
distribués par I'intermédiaire de l'air, garantissent I'occurrence omniprésente de l'espece, avec
une fréquence plus élevée aux lieux chauds et humides (schuster et al., 2002).

Distribué largement dans tous le sur-monde, A. niger est lI'un des champignons les

plus communs dans 1’environnement humain, qui vive en saprobiose (Samson, 1994 ; Ward

6
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et al., 2006). Il est trés répondu dans les zones sombres et humides, les sols, le compost,
pousse a la surface des matiéres organiques en décomposition, des denrées alimentaires, des
sous-produits agricoles surtout les céréales et ses dérivés (son de blé, son de riz, bagasse...) et
de nombreux autres substrats, ou les acides aminés et les sucres sont initialement insuffisants.
Ce qui a conduit l'organisme d'avoir un certain nombre d'enzymes hydrolytiques, qui lui
permet d’utiliser efficacement les sources nutritionnelles externes pour sa croissance

(Guillaume, 2006 ; Leyral et Vierling, 2007; Pasqualotto, 2010).

3.3. Le développement de I’Aspergillus niger

Aspergillus niger est une espéce xérophile, pouvant vivre dans un milieu assez pauvre en
eau. Elle peut germer dans un milieu ayant une activité de I'eau de aw=0,60 a la température
de 45 °C. C'est pourquoi elle est fréquemment isolée dans les fruits secs et les noix. Elle peut
aussi vivre dans un environnement trés humide humidité relative de 90 a 100%) (John et
Ailsa, 2013). La température de croissance se situe entre 20 et 48 °C avec un optimum de
25°C (Ayesha et al., 2003).

3.4. EffetupH

A coté de I'Aw et la température, le pH peut avoir un effet pour la croissance fongique,
la plupart de ces moisissures se développent sur une plage de pH extrémement large: 1,4-9,8
(Schuster et al., 2002).

Entre pH 4,0 et 6,5, les variations de croissance sur les milieux NaCl sont minimes. La

moisissure A. niger peut se développer a un pH aussi bas que 2,0 (acide) si I’aw est élevé
(John et Ailsa, 2013).

4. Production d’enzymes par I’Aspergillus niger

L’Aspergillus niger est trés largement utilisé dans la production des enzymes
Commerciales vues les hautes productivités enzymatiques qui peuvent étre atteintes (Iwashita
2002 ; Bakhtiari et al., 2006 ; Aftab et al., 2007 ; Mhetras et al., 2009) (Tableau 2).
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Enzyme Microorganisme Substrat /Milieu Références
protéase A. niger Son de blé Villegaset al., 1993.
Demain et Davies, 1999.
Ikram -Ul-Haq et al.,
2003.
protéase A. niger 91 Grain de soja : son Sanchez et Pilosof, 2000.
de riz (7:3 w/w)
protéase A. niger Confits, graines de Wang et al., 2006.
coton en poudre
protéase A. niger AB100 Ecaille de poissons Barnaliet al., 2008.
Glucoamylase A. niger Son de blé+son de Rajoka et Yasmeen,
riz+cellulose 2005.
a-amylase A. nigerATCC 16404 Déchets d'orange en Djekrif-Dakhmoucheet
poudre al., 2006.
Xylanase A. niger XY-1 Son de blé XU et al., 2008.
Cellulase A. niger Son de blé Demain et Davies, 1999.
Lipase A. niger L’huile d’olive + la Namboodiri et
gomme d’acacia Chattopadhyaya, 2000.
(3%+19%)
Lipase A. niger Son de blé + I’huile Mahadiket al., 2002.
d’olive
Polygalactorunase A. niger Son de blé Fantanaet al., 2005.
Pectinase A. nigerDMF 27, Téte de tournesol Patil et Dayanand, 2006
DMF 45 égrainée (a,b,c)
Pectinase A. niger Akhter et al, 2011

Son de blé +cosse de
riz

Tableau 2 : production d'enzyme par Aspergillus niger.
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1. Enzymes glycolytiques : Pectinases

1 Substrats pectiques

Les substances pectiques sont des macromolécules glycosidiques complexes de masse
moléculaire élevée trouvées dans les plantes supérieures. Les substances pectiques sont
présentes dans la paroi cellulaire primaire et constituent les principaux composants des
lamelles moyennes, une fine couche adhésive extracellulaire formée entre les parois des
cellules jeunes adjacentes. En bref, Les substances pectiques sont largement responsables de
I'intégrité structurelle et de la cohésion des tissus végétaux (Rombouts et al., 1980 ; Alkorta
et al., 1998). On distingue trois groupes majeurs de polyssacharides pectiques, tous contenant

de I'acide D-galacturonique dans une plus ou moins grande mesure.

1.2. Homogalacturonane (HG)

HG est un polymére linéaire formé par I'acide D-galacturonique qui peut étre acétylé
et ou estérifié par un méthyle. On peut appeler cela des régions lisses de pectine. La molécule
est classée en fonction de son niveau d'estérification: la pectine contient au moins 75% des
groupes carboxyle méthylés; I'acide pectinique (acide polygalacturonique, partiellement ou
entierement estérifier) a moins de 75% des groupes carboxyle méthylés; I'acide pectique ou
I'acide polygalacturonique n'a pas de groupes carboxyle estérifiés méthyliques (Jayani et al.,
2005).

1.3 . Ramnogalacturonane | (RGI)
Le groupe RGI est composé du disaccharide répétitif acide rhamnose-galacturonique.
Les résidus galacturoniques peuvent étre acétylés et les deux résidus peuvent porter des
chaines latérales de sucres neutres tels que le galactose, I'arabinose et la xylose (Willats et al.,
2006).

1.4 Rhamnogalacturonane 11 (RGII)

Malgré son nom, RGII est une chaine homogalacturonane avec des chaines latérales
complexes liées aux résidus galacturoniques (Willats et al.,, 2006). Vincken et ses
collaborateurs (Vincken et al., 2003). Ont proposé un modele de structure de molécule de
pectine dans lequel HG et RGII sont de longues chaines latérales du squelette de RGI (Figure
3). Les deux chaines RG sont également appelées régions poilues de la molécule de pectine.
Dans les fruits non mars, la pectine se trouve sous forme de substance pectique insoluble dans
I'eau, la protopectine, liée a des microfibrilles de cellulose conférant une rigidité aux parois

des cellules. Au cours de la maturation, les enzymes du fruit modifient la structure de la
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pectine en brisant le squelette ou les chaines latérales de la pectine, ce qui se traduit par une
molécule plus soluble (Kashyap et al., 2001).

e 2 J

Homogalacturonan

Rhamnogalacturonan II

Rhamnogalacturonan 1

¥

Acetyl ester <« Methyl ester
Galacturonic acid (GaiA)
Rhamnose (Rha)

Apiose (Api)

Fucose (Fuc)

Aceric acid (AceA)
Galactose (Gal)

Arabinose (Ara)

Xylose (Xyl)

Glucuronic acid (GlcA)

a
®
L
@
L
=
o
o
o
-

® Deoxylyxo- Ketodeoxymanno- .
heptulopyranosylaric acid (Dha) octulopyranosylonic acid (KDO)

Figure 3 : La structure de base de la pectine. (Willats et al., 2006).

Représentations schématiques des conventionnelles (A) et récemment proposeées (B)

des structures de pectine. (Willats et al., 2006).
2. Solubilité

Les pectines sont considérées comme des fibres solubles ayant une forte capacité de
rétention d'eau. Plusieurs effets bénéfiques pour la santé ont été rapportés concernant
I'élimination des métaux lourds et la diminution du taux de cholestérol plasmatique (Voragen
etal., 1995).

3. Structure chimique
La structure chimique des pectines est variable selon la source, la localisation et la
méthode d'extraction (Thakur et al., 1997). Une composition chimique et une structure
génériques de la pectine ont toutefois été établies dans la littérature. Le modéle communément
admis présente la pectine comme une chaine principale d’acide galacturonique insérée par des
résidus rhamnosyls auxquels se lie les chaines latérales. L’insertion des unités rhamnose sur la

chaine principale forme les «coudes» pectiques. Une représentation schématique de la

10
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structure des pectines résume celles-ci en une région dite «lisse» homogalacturonique et des

régions dites «chevelues» constituées par des régions rhamnogalacturoniques (Figure 4)
(Voragen et al., 1995).

Régions « lisses » Régions « chevelues »

Figure 4 : Représentation schématique des zones "lisses" et "chevelues" des pectines.

(Voragen et al., 1995).

La chaine principale est constituée des acides a-D-galacturoniques liés entre eux par
des liaisons a (1-4). La fonction carboxylique en position O-6 peut étre estérifiée par le
méthanol, ou suite a une réaction chimique, par des groupements amides. Les fonctions

hydroxyde secondaires (en position O-2 et O-3) peuvent étre estérifiées par 1’acide acétique.

— lespectines HM (hautement méthylées) : ce sont les pectines dont le degré
d’estérification est supérieur a 50 %.
— les pectines LM (faiblement méthylées): ce sont les pectines dont le degré
d’estérification est inférieur a 50 %.
Les pectines sont abondantes dans les fruits et les Iégumes (Tableau 3) et évoluent
avec la maturation des tissus. Bien qu’elles puissent étre extraites d’un grand nombre de

veégetaux, les principales sources industrielles de pectines sont les mares de pomme et les

écorces de citron et d’orange.

11



Chapitre 1 Synthese bibliographique

Fruits/légumes Teneur en pectine en % Références

Pommes 0,5-1,6 Taper et al., 2014

Mare de pomme 1,5-2,5 Hodgson et kerr, 1991
Ecorces de citron 2.5-4 Karr, 1976

Bananes 0,7-1,2 Taper et al., 2014
Ecorces d’oranges 3,6-5,5 Renard et thibault, 1993
Pulpe de Betterave 1 Karr, 1976

Pois 0,5-0,8 Taper et al., 2014
Tomates 0,2-0,5 Taper et al., 2014
Carottes 0,2-0,5 Renard et thibault, 1993

Tableau 3 : teneur en pectine de différents fruits et legumes

4. Enzymes pectinolytiques

Les enzymes pectinolytiques ou pectinases sont un groupe hétérogéne d’enzymes qui
hydrolysent les substances pectiques et qui sont largement distribuées dans les plantes
supérieures et dans les micro-organismes. Cette famille d’enzymes est capable d’attaquer une
variété de liaisons chimiques des pectines. Le terme « enzyme pectinolytique » ne concerne
que les enzymes qui agissent sur la partie galacturonique des substances pectiques (Combot
et al., 2011). Les modes d’action des différentes classes de pectinases sont résumés dans la
(Figure 5).

Les enzymes pectinolytiques sont classées selon la nature du substrat (pectine, acide
pectique, oligogalacturonate), le mécanisme de dégradation (trans-élimination ou hydrolyse)

et le type de clivage (endo ou exo) (Favela-Torres et al., 2006).

12
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Figure 5 : Mode d’action des pectinases (Combo et al., 2011).

4.1. Protopectinases

Les protopectinases (pectine insoluble dans 1’eau) (EC 3.2.1.99) solubilisent la
protopectine en formant une pectine soluble hautement polymérisée (Alkorta et al., 1998 ;
Kashyap et al., 2001). Elles sont classés en deux types: on réagit avec la région de 1’acide
polygalacturonique de la protopectine, type A; l'autre avec les chaines polysaccharidiques
pouvant relier la chaine d'acide polygalacturonique et les constituants de la paroi cellulaire, de
type B (Sakai et al., 1993).

4.2. Pectine méthyl estérases (PME)

La pectine méthyl esterase ou la pectinestérase (EC 3.1.1.11) catalyse la
désesterification du groupe méthoxyle de la pectine formant de I'acide pectique et du
méthanol. L'enzyme agit préférentiellement sur un groupe ester méthyliqgue d'un motif
galacturonate a co6té d'un motifgalacturonate non estérifié. Elle agit avant les
polygalacturonases et les pectate lyases qui nécessitent des substrats non estérifies (Kashyap

et al., 2001). Elle est classé dans la famille des glucides estérases 8 (Coutinho et al., 1999).

4.3. Pectine Acétyl Estérases (PAE)
La pectine acétyl estérase (EC 3.1.1.6) hydrolyse I'ester acétylique de pectine formant
de l'acide pectique et de l'acétate (Shevchik et al., 1997). Elle est classé dans les familles 12

et 13 des glucides estérases (Coutinho et al., 1999).

13
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4.4.Polyméthylgalacturonases (PMG)
La polyméthylgalacturonase catalyse le clivage hydrolytique des liaisons o-(1,4)-
glycosidiques dans le squelette de la pectine, de préférence une pectine hautement esteérifiée,

formant ainsi le 6-méthyl-D-galacturonate (Jayani et al., 2005).

4.5. Polygalacturonases (PG)

Les PG sont des enzymes pectolytiques qui catalysent I’hydrolyse des liaisons
glycosidiques a-(1-4) des pectines acides (acide polygalacturonique). Cesenzymes sont
spécifiques des substances pectiquesnon ou partiellement estérifiées par du méthanol. Elles
sont les plus étudiées parmi la famille des enzymes pectolytiques. Les PG impliquées dans
I’hydrolyse des substances pectiques sont des endo-PG (EC 3.2.1.15) et des exo-PG (EC
3.2.1.67) (Jayani et al., 2005). Les endo-PG coupent les liaisons d'acide a-1,4-D-
galacturonique au hasard, alors que les exo-PG coupent les liaisons lien de fin non réducteur
(Anand et al., 2014). Les endo-PG se trouvent genéralement dans un environnement
extracellulaire et exo-PG dans le périplasme. Les polygalacturonases sont largement
répandues parmi les champignons, bactéries, levures, plantes et certains nématodes parasites
des plantes (Niture, 2008).

4.6. Les lyases

Les lyases dégradent la pectine, les oligoméres et les polyméres d’acide
galacturonique. Ce sont des enzymes qui rompent la liaison glycosidique CO par un
mécanisme de B-€¢limination. Leur action dépolymérisante entraine la libération d’uronides
insaturé et d’oligomeres de petite taille. La méthode la plus commode pour suivre I’activité
des lyases est la mesure de 1’augmentation de I’absorbance a 235 nm due a la double liaison
produite a D’extrémité non réductrice des composés insaturés. De plus, les méthodes de
détermination de 1’activité des PG peuvent également Etre utilisées pour les lyases. Les lyases
sont classées en différentes types sur base de leur mode d’action et en fonction du substrat sur
lequel elles agissent. Comme pour les PG, selon que la réaction enzymatique se fait au hasard

ou a ’extrémité de la chaine, on distingue les endo- et les exo-lyases (Jayani et al., 2005).

4.6.1. L’origine des lyases
Les lyases sont produites par des bactéries et des champignons (Prade et al., 1999).
Elles sont aussi présentes dans les végétaux, principalement dans les fruits et les légumes ou

elles sont impliquees dans leur madrissement.

14
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» Origine végetale
Les lyases produites par les plantes au niveau intracellulaire fragilisent les membranes
cellulaires, ce processus est nécessaire a la croissance de la plante ainsi qu’a la chute des
feuilles et des fruits (Hadfield et Bennett, 1998). Le fruit produit aussi des lyases nécessaires
a sa maturation (changement de couleur et de goQt) et a son ramollissement (Hadfield et al.,
1998 ; Morgultti et al., 2006).

= Origine microbienne
La synthése d’enzymes a partir des plantes et des animaux est cependant limitée par
de nombreux paramétres difficiles a controler. Dés lors, la production d’enzymes a partir de la
flore microbienne est 1’avenue privilégiée par les producteurs puisqu’elle est plus facile a
gérer avec des résultats plus constants (Meunier, 1999). De plus, les lyases végétales sont
produites en quantité faible, contrairement aux lyases microbiennes. A la suite de ce
développement, un grand nombre de lyses furent produites par des bactéries, des moisissures

et des champignons.
» Origine bactérienne

Les bactéries produisent principalement des lyases telles que Bacillus spp. (Kashyap
et al., 2000), Pseudomonas marginalis (Hayashi et al., 1997), Geobacillus pallidus p26
(Safinur et al., 2014) et Bacillus macerans (Morozova et al., 2006).

En effet, les bactéries produisent plutdt des lyases alcalines et stables de point de vue
thermique pendant que les champignons sont utilisés pour 1’obtention des lyases acides

(Favela-Torres et al., 2006).
= Origine fongique

Les moisissures sont les micro-organismes les plus importants pour la production des
lyases tels que : Aspergillus niger (Sidra et al., 2013), Aspergillus giganteus (Pedrolli et al.,
2008), Penicillium citrinum (Yadav et al., 2009). La plupart des produits commerciaux

pectinolytiques sur le marché sont obtenus a partir d’ Aspergillus niger.
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4.6.2. Structurer des lyases

Figure 6 : Structure de pectine lyase (Kraulis, 1991). Pectine lyase (PLB).

La couleur représente le facteur de température et varie progressivement a partir de
bleu a rouge lorsque le facteur de température augmente. B, Schéma en ruban schématique du
squelette PLB, illustrant le secondaire structure. Les hélices sont représentées par des spirales
roses et la structure b par des fleches. La feuille b parallele, PB1, est jaune; PB2 est bleu; et
PB3 est rouge. La structure antiparalléle b dans le premier tour T3 et un brin b dans la
troisieme boucle T3 sont indiqué en orange. Les liaisons disulfures sont désignées par des
lignes épaisses et noires. L'image en A a été générée avec le programme O et I'image en B a
été réalisee avec MOLSCRIPT.

Figure 7 : Vue stéréoscopique des ions Ca21l et du TetraGalpA superposés a la carte de
densiteé d'électrons OMIT recuite simulée du PelC (Preston et al., 1992).
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4.6.3. Mode et mécanisme d’action de la pectine lyase
Elles ont pour substrat préférentiel la pectine et agissent selon deux modes :

- Les endopectines-lyases (EC 4.2.2.10) agissent par B-élimination et ont une
préférence pour les pectines HM. Leur affinité pour les pectines diminue avec le DM du
substrat et sont inactives sur I’acide polygalacturonique (APG). Elles coupent la liaison soit
entre deux AG methoxylés, ou entre un résidu AG libre et un résidu AG méthoxylé. Le plus
petit substrat est un AG4 totalement méthoxylé (Figure 7) (lemberg et al., 2000a).

- Les exopectines-lyases agissent sur les pectines fortement estérifiées, ont récemment

été isolées d’Aspergillus niger (suherland, 1995).
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Figure 8 : Action des pectines-lyases

Les deux groupes lyase sont classés dans la famille de polysaccharideslyases 1.
Comme le montre le (Tableau 4), les lyases de champignons présentent une activité optimale

en milieu acide et neutre, alors que celles de bactéries sont plus actives en milieu alcalin.

La dégradation compléte du substrat de la pectine nécessite toujours des enzymes qui

coupent la chaine du rhamnogalacturonane.
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Enzyme numéo Meécanisme  Modele Premier
EC d’action D’action Substrat Produits

Endopolygalact 4.2.2.2 Trans- Aléatoire Acide pectique Oligogalactur
uronase élimination onates
Lyase Insaturés
Exopolygalactu  4.2.2.9 Trans- Avant- Acide pectique Digalacturona
ronase élimination  derniere tes insaturés
Lyase liaison
Endopolymethy 4.2.2.10  Trans- Aléatoire Polyméthyl-D- Méthyloligoga
I-D- élimination digalacturonates  lacturontes
galactosidurona Insaturés Insaturés
te lyase
Exopolyméthyl- Trans- Derniére Polyméthyl-D- Méthylmonog
D- élimination  liaison digalacturonates  alacturonates

galactosidurona

te lyase

Insaturés

Tableau 4 : Classification des lyases (Jayani et al., 2005).

4.6.4. Mode et mécanisme d’action de la pectate lyase

Insaturés

La pectate lyase coupe les liaisons glycosidiques de préférence sur l'acide

polygalacturonique en formant un produit insaturé (4,5-D-galacturonate) par réaction de

transélimination. PEL a une exigence absolue d'ions Ca2 +. Il est donc fortement inhibé par

les agents chélateurs comme I'EDTA (Jayani et al., 2005). Les pectate lyases sont classées

comme endo-PEL (EC 4.2.2.2) qui attaquent au hasard a I’intérieur de la chalne

polygalacturonique. Le substrat préférentiel est une pectine faiblement méthoxylé (LM) avec

un degré de polymérisation (DP) plus éleve. Le plus petit substrat obtenu est un trimere

(AG3). Les exopectate-lyases (EC 4.2.2.9) ont une action récurrente a partir de I’extrémité

réductrice de 1’acide galacturonique en libérant des dimeéres insaturés (AG2) (rexova-

bencova et marcovic, 1976; baron et thibault, 1985). La présence de calcium serait

nécessaire a I’action des endo et des exopectate-lyases (Figure 9) (Jurnak et al., 1996).
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Figure 9 : Action des pectates-lyases

5. Applications des enzymes pectinolytique

L’utilisation des pectinases en association avec les amylases dans les industries agro-
alimentaires a le pouvoir de clarifier les jus et ainsi réduire le temps de filtration de 50%
(Saxena et al., 2008). Elles sont utilisées également dans la clarification du vin, ou bien
comme compliment alimentaire dans 1’alimentation animale (Rodriguez-Fernandez et al.,
2011). Les pectinases trouvent aussi des applications dans divers domaines tels que: le textile,
industries du papier, fermentation du cacao, la confection et la maturité du thé, I’extraction
des pulpes a partir des fruits et légumes, ainsi que le traitement des eaux usés (Zenil et al.,
2015), les applications des pectinases dans les divers domaines sont représentées dans le
(Tableau 4).
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Domaine Processus

Production de jus de fruits  -Classification des jus.

Cornichons -Favorise le ramollissement durant le processus de
fermentation et de stockage

Production de Café et Thé  -Accélération du processus de fermentation et 1’élimination
de la mousse.
-Elimination des couches mucilagineuses dans les grains de
café.

Texitles -Dégraissage des fibres végétales.
-Utilisé dans 1’élimination des impuretés non cellulosiques
dans les fibres de cotons.

Traitement des eaux usées  -Elimination des pectines contenues dans les eaux usées
des industries agroalimentaires

Papier et puple -Dépolymérisation des pectines retrouvées dans le papier,

et réduit la demande cationique des solutions de pectine.

Tableau 5 : Applications des enzymes pectinolytiques microbiennes (Kumar et Suneetha,

2014).

5.2. Application des pectinases industrielles

Les pectinases industrielles peuvent étre classées en deux types; pectinases acides et
alcalines (Gummadi et al., 2007). Les pectinases acides jouent un r6le important dans
I'industrie des jus de fruits. Les pectinases du commerce sont couramment utilisées dans les
processus d’extraction et de clarification des jus clairs mousseux (jus de pomme, de poire et
de raisin), jus jusques nuages (jus d’agrumes, jus de pruneaux, jus de tomates et nectars) et
dans les produits unicellulaires dans le but de préserver I'intégrité des cellules végétales en
hydrolysant sélectivement les polysaccharides de la lamelle moyenne (Kashyap et al., 2001).
Par contre, les pectinases alcalines principalement produites a partir de Bacillus spp. sont
principalement utilisés pour le dégommage et le rouissage des cultures de fibres et le

prétraitement des eaux usées pectiques des industries des jus de fruits (Kashyap et al., 2001).
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Il . Fermentation sur Milieu Solide :

1. Définition

La fermentation en milieu 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 al., 2005). La fermentation en milieu solide est
définie comme une fermentation impliquant des particules solides humides en absence ou
presque d’eau libre et différe de la fermentation en milieu liquide, ou le milieu nutritif est
complétement solubilisé dans un grand volume d’eau, et de la fermentation en milicu
submergé ou le milieu nutritif est par exemple sous forme d’une suspension de fines
particules dans la phase liquide (Duchiron et al., 2011). La principale différence entre ces
procédés réside dans la variation des proportions (de 1’équilibre) des phases solide, liquide et
gazeuse. 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 piége
dans les particules ou entre celles-ci. La capacité de rétention en eau des supports solides est
variable et peut aller de 12 a 90%, soit une activité de I’eau (Aw1) comprise entre 0,65 et 0,98

(Assamoi et al., 2009).

2. Lesondeblé
Le son de blé est un co-produit de la semoulerie issu des parties externes du grain, il
est riche en fibres alimentaires, composé principalement de cellulose, protéines, vitamines, et
sels minéraux (calcium, magnésium, phosphore). Cette composition varie en fonction de ses
variabilités génétiques et éco-physiologiques ainsi qu’en fonction du mode de fractionnement
et de mouture (Zeitoun, 2011).

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

importante permettant une bonne croissance des champignons. Le son de blé contient de la
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cellulose (13%), de I’amidon (15-25%) et du xylane (12,65%) et de la pectine (20%) qui
induisent une bonne production de cellulases, d’amylases, xylanases et de pectinases
respectivement. Le son de blé est un substrat potentiellement intéressant pour la production de
biocarburant. Des études actuelles portent sur la saccharification et la fermentation simultanée
de son de blé qui permet de convertir les complexes polysaccharidiques en réserve de sucre
facilement transformable en éthanol (Javed et al., 2012). Le son de blé a également un role
dans le domaine médical. Les antioxydants contenus dans ce coproduit peuvent réduire les
risques de maladies telles que : le cancer du c6lon, la maladie de Parkinson, les maladies
cardio-vasculaires. Les fibres du son de blé sont connues pour diminuer le taux de cholestérol
(Javed et al., 2012). 11 est aussi utilis¢é comme additif dans 1’alimentation humaine pour
I’apport de vitamine B. Le son de blé peut aussi étre utilisé¢ dans 1’alimentation animale. 11 a
ét¢ montré que 1’ajout quotidien de son de blé dans I’alimentation des vaches permet
d’augmenter la production de lait de 14,65 litres par jour. Cependant, pour étre efficace, le son
de blé doit étre préalablement « déphytisé » car les phytates sont d’importants facteurs
antinutritionnels. De part 1’abondance mondiale de ce co-produit, ses propriétés et ses
nombreuses applications en fermentation mais aussi en médecine, le son de blé est considéré

comme « I’or marron » du XXIeéme siécle (Javed et al., 2012).

22



Chapitre 2
Matériel et méthodes



Chapitre 2 Matériel et méthodes

1. Réactivation de la souche
La souche utilisée dans ce travail est la moisissure Aspergillus niger isolée du sol de
Teleghma, fournie par la Doctorante Bramki Amina, Laboratoire de Mycologie, de
Biotechnologie et Activité Microbienne (LaMyBAM) Université des Fréres Mentouri
Constantine. La réactivation est effectuée sur milieu PDA (Annexe 1). Elle se fait par dép6t
de la souche au centre a l'aide d'une anse de platine. Les boites sont incubées & 30°C pendant

7 jours.

2. Production des lyases en Erlen-meyers en FMS

2.1 Son de blé substrat de la fermentation
Le son de blé est la matiére premiére principalement utilisée, comme substrat de
fermentation, dans cette étude. Il nous a été gracieusement fourni par le groupe des Moulin
sidi Rachad (Unité 312 Hamma Bouziane). Le substrat est conservé dans des boites en métal

hermétiquement fermé a température ambiante.

2.2 Préparation de I'inoculum
La souche est maintenue sur milieu PDA incubée a 30°C jusqu’a ce que la surface de
la boite soit recouverte de spores, apres sporulation de la souche les spores sont récupérée par
addition de 10ml d’eau distillée stérile, la concentration en spores est déterminée par le

dénombrement de la dilution appropriée a 1’aide d’une cellule de Thoma.

2.3 Dénombrement des spores

La détermination des nombres des spores est réalisée a partir d’une solution mere de
spores a 1’aide d’une cellule de comptage ou de numération (cellule de Thoma) (Guiraud,

1998).L’examen s’effectue au microscope au grossissement x 40.

2.4 Fermentations

2.4.1 Préparation du milieu de production
Les fermentations en milieu solide sont réalisées dans des Erlenmeyers de 250 ml,10 g
de son de blé sont mis dans chaque Erlenmeyer avec un volume de solution humidifiante qui
est I'eau distillée, ensuite ils sont ensemencés avec l'inoculum et homogénéisés a l'aide d’une
baguette en verre puis , Les Erlenmeyers sont bouchées avec du coton cardé enveloppé avec
du papier d’aluminium (qui assure une bonne étanchéité et supporte les hautes températures)
(Kumar et al., 2005) et stérilisés a 120°C pendant 20 minutes, les enzymes sont

ensuite incubés a 45°C pendant 5 jours.

23



Chapitre 2 Matériel et méthodes

Dans ce travail plusieurs tests sont réalisés afin de determiner I'effet des conditions

influencant sur la production des lyases

o L'effet de I'hnumidité: la gamme de 40%,50%,60%,70% et 80% d'agent humidifiant
qui est I'eau distillée a été utilisé pour tester I’humidité.

e L'effet de la concentration en inoculum : la gamme des taux d’inoculum étudiée
est : 108, 2x10°, 107,2x107

e Effet de la période d’incubation: On a testé 24h ,48h, 72h, 96h, 120h, 144h et 168h

o L 'effet de la température : différentes température a été testé 30°C, 40°C, 45°C et
50°C.

2.4.2 L'extraction
Aprés fermentation, une quantité de (5 g) de substrat fermenté est mélangée avec 50
ml de solution de Tween 80 (0,02%). Le mélange est mixé pendant 3 minutes et centrifugé a
10 000 tours/min a 4°C pendant 30 minutes (Demir et Tari, 2014). Le surnagent obtenu
constitue 1’extrait enzymatique brut, il est conservé au congélateur et sert pour I’analyse des

activités pectinolytiques.

2.4.3 Meéthodes analytiques

e Préparation du milieu réactionnel
Le dosage est réalisé selon la méthode de (Albersheim et Killias, 1962). Un volume
de 0.2ml de I’extrait enzymatique récupére apres la centrifugation est mélangé avec 1.3ml de
substrat (tampon tris-HCI pour le pectate lyase et tampon phosphate citrate pour pectine
lyase) sauf dans la pectate lyase on ajoute 15ul de cacl,. Le mélange est incubé au bain marie

a 40°c pendant 20 minutes.

La lecture au spectrophotomeétre (JENWAY ., 7305 Spectrophotometre) a 232nm se
fait directement sur le milieu réactionnel, avec ou sans dilution, contre le blanc, en utilisant
une cuve en quartz. L’activité enzymatique est exprimée en Ul et calculée selon la loi de
Beer-Lambert, avec un coefficient d’extinction molaire de 4600 M* L? cm? d’apres

Albersheim (Albersheim et Killias, 1962).

» L’activité enzymatique est calculée en Ul/g(Substrat) :
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.., ul )
Activité —* volume de l'extraction

Activité enzymatiqueUl Substrat) =
Y 1 /9( ) matiére séche

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

Activité totale Ul/g(substrat)
masse de protéine mg/ml

Activité spécifiqueUl /mg =

e Dosage des protéines :

Le dosage des protéines est réalisé selon la méthode de (Lowry et al., 1951) qui
consiste en un dosage colorimétrique particulierement sensible se basant sur deux réactions
colorimétriques: La réaction de Biuret dans laquelle Cu?*en présence d'une base, réagit avec
la liaison peptidique en donnant une couleur bleu-profond et la chimie de Folin-Ciocalteu
dans laquelle un mélange complexe de sels inorganiques réagit avec les résidus tyrosine et
tryptophane des protéines en donnant une intense couleur bleue (Annexe 2), La quantité de
protéines est déterminée par comparaison avec une gamme de sérum albumine bovine (BSA)

a des concentrations de 0 a 500 pg/ml.

y=1,767x
1 R? = 0,999

0.8 -
0,6
0,4

0,2

Absorbance a 650 nm

0 0,1 0,2 0,3 0,4 05 0,6

Concentration de la BSA mg/ml

Figure 10 : Courbe étalon pour le dosage des protéines.
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3. Caractérisation des lyases
Les enzymes sont produites par la souche A.niger sont caractérisées par: le pH
optimal, la température optimale, la stabilit¢ thermique, la stabilit¢ au pH. Cette
caractérisation est réalisée de I’extrait brut obtenu apres ensemencement de la souche des

milieux optimisés.

3.1 Influence du pH
L’étude de la variation de I’activité des lyases en fonction du pH est menée a la
température optimale de chaque enzyme active pour une gamme de pH de 3.0 a 12.0. Quatre
types de solutions tampons sont utilisés: tampon phosphate citrate 100 mM pour les Ph de 3.0
a 5.0, le tampon phosphate 100 mM pour les pH de 6.0 a 8.0, le tampon Tris—=HCI 100 mM
pour pH 9.0 et 10.0, le tampon Na;HP0s-NaOH 100 mM pour les pH de 11.0 a 12.0.
L’optimum est déterminé en tragant 1’activité des lyases en fonction des pH pour chaque

enzyme active.

3.2 Effet de la température
L’effet thermique sur ’activité de la pectate lyase est étudié a pH 10 et sur I’activité de
la pectine lyase a pH 4. Une gamme de température variant de 40 a 100 °C avec un intervalle
de 5°C, est utilisée afin de déterminer la température optimale des deux enzymes.

3.3 Effet de stabilité de la température
La thermostabilité des deux enzymes est menée au pH optimal de chaque enzyme, a
différentes températures (60°C 70°C 80°C et 90°C) pour un intervalle de temps allant jusqu’a
3 heures, des prélevements sont effectués chaque heure. L’activité enzymatique résiduelle

(par rapport a I’activité de 1’échantillon non traité) est déterminée.

3.4 Effet de stabilité au pH
La stabilité au pH est déterminée a 4°C. Les échantillons sont portés a des pH compris
entre 3.0 et 12.0 avec des tampons préalablement préparés aux différents pH. Aprés stockage
a 4°C pendant 24 heures, les échantillons sont remis a pH 9 pour Pectate lyase et a pH 5.2
pour pectine lyase. L’activité résiduelle par rapport a I’activité enzymatique initiale est

calculée.
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3.5 Influence des ions métalliques et de 'EDTA
Pour visualiser 1’effet des ions sur I’activité des lyases, I’extrait enzymatique est pré-
incubé pendant 30min a 50 °C en de différents ions a une concentration de 1 mM : Cacly,
Mnclz, Baclz, Mgcly, Cdclo, PEDTA 10 Mm est également testé.

Les activités enzymatiques relatives sont déterminées selon les conditions standards

apres une incubation de I’enzyme avec le substrat spécifique pendant 20min.

3.6 Détermination des parameétres cinétique (Km et Vm) de la pectate et la pectine
lyase

Différentes concentrations du substrat (pectine pour PNL et I’acide polygalacturonique

pour PEL), variant de 0.05%, 1%, 1.5%, 2%, 2.5% sont testées afin de déterminer les

paramétres cinétiques (Km et Vmax) des deux enzymes, par représentation en coordonnées

inverses de Lineweaver et Burk, (1934).
L’activité résiduelle est calculée en %:

"activité de l"échantillons * 100
’activité maximale

Activité résiduelle =

4. Analyse statistique :

L’analyse statistique est effectuée par les écarts types par I’Excel 2013.

Les résultats descriptifs ont été présentés sous forme de pourcentage pour les variables

qualitatifs et d’écarts types pour les variables quantitatifs.
e Laformule utilisée:

L’¢écart types d’une variable est la racine carrée positive des variances et se définit comme

suit:

ox =\ var (x)

» Var (x)= variance
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1. L'influence des difféerents parametres physicochimiques sur la

production de la PNL et de la PEL par la moisissure Aspergillus niger

Les facteurs testés (taux d’humiditeé, la température, la période d’incubation et la

concentration de 1I’inoculum) montrent des effets significatifs sur la production des lyases.

1.1. L'effet de I’humidité
Les résultats de la production de la PNL et de la PEL en fonction du taux d’humidité
sont présentés dans la (Figure 11) et la (Figure 12) respectivement.

Les résultats de la Figure 11 et 12 indiguent que le taux d’humidité optimal pour la
production da la PNL et de la PEL est de 60% avec une activité spécifique maximale de
167437,601 U/mg et de 110654.4U/mg respectivement. Ces résultats corroborent ceux
obtenus par Sidra et al., (2013) et Darah et al., (2013) pour la production des deux enzymes
par la moisissure A. niger. Cependant Koser et al., (2019) montrent une production maximale
de la PNL (875 U/mL) par la moisissure Aspergillus oryzae avec 70 % d’eau distillée comme
agent humidifiant.

Selon Castilho et al., (2000); Blandino et al., (2002); Freitas et al., (2006) , le taux
d’humidité varie entre 40 a 70% pour la production de pectinases a partir de divers substrats

solides avec différentes souches fongiques.

En effet, un taux d'humidité supérieur a 60% provoque une diminution des deux
activités enzymatiques PNL (113775,618 U/mg), PEL (16616,3171 U/mg). Ceci et dQ
probablement a une diminution de la porosité du substrat qui entraine une inhibition de la
croissance fongique. Tandis que une faible humidité conduit a une sécrétion plus lente des
enzymes microbiennes en raison de la faible solubilité des nutriments et le faible gonflement
du substrat (Igbal et al., 2011).
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Figure 11 : Effet du taux d’humidité sur la production de PNL par la moisissure
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Figure 12 : Effet du taux d’humidité sur la production de PEL par la moisissure
A.niger.
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1.2. L'effet de la température
Les résultats de I’effet de la température sur les activités pectinolytiques d’Aspergillus

niger sont représentés dans les (Figures 13 et 14).

Une activité spécifique maximale de 17061,2466 U/mg de la PNL est obtenue a 45°C
de culture sur un milieu solide a base de son de blé (Figurel2). Les résultats obtenus sont
largement supérieur a ceux trouvés par Sidra et al., (2013) ; Koser et al., (2019) qui montrent

une activité maximale de la PNL d'Aspergillus niger a 30°C et d’Aspergillus oryzae a 35°C.

Dans la Figure 13 les résultats montrent que l'activité spécifigue maximale de la
PEL21610,911 U/mg est obtenue a 45°C. Ces résultats sont largement supérieur a ceux
trouvés par Maciel et al., (2011) qui montrent une activité maximale a 30 °C. D'autres auteurs
rapportent une température optimale de 40°C pour la production de la PEL (Patil et al., 2012;
Adeleke et al., 2012 et Maller et al., 2013).

D'autres auteurs rapportent une température optimale de 50°C pour la production des
enzymes pectinolytique par I'Aspergillus niger Oyeleke et al., (2012).

Les résultats de cette étude montrent que la souche A. niger isolée de sol thermal de
Teleghma est un champignon thermophile modéré. En effet une température supérieure a
45°C entraine une perte d'humidité du substrat qui affecte les activités métaboliques du
microorganisme, entrainant une réduction de la croissance et la production des enzymes
Koser et al., (2019). La variation de la température optimale dépend, d’une part de I’espéce,

et d’autre part de la niche écologique dans laquelle le micro-organisme vit.
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Figure 13 : Effet de la température sur I'activité de PNL par la moisissure A.niger.
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Figure 14 : Effet de la température sur l'activité de PEL par la moisissure A.niger.
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1.3. L’Effet de la période d’incubation
Les résultats de I'influence du temps d’incubation sur la production de la PNL et de la

PEL d'Aspergillus niger sont consignés dans les (Figures 15 et 16).

On remarque que l'activité spécifique de la PNL augmente et atteint son activité
specifiqgue maximale de 136072,853 U/mg au bout de 96h de fermentation (Figure 15). Ces
résultats ne sont pas identiques a ceux trouvés par Koser et al., (2019) qui montrent une

activité maximale de la PNL d'Aspergillus niger apres 48h de culture.

On remarque aussi que l'activité spécifique de la PEL augmente et atteint son activité
maximale de 28115,4122U/mg au bout de 96h de fermentation (Figure 16). Ces résultats
corroborent avec ceux de Maller et al., (2011) qui indiquent une production maximale de
pectinases (PEL et PG) par la souche A. niveus aprés 96 h de culture. De méme, Mrudula
et Anitharaj, (2011) ont signalé une production optimale de la PEL et de la PG cultivés sur
milieu & base de déchets d'oranges par 1’Aspergillus niger (T: 50 °C, pH 5) apres 96h de

culture

La durée d’incubation est un facteur important dans la production de métabolites.
Avec l'augmentation de la période d'incubation, la production d'enzymes diminue en raison de
I'épuisement des éléments nutritifs du milieu de culture (Akhter et al., 2011; Singh et
Mandal, 2012; Suman et Raju, 2017).
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Figure 15 : Effet de la période d’incubation sur l'activité de PNL par la moisissure
A.niger.
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Figure 16 : Effet de la période d’incubation sur 'activité de PEL par la moisissure
A.niger.
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1.4. L'effet de la concentration de I’inoculum
Les résultats de ’effet de la concentration de 1’inoculum sur les activités PNL et PEL

sont représentés dans les (Figures 17 et 18).

Les résultats montrent que la production optimale de la PNL (31375,7198 U/ mg) et de
la PEL (98333,61529 U/mg) sont obtenues avec une concentration de 107 spores/g de

substrat.

Cette concentration d'inoculum est similaire a celle trouvé par Abbasi et al., (2011)
qui montrent qu'une concentration de 10’ spores/g est suffisante pour la croissance et la

production de la PEL d 'Aspergillus niger.

En effet, la concentration d'inoculum est un facteur primordial qui joue un role
important dans la production des métabolites. Alors que la taille de I'inoculum est I'un des
principaux facteurs influencant la croissance et la production de métabolique dans les cultures

fongiques (Buyukkileci et al., 2006).
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2. Caractérisation des lyases

2.1. Influence du pH sur I’activité des PNL et PEL
L’activité de la PNL et de la PEL est testée sur une gamme de pH comprise entre 3.0

et 12.0. Les activités relatives obtenues sont présentées dans les (Figures 19 et 20).

La PNL est hautement active dans une large gamme de pH, entre 4 et 12. En effet, les
activités relatives dans cette zone de pH sont supérieures a 80%, avec un optimum d’activité a
pH 4 ou I’enzyme garde 100% de son activité relative, alors qu’elle garde 96% de son activité
apH 5 et 88% a pH 9 (Figure 19). Donc, la PNL est de nature acide peut étre utilisé dans les
applications industrielles avec une large gamme de pH ou les conditions acides sont requises
. industrie des jus de fruits et des vins. Ces résultats sont inférieurs a ceux obtenus pour les
PNL de Pleurotus ostreatus (pH 7.5), Penicillium oxalicum (pH 8.0) et Aspergillus flavus (pH
8.0) (Mona et al., 2011 ; Yadav et Shastri, 2007; Yadav et al., 2008).

Par ailleurs, la PEL est hautement actif dans une large gamme de pH, entre 6 et 12. En
effet, les activités relatives dans cette zone de pH sont supérieures a 74%, avec un optimum
d’activité a pH 10 ou I’enzyme garde 100% de son activité relative (Figure 20). On peut donc
conclure que la PEL est de nature alcaline et peut étre appliquée dans divers procédés
industriels : le dégommage, le rouissage des cultures de fibres et le prétraitement des eaux
usees pectiques des industries des jus de fruits, I'extraction d'huile végétale, le traitement des
eaux usées de l'industrie alimentaire, la fermentation du café et du thé, la fabrication du papier
et le textile (Kashyap et al., 2001 ; Al balaa et al., 2014) . Ces résultats sont similaires a ceux
de (Margarita et al., 2006 ; Al balaa et al., 2014) qui montrent un pH optimum de la PEL de
10 et de 9.5 respectivement pour la souche Bacillus subtilis.Ces caractéristiques sont
présentes dans les bactéries comme dans les champignons, ce qui augmente les domaine et les

application d'utilisés pour les pectates.
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Figure 19 : Influence du pH sur I’activité enzymatique de PNL par la moisissure
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Figure 20 : Influence du pH sur I’activité enzymatique de PEL par la moisissure
A.niger.
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2.2. Influence de la température sur ’activité de la PNL et de la PEL

L’influence de la température sur les activités enzymatiques est déterminée a pH 4
pour la PNL et a pH 10 pour la PEL, a différentes températures (40°C — 100°C). Les (Figures
21 et 22) décrivent une augmentation importante d’activité en fonction de la température. Les
activités relatives des deux enzymes (PNL et PEL) atteignent leur valeur maximale a 60°C et
80°C, respectivement. 80 a 100% de I’activité des lyases sont préservée aux températures
situées entre 50 et 95°C pour la PNL et entre 70 et 90°C pour la PEL (Figures 21 et 22). La
PNL maintient une forte activité sur une large gamme de température (de 50°C a 95°C) ou
elle atteint des valeurs élevées (plus de 80% de 1’activité originale est retenu), avec un pic a
60°C et elle garde 65% de son activité relative a 95°C. Ces résultats sont similaire a ceux
trouvés par (Mona et al., 2011) qui montrent une activité maximale de la PNL a 60°C par la
moisissure Pleurotus ostreatus. En effet, les résultats obtenus se situent dans la méme plage
de température de 40 a 60 ° C que celle rapportée dans la littérature pour Penicillium italicum
Aspergillus japenocus, Penicillium adamatezii, Bacillus subtilis et Aspergillus. flavus (Alana
etal., 1991; Dinnella et al., 1994; Soriano et al., 2000 et Yadav et al., 2008).

Cependant, ’activité PEL (Figure 21) a un pic a 80°C ou plus de 85% de I’activité est
conservée a 90°C. Ces résultats sont inférieurs a ceux trouvé par (Margarita et al., 2006 ; al
balaa et al., 2014) qui montrent une activité maximale de la PEL a 65°C, 60°C par la

moisissure Bacillus subtilis.
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Figure 21 : Effet de la variation de température sur les activités enzymatiques de PNL par la

moisissure A.niger.
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Figure 22 : Effet de la variation de température sur les activités enzymatiques de PEL

par la moisissure A.niger.
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2.3. Etude de la stabilité vis-a-vis du pH

La stabilité de I’enzyme vis-a-vis du pH est une propriété biochimique trés recherchée
par les industriels. Pour cela, les activités pectinolytiques sont testées apres 1’incubation de
tampons dans une gamme allant de pH 3 a 12 pendant 24 h a 4°C. Le profil de la stabilité du
pH montre que les deux enzymes (PNL et PEL) sont stables sur un large intervalle de pH.
PNL conserve environ 96% de son activité residuelle a des valeurs comprises entre pH 4 et 11
(stable sur un intervalle plus large) (Figure 23). Le résultat obtenu dans cette étude est proche
a celui trouvé par (Mona et al., 2011) qui montrent que la PNL produite par Pleurotus

ostreatus conserve environ 90% de son activité a des valeurs comprises entre pH 6 et 8.5.

Par ailleurs, la PEL conservent environ 82% de son activité a des valeurs comprises
entre pH6 et 11 (stable sur un intervalle plus large) aprés 24 h d’incubation a 4°C (Figure 24).
Ces résultats corroborent aux résultats de (Israa et al., 2015 ; Zhangyong et al., 2010)
qu’indique que la PEL produite par Fusarium oxysporum conserve environ 85% de son

activité a des valeurs comprises entre pH 6 et 10.
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Figure 23 : Etude de la stabilité en fonction du pH de la PNL par la moisissure

A.niger.
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Figure 24 : Etude de la stabilité en fonction du pH de la PEL par la moisissure
A.niger.
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2.4. Etude de la thermostabilité des (PNL, PEL)
L’étude de la stabilité de la température des enzymes produites par la moisissure
Aspergillus niger isolée du sol de Teleghma est testée aprés un traitement thermique d’une

durée de 3 heures de ’extrait enzymatique a quatre températures différentes : 60, 70, 80 et

90°C.

La PNL est stable a 60, 70, 80 et 90°C apres une heure et deux heures de traitement
thermique avec une demi-vie de 170 min, 140 min, 130 min et 120 min respectivement.
Cependant, Apreés trois heures d’incubations 1’activité totale retenue de la PNL est de 27% a
60°C, 27.08% a 70°C, 24.9% a 80°C et 23.5% a 90°C (Figure 25) .Ces résultats sont proche a
ceux trouves par (Mona et al., 2011) pour Pleurotus ostreatus montrant une stabilité de PNL
a 60°C pendant 1 heure.

La PEL est aussi stable a 60 -70°C apres 3h de traitement thermique, cependant elle ne
retient que 31% de son activité totale a 80°C apres 2h et 27% a 90°C apres 1h d’incubation de
son activité initiale avec une demi-vie de 80 min et 50 min respectivement (Figure 26). Ces
résultats sont différents a ceux obtenus par (Yan et al., 2018), qui montrent la PEL produite
par Paenibacillus polymyxa est stable a 40-60 °C, mais perdait 50% de son activité initiale

aprés une incubation a 70 ° C apres 1 h.

Il est a noté que les enzymes pectinolytiques thermostables ont un grand potentiel dans
les processus industriels tels que I’industrie alimentaire, I’industrie de textile et la papeterie
(Garg et al.,, 2016). Cependant, pour une utilisation industrielle, des températures
modérément élevées s’aveérent avantageuses car, a des températures élevées, des mélanges
d’oligoméres insaturés peuvent étre générés a partir de substrats de pectine (Seyedarabi et
al., 2010). Ces différents résultats s’expliquent probablement par I’influence de la nature de
’habitat qui oblige le microorganisme de s’adapter aux conditions extrémes et a ’enzyme qui
doit acquérir sa stabilité structurale, soit a une glycosylation excessive (Vieille et Zeikus,
2001), soit a la présence de certaines liaisons dans leurs structures tertiaires (liaisons
hydrogenes, liaisons hydrophobes, interactions ioniques et ponts disulfures) (Kumar et al.,
2000b ; Sedlak et al., 2001 ; Vieille et al., 2001 ; Mallick et al., 2002 ; Roovers et al.,
2004), de ponts salins et les cofacteurs (Vieille et al., 2001). Les éléments déterminés par des
séquences particuliéres en acides aminés située a des endroits stratégiques, ont participé
certainement au maintien de la structure spatiale de 1’enzyme malgré les traitements

thermiques subis.
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Par ailleurs, il a été montré aussi que la richesse en paires de base CG des mRNA des
protéines affecte énormément leur thermo stabilité (Farias et Bonato, 2003; Trivedi et al.,
2006).
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Figure 25 : Etude de la thermostabilité de la PNL a différentes températures par la

moisissure A.niger.
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Figure 26 : Etude de la thermostabilité de la PEL a différentes températures par la

moisissure A.niger.
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2.5. Effet des ions métalliques sur ’activité des PNL et PEL

L’effet de différents cations permet entre autre de fournir des indices sur la structure
de I’enzyme mais également sur les facteurs essenticls a son activité. L’étude de I’effet des
ions métalliques bivalents sur les deux activites pectinolytiques est présentée dans la (Figure
27).

L’activité de la PNL n’est pas influencée par I’addition d’ions tels que le magnésium
(Mg?") et le manganése (Mn?*). Ces résultats ne sont pas identiques a ceux obtenues par
(Mona et al.,, 2011 ; Yadav et al.,, 2009) montrant 1’effet inhibiteur de ces deux ions.
Cependant une activation est constatée en présence des ions de calcium (Ca?*), Baryum
(Ba?"), (Cd?") et en présence aussi de ’'EDTA, ces résultats sont similaires & ceux trouvés par
(Danielle et al., 2014).

De Dautre coté, I’activité de PEL est légérement augmente avec le calcium (Ca?"), le
magnésium (Mg?*), le Cadmium (Cd?*), et le Baryum (Ba?*), ce résultat est similaire a ce que
obtenus par (Yan et al., 2018 ; Bijay et al., 2016). Tandis que, ’activit¢é de PEL n’est pas
influencée par (Mn2*). Une inhibition de cette activité est obtenue avec ’'EDTA. Cela est du
méme obtenus par (Viviani et al., 2010 ; Bijay et al., 2016).

Les ions métalliques affectent les résidus d’acides aminés sur le site actif et a
I’extérieur induisant des altérations de la charge et une perte de D’activité catalytique
(Guimardes et al., 2009). L’augmentation de I’activité des pectinases en présence de Mg?*,
Ca?*, Ba®* et Cd?* suggeére que les ions métalliques exercent un effet protecteur sur I’enzyme,
jouant ainsi un réle vital dans le maintien de conformation active a des températures élevée
(Mukhopadhyay et al., 2013). En outre, ’EDTA, inhibe I’activité de la PEL, avec une perte
de 41% de son activité résiduelle. Ce résultat indique que la PEL est une métallo enzyme a

calcium (Figure 26).
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Figure 27 : Effet de différents ions métalliques sur les activités de la PNL et PEL par la

moisissure A.niger.

2.6. Etude des parametres cinétiques des PNL et PEL

Les deux enzymes PNL et PEL présentent une cinétique classique de Michaelis—
Menten avec la pectine et 1’acide polygalacturonique (APG) respectivement comme substrat.
La représentation graphique de Lineweaver et Burk (Figure 28 et 29) permet de déterminer
les paramétres cinétiques (Km, Vmax) pour les deux enzymes. Les valeurs de Km et de Vm
pour I'hydrolyse de I’APG sont respectivement de 5,10 mg/ml et de 1000 UI pour la PEL.
Pour la pectine les valeurs de Km et de Vm sont respectivement de 5,83 mg/ml et de 1428.5
Ul pour la PNL. La faible valeur de Km des deux enzymes suggére une meilleure affinité
pour le substrat.

On remarque que La valeur de Km 5,10 mg/ml pour la PEL qui trouvée dans cette
étude est supérieure a celui obtenu par (Li et al., 2010) qui montre que la valeur de la PEL de
Bacillus licheniformis est 3.32 mg/ml. D’autre part la valeur de Km 5.83 mg/ml trouvée pour
la PNL est proche aux PNL d’A.niger (km= 5.2 mg/ml) (Poturcu et al., 2016) et inférieur a
celle trouvé par (Safinur et al. 2014) aux PNL de Geobacillus pallidus p26 (km=24.8 mg/ml).

En ce qui concerne la vitesse maximale (Vm) indicatrice sur 1’état de l'activité
catalytique d'une enzyme, il est souhaitable qu’elle soit la plus €élevé possible. La valeur de
vm de la PEL qui trouvée dans cette étude (1000 Ul) est supérieure aux PEL de (Margarita
et al., 2006), qui indique que la Vm=256,7 Ul D’autre part la valeur de vm de la PNL
(Vm=1428.5 UlI) est supérieur a celle trouvé par (Poturcu et al., 2016) montrant Vm= 0.2 Ul.
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Figure 28 : Représentation de Lineweaver-Burk de la PNL par la moisissure A.niger.
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Conclusion

L’objectif principal de cette étude est la recherche de nouvelles enzymes avec des

propriétés différentes vis-a-vis du pH et de la température pour une utilisation éventuelle.

La moisissure Aspergillus niger a été cultivée sur un milieu de fermentation solide, ou
on a utilisé le son de blé comme substrat naturel pour la croissance de la moisissure et la

production des enzymes.

Un taux d’humidité de 60% donne la meilleure production des deux enzymes avec une

activité spécifique de 167437,601 U/mg pour la PNL et 110654.4U/mg pour la PEL.

Un taux d'inoculum de 107 spores/g de substrat s’avére la meilleure concentration avec

une activité spéecifique de 31375,7198 U/ mg PNL et de 98333,61529 U/mg PEL.

Une période de 96h et une température de 45°C permettent une meilleure production
des lyases avec une activité spécifique de 136072,853 U/mg PNL et 28115,4122 U/mg PEL ;
17061,2466 U/mg PNL 21610,911 U/mg PEL respectivement.

L’étude des propriétés physico-chimiques des deux enzymes (extrait brut) montre que
la PNL a une activité optimale a 60°C et un pH optimum de 4.0 alors que la PEL possede une
température optimale de 80°C et un pH optimum de 10.0. Ces deux parametres sont
favorables a I’utilisation de ces lyases dans plusieurs secteurs industriels: industrie
agroalimentaire, procédés de fabrication du papier et du textile. L’étude de la stabilité des
deux enzymes a montré une bonne stabilité entre pH 4-11 pour la PNL et entre pH 6-11 pour
la PEL. Les traitements thermiques respectivement de 3 h a 60°C, 70°C, 80°C et 90°C
indiquent que la PNL a montré une bonne stabilité thermique apres 2h d’incubation, a 60 °C,
70°C, 80°C et 90°C avec des demi-vies de 170 min, 140 min, 130 min et 120 min
respectivement. La PEL a montré une bonne stabilité thermique apres 3h d’incubation, & 60
°C et 70°C avec une demi-vie de 80 min a 80°C et de 50 min a 90 °C aprés 3 h d’incubation

aux mémes températures.

Les cations Ba?*, Ca?* et Cd?* stimulent les deux activités de PNL et PEL, alors que
Mg?* et ont un effet activateur uniquement sur PEL. Ces enzymes ne sont pas influencées par
’activité de Mn?*. En revanche, ’EDTA a des effets diamétralement opposés. Celui-Ci
entraine une perte de 41% de I’activité résiduelle de la PEL ; nous sommes donc en présence

d’une métalloenzyme a calcium.

47



Conclusion

Les parameétres cinétiques des deux enzymes sont déterminés: les Km respectives de la
PNL et de la PEL sont 5.83 mg/ml et 5.10 mg/ml. Les Vmax ont pour valeur de 1428.5 Ul
(PNL) et 1000 Ul (PEL).

Finalement, les différents résultats obtenus au cours de ce travail sont tres

encourageants et méritent d’étre approfondis par :

% L’optimisation par des plans d’expériences des paramétres de production de la PNL
etde la PEL.

% Une séparation et purification de la PNL destinée a IAA.

% Tester d’autres déchets agro-alimentaires.

% Application des enzymes comme extraction d’huile d’olive.
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Annexe 1

Préparation milieu PDA

v’ Extrait de pOMME e TEITE.......viuiiieiieereee e 1000ml
V' GHUCOSE. ...ttt sttt ettt b e b b e r e et ettt reereereeneens 209
S Vo - | SRR UROSTPSPSRSUSRIN 209
v’ Stérilisation a 100°C pendant 20 minutes

e Préparation de I'extrait pomme de terre
200g de pomme de terre non pelées sont lavés et coupés en petites dés ensuite mis dans un
litre d'eau distillée puis portés a I'ébullition pendant 1heure, ils sont enfin écrases, filtrés et le

volume est complété a 1 litre d'eau distillée

e Préparation de milieu de culture

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



Annexe 2

Dosage des protéines
Le dosage est effectué selon la méthode de Lowry, (1951). Les solutions nécessaires sont :
_ Solution A : carbonate de sodium a 2% dans le NaOH 0,1N,
_ Solution B : tartrate double de sodium et de potassium a 2% (w/v) dans 1’eau distillée,
_ Solution C : sulfate de cuivre, 5 H20 a 1% (w/v) dans I’eau distillée,
_ Solution D : 0,5 ml de C + 0,5 ml de B + 50 ml de A.
Ce mélange doit étre préparé juste avant utilisation.
_ Solution E : réactif de Folin-Ciocalteu dilué au 1/3 au moment de I’emploi.
Le milieu réactionnel est préparé comme suit:
_ Solution de I’échantillon convenablement dilué : 1 ml,

_ Solution D : 5 ml.

Apres une agitation et un repos de 10 minutes sur la paillasse, 0,5 ml de la solution E sont
rajoutés. Apres une deuxiéme agitation, le développement de la coloration est obtenu apres

une incubation de 30 min a température ambiante et a I’abri de la lumicre. La lecture de

I’absorbance est réalisée a 650 nm.



Annexe 3
Préparation des solutions tampon
Dosage d'activité enzymatique

» Solution tampon tris Hcl 100mM, 0,2%, Ph =9

L2 b+ TS SRR 3,028¢
Vo . e, 2,09ml
Vo O BaU diStIIC. . oot 500ml

» Préparation de Caclz
VAl ., 1,4702g
Vo BaUdIStIIEE. ... e, 100m
» Solution tampon phosphate citrate100mM, 0,2%, Ph=5,2
V' UACIAE CITIQUE. .o 10,507¢g
Vo EBaudistillée. ... e 500m
» Preéparation de NazHpos
VUNAZHPOS e 15,0988
Vo EBaudistillée. ... e 500m

Caractéristiques des lyases

» Solution tampon phosphate100mM, Ph=6, 7, 8

VKNP0 . 6,8g

Vo BaU diStIlIEE. . ..o 500ml
» Préparation de NazHpos

V' UNAZHPOA. . 7,095¢g

Vo Bau diStillEe. . ..o 500ml
» Solution tampon NazHpos/ NaOH 100mM, Ph=11, 12

Vo UNBZHPOM e 7,095

Vo Eau diStillee. . ...vi 500ml
» Préparation de NaOH

VoUNAOH. . 2g



Annexe 4

Preparation des ions métalliques

Mgclz, ImM

VMO e, 0,01¢g
VA N T 11101 | 1 R 50ml

Caclz, 1ImM

Vo CaCk 0,006g
A N T 11151 | 1 R 50ml

Mncl2, ImM

Vo MINCL . 0,009¢
Vo O BAU diStIll8e. . oot 50ml
Bacl., 1ImM

Vo BaACk . 0,012¢g
Vo BaU AIStIICC. .o, 50ml
Cdclz, 1ImM

V' CAC e 0,03g

Vo BAUISHIIEE. ... 50ml
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Résumé

Ce travail s'intéresse a la production de pectinases par une souche d’Aspergillus niger
isolée du sol de Teleghma et cultivée sur milieu solide (SSF) a base de son de blé. Aprés 96h
de culture, la souche a montré une bonne croissance et a produit deux enzymes
pectinolytiques (PNL et PEL) a 45°C. Un taux d’humidit¢ de 60% donne la meilleure
production des deux enzymes avec une activité spécifique de 167437,601 U/mg pour la PNL
et 110654.4U/mg pour la PEL. Un taux d'inoculum de 107 spores/g de substrat s’avére la
meilleure concentration avec une activité spécifique de 31375,7198 U/mg et de 98333,61529
U/mg pour la PNL et la PEL respectivement. L’étude des effets de la température et du pH sur
les deux enzymes révele que la PNL produite par A. niger est active a 60°C et la PEL a 80°C.
Ces deux enzymes ont des charges électriques différentes avec des pH optimum de 4.0 pour la
PNL et de 10.0 pour la PEL. La PEL a une bonne stabilité dans la zone de pH 6-11 alors
que la PNL est stable dans une autre zone de pH variant de 4-11 avec des thermo stabilités
de 2h & 60°C a 70°C a 80°C et a 90°C avec des demi-vies de 170 min, 140 min, 130 min et
120 min respectivement. Cependant la PEL a montré une bonne stabilité thermique apres 3h
d’incubation a 60 °C et a 70°C, la demi-vie est de 80 min a 80°C et 50 min a 90 °C. L’EDTA
(10 mM), inhibe I’activité de la PEL (une métallo enzyme a calcium). Les cations divalents
calcium (Ca?*), cadmium (Cd?*) et baryum (Ba?*), provoquent une augmentation des activités
enzymatiques. Les parametres cinétiques des deux enzymes sont déterminés par ’utilisation
de I’acide polygalacturonique et la pectine comme substrat: les Km respectives de la PNL et
de la PEL sont 5.83 mg/ml et 5.10 mg/ml. Les Vmax ont pour valeur de 1428.5 Ul (PNL) et
1000 Ul (PEL). Du point de vue de ces propriétés physicochimiques et de thermostabilité, les
deux enzymes PNL et PEL peuvent étre appliquées industriellement pour la clarification du
jus ou autres industries: industries alimentaires, textile, papeterie ainsi que le traitement des

déchets.

Mots clés: Pectine lyase, Pectate lyase, Aspergillus niger, SSF, Son de blé, Thermostabilité.
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Abstract

This work investigates the production of pectinases by a strain of Aspergillus niger
isolated from the soil of Teleghma and grown on solid area (SSF) based on wheat bran. After
96h of cultivation, the strain showed good growth and produced two pectinolytic enzymes
(PNL and PEL) at 45 ° C. A humidity level of 60% gives the best production of both enzymes
with a specific activity of 167437.601 U / mg for PNL and 110654.4U / mg for PEL
respectively. The study of the effects of temperature and pH on both enzymes reveals that
PNL produced by A. niger is active at 60 ° C and PEL at 80 ° C. These two enzymes have
different electrical charges with optimum pHs of 4.0 for PNL and 10.0 for PEL. The PEL has
good stability in the pH range 6-11 while PNL is stable in another pH range of 4-11 with
thermostabilities of 2h at 60 ° C to 70 ° C at 80 ° C and at 90 ° C with half-lives of 170 min,
140 min, 130 min and 120 min respectively. However, PEL showed good thermal stability
after 3 hours of incubation at 60 ° C. and at 70 ° C., the half-life is 80 minutes at 80 ° C. and
50 minutes at 90 ° C. EDTA (10 mm) inhibits the activity of PEL (a calcium metalloenzyme).
The divalent calcium (Ca2 +), cadmium (Cd2 +) and barium (Ba2 +) cations cause an increase
in enzymatic activities. The kinetic parameters of the two enzymes are determined by the use
of polygalacturonic acid and pectin as substrate: the respective Km of PNL and PEL are 5.83
mg / ml and 5.10 mg / ml. The Vmax values are 1428.5 Ul (PNL) and 1000 IU (PEL). From
the point of view of these physicochemical properties and thermostability, the two enzymes
PNL and PEL can be applied industrially for the clarification of the juice or other industries:

food industries, textile, stationery as well as the treatment of the waste.

Key words: Pectin lyase, Pectate lyase, Aspergillus niger, SSF, Wheat bran,

Thermostability.






