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Résumé :

Les biotechnologies industrielles font partie des techniques essentielles pour le développement
économique de demain. Elles consistent & mettre & profit la biotechnologie pour assurer la
production et la transformation écoefficiente de produit chimique comme les enzymes. La
capacité de ces enzymes a catalyser diverses réactions chimiques in vivo et in vitro conduit a
des applications dans diverses industries, telles que I'alimentation humaine et animale, la
pharmacie, les diagnostics, les détergents, le textile, le papier, et la bioénergie. Les micro-
organismes sont la principale source d'enzymes, car ils sont cultivés en grande quantité sur une
courte période et des manipulations plus faciles surtout avec le processus de la fermentation en

milieu solide.

Les enzymes pectinolytiques font partie des enzymes glycolytiques connues par leurs
applications industrielles multiples. Les polygalacturonases sont les plus connues de la famille
des pectinases produites par 1’Aspergillus niger, I’espéce fongique la plus répondue en industrie

capable de synthétiser une multitude de métabolites d'intéréts économiques majeurs.

Ce travail vise a la production de la polygalacturonase d’Aspergillus niger selon le procédé de
la fermentation solide (FMS) a base de résidus industriels comme un support tel que le son de
blé et la bagasse d’orange. Ceci est dans le but de diminuer le colt de production de ces

enzymes.

Le premier chapitre relate des connaissances sur les champignons filamenteux et thermophiles
parmi ces champignons I'Aspergillus niger. Il est defini en déterminant sa morphologie, sa
classification, son habitat et son importance dans le domaine industriel. Ensuite, nous avons
étudié la PGase famille des pectinases qui trouve une trés large application dans I’TAA dont la
principale utilisation est la clarification des jus de fruits. Le dernier chapitre met au point la
FMS connue comme processus rentable pour la production des enzymes pectinolytiques. Une
purification de I’extrait enzymatique brut est aussi envisagée par fractionnement des protéines
au sulfate d’ammonium ou 1’utilisation des solvants organiques, des chromatographies gel
filtration et échangeuses d’ions. Du point de vue économique, il est intéressant de tester ces

enzymes dans le but de leur utilisation en industrie.

Mots clés : Polygalacturonase, Aspergillus niger, FMS, séparation, Application industriel
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Summary:

Industrial biotechnologies are one of the essential techniques for the economic development of
tomorrow. They consist in using biotechnology to ensure the production and eco-efficient
production and processing of chemicals such as enzymes. The ability of these enzymes to
catalyze various chemical reactions in vivo and in vitro leads to applications in various
industries, such as food and feed, pharmaceuticals, diagnostics, detergents, textiles, paper, and
bioenergy. . Microorganisms are the main source of enzymes because they are grown in large
quantities over a short period and easier to handle especially with the solid-state fermentation

process.

Pectinolytic enzymes are among the glycolytic enzymes known for their multiple industrial
applications. Polygalacturonases are the best known of the pectinase family produced by
Aspergillus niger, the most widely used fungal species in industry capable of synthesizing a

multitude of metabolites of major economic interest.

This work aims at the production of Aspergillus niger polygalacturonase by the solid-state
fermentation (SSF) based on industrial residues as a carrier such as wheat bran and orange

bagasse. This is in order to decrease the cost of producing these enzymes.

The first chapter reports knowledge about filamentous and thermophilic fungi among these
fungi Aspergillus niger. It is defined by determining its morphology, classification, habitat and
importance in the industrial field. Then, we studied the PGase family of pectinases, which finds
a very wide application in the IAA whose main use is the clarification of fruit juices. The last
chapter develops the SSF known as a profitable process for the production of pectinolytic
enzymes. Purification of the crude enzyme extract is also envisaged by fractionation of proteins
with ammonium sulphate or the use of organic solvents, gel filtration and ion exchange
chromatography. From an economic point of view, it is interesting to test these enzymes for

their use in industry.

Key words: Polygalacturonase, Aspergillus niger, SSF, separation, Industrial application
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Introduction

Introduction

La biotechnologie industrielle ou la biotechnologie blanche englobe I'application des
outils biotechnologiques aux processus industriels traditionnels et la fabrication de produits
d'origine biologique a partir de matiéres premieres renouvelables. Les micro-organismes, les
enzymes et leur génie génétique constituent la base d'une série de technologies et de processus

gu'un groupe diversifié d'entreprises. (Buga et al., 2014).

La production des enzymes industriels exige la préparation de milieux & moindre codt
sachant que 1’estimation du coit du milieu de croissance représente 30-40% du colt de
production des enzymes. Ceci peut étre atteint par 1’utilisation des résidus agro-industriels
disponibles et bon marché et par 1’optimisation des conditions nutritionnelles et physico-
chimique du milieu de culture. C’est ainsi que plusieurs déchets et sous-produits agro-

industriels sont appliqués pour la production d’enzymes. (Belmessikh, 2011)

Les enzymes pectinolytiques ou pectinases trouvent une tres large application dans
I’industrie agro-alimentaire dont la principale utilisation est la clarification des jus de fruits. Ils
comptent environ 25 % de vente d'enzymes alimentaires dans le monde ; outre que I'industrie
agro-alimentaire, elles sont appliquées dans diverses industries comme l'industrie du textile, du

papier, dans la fermentation du café, du thé et dans I'extraction des huiles.

Par ailleurs, la plupart des préparations de pectinases sont d’origine fongique ;
I’Aspergillus est le genre le plus communément utilisé pour la production d’enzymes
pectinolytiques, particuliérement 1’espéce niger. Les préparations enzymatiques de cette
moisissure sont un groupe d’enzymes constitué d'estérases, de polygalacturonases et de lyases

qui agissent sur les substrats pectiques. (Mehrnouche et al., 2014)

Pour cela, I’Aspergillus niger est I'un des micro-organismes les plus importants utilisés
en biotechnologie. Il est déja appliqué depuis de nombreuses décennies pour produire des
enzymes extracellulaires (alimentaires) et de I'acide citrique. A. niger a été développé comme

hote de transformation importante pour sur exprimer les enzymes (Schuster, 2002).

Par ailleurs, la fermentation a I'état solide est définie comme la croissance de microbes
sans phase aqueuse a écoulement libre. Les enzymes importants sur le plan industriel peuvent
étre produits par cette technique, en particulier en utilisant les métabolismes fongiques et les

résidus agro-industriels comme substrats solides disponibles et peu colteux.




Introduction

Le son de blé est I'un des résidus agro-industriels les plus employés, pour produire des
métabolites a valeur ajoutée a partir de divers micro-organismes en utilisant la FMS. Par sa

richesse en glucose et en micronutriments (Demir et Tari, 2014).
Ainsi, notre manuscrit est scindé en trois parties :

+ La premiére partie relate des connaissances sur les champignons filamenteux dont
I'espece I'Aspergillus niger : taxonomie, écologie, morphologie, et importance
industrielle.

+ Dans la deuxiéme partie nous avons abordé les connaissances les plus importantes sur
la polygalacturonase : origine, structure et mécanisme d’action.

+ Enfin, la troisiéme partie de ce manuscrit est consacrée a 1’étude de la production de la
PGase : Etude des paramétres influencant la production de la PGase a savoir : I'humidité,
la température, la période d’incubation et la concentration de 1’inoculum. Décrire les
différentes méthodes de purification, la caractérisation et les applications industrielles

de I’enzyme visée.




Chapitre 01

Les champignons filamenteux



Chapitre 01 : Les Champignons filamenteux

1 Les champignons

1.1 Généralités

Les micro-organismes constituent la majorité de la biodiversité de la terre et font partie
intégrante des processus de la biosphére. Le succés des macro-organismes peut étre
profondément influencé par divers micro-organismes (bactéries, virus, champignons et
protozoaires) (Amsellem et al., 2017). Le groupe le plus important est les champignons. IlIs
sont classés en trois groupes par rapport a leur importance industrielle : les champignons

filamenteux (moisissures), les levures et les champignons supérieurs (Brock et al., 1994).
1.2 Les champignons filamenteux

Les champignons filamenteux ou les moisissures sont définis comme des micro-
organismes eucaryotes hétérotrophes et immobiles (Redecker, 2002) a mode de reproduction
sexuée ou asexuée. C'est des organismes qui se caractérisent par une paroi cellulaire contenant
la chitine ce qui les distingue des plantes, polysaccharide tres résistant constitué de résidus N-
acétylglucosamine ainsi que la cellulose et le glucosane, leur appareil végétatif (thalle) est
composé de filaments ramifiés « les hyphes » (Alexopoulos, 1996 ; Petersen et Knudsen,
2005).

La grande majorité des champignons sont des organismes aérobies et chimio-
hétérotrophes, c'est-a-dire qu’ils utilisent le carbone organique comme source d’énergie
(Carlile et Watkinson, 1994), leur mode de nutrition se fait par absorption en libérant dans un
premier temps des enzymes hydrolytiques dans le milieu (Le Calvez, 2009). Ces organismes
nécessitent beaucoup d’eau pour accomplir leur cycle biologique et ils ne vivent donc que sur
des milieux terrestres trés humides ou en parasitant d’autres étres vivants. (Gulis et al., 2009 ;

McConnaughey, 2014).
1.3 Classification classique des champignons

La classification des champignons a été basee principalement sur les différences de types
de structures et de la reproduction. La capacité d'analyser et d'étudier les structures génétiques
des champignons entraine un changement radical et une nouvelle conception de leur
classification (Zabel et Morrell, 2020).

Les principaux groupes des champignons sont :
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e Les Ascomycetes

Les ascomycota sont des champignons septiques dont les filaments sont séparés par des
parois cellulaires croisées appelées septa. Les ascomycetes produisent des spores sexuelles,
appelées axcospores, formées dans des structures en forme de sac appelées asques, et aussi de
petites spores asexuées appelées conidies. Certaines especes d'ascomycota sont asexuées et ne

forment pas d'asques ou d'ascospores (Mcconnaughey, 2014).

e Les Basidiomycetes

Les basidiomycétes sont des mycéliums septiques filamenteux constitués de chaines
séparées par des parois cellulaires entrecroisées appelées septa. Ces champignons se nourrissent
généralement de matiére organique en décomposition. Ils subissent souvent une méiose
sporique et présentent une forme de reproduction sexuée connue sous le nom d'anisogamie.
Cette derniere consiste en la fusion de deux gametes sexuels qui different par leur forme. Le
blastocladiomycota peut également produire des zoospores asexuées pour coloniser de

nouveaux substrats (Mcconnaughey, 2014).

e Les Zygomycetes

Les zygomycetes sont un groupe de champignons inférieurs qui produisent des zygospores
aprés la fusion des organes reproducteurs isogamies (gamétanges) (Richardson, 2009). lls
poussent souvent dans le sol et les plantes mortes. Les zygomycetes sont souvent nécessaires,
car c'est des cultivateurs rapides qui consomment rapidement du carbone simple, alors ce sont
des champignons qui contribuent a la préservation de I'environnement.  (Dijksterhuis et
Samson, 2006)

1.4 Caractéristiques morphologiques des champignons filamenteux

La structure des champignons repose sur leur appareil végétatif appelée thalle. C’est des
cellules allongées en forme de filaments tubulaires de 2 a 10 pm de diameétre ou d’hyphes qui
comprennent les organites classiques d’une cellule : noyau, mitochondrie, cytoplasme,
veésicules. Ils peuvent étre cloisonnés ou non et leur association forme le mycélium. Les hyphes
puisent I’eau et les substances organiques dans les différents substrats qu’ils colonisent pour

leur développement (Boudih, 2011).
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2 Les champignons thermophiles

Parmi les eucaryotes, certains champignons possedent la capacité de rester actifs et de se
propager dans des environnements a températures élevées. Ces champignons peuvent étre
classés comme thermophiles par croissance situés entre 45 °C et plus de 80 °C. Alors qu’un
champignon est considéré hyperthermophile lorsqu’il se développe au-dessus de 80 °C (Turner
et al., 2007). Cette classification n'est pas applicable a tous les champignons. Par exemple,
Aspergillus fumigatus est capable de se développer a des températures supérieures a 50 °C et
inférieures & 20 °C (D'Oliveira et al., 2014).

2.1 Les Aspergillus thermophiles
Parmi tous les Aspergillus thermotolérants les espéces les plus fréquentes sont :
s Aspergillus fumigatus

Anamorphe (téléomorphe, Emericella, Ascomycota-Eurotiales), colonise principalement
les environnements a haute température (panaches, nids et plumes d'oiseaux, déjections et
granulés), tolérant a la chaleur, se développant a pH 3,8 a 7,8 exigeant pour les conditions de
I'eau (aw) 0,9 a 0,95(Kornillowicz et Kitowski, 2012).

% Aspergillus niger van Tieghem

Anamorphe  (téléeomorphe, = Emericella, = Ascomycota-Eurotiales), champignon
omniprésent, colonise le sol, le compost, les graines de plantes, les nids d'oiseaux, les plumes,
thermotolérant (17-42°C), évoluant dans une large gamme de pH de 2 a 8 (Korniltowicz et
Kitowski, 2012).

s Aspergillus terreus Thom

Anamorphe (téléomorphe : Emericella ; Ascomycota-Eurotiales), apparait dans le sol, les
composts, les graines de plantes, les nids d’oiseaux, especes omniprésentes, thermotolérant 35

et 40°C, évoluant dans une large gamme de pH de 2 a 8 (Korniltowicz et Kitowski, 2012).
«» Aspergillus aculeatus

Il appartient a la section nigri, et est étroitement lié a A. niger mais se distingue de celle-
ci par des tétes portant uniquement des phialides. Il se développe entre 10 et 42°C avec un
optimum de 30°C et possede une forte activité pectinolytique (Hocking, 2006).
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Ces espéces et dautres especes d'Aspergillus sont responsables de la production de

diverses enzymes a utilités agro-alimentaires a des températures élevées (Tableau 1).

Tableau 1: Enzymes de dégradation de la paroi cellulaire des plantes extraite d'Aspergillus

thermophiles et thermotolérants (Gomes et al., 2016).

Températures
Organismes Enzyme extrémes de Références
croissance
Aspergillus fumigatus M.7.1 Xylanase 65 (Moretti et al., 2012)
Aspergillus fumigatus M.7.1 Endoglucanase 70 (Moretti et al., 2012)
Aspergillus carbonarius Endo- PGase 55 (Devi et Appu, 1996)
Aspergillus carbonarius Endo- PGase 50 (Devi et Appu, 1996)
Aspergillus carbonarius Endo- PGase 55 (Anjana et Appu, 1996)
Aspergillus niger HFD5A-1 PGase 45 (Ibrahim et al., 2014)
Aspergillus giganteus Exo- PGase 55 (Pedrolli et al., 2008)
Aspergillus awamori PGase 50 (Dey et al., 2014)

2.2 Importances des enzymes thermophiles

Les enzymes thermostables sont devenus le centre d'intérét biotechnologique parce
qu'elles sont plus tolérantes aux conditions des processus industriels et du stockage. Elles
réduisent le risque de la contamination par des microorganismes mésophiles, diminuent la
viscosité du milieu réactionnel, augmentent la biodisponibilité et la solubilité des composés
organiques. Elles sont responsables aussi de l'augmentation des coefficients de diffusion des
substrats et des produits, qui se traduisent par des taux de réaction plus élevés (Gomes et al.,
2016).

L’A. niger, I’A. oryzae, I’A. wentii et I’A. flavus sont généralement les plus producteurs
de pectinase. Elles jouent un réle important dans de nombreuses industries alimentaires, sont
largement utilisées dans les textiles pour la régénération des fibres végétales ainsi que pour la

production biologique de tissus de coton. Il résout le probleme de la rétention dans le

g
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blanchiment mécanique de la péte, ainsi qu'améliore la qualité du thé noir (Satyanarayana et

Kawarabayasi, 2013).

3 Legenre Aspergillus

3.1 Définition et caractéristiques générales

Les especes d'Aspergillus sont des champignons filamenteux que I'on trouve couramment
dans le sol, la végétation en décomposition, les graines et les grains, ou ils se développent sous
forme de saprophytes. Les espéces d'Aspergillus peuvent parfois étre nuisibles pour I'nomme.
La plupart des especes d'Aspergillus se trouvent dans une grande variété d'environnements et
de substrats sur la terre tout au long de I'année. Seules quelques espéces bien connues sont
considérées comme des agents pathogenes opportunistes importants chez I'hnomme. Certaines
especes d'Aspergillus sont connues pour étre capables de produire des métabolites secondaires

ou des mycotoxines (Mousavi et al., 2016).
3.2 ldentification des Aspergillus

L’identification des Aspergillus en général se fait par la description morphologique des
colonies sur la gélose et des tétes aspergillaires sous le microscope optique, les milieux les plus
utilisés pour I’identification d’Aspergillus sont les milieux gélosés additionnés d’extraits de
malt et le milieu Czapek contenant un ou plusieurs antibiotiques.

Les tétes aspergillaires sont produites apres 48 h de croissance et leur aspect
morphologique permet d’identifier les différentes espéces en fonction de la taille, la forme et la
couleur des tétes aspergillaires, la forme et aussi la taille des vésicules, des phialides et des
conidies (Melloule, 2015). Mais certains espaces sont tres similaires et ne peuvent pas identifier
les ascospores de plusieurs espéces éetaient semblables au niveau de la forme et de la structure
(microscopie électronique a balayage), les rendant impossibles a différencier 1’utilisation
d’outils moléculaires comme le séquencage partiel du geéne est indispensable pour la

caractérisation de certaines especes (Samson et al., 2007).
3.3 Aspergillus niger

L’Aspergillus niger a été décrit en 1867 par le botaniste frangais Philippe Edouard Léon
van Tieghem. (Dijksterhuis et Wésten, 2013). C’est un champignon filamenteux, ascomycéte

de l'ordre des Eurotiales qui apparait sous forme d'une moisissure de couleur noire sur les fruits

et les légumes (Raper et Fennel, 1977).
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Aspergillus niger est caractérisé par des tétes conidiennes, bilatérales et radiées, disposées
en plusieurs colonnes brunatres a noires (Zulkifli et Zakaria, 2017) (Figurel). C'est un
champignon important pour une utilisation dans la récolte post-fermentation des produits de la
paroi cellulaire. En raison de sa stabilité génétique, de ses rendements élevés et de sa capacité
a utiliser des matériaux peu codteux (Botton et al., 1990).

Figure 1: Structure de [/’Aspergillus niger (Kiran, 2016).

4 Taxonomie

La taxonomie de la section nigri fait l'objet d'une nouvelle enquéte en utilisant la
taxonomie polyphasique, qui fait appel a différentes méthodes (morphologique, physiologique,
production de metabolites et données moléculaires importantes) dans le but de simplifier et
élucider la taxonomie confuse de cette section (Silva et al., 2011). La description taxonomique

est la suivante :

Tableau 2: Position systématique d'Aspergillus niger (Abd Mallick, 2019).

Régne Fungi (mycetes)
Division Eumycota
Classes Hyphomycétes

Order Moniliales
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Famille Trichocomaceae
Genre Aspergillus
Espéce niger

5 Ecologie

L’A. niger est commun dans de nombreux habitats tempérés et tropicaux, c’est une espece
trés commune sur beaucoup de substrats organiques telles que les céréales et produits dérives.
Ces espéces se développent sur la matiére organique en conditions aérobies et d’autres substrats
tels que le sol cultivé ou pollué, dans les prairies. lls peuvent méme se trouver sur les sols glacés
et dans les environnements marins, mais ils préférent habituellement les sols secs et chauds
(Schuster et al., 2002).

6 Morphologie
6.1 Aspect microscopique

La morphologie microscopique de I'A. niger a montré de grandes tétes conidiennes noires,
globulaires, qui deviennent rayonnantes, ayant tendance a se diviser en plusieurs colonnes libres
ave ou devenant sombres vers la vésicule. Les tétes conidiennes sont biseriates (disposés en
deux cycles ou verticilles), avec les phialides nées sur des métules brunes, souvent septées. Les
conidies sont globulaires a sous les globulaires, noires et a la paroi rugueuse (Figure 2). La
capacité des conidies a produire des conidiophores aprés la germination dépend de la
température et des nutriments fournis dans le milieu (George et Ramteke, 2019)
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Phialides
Métules

Vésicule
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(b) e vegetatif

Figure 2: Aspect microscopique (a) représentation schématique (b) de la conidiophore

d’Aspergillus niger (Pasqualotto, 2010).
6.2 Aspect macroscopique

Macroscopiquement, des colonies blanches étaient visibles sur les surfaces de gélose et
développaient parfois des teintes jaunes sur lesquelles se forment ensuite des conidiophores
noirs (figure 3). Avec une binoculaire, on observe des tiges fines portantes de petites vésicules
sphériques blanches qui se transforment en téte spores pigmentées noires portant de nombreuses
conidies sur des phialides et des métules. Les vésicules rondes et les métules prononcées

peuvent étre considérées comme une caractéristique de I'A. niger (George et Ramteke, 2019).
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Figure 3: Aspects macroscopiques d’Aspergillus niger (Luisa et Correia, 2013).

7 Besoins nutritionnels

La croissance de I'Aspergillus niger dépend de la présence de nombreux nutriments
essentiels, notamment la source de carbone, azote et minéraux, et elle est également liée aux

conditions physiologiques du milieu
e Source d'énergie et de carbone

Presque tous les composes organiques peuvent étre utilisés comme source de carbone et
d’énergie par les moisissures, Les Aspergillus peuvent métaboliser plusieurs composés
carbonés tels que 1’amidon, sucres, glucose, glycérol, lactose et fructose ...etc. Les sucres
réducteurs (fructose et glucose) sont inclus dans le cycle de la glycolyse par contre, le
saccharose et le maltose doivent étre hydrolysés en sucre simple. (Guettler et al., 1996 ;
Pazouki et al., 2000).

e Source azotée

La moisissure Aspergillus niger peut utiliser une variété de source azotée, comme
I'ammonium, les nitrates ou les acides aminés (histidine et proline). Elle utilise également des
substrats complexes tels que le collagene et I'élastine (Krabmann et Bruce, 2005). L'azote est
un élément essentiel pour la croissance et la synthése de nombreuses macromolécules (Hayer
et al., 2014). Il améliore également le processus de fermentation afin de produire des enzymes
car I'azote augmente la croissance cellulaire et favorise la consommation de sucre (Mattey,
1992 ; Kristiansen et Sinclair, 1978)
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e Eléments minéraux

Les sels minéraux jouent un réle trés important dans la maintenance du métabolisme
cellulaire et de l'activité enzymatique (Kubicek et Rohr, 1977 ; Papagianni, 2007). Il s’agit
essentiellement de sulfate, de magnésium, de potassium, de sodium et de phosphore avec des

concentrations plus au moins différentes selon 1’espéce (Uchicoba et al., 2001).

8 Les facteurs physicochimiques

e Latempérature et humidité

La température joue un role prépondérant dans la croissance de I'Aspergillus niger qui
intervient également dans la sporulation et la germination des spores. La température optimale
de croissance de cette moisissure est de 37°C, mais elle peut survivre aussi a 60°C (John et
Ailsa, 2013). Quant a I'numidité, c'est une espéce xérophile qui peut vivre dans un milieu assez
pauvre en eau. On sait qu'il peut s'adapter aux conditions environnementales, de sorte qu'il peut
vivre dans un environnement extrémement humide, ou I'humidité relative se situe entre 90 et
100% (John et Ailsa, 2013).

e pH
Le pH optimal pour la croissance d'Aspergillus niger se situe entre 4 et 6,5, mais il peut
tolérer et se reproduire en milieu acide jusqu'a pH 2 (Cahagnier, 1997).
9 Importance industrielle d'Aspergillus niger

L’A. niger est largement exploité a I'échelle commerciale (Kimran, 2014) et est devenu
I'une des clés de la biotechnologie industrielle, car cette espece est une source tres efficace dans
la production d'enzymes dégradant les polysaccharides (en particulier I'amylase, les pectinases
et les xylanases) ou d'acides organiques (principalement l'acide citrique) (Andersen et al.,
2011) (Tableau 3).
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Tableau 3: Utilisation industrielle et la production des enzymes par la moisissure Aspergillus

niger
Utilisation de I'Aspergillus Espéce Substrat/ milieu Références
niger
Production de protéines Aspergillus niger / (Broekhuijsen et al.,
hétérologues 1993)
Production de I'acide Aspergillus niger / (Kessas et al., 2012)
citrique
Dégradation du naylon 6
Aspergillus niger / (Hassan et al., 2013)
la biosorption des métaux Aspergillus niger / (Dursun, 2003)
lourds
L analyse des sols Aspergillus niger / (Raper et Fennell,
1965)
Tester I'efficacité des Aspergillus niger / (Jong et Gantt, 1987)
traitements de préservation
Production de Cellulase A. niger KK2. Son de blé+ La paille de riz. (Kang et al., 2004)
Production de Cellulase Aspergillus niger Graines de coton en poudre Wang et al., 2006.)
Production de xylanase A A niger XY-1 Son de ble (XU et al., 2008)
Production de xylanase A. A. niger KK2 La paille de riz+ son de blé (XU et al., 2008)

Production de hemicellulase Aspergillus niger Confits, graines de cotonen  (Wang et al., 2006).

et de protéases poudre
Production de lipase Aspergillus niger Son de blé + I’huile d’olive (Mahadik et al.,
2002).
Production de Aspergillus niger Son de blé (Fantana et al., 2005).
Polygalaturonase
Production de phytase Aspergillus niger Son de blé + farine de soja (Krishna et Nokes,
2001)
Production de glucoamylase Aspergillus niger ~ Confits, graines de cotonen  (Wang et al., 2006)
poudre
Production de protease A. niger Z1 Milieu Czapek Dox. (Coral et al., 2003 ;
Aspergillus niger Son de ble Villegas et al., 1993 ;
Demain et Davies,
1999)

@
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1  Lapectine

Les pectines sont des polysaccharides complexes que I'on trouve principalement dans la
lamelle moyenne et la paroi primaire des plantes supérieures. Ce sont des substances d'origine
végétale (Chetouani, 2018). Elles sont caractérisées par un squelette d’acide a-D-
galacturonique et de faibles quantités de a-L-rhamnose plus ou moins ramifiés (Ridley et al.,
2001) (Figure 4).

La pectine est définie aussi comme un polymere de I'acide galacturonique qui peut étre
esterifié par du méthanol ou amides (Mojsov et al., 2016).

H H
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Figure 4: Molécule de pectine (Fishman et Jen, 1986).

La pectine présente une chaine principale homogalacturonique (zone lisse nommée HG) et une
chaine rhamnogalacturonique (zone hérissée nommée RG) et le rhamnogalacturonane Il (RGII)
(De Vries et al., 1982) (Figure 5).
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Figure 5: Représentation schématique des zones "lisses™ et "chevelues™ des pectines.

(Voragen et al., 2003).
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1.1. Homogalacturonane (HG)

Les homogalacturonanes sont les principales chaines qui composent les pectines
(représentant plus de 60%) (Watrelot, 2013). L'HG est un polymeére linéaire de résidus d'a
(1,4) Dgalacturonate (GalA). Les résidus de GalA peuvent étre méthylestérifiés en C6 et étre O-
acetylé en 02 et O3 (Figure 6). La longueur de ces chaines peut aller de 70 a 100 résidus
d’acide galacturonique dans le citron, la betterave sucriére ou dans la pomme (Thibault et al.,

1993), c’est-a-dire présentant des masses molaires 12 a 20 kDa. lls forment la zone lisse des

pectines (Sebaoui, 2018).
/- Acatylation -\7
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Figure 6: Structure primaire d’'un Homogalacturonane (HG) (Sebaoui, 2018).

1.2. Ramnogalacturonane | (RGI)

Les rhamnogalacturonanes de type | représentent de 20 a 30% des pectines de la paroi des
plantes supérieures. Le RGI est composé de la répétition d'une unité disaccharide, leur
squelette consiste en un enchainement de résidus d’acide a-D-galacturonique liés en (1-4) et de
résidus de a-L-rhamnose liés en (1-2) (Watrelot, 2013). De nombreux oses peuvent se lier sur
les résidus rhamnosyl en C-4 ou sur les chaines d’acide galacturonique, dont les plus dominants

sont : I’arabinose, le galactose et les arabinogalactanes (Sebaoui, 2018) (Figure 7).
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galactane arabnane

‘ L-rhamnose

. D-galacturonata

. D-galactose
’I arabinose

arabinogalactane

Figure 7: Structure du rhamnogalacturonane I (RG 1) (Sebaoui, 2018).

1.3. Rhamnogalacturonane 11

Les rhamnogalacturonanes de type Il comprennent approximativement neuf résidus de
GalA auxquels sont unies quatre chaines latérales complexes, nommées A, B, C et D (O'Neill
et al., 2004).

Ces chaines latérales sont constituées d’au moins 12 résidus glycosyles différents : 3-C-
hydroxymethyltetrose, 3-C-carboxyl 5-déoxy-Lxylose (acide L-acérique), 2-O-méthyl L-
fucose, 2-O-méthyl D-xylose, L-galactose, acide 3-déoxy-D-lyxo-2-heptulosarique, acide 2-
kéto-3-déoxy-D manno-octulosonique, L-arabinose, D galactose, L-rhamnose, D-
acideglucuronique et D-GalA (O’Neill et al., 2004).
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Figure 8: Structure du rhamnogalacturonane 1l (Sebaoui, 2018).

2 Classifications des pectines

La différence entre les structures caractérisées par la pectine est un moyen important de

sa classification, elle est classée en quatre types principaux :

1.

Les protopectines, qui sont insolubles dans I'eau et donnent de la pectine ou des acides
pectiques

Les acides pectiques, qui contiennent des quantités negligeables de groupes
méthoxyles

Les acides pectiniques, un terme se référant aux chaines polygalacturonanes contenant
> 0 mais < 75% d'unités galacturonates méthylées.

La pectine (polyméthylgalacturonate), qui est un matériau polymere dans lequel au
moins 75% des groupes carboxyles des unités galacturonates sont estérifiés avec du
méthanol (Guan et al., 2020).

Solubilité et précipitation

Les pectines peuvent étre aisément précipitées en présence de solvants organiques

(acétone, éthanol, isopropanol) et de cations mono et multivalents (Na*, Ca2™*, Al3).

La pectine est soluble dans 1’eau, et insoluble dans 1’éthanol. La solubilité des pectines

est conditionnée par un certain facteur : température, masse moléculaire, taux de ramification,
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degré de méthyl estérification et répartition des groupements méthylesters. Ainsi, une pectine
sera d’autant plus soluble que sa masse moléculaire est faible, que sa structure est fortement
ramifiée et que ces fonctions carboxyliques sont engagées dans une estérification avec le

méthanol. (taux de méthyl estérification fort) (Sebraoui, 2018).
4 Source de la pectine

Les pectines sont principalement abondantes dans tous les végétaux, en particulier les
Iégumes et les fruits (Tableau4). Elles représentent environ 0,5 a 4 % du poids frais du matériel
végeétal avec une masse moléculaire variant de 10 a 400 KDa (Thakur et al., 1997).

Les sources industrielles principales sont le marc de pomme et les écorces d'agrumes
comme les citrons, les oranges. D’un point de vue nutritionnel, les pectines sont considérées

comme des fibres solubles ayant une forte capacité de rétention d'eau (Donato, 2004).

Tableau 4: Teneur en pectine de différents fruits et Iégumes (Jayani et al., 2005).

Fruits/légumes Tissus Substance pectique (%)
Pomme Fraiche 0.5-1.6
Banane Fraiche 0.7-1.2

Péche Fraiche 0.1-0.9
Fraise Fraiche 0.6-0.7
Cerise Fraiche 0.2-0.5
Pois Fraiche 0.9-14
Carotte Matiére seche 6.9-18.6

Pulpe d'oronge Matiére seche 12.4-28.0

Pomme de terre Matiére seche 1.8-3.3
Tomate Matiere séche 2.4-4.6

Pulpe de betterave a sucre Matiere seche 10.0-30.0
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5  Structure des pectines

La structure principale des pectines est formée de chaines linéaires faiblement
polymérisées d'acides galacturoniques liés en a-(1—4), sur lesquelles s'inseérent des résidus de
L-rhamnose. Chaque unité rhamnose introduit dans la chaine un coude et confére donc a
I’ensemble une configuration en zig-zag.Des chaines latérales de natures diverses, arabinanes,
galactanes et arabinogalactanes sont aussi greffées sur le squelette rhamnogalacturonique, d'ou
la grande diversité de ces polymeres .

Les fonctions acides sont souvent estérifiées par des groupements méthyles ou salifiées

par des ions monovalents ou divalents tels que K*,Na*t et Ca?* (Brudieux, 2007).
6 Les enzymes pectinolytiques
6.1 Définition

Les pectinases sont un groupe d'enzymes hétérogéne qui catalysent la dégradation des
substances pectiques (KC et al., 2020), elles sont tres répandues dans la nature et sont produites
par des bactéries, des levures, des champignons et des plantes.

Les enzymes pectinolytiques sont classées selon les substrats préférés (pectine, acide
pectique, oligogalacturonate), et leur mécanisme d'action sur les molécules de pectine
(Satapathy et al., 2020).

6.2 Les sources de la pectinase

Les enzymes déegradant la pectine sont largement distribuées dans les plantes supérieures
et surtout les microorganismes (Sharma et al., 2012) (Tableau5), 50% d'entre eux proviennent
de champignons et de levures, 35%s de bactéries et le reste 15% d'origine végétale ou animale.
(Garg et al., 2016).

Tableau 5: Sources de microorganismes pectinolytiques (Nighojkar et al., 2019).

Source Microorganisme Référence
Sol d'un site de déchets de prunes et Aspergillus sp (Sunnotel et Nigam., 2002)
d'orchidées
Peau d'orange en décomposition Aspergillus fumigatus (Phutela et al., 2005)
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Terre de décharge de déchets agricoles Aspergillus niger
Pelures d'agrumes Aspergillus niger
Déchets agricoles Aspergillus sp.

Penicillium sp

Orange pourrie Aspergillus niger

Mangue pourrie Aspergillus niveus
Chéne (Quercus spp.) Penicillium
Pinophilum

Pate d'olive et olives Aspergillus niger

Aspergillus fumigatus
Site de traitement des sols de fruits Aspergillus niger
Aspergillus tubingensis

Usine de péte et papier, écorce de mdrier,  Erwinia carotovora

Iégumes et fruits Erwinia chrysanthemi
Bacillus sp
Déchets agricoles et végétaux Bacillus sp
Légumes pourris Bacillus licheniformis
Echantillone de sol Bacillus pumilus
Sol, eau, fruits et Iégumes pourris Bacillus sp.
Sols contaminés par les effluents de Bacillus subtilis

I'industrie du papier et de la pate a papier

Déchets de cuisine en décomposition Bacillus subtilis

Micro filtres en fibre de verre Geotrichum klebahnii

(Patil et Dayanand., 2006)
(Martos et al., 2009)
(Zeni et al., 2011)

(Darah et al., 2013)

(Maller et al., 2011)
(Ruiz et al., 2012)
(Sanchez et al., 2015)
(Patidar et al., 2017 ; Patidar

et al., 2016)
(Sittidilokratna et al., 2007)

(Soares et al., 1999)

(Rehman et al., 2014)

(Sharma et Satyanarayana.,
2006)

(Tariq et Latif., 2012)

(Kaur et al., 2011)

(Gupta et al., 2008)

(Zapata et Voget., 2012)
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6.3 Classifications des enzymes pectinolytiques

La dégradation de la substance pectique se fait par différents types d’enzymes (tableau
6) pour cela leur classification principalement basée sur deux principes mode d’action ou la

mode de clivage et la spécificité au substrat de I'enzyme.

Tableau 6: Les différents types d’enzymes pectinolytiques, leur mode d'action et leurs

produits de réaction (Kanungo et Bag, 2019).

Enzyme EC N° Substrat Type de Produit
réaction
Endo-PG 3.2.1.15 Acidepectine Hydrolyse Oligogalacturonides
Exo-PG 3.2.1.67 Acidepectine Hydrolyse Monogalacturonides
Exo-PG 3.2.1.82 Acidepectine Hydrolyse Digalacturonate
Rhamnogalacturonase  3.2.1.171 RG-I Hydrolyse  Oligosaccharides avec 3-
d-GalA
RG- 3.2.1.173 RGoligosacchari-  Hydrolyse  l'acide d-galacturonique
galacturonohydrolase des
RG-rhamnohydrolase  3.2.1.174  RG oligosacchari-  Hydrolyse B-1-Rhamnose
des
Endo-xylogalaturonan 3.2.1. Pectine Hydrolyse  Oligogalacturonidesxylo
hydrolase sylés
Pectinelyase 4.2.2.10 Pectine B- Galacturonidesinsaturés
Elimination
Pectatelyase (PGL) 4.2.2.2 Acidepectine B- Galacturonidesinsaturés
Elimination
exo-pectatelyase 4229 Acidepectine B- Galacturonidesinsaturés
Elimination
Endo-lyase 4.2.2.23 RG-I de la pectine B- I-Rhamnopyranose +
Elimination acide d-

@
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galactopyranosyluroniqu

e insature
Exo-lyase 4.2.2.24 RG B- Disaccharide +
oligosaccharides Elimination insaturéacide

galactopyranosyluroniqu

e
Pectineméthylestérases  3.1.1.11 Acidepectine Hydrolyse Acidepectique +
méthanol
Pectineacétylestérases 3.1.16 Acidepectine Hydrolyse Acidepectique + alcool
Acétylestérases 3.1.1.86 RG-1 Hydrolyse Désacétylé RG-I

6.4 Protopectinases

Le terme protopectinase (PPase) (EC 3.2.1.99) a d'abord été appliqué a I'enzyme qui
hydrolyse ou dissout la protopectine (Patidar et al., 2018; Hours et Sakai, 1994). Elles

sont classées en deux types.

e Type A réagit avec la région de I'acide polygalacturonique de la protopectine
e Type B réagit avec les polysaccharides qui constituants la paroi cellulaire. Les chaines

qui peuvent relier a la chaine d'acide polygalacturonique (Pedrollil et al., 2009).

6.5 Pectines méthylestérases

Les pectines méthylestérases PME (EC 3.1.1.11) sont des enzymes classées dans la famille
8 des carbohydrates estérases. Elles catalysent I’hydrolyse des méthyles estérifiés sur certains
groupements carboxyles des acides galacturoniques en méthanol et en protons (Leroux, 2015).

Elles ont été mises en évidence dans tous les organes : fruits, feuilles, tiges, fleurs et racines,
et sont le plus souvent associées a la paroi végétale par des interactions ioniques. Les PME sont
des enzymes de taille moyenne avec une masse molaire comprise entre 25 et 54 kDa. (Videcoq,
2011).
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6.6 Pectines acetyl estérases

Les pectines acétyl estérases PAE (EC 3.1.1.6). Elles ont été caractérisées chez les plantes,
les bactéries et les champignons. Elles peuvent d'acétyler les HG, mais également les
rhamnogalacturonanes du type | (Danielle et al., 2009)

Elles ont une activité optimale dans des pH acides entre 5 et 6,5. Enfin, I’activité PAE

semble étre amplifiée sur les substrats préalablement déméthylestérifiés (Chen, 2018).
6.7 Pectates lyases

Les pectates lyases ou polygalacturonate lyases ou pectate transéliminases (EC 4.2.2.2) ont
été découvertes et isolées pour la premiére fois a partir de la culture d'Erwinia carotovora et
d'espéces de Bacillus (Singh et al., 2019). Elle est clivée les liaisons glycosidiques de préférence
dans 1'acide polygalacturonique, formant un produit insaturé (A-4,5-D-galacturonate) par une
réaction de transélimination. Contrairement aux pectines lyases, elles ont un besoin absolu en
ions Ca?* et sont classées en tant qu'endo-pectate lyases (EC 4.2.2.2) et exo-pectate lyases (EC
4.2.2.9) (Atanasova et al., 2018).

6.8 Pectines lyases

La pectine lyase (EC4.2.2.10) est une enzyme qui catalyse préférentiellement la pectine
hautement estérifiée de maniére aléatoire en supprimant les liaisons glycosidiques et en
produisent des oligogalacturonates de méthyle insaturés comme produits finaux, qui sont
principalement produits par le genre de microbes Aspergillus, Penicillium et Fusarium, On le
trouve également dans certaines plantes et les animaux. Ces enzymes présentent une activité

optimale sur une large gamme de pH 5,5-10,5 et de température 35-65°C (Singh et al., 2019).
6.9 polygalacturonases (EC 3.2.1.15)

Les polygalacturonases sont la famille des glycosidases (GH28) responsables de la
dégradation des substrats homogalacturonane et rhamnogalacturonane de la pectine (Oliyad,
2017 ; Abbott et Boraston, 2007). Leur role est d'agir sur I'nydrolyse de la pectine ou du
pectique acide. La PGase situe dans les chaines polygalachoronides, aux chaines d'acide
galactoniques de petite taille moléculaire sont enfin en acide monogalactonique.

Son activité maximale apparait sur les acides pectiques, alors que cette activité diminue
considérablement lorsque la teneur en méthoxyle dans le substrat augmente (Ibiam et Arinze,
2007).




Chapitre 02 : Enzymes glycolytique

6.9.1 Origines des polygalacturonases
e Origine végétale

Les polygalacturonases produites par les plantes au niveau intracellulaire fragilisent les
membranes cellulaires, ce processus est nécessaire a la croissance de la plante (Hadfield et
Bennett, 1998). Le fruit produit aussi des polygalacturonases car elle est nécessaire a la
maturation (changement de couleur et de godt) et au ramollissement du fruit (Hadfield et
Bennett, 1998 ; Morgutti et al., 2006). De plus, les PGase sont aussi nécessaires pour la
germination et la croissance du tube pollinique dans le pistil et pour le développement et la
maturation du pollen jusqu'a sa sortie pour la pollinisation (Hadfield et Bennett, 1998).

e Origine animale

Les origines animales de la PGase sont les insectes et les nématodes (Di Matteo et al.,
2006), tels que : Meloidogyne incognita (Jaubert et al., 2002) et Ditylenchus dipsaci (Barker,
1996), sitophilus oryzae (Shen et al., 2003)

¢ Origine microbienne

Plus de 30 genres différents de bactéries et de champignons ont été utilisé pour la
production de la polygalacturonase (Nighojkar et al., 2019), et spécifiquement les endo PGases
sont largement répandus parmi les champignons, les bacteéries et les levures (Sharma et al.,
2012).

e Origine bactérienne

Presque toutes les enzymes dégradant la pectine utilisée dans les applications industrielles
sont produites par des champignons, mais certaines souches bactériennes peuvent également
produire ce type d'enzymes. (Padma et Anuradha, 2015).

Le genre Bacillus est I'espece bactérienne la plus importante qui produit la PGase, telle que B.
subtilis, et B.licheniformis, ces bactéries sont responsables d’environ 50 % de la production
totale d'enzymes (Jahan et al., 2017). Le PGase été signalé aussi en les autres especes
notamment Erwinia carotovora, Agrobacterium tumefaciens, Bacteroides thetaiotamicron, E.

chrysanthéme, Alternaria mali, Fusarium oxysporum, Ralstonia solanacearum (Blanco, 1998).
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e Origine fongique

Parmi les espéces fongiques, les champignons filamenteux sont la meilleure source de
production de PGase (Jayani et al., 2010), car la technique de fermentation utilisée pour
produire I'enzyme imite leur environnement naturel. Cela permet la synthese de grandes
quantités d'enzymes (Palagiri et al., 2019), en particulier les genres Aspergillus, tels que A.
niger, A. awamori, A. carbonarius, A. aculeatus et A. flavus. Mais ce n'est pas le seul car il existe
de nombreux autres types de champignons qui produisent du PGase, y compris Penicillium,

Neosartorya fischeri, Bispora sp et Talaromyces leycettanus (Xu et al., 2020).

e Origine levurienne

Differentes especes de levures productrices de polygalacturonase sont utilisées
industriellement pour améliorer la qualité des jus de fruits, telles que : Saccharomyces,

Kluyveromyces marxianus et Cryptococcus albidus. (Naumov et al., 2016 ; Blanco, 1998).
6.9.2 Structure de la polygalacturonase

La premiére structure cristalline de la PG fongique qui a été élucidée est celle du PG II
d'A. niger. Les protéines PGase se replient en une hélice paralléle droite B avec 10 tours
complets, et leur fente de site actif est ouverte aux deux extrémités N et C (Figure 9). Cette
caractéristique est conforme a la classification de la PGase dans la famille des protéines
glycoside hydrolase 28. Trois résidus d'aspartate dans la fente sont essentiels pour la réaction
catalytique et sont fonctionnellement conservés entre les endo- et les exoPG. Bien que les PGase
de Pectobacterium carotovora et d'A. niger ne partagent que 19 % d'identité, les deux structures

sont tres similaires et peuvent étre superposées (Nakamura et Iwai, 2019).
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Figure 9: Structure 3D de I'Endo PGase | d'Aspergillus niger (Nakamura et Iwai, 2019).

6.9.3 Mécanisme d'action

Les PGases sont spécifiqguement interactives grace a hydrolyse et scission de la liaison
glycosidique en présence des molécules d'eau a travers le pont d'oxygene. Au cours de
I'interaction avec les substrats, la viscosité de la solution réduite dans une plus large mesure avec
une augmentation de la fin de réduction. Les polygalacturonases généralement classées en deux
groupes (Satapathy et al., 2020) (Tableau 7).

Tableau 7: Classification de polygalacturonase (Garg et al., 2016).

Nom proposé Substrat Mode d'action et clivage Produite
par EC

> Exopolygalacturonases 1 Pectate >  Clivage terminal de » Mono-Galacturonates

(EC 3.2.1.67) I'extrémité non réductrice de
» Exopolygalacturonase 2 I'acide polygalacturonique

(EC 3.2.1.82) > Clivage de pénultieme » Di-galacturonate
Endopolygalacturonase Pectate Clivage aléatoire de l'acide Oligo-
(EC 3.2.1.15) pectique galacturonates

e Lesendopolygalacturonases

L'endo-polygalacturonase (EC 3.2.1.15) est un hydrolytique endo actif capable

d'hydrolyser I'enzyme a I, 4 glycosidiques liaisons entre I'acide galacturonique non estérifié
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adjacent des groupes d’une fagon aléatoire. L’endo-polygalacturonase peut attaquer ces régions

en libérant des pectines avec un degré éleveé d'estérification du méthyle (Donaghy et Mckay,
1994).

e exopolygalacturonases

Les exo-polygalacturonases (EC 3.2.1.67) Cible I'extrémité non réductrice des polymeres
de la pectine pour libérer le monosaccharide Gala comme un produit final
Certaines protéines PGase peuvent effectuer les deux réactions exoPGase et endoPGase, et il
produit enfin des oligoméres GalA (Garg et al., 2016 ; Celorio-Mancera et al., 2009).

COOH COOCH, COOH COOH COOH COOH
0 0
0 0
0
Q H ' OHI
OH OH
1 endo PG L exo PG

COOH COOH COOH

O@H (ARARA

Figure 10: Action des exo- et endopolygalacturonases. (Picot-Allain, 2020).

7 Applications des enzymes pectinolytiques

La production de pectinase occupe environ 10 % de la fabrication globale des
préparations enzymatiques. Au fil des ans, les pectinases ont été utilisées dans plusieurs
processus industriels (Tableau8), tels que le textile, le traitement des fibres végétales, le thé, le

café, I'extraction d'huile, le traitement des eaux usées industrielles ...etc (Shet et al., 2018).
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Tableau 8: Application industrielles des enzymes pectinolytiques (Nevalainen, 2020).

Domaine d'application Processus enzymatique Référence

v Dégradation de la pectine (Sharmaet al., 2017 ;

Extraction du jus
v/ amélioration de la filtrabilité et réduction de Ramadan., 2019)
la viscosité
v" Amélioration du pressage de la pulpe, ce qui

permet augmentation du rendement en jus

Clarification des jus v Réduction de la répulsion électrostatique qui  (Kashyap et al., 2001)
provoque des protéiniques des floculants
pour les agrégats, les rendant plus facile a

supprimer.
v' La production de pectine commerciale

comme sous-produit d'extraction et

(BeMiller., 2019 ;

Confitures, conserves
Wang et al., 2013)

et gelées
clarification du jus, apreés traitement de fruits

avec pectinases

(Kashyap et al., 2001 ;
Garg et al., 2016).

Production de vin v" Amélioration de la clarté ainsi que de la
saveur et la couleur du vin.
v via l'extraction des anthocyanes, des tanins et
des composés phénoliques.
v Enlévement de I'enveloppe mucilagineuse

des grains de café

Production de café (Villettaz., 1993)

Production de thé v’ Prétraitement des feuilles de thé, (Hoondal et al., 2002 ;

Murthy et Naidu.,
2011)

en extraction et en traitement
d'extrait : dégradation de la pectine
dans la cellule de la feuille de thé mur
(Hoondal et al., 2002 ;
Ré&tto et Viikari., 1996)

Papier et pate a papier v" Réduction de la quantité d'énergie

production nécessaire pour enlever I'écorce du bois

@
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1 Fermentation en milieu solide
1.2 Définition

La fermentation en milieu solide (FMS) est un des plus anciens procedés
biotechnologiques connus au monde qui apparait comme la technique la plus adaptée pour les
microorganismes fongiques. La FMS est caractérisée par une croissance microbienne des
particules solides humides en absence d’eau libre ou sur un substrat proche de sa capacité
maximale de rétention (Mitchell et al., 2002). En effet, les microorganismes se développent
dans un systéme a trois phases : une matrice (phase) solide, une phase liquide absorbée ou
complexée dans la matrice solide et une phase gazeuse prise au piege dans les particules ou
entre celles-ci. (Stephanie, 2017). La capacité de rétention en eau des supports solides est
variable et peut aller de 12 a 90%, soit une activité en eau (Aw) comprise entre 0,65 et 0,98. La
FMS doit posséder une humidité relative, suffisante pour permettre la croissance et I’expression
du métabolisme des microorganismes (Prevot, 2013).

Il existe de nombreux avantages qui caractérisent le processus de fermentation en milieu
solide, mais cela n'exclut pas qu'il existe également certains inconvénients qui empéchent la

production des métabolites par ce processus d'étre idéale (Tableau 9).

Tableau 9 : Les avantages et les inconvénients de la FMS (Castilho et al., 2000 ; Aguilaret
al., 2008 ;Assamoi et al., 2009).

Avantages

Certains substrats peuvent étre utilisés
directement comme milieu solide ou enrichis

en nutriments.

Les conditions de culture sont plus similaires a

I'habitat naturel des champignons.

Inconvénients

La détermination de parameétres tels que
I'numidité <le pH <I'oxygeéne et le dioxyde de
carbone «(en raison du manque de dispositifs

de surveillance).
Les microorganismes utilisés sont limités. En
effet, seuls les microorganismes se
développant bien aux basses humidités

peuvent étre employés.

=y
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Les champignons sont capables de se
développer et d'excréter de grandes quantités

d'enzymes.

Le produit d'intérét aprés extraction est

concentre, ce qui facilite sa purification.

L’absence d’eau libre permet de réduire
considérablement le volume des installations
de fermentation et les contaminations

bactériennes

Les connaissances physiologiques et
technologiques de la croissance des
microorganismes sur milieux solides sont
faibles
Les problémes de transfert d’oxygene et de
chaleur rendent difficile I’augmentation
d’échelle des procédés.

I1 est pratiquement difficile d’assurer une
distribution parfaitement homogéne de
substances ajoutées au substrat et donc du

milieu de culture.

La quantité de déchets générés est inférieure La mise a I'échelle des processus des FMS a

par apport a la fermentation en milieu liquide été peu étudiée et présente plusieurs
problemes.
la simplicité et ne nécessitant pas
d’équipement sophistiqué pour les contrdles /

des parametres environnementaux,

2. Résidus industriels utilisés dans la FMS

L’utilisation des ressources renouvelables principalement les résidus agro-industriels qui
sont générés par des entreprises de transformation industrielles de fruits et de légumes en
d’autres produits (boisson, confiture, ....). A cet égard, parmi les résidus les plus prometteurs
pour la production des enzymes pectinolytiques citons les résidus agricoles et les écorces de
fruits. Habituellement, ces résidus agricoles ne sont pas seulement un support solide pour
I'absorption des nutriments et la croissance de la biomasse, mais ils sont aussi une source de
carbone et d’¢léments minéraux. Parfois, il est nécessaire d'apporter un complément afin de
fournir tous les nutriments nécessaires a une croissance optimale du micro-organisme et a la
production de I’enzyme ciblée (Samreenet al., 2019). Les agro-industries les plus importantes
utilisées dans la production de pectinase par le processus de fermentation solide sont les

suivants :

@
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e Son de blé

Le son de blé, principal sous-produit de la transformation de la farine de blé. Il est
principalement composé d'amidon (10 a 20 %), de polysaccharides non amylacés (41 a 60 %)
et de protéines (15 a 20 %). Ces déchets agro-industriels peut colteux et facilement disponibles
peuvent servir d'excellents substrats de fermentation pour obtenir divers métabolites
secondaires précieux tels que des enzymes, des acides organiques, des protéines cellulaires et
des prébiotiques d'origine microbienne. Sa valeur nutritive élevée, la taille de ses particules et
sa bonne porosité permettent un meilleur ancrage et facilitent I'excrétion des enzymes. Ces
vertus en font un bon choix de substrat pour la production d'enzymes (Teng et al., 2017 ;
Biswas et al., 2019).

e Bagasse d'orange

La transformation de I'orange pour obtenir le jus et d'autres sous-produits, tels que I'huile
essentielle et le D-Limonene, générent une grande quantité de résidus solides industriellement
appelées bagasses d’orange humide. Ces résidus sont principalement formés par la peau, la
pulpe et les graines. Ces déchets d'oranges par leurs richesses en glucides solubles, en particulier
le fructose, le glucose, le saccharose et la pectine constituent une ressource renouvelable peu
colteuse pour la production des enzymes hydrolytiques telles que les pectinases et les cellulases
(Giese et al., 2008 ; Fiorentin et al., 2010 ; Ahmed et al., 2016).

e Pulpe de café

La pulpe de café est le déchet obtenu aprés le traitement du café humide. En raison de sa
richesse en glucides, en pectine, en protéines, en minéraux et en polyphénols, peut-&tre un
excellent substrat pour la production de métabolites microbiens comme les pectinases. (Boccas
et al., 1994 ; Venugopal et al., 2007 ; Frometa et al., 2020). La pulpe de café est le substrat
solide idéal pour la production de pectinase par FMS selon plusieurs études, cette enzyme a été
extraite par les différentes espéeces fongiques et bactériennes : Aspergillus niger, Aspergillus
tamarii, Rhizomucor pusillus, Trametes sp et Bacillus sp Antier et al., (1993), Torres-
Mancera et al., (2013), Oumer et Abate, (2018).

1 Préparation de I'inoculum

L'inoculum fongique est préparé en utilisant soit une suspension de spores, soit une culture

vegétative. La taille de I'inoculum est importante dans une FMS. La suspension utilisée pour

=
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l'inoculation est préparée dans de I'eau distillée, par I’addition d’une solution stérile de Tween

80 a 0,2% (Nighojkar et al., 2019).
2 Conduite de la fermentation en milieu solide

Les différentes étapes suivies au cours d'une fermentation solide sont : la préparation du
substrat ou du milieu de culture, la stérilisation du milieu (généralement a 121 °C pendant 21
minutes) suivie par le refroidissement de celui-ci, I'inoculation du milieu de culture a partir
d'une suspension de spores, l'incubation du milieu inoculé en maintenant dans la mesure du
possible les conditions environnementales optimales comme la température, teneur en eau....

(Assamoi et al., 2009).

3 Influence des différents paramétres sur la production de la

Polygalacturonase par I’Aspergillus niger en milieu solide

= Effet de la période d’incubation

Le temps de culture dépend de la nature du milicu de fermentation, de I’espece
productrice, de la concentration en nutriments et des conditions physiologiques (Irshad et al.,
2013). L activité spécifique de la PGase produite par la moisissure Aspergillus niger est obtenue
au bout de 72 h de culture selon Demir et al., (2014) (Figure 12). Ces résultats ne sont pas
identiques a ceux trouves par Swain et Ray, (2010) ; Samreen et al., (2019), qui montrent une
activité maximale de la PGase produite par Bacillus subtilius et Bacillus firmus aprés 36 heures

et 96 heures de culture respectivement.

?
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Figure 11: Effet de la période d’incubation sur I’activité de la PGase (Demir et al., 2014).
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La concentration d'inoculum est un facteur important dans la production de la PGase En

effet, la taille de I'inoculum est I'un des principaux facteurs influengant la croissance et la

production de métabolites dans les cultures fongiques (Buyukkileci et al., 2006). Selon Webb

et Manan, 2017 la concentration idéale de 1’inoculum peut réduire le risque de contamination,

et une concentration élevée permet un temps plus court pour l'utilisation du substrat.

D’aprés les résultats de Demir et al., (2014) une concentration en spores de 107spores /

g est suffisante pour la production de la PGase par la moisissure Aspergillus sojae par une

fermentation en milieu solide a base de son de blé . Ce résultat est similaire a celui trouvé par

Djama et abdelilah, (2018) qui montrent qu'une concentration de 107spores/g est nécessaire

pour la croissance et la production de la PGase par Aspergillus niger cultivé sur un milieu solide

a base de son de blé (Figure 13).
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Figure 12: Effet de la concentration d'inoculum sur 1’activité de la PGase (Djama et
Abdelilah, 2018).

o Effet de la température

La température est déterminée comme un facteur critique affectant les réponses des
enzymes avec leurs substrats. En effet, chaque micro-organisme a sa température optimale de
croissance et de production de métabolites (Cao et Wang, 2016). Buga et al., (2010) ont
montré que 40 ° C est la température optimale de la production de la polygalacturonase
d’Aspergillus niger cultivé sur milieu a base de pomme de terre.

Par ailleurs, une activité spécifique maximale de la PGase est obtenue a 50°C sur un
milieu solide a base de son de blé (Anand et al., 2017; Yadav et al., 2017). Cependnat, les
PGases produites par certaines souches fongiques thermopbhiles telles que Aspergillus sojae,
Paecilomyces variotii et Thermoascus aurantiacus possédent des températures optimales

comprises entre 60 et 70 ° C (Dogan et Tarry, 2008 ; De Lima Damasio et al., 2010 ; Martins
et al., 2013).

B



Chapitre 03 : production de la polygalacturonase en milieu solide

0.9+

N / \‘/ /\

=]
m

=
n

—

Specific Activitylumale/minmg)
I =
= &

=
a

=
o

[=)

30 35 40 45 50 55 60 65 70

Temperature =C

Figure 13: Effet de la température sur l'activité de la PGase (Buga et al., 2010).
o Effet de I'numidité

L’hydratation est un facteur important qui influence le taux de croissance, 1’évolution de
la germination, la sporulation et le rendement du produit en FMS (ldrissou et Idir, 2018)

Les résultats de Djama et abdelilah, 2018 indiquent que le taux d”humidité optimale pour
la production de la PGase d’ Aspergillus niger cultivé sur un milieu a base de son de blé est de
60% avec une activité spécifigue maximale de 3603,4 U/mg. Cependant Alavi et al., (2019)
montrent une production maximale de la PGase par la moisissure Aspergillus niger avec un
taux d’humidité de 80 %.Selon, abbasi et al. ., (2011); Castilho et al., (2000); Blandino et
al., (2002); Freitas et al., (2006); (Alavi et al., 2019) , le taux d’humidité varie de 40 a 80%
pour la production de pectinases sur divers substrats solides avec différentes souches fongiques.

En augmentant I'humidité I'activité enzymatique augmente de maniére significative ce qui
montre le besoin urgent des micro-organismes en eau pour leur croissance et leur métabolisme
(Alavi et al., 2019).
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Figure 14: Effet du taux d’humidité sur la production de la PGase (Alavi et al., 2019).

4 Extraction de la PGase

Aprés fermentation, une quantité (5g) 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
4500tours/min a 4°C pendant 30 minutes (Demir et Tari, 2014). Le surnagent obtenu constitue
I’extrait enzymatique brut, il est conservé au congélateur et sert pour I’analyse des activités

pectinolytiques (Kaassis et Khanfar, 2019)
5 Purification de la polygalacturonase

L'objectif de la stratégie de purification est d'obtenir le plus grand rendement possible de
I'enzyme souhaitée avec la plus grande pureté possible (Bajpai, 2014). La plupart des
pectinases microbiennes sont extracellulaires et le processus de fermentation est généralement
suivi par le prélevement de cellules du jus de fermentation, soit par centrifugation soit par
filtration. L’extrait brut est ensuite concentré par précipitation au sulfate d'ammonium
(polygalacturonase isolé a partir d’Aspergillus niger a été précipitée a 40 a 80 % de saturation)
ou avec des solvants organiques (PGase d’Aspergillus niger a €té precipitée a l'acétone a une
saturation de 30 %) Suivi d’une combinaison de plusieurs méthodes chromatographiques
comme la filtration sur gel et la chromatographie d'affinité. Les précipitations sont
généralement utilisées comme une I'étape de séparation. (Buga et al., 2010 ; Venkatanagaraju
et Divaka, 2017 ; Anand et al., 2017).
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Les différentes méthodes de purification pour I'extraction des différentes pectinases sont

résumeées dans le tableau 9. (Venkatanagaraju et Divaka, 2017).

Tableau 9 : Les différentes méthodes de purification pour I'extraction des différentes

pectinases (Venkatanagaraju et Divaka, 2017).

Nom Type de fermentations et Poids processus de purification
d’organisme le substrat utilisé moléculaire
KDa
Aspergillus Fermentation submergée et FMS 36-79 Précipitation par le sulfate
Sp pectine-glucose-extrait de son de blé- d'ammonium — Gel
farine de mais-saccharose-son de soja- Filtration-chromatographie
pulpe de betterave-marc de raisin échangeuse d’ions
Amyoclata 30 Ultrafiltration-
Sp Fermentation submergée Chromatographie

¢changeuse d’ions-
Chromatographie
d'interaction hydrophobe

Bacillus Fermentation submergée et FFS 106 Précipation par le sulfate
Sp d'ammonium — Gel
déchets végétaux filtration-Chromatographie

échangeuse d’ions
Botrytis cinerea Fermentation submergée 52 Précipitation par le
d'ammonium —Gel

déchets végétaux filtration-chromatographie

échangeuse d’ions

Erwinia Fermentation submergée 42 la saturation en sulfate
carotovora pectine d'ammonium
Kluyveromyces Fermentation submergée 75 Précipitation par le
marxianus d'ammonium — Gel
pectine filtration-chromatographie

¢changeuse d’ions
Macrophomina Fermentation submergée 56 Précipitation par le

phaseolina d'ammonium — Gel

E
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pectine filtration-chromatographie
échangeuse d’ions
Rhizopus oryzae Fermentation submergée 31 Précipitation par le
d'ammonium — Gel
pectine filtration-chromatographie
échangeuse d’ions
Sclerotium Fermentation submergée- 38 Gel filtration-
Sp pectine chromatographie
échangeuse d’ions
Streptomyces sp Fermentation submergée 32 Précipitation par le
d'ammonium — Gel
pectine filtration-chromatographie
échangeuse d’ions
Thermoascus Fermentation en milieu solide 29.3 Gel filtration-
aurantiacus son de blé- bagasse d'oronge chromatographie

¢changeuse d’ions
6 Dosage de ’activité enzymatique de la PGase

L'activité enzymatique est déterminée selon la méthode de Miller., (1959) dans un volume
réactionnel de 100ul de l'extrait enzymatique avec 100ul de substrat (tampon Acétate de
sodium). L’incubation est faite a 40 °C pendant 30 minutes. La réaction est arrétée par ajout de
400 pl de DNS. Le mélange est chauffé au bain marie a 100 °C pendant 15 minutes. Apres
refroidissement dans un bain de glace, puis 4.4 ml d’eau distillée sont ajoutées. La densité
optique est déterminée a 540 nm (Soro, 2007 ; Djama et Abdlilah, 2018).

3. Caractérisation de la polygalacturonase purifiée

o Effet de la tempeérature

La température est un facteur important qui régule I'activité enzymatique. Les propriétés
caractéristiques des protéines telles que les interactions hydrophobes, la liaison hydrogéne et la
force ionique résistent a la dénaturation thermique des enzymes. Geénéralement, les
températures optimales de PGases varient entre 40 a 50°C. (Favela-Torres et al., 2006 ; Nazir
et al., 2019).La température optimale de la polygalacturonase purifiée d’4spergillus niger est
de 50°C et I'enzyme maintient son activité maximale entre 10 et 40°C pour 30 min. Une
température optimale similaire a été rapportée pour la PGase de Rhizopus oryzae (Anand et al.,

=




Chapitre 03 : production de la polygalacturonase en milieu solide

2017).

e Thermostabilté

Les enzymes d'origine naturelle ne sont pas utilisées en raison de leur stabilité limitée dans
les conditions de travail requises. Elles sont donc été remplacées par des enzymes extraites de
micro-organisme thermophiles, en raison de leur plus grande stabilité thermique par rapport a
leurs homologues meésophiles. Exemple des enzymes les plus courantes produites par ces
microorganismes citons les pectinases (Rigoldi et al., 2018).

Dans le cas de la polygalacturonase, Les champignons représentent une source ideale pour
produire des PGases thermostables avec des hauts rendements. Jusqu'a présent, plusieurs PGase
thermophiles ont été identifiées chez Rhizomucor pusillus, Thermoascus aurantiacus, et
Thermomyces lanuginosus. Ces PGases présentent généralement des optima de température
élevés (55-65°C) et une thermostabilité de 50°C (Cheng et al., 2016).

La stabilité thermique de la PGase d’Aspergillus niger purifiée sur un milieu solide a base
de son de blé révélant une stabilité maximale jusqu'a 40°C et I'activité a diminué nettement au-
dessus de cette température. Environ 53 % des l'activité a été maintenue a 50 °C (Anand et al.,
2017).

e Effet du pH

Les enzymes sont tres sensibles aux variations du pH et fonctionnent bien sur une gamme
limitée de pH (Boudoukha, 2018). Le pH optimum de I’activité enzymatique se situe
généralement a pH 5 (Fenghour et al., 2002). C’est ce que confirme 1’étude de Sopuruchukwu
Ire et Vinking, (2016) indiquant que le pH 5 est la valeur optimale de PGase produite par
Aspergillus niger, et pH 4,2 pour la PGase produite par Wickerhamomyces anomalus (Martos
et al., 2016)

o Effet des ions

L'effet des ions sur la stabilité des protéines peut étre causé par les interactions chimiques
entre les protéines et pour former des complexes, tels que des ions utilisés comme substrat, co-
substrat ou cofacteurs d'enzymes. Suivant de prés la série de Hofmeister, les ions peuvent
imposer l'inhibition ou l'activation des enzymes, pour les pectinases. L'effet des ions
métalliques a été etudié en les incorporant directement dans le systeme de substrat enzymatique
(Zhao, 2005 ; Oliyad et Dawit, 2017). Selon 1’étude d’Asghar et coll, (2013), les diverses

13+

concentrations d’ions minéraux tels que Cu?*, AI3* inhibent I’activité de la polygalacturonase
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isolé & partir de Bacillus licheniformis. On a constaté dans une autre étude que les ions
métalliques Cu?*et K*, augmentent l'activité de la PGase produite par Aspergillus fumigatus,

tandis qu’Ag?*, Ca%*et Hg?*inhibent l'activité enzymatique (Anandet al., 2016).
4. Applications industrielles de la polygalacturonase

a) Clarification des jus

Ces dernieres années, en raison de l'augmentation globale des fruits naturels et la
consommation de jus. La transformation et les améliorations industrielles de ces jus sont
devenues trés importantes du point de vue du consommateur. Cependant, le jus brut est trouble
et visqueux, il a donc tendance a se déposer pendant le stockage. Par conséquent, il doit étre
clarifié avant la commercialisation. Le principe de cette technique est basé sur I'extraction,
I’amélioration et I'augmentation du rendement de la clarté du jus par l'utilisation d'enzymes
hydrolytiques comme la polygalacturonase (Nagar et al., 2012). Selon Ajayi et al., (2015) le
traitement du jus se fait par homogeénéiser des petits morceaux de tomate fraiche avec la PGase
isolée d'Aspergillus niger qui donne un jus moine viscosité et avec un bon rendement, alors que
le traitement du jus d'agrumes avec la PGase de Penicillium occitanis montre une réduction de

30 % du poids sec et cela augmente son volume et améliore sa qualité (Tounsi et al., 2016).
b) Fermentation du café

Le café est une culture agricole importante, cultivée dans environ 80 pays a travers le
monde. Ces derniéres années, le café a suscité beaucoup d'intérét dans le domaine
biotechnologique, car il est situé au premier rang des denrées agricoles commercialisées a
I’échelle mondiale devant les céréales et au deuxieéme rang des produits échangés sur les
marchés mondiaux, juste apres le pétrole (Murthy et Naidu, 2012). Le traitement du café se
fait par une fermentation du grain, c'est un bio processus qui se produit pendant le traitement
post-récolte et peut entrainer des changements significatifs dans la qualité du café. Cela
améliore le processus de commercialisation et sa demande par les consommateurs (Kumar et
al., 2006 ; Waters et al., 2015 ; Haile et Kang, 2019).

Murthy et Naidu, (2011) ont rapporté que la pectinase brute d’Aspergillus niger
provoque une dégradation compléte de la couche mucilagineuse des grains de café apres 3,5
heures de fermentation. De méme I'étude d'Oumer et Abate, (2017) montre que la pectinase

bactérienne de Bacillus subtilis élimine la gomme des grains de café.
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c) Industrie de textile

L'augmentation de la population mondiale et I'évolution des modes de consommation
devraient contribuer a la croissance annuelle de la demande totale de fibres textiles de 3 a 4%
par an. Une partie de cette demande est satisfaite par les fibres synthétiques artificielles. La
production industrielle de coton a trois objectifs principaux : avoir un impact positif sur
I'environnement, étre économique et rentable et améliorer la qualité du coton (Cantrell, 2006 ;
Madhu et Chakraborty, 2017).

Le bioscoring de tissus de coton a l'aide de pectinases s'est révélé étre une approche
intéressante pour réduire la consommation de produits chimiques et d'énergie dans le traitement
des textiles. Des pectinases brutes provenant de diverses origines bactériennes et fongiques ont
été utilisées pour le bioscoring de cotons et d'autres types de textiles, par exemple le lin et la
ramie. L'application de la polygalacturonase a montré un décapage incomplet sur le tissu dans
certains cas. Les changements structurels augmentent les groupes fonctionnels plus polaires et
donc I'nydrophilie a la surface des fibres de coton, ce qui pourrait étre un facteur important pour
I'amélioration de I'absorption d'eau et de la teinture des tissus traités.

Le processus catalysé par I’EndoPGase a donné des tissus avec une résistance a la traction
plus élevée que la méthode de décapage chimique. Cela reflétait la spécificité plus élevée de
I'enzyme sur I'attaque du squelette d'acide polygalacturonique de la pectine sans décomposition
des fibres de cellulose (Abdulrachman et al., 2017).

d) Extraction de I’huile d'olive

L'huile d'olive est comestible, elle contient des vitamines essentielles, des acides gras et
d'autres éléments naturels d'importance diététique. Elle est connue pour ses propriétés anti-
ulcéreuses et pour abaisser le taux de cholestérol plasmatique. Environ 24% de I'huile n'est pas
extractible a l'aide des technologies d'extraction existantes et cette partie de I'huile reste soit
incorporée au tourteau d'olive, soit perdue dans I'eau du site effluent. Dans le cadre de cette
recherche, des traitements enzymatiques ont été utilisés avec succés pour améliorer la
récupération et la durée de conservation de I'huile. (Sharma et al., 2014). L'ajout de la PGase
brute de la levure Cryptococcus albidus var albidus a I'olive péte traitée et purifiée a I'aide d'un
Alfa Laval NX 306 centrifugeuses horizontale. A entrainé une augmentation significative de
I'huile extraite par rapport aux olives non traitées (Servili et al., 1992). Noomen et al., (2006)
ont également montré que la pectinase isolée de Penicillium occitanis a ajouté a la pate d'olives

peut conduire a une amélioration de 10 % du rendement en huile a I'échelle industriel
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Conclusion

Les biotechnologies industrielles font partie des technologies essentielles pour le
développement économique de demain. Elles exploitent les microorganismes et les enzymes,
pour fabriquer divers produits. La polygalacturonase contribue a plusieurs application
industrielle donc elle est considéré comme un outil clé dans la biotechnologie. Cette enzyme
est I'une des enzymes les plus abondantes de toutes les classes d’enzymes pectinolytiques et
largement produite par des souches fongiques, mais également peut étre produite par des
souches bactériennes, des plantes et des animaux .L "Aspergillus niger est ’un des champignons
les plus importants produisant cette enzyme, en raison de ses propriétés trés connues et la

facilité de culture.

La culture de ces types de champignons est souvent effectuée par fermentation sur un
milieu solide, pour de nombreux avantages de cette technique, elle est principalement basée sur
la présence d’un substrat solide, qui est souvent des déchets agricoles comme le son de blé¢, la
pulpe de café...etc, qui sont non seulement un support solide, mais sont aussi riche en
nutriments. On doit respecter de nombreuses conditions, telles que le contréle de la température,
le pH et ’humidité, et la durée d'incubation, afin de produire de la polygalacturonase dans des
conditions optimales.

La polygalacturonase est purifiée par plusieurs étapes d’abord I’enzyme est extraite en
différentes concentrations de sulfate d’ammonium ou de solvant organique, puis séparée par un
ou plusieurs différents types de chromatographie. L’étude de ses différentes caractéristiques
telle que la thermostabilité et d'autres facteurs comme la température le pH et les ions, et aider
a améliorer son efficacité et son activité dans de nombreuses applications dans différent
domaine alimentaires, industrielles et pharmaceutiques comme la clarification des jus et la
fermentation du café... etc.

Finalement, comme perspectives a ce travail nous proposons de :

o Améliorer de la production d’enzymes par 1’application d’une approche statistique

o Produire des enzymes pectinolytiques en employant de nouveaux résidus industriels
dans I’extraction et la clarification des jus de fruit et dans le dégommage des fibres de
ramie, ce qui peut améliorer et réduire le colit de production

o Utiliser de la polygalacturonase dans de nouvelles applications industrielles telles que :
la fermentation du café et 1’extraction de I’huile d’olive, ce qui permet d’améliorer

1I’économie et le produit national
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Intitulé : Polygalacturonase d'Aspergillus niger : production, séparation et application
industrielle
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Résumé :

Les biotechnologies industrielles font partie des techniques essentielles pour le développement
économique de demain. Elles consistent a mettre a profit la biotechnologie pour assurer la
production et la transformation éco efficiente de produit chimique comme les enzymes. La
capacité de ces enzymes a catalyser diverses réactions chimiques in vivo et in vitro conduit a
des applications dans diverses industries, telles que I'alimentation humaine et animale, la
pharmacie, les diagnostics, les détergents, le textile, le papier, et la bioénergie. Les micro-
organismes sont la principale source d'enzymes, car ils sont cultivés en grande quantité sur une
courte période et des manipulations plus faciles surtout avec le processus de la fermentation en
milieu solide.

Les enzymes pectinolytiques font parties des enzymes glycolytiques connues par leurs
applications industrielles multiples. Les polygalacturonases sont les plus connues de la famille
des pectinases produites par 1’Aspergillus niger, I’espéce fongique la plus répondu en industrie
capable de synthétiser une multitude de métabolites d’intéréts économique majeur.

Ce travail vise a la production de la polygalacturonase d’Aspergillus niger selon le procédé de
la fermentation solide (FMS) a base de residus industriels comme un support tel que le son de
blé et la bagasse d’orange. Ceci est dans le but de diminuer le colit de production de ces
enzymes.

Le premier chapitre relate des connaissances sur les champignons filamenteux et thermophiles
parmi ces champignons I'Aspergillus niger.ll est défini en déterminant sa morphologie, sa
classification, son habitat et son importance dans le domaine industriel. Ensuite, nous avons
étudié la PGase famille des pectinases qui trouve une trés large application dans I'TAA dont la
principale utilisation est la clarification des jus de fruits. Le dernier chapitre met au point la
FMS connu comme processus rentable pour la production des enzymes pectinolytiques. Une
purification de I’extrait enzymatique brut est aussi envisagée par fractionnement des protéines
au sulfate d’ammonium ou I’utilisation des solvants organiques, des chromatographies gel
filtration et échangeuses d’ions. Du point de vue économique il est intéressant de tester ces
enzymes dans le but de leur utilisation en industrie.

Mots clés : Polygalacturonase, Aspergillus niger, FMS, séparation, application industrielle

Devant le jury :

Président du jury : Mr. NOUADRI T. MCA, UFM Constantine 1

Encadreur : Mme BENNAMOUN L. MCB, UFM Constantine 1

Examinatrice : Mme DAKHMOUCHE S. MCA, ENS, Assia Djebar, Constantine

Année Universitaire 2019/2020




