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Résumés

Résume
Les enzymes pectinolytiques ou pectinases, font partie des enzymes hydrolases connues par

leurs applications industrielles multiples. Les polygalacturonases sont les plus connues de la
famille des pectinases produites par Aspergillus niger, ’espéce fongique la plus répondu en
industrie capable de synthétiser une multitude de métabolites d’intérét économique majeur. Ce
travail vise la production des polygalacturonases selon le procédé de la fermentation solide a
base des résidus d’agrumes (citron et orange), ceci est dans le but de diminuer le colt de
production de ces enzymes. Aussi, ces substrats sont riches en nutriments surtout la pectine qui
est le substrat inducteur de ces enzymes. Les fermentations sont effectuées sur les résidus de
citron ou d’orange afin de choisir le meilleur substrat. Aprés humidification des substrats a
70%, inoculation par la moisissure Aspergillus niger et incubation a 30°C pendant 5 jours,
I’extraction des enzymes est effectuée avec ’eau distillée, suivi d’une filtration et d’une
centrifugation. Le surnageant obtenu sert pour la mesure de 1’activit¢ EndoPGase par
viscosimétrie, et le dosage de I’activité ExoPGase selon la méthode de Somogy et Nelson,
(1952). Une purification partielle de ’extrait enzymatique brut est aussi envisagée, par
fractionnement des protéines au sulfate d’ammonium et un dessalage et concentration par
dialyse. Au vu des résultats des études précédentes, 1’Aspergillus niger est utilisé a échelle
industrielle pour la production des pectinases, aussi les résidus d’agrumes semblent un bon

substrat pour ce type de production, selon la fermentation a 1’état solide.

Mots clés: Aspergillus niger, les enzymes pectinolytiques, 1’endopolygalacturonase
(EndoPGase), I’exopolygalacturonase (ExoPGase), fermentation sur milieu solide (FMS),

résidus d’agrumes (orange et citron), substances pectiques.



Résumés

Abstract
Pectinolytic enzymes or pectinases are among the hydrolyser enzymes known by their multiple

industrial applications. Polygalacturonases are well known of the pectinase family produced by
Aspergillus niger, the most widely responded fungal species in industry capable of synthesizing
a multitude of metabolites of major economic interest. This work marks the production of
polygalacturonases using the solid-state fermentation (SSF) based on citrus fruit residues
(lemon and orange), with the aim of reducing the cost of producing these enzymes. Also, these
substrates are rich in nutrients especially pectin which is the inducing substrate of these
enzymes. Fermentations are carried out on the lemon or orange residues in order to choose the
best substrate. After humidification of the substrates at 70%, inoculation with the mold
Aspergillus niger and incubation at 30 ° C for 5 days, the extraction of the enzymes is carried
out with distilled water, followed by filtration and centrifugation. The supernatant obtained is
used for the measurement of EndoPG activity by viscometry, and the assay of ExoPG activity
according to the method of Somogy and Nelson, (1952). A partial purification of the crude
enzyme extract is also envisaged, by fractionation of the proteins with ammonium sulfate and
desalting and concentration by dialysis. Based on the results of previous studies, Aspergillus
niger is used on an industrial scale for the production of pectinases, so citrus residues appear to

be a good substrate for this type of production, depending on solid fermentation.

Keywords: Aspergillus niger, pectinolytic enzymes, endopolygalacturonase (EndoPGase),
exopolygalacturonase (ExoPGase), solid-state fermentation (SSF), citrus residues (orange and

lemon), pectic substances.
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e |.U.B: International Union of Biochemistry.
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e SDS page : Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis.
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Introduction générale

Introduction générale

Chaque année, le monde produise 2.12 milliards de tonnes de déchets, parmi ces
déchets environ 34 millions de tonnes d’écorces et de graines d’agrumes ont été générés
pendant la transformation des aliments (Martin et al., 2010). Sachant que, les agrumes
occupent la seconde place des échanges mondiaux des produits végétaux (Ferhat et al.,
2010). En effet, la production des agrumes en Algérie atteint 15 millions de quintaux en
2019 selon le ministre. Durant ce processus de la transformation industrielle des agrumes,
des pertes colossales sont infligées aux industries, car juste environ 50% du poids des
oranges et de citrons frais sont transformés en jus, et le reste des fruits sont considérés

comme des sous-produits (pelures, grains d’agrume) (Rodriguez-Lopez et al., 2013).

Par ailleurs, I’accumulation de ces substrats, cause de graves problemes
environnementaux. Récemment, les chercheurs se sont tournés vers la réutilisation de ces
déchets industriels. Cependant la peau d’agrumes peut étre le substrat important pour la
production de divers enzymes y compris les pectinases, et ont donc prouvé que, 1’utilisation
des déchets agro-industriels permet de diminuer les codts de production et par conséquent
de minimiser la pollution de I’environnement d’une part, et de I’autre part d’augmenter le
rendement en produits désirés, surtout quand ils sont utilisés pour une fermentation a 1’état
solide.

La nouvelle biotechnologie, permet la valorisation de ces sous-produits par
’utilisation des procédés de bio-fermentation ; la fermentation sur milieu solide (FMS)
présente de nombreux avantages, y compris 1’utilisation des résidus agro-industriels, bons
marchés pour produire divers enzymes commerciales (Pandey, 1994).

La pectinase ou les enzymes pectinolytiques trouvent une trés large application dans
I’industrie agro-alimentaire dont la principale utilisation est la clarification des jus de fruits
(Jayani, 2005). Dans ce sens la plupart des préparations commerciales de pectinases sont
d’origine fongique, I’Aspergillus est le genre le plus communément utilisé pour la production
d’enzymes pectinolytiques (Heerd et al., 2012), particuliérement avec 1’espéce niger
(Rodriguez-Fernandez et al., 2012). Les préparations des pectinases a partir de cette

moisissure contiennent : les polygalacturonases, les pectinestérases et les pectine- lyases.

Dans cette optique, la présente étude vise 1’utilisation d’Aspergillus niger pour la

production de polygalacturonases par fermentation sur milieu solide a base de résidus
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d’agrumes (écorce d’orange et de citron) ; grace a leur richesse en pectine, protéines et en

carbohydrates.

Dans le cadre du présent travail, un plan adopté pour explorer cet objectif est subdivisé

en trois grandes parties :

Dont la premiére, est une synthese bibliographique mettant au point la FMS et ces
avantages, les enzymes et leurs applications dans divers domaines, les enzymes

pectinolytiques et les champignons producteurs de ces enzymes.

La deuxiéme partie expérimentale mettant au point le matériel et les méthodes utilisés
pour la préparation des sous-produits et 1’étude de la composition chimique du substrat
de fermentation, la production de PGase par A. niger selon la culture en milieu solide a
base des résidus de citron et d’orange, et de poursuivre par une purification partielle de

I’extrait enzymatique brut.

Une discussion générale, en se basant sur quelques résultats des travaux antérieurs,
permettant d’évaluer notre thématique de recherche, vu qu’on n’a pas eu la chance
d’appliquer notre protocole expérimental pour obtenir des résultats, et on a donc eu

recours aux résultats des chercheurs qui ont adopté la méme méthode du protocole.

Ce manuscrit sera cl6turé par une conclusion générale. Des perspectives seront

proposeées pour donner suite & cette étude, dans le but d’améliorer la production de ces

enzymes et de compléter ce travail.
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I. Revue de littérature

I.1. Introduction

L’homme depuis des millénaires, a utilisé les microorganismes, entre autres les
myceétes, a des fins alimentaires pour la fabrication de produits fermentés : pain leve,
fromage et boissons alcoolisées, sans méme se douter de leur existence (Bousseboua, 2004).

Par ailleurs, Pasteur a été le premier qui a établi au 19°™ siécle, le réle fondamental
des microorganismes, dans le processus de fermentation de la biére et d’autres produits
diététiques, grace aux leurs propriétés métaboliques (Bousseboua, 2004).

Ainsi, D’exploitation industrielle des champignons a gagné peu a peu divers
domaines : I’industrie pharmaceutique, 1’industrie chimique..., en basant sur les nouvelles
biotechnologies qui ont ouvert des champs d’application nouveaux et considérables a la
microbiologie industrielle et méme a la microbiologie alimentaire, en mettant sur le marché
des produits totalement nouveaux, par D’exploitation d’aptitudes métaboliques
exceptionnelles des champignons principalement les espéces du genre Aspergillus
notamment 1’ Aspergillus niger qui produit des métabolites d’intérét économique majeur : les
acides organiques (I’acide lactique, 1’acide citrique...), les enzymes (I’amylase, les
pectinases...) (Bousseboua, 2004). En effet, la production de métabolites exige la culture
de ces microorganismes par fermentation en milieu liquide (FML) ou par fermentation sur
milieu solide (FMS). En se basant sur I’application de la FMS qui représente une gamme
d’avantages, ce qui encourage par conséquence, le recours a ce procédé pour produire des

métabolites a haute valeur ajoutée (Gassara, 2012).
1.2. Fermentation sur milieu solide (FMS)

1.2.1. Définition

La fermentation sur milieu solide correspond a la croissance de microorganismes
aérobies ou anaérobies, sur des particules solides humides en 1’absence ou la quasi-absence
d’eau libre (Durand, 2003 ; Gervais et al., 2003 ; Rahardjo et al., 2006). Ces
microorganismes croissent sur une matrice solide a laquelle est liée une phase liquide, et
une phase gazeuse, qui est piegée dans ces particules ou entre celles-ci (Rahardjo et al.,
2006).

De ce fait les moisissures ont été considérées comme 1’organisme le plus adapté a une

fermentation solide, grace aux hyphes qui peuvent se développer et pénétrer sur la surface
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des particules solides et entre elles, et puis les coloniser (Dos Santos, 2004).
Néanmoins, il existe quelques procédés qui integrent les bactéries et les levures (Gassara,
2012). La fermentation sur milieu solide différe de la fermentation en milieu liquide, ou le
milieu nutritif est completement solubilisé dans un grand volume d’eau, et de la fermentation
en milieu submergé ou le milieu nutritif est par exemple sous forme d’une suspension de
fines particules dans la phase liquide (Duchiron et al., 2011). Les substrats utilisés dans les
processus de FMS sont souvent des produits ou sous-produits de I’agriculture, de la
foresterie ou de la transformation alimentaire. Typiquement, la source d’¢léments nutritifs
est au sein de la particule (Gassara, 2012).

La FMS est donc constituée de trois phases (Figure 1) : une matrice (phase solide), une
phase liquide absorbée ou complexée dans la matrice, et une phase gazeuse prise au piége
dans les particules. La capacité de rétention en eau des supports solides peut aller de
12 a 90 %, soit une activité de I’ecau (aw) comprise entre 0.65 et 0.98 (Assamoi et al.,
2009).

O T O

FPhaze gazeuse .
\ continue V\

Particules

Hyvol solidez hnumides
vphes

fongiques Biofilm humides

Figure 1: Processus de fermentation solide (Gassara, 2012).

1.2.2. Parametres de controle

La FMS est conduite par le contrdle de certains paramétres, en fonction des conditions
de croissance des différents microorganismes utilisés, ainsi que I’objectif fixé préalablement
(production de biomasse, d’ardmes, d’enzymes...). Ces paramétres sont essentiellement :

I’humidité, la température, le pH et I’aération (Durand, 1983).




Chapitre | Revue de littérature

» L’humidité

L’humidité est 1'un des paramétres physico-chimiques qui contr6le la culture
microbienne. La quantité d’eau ajoutée est en fonction de la capacité de rétention d’eau du
substrat solide et de la nature du microorganisme en question. Cette teneur en eau doit étre
suffisante pour le métabolisme des champignons, en gardant la matrice solide (pas
d’écoulement d’eau), et sans affecter la porosité du substrat, qui va réduire les échanges

gazeux (Gervais et Bensoussan, 1994).

» Latempérature

La température est I’'un des facteurs les plus difficiles a réguler en milieu solide. La
faible conductivité thermique de I’air comparée a celle de 1’eau, les supports et 1’absence
d’eau libre, limite le transfert de chaleur et son élimination. Ceci favorise des élévations de
température pouvant dépasser les 20°C de la température d’incubation. Ce phénomene se
produit surtout lors de la croissance de la souche, et il est directement proportionnel a son
activité métabolique génératrice de chaleur, de I’ordre de 100 a 300 kJ par kg de masse
cellulaire (Pandey, 2003 ; Manpreet et al., 2005). Ceci pose un sérieux probleme au cours
de la fermentation a 1’état solide. Et par conséquent, le maintien de la température établie au
début du processus, qui représente la température optimale de la croissance du
microorganisme utilisé, est une tache tres difficile (Raimbault, 1980).

La solution du probleme réside donc, dans 1’¢limination du surplus de chaleur. En
fermenteur solide, la régulation thermique est réalisée par un brassage « Malaxage doux »
du milieu afin de ne pas endommager le mycélium. En combinaison a ceci, le milieu peut
étre refroidi par passage d’un flux d’air humidifie et refroidi a travers le milieu (Duchiron
et Copinet, 2011).

» LepH

Le pH est trés difficile a homogénéiser et a contrler en FMS. En effet, au cours de la
culture, ’activité métabolique des souches va modifier le pH du milieu soit en I’acidifiant,
par la production d’acides ou par 1’absorption d’ions ammonium, soit en 1’alcalinisant, par
la libération d’ammoniac provenant de la dégradation de protéines, d’urée ou d’autres
amines (Manpreet et al., 2005). Une régulation partielle de ce facteur au cours de la
fermentation peut cependant étre réalisée, par I’ajout d’acide ou de base a I’cau utilisée pour
ajuster le taux d’acidité du milieu. Un autre systéme de régulation passif consiste a utiliser
des systémes tampon, comme 1’emploi de résidus agro-industriels présentant naturellement

un excellent pouvoir tampon (Raimbault, 1998 ; Sandhya et al., 2005).
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Raimbault (1980) et Roussos (1985), ont démontré qu’un mélange de sulfate
d’ammonium et d’urée confére au milieu, un pouvoir tampon qui permet de maintenir le pH
a des valeurs favorables a la croissance des microorganismes. En fermentation solide, il
n’existe pas d’électrode pouvant enregistrer le pH des milieux solides a cause de I’absence
d’eau libre. Certains auteurs utilisent des électrodes potentiométriques ou une électrode a pH
standard, aprés suspension de 1’échantillon dans de 1’eau distillée. Il est ainsi difficile de
contréler le pH efficacement en fermentation solide. Lorsque cela est nécessaire, la méthode
standard est de tamponner le milieu de culture avec un mélange adéquat de composés azotés

(urée, sels ammoniacaux), des sels de Ca?* ou des solutions alcalines. (Assamoi et al., 2009).

» L’aération

L’aération est un facteur essentiel en fermentation sur milieu solide puisqu’elle va
permettre : 1’oxygénation, pour les organismes aérobies comme les champignons
filamenteux, la dissipation de la chaleur métabolique, 1’élimination du CO- et de certains
métabolites volatils, en évacuant la chaleur dégagée par les microorganismes (Duchiron et
Copinet, 2011 ; Raimbault, 1998). L’aération se fait par une injection d’air comprimé
humidifié stérile afin de ne pas assécher le milieu, a travers les fermenteurs a aération forcée.
Le débit est en fonction de la nature du microorganisme mis en jeu et de la porosité du
substrat (Raimbault, 1980).

1.2.3. Applications de la FMS

La fermentation sur milieu solide, constitue le processus de production industrielle le
plus répondu. Généralement la FMS est appliquée dans le domaine de I’industrie alimentaire
humaine (fromage, production de champignons comestibles, choucroute et saucissons secs),
le compostage et 1’ensilage, la biofiltration de gaz malodorants, la production d’aliments
riches en protéines pour I’alimentation animale, la production d’enzymes (amylase,
cellulase, protéase, xylanase, etc.) et de métabolites spécifiques (éthanol, acides organiques,
etc.) (Gassara, 2012).

Les travaux actuels sur la FMS, se focalisent sur ’application de ces procédés dans le
développement de bioprocedés a savoir la bioremédiation, la biodégradation des composants
toxiques, la détoxification biologique des résidus agro-industriels et la production de
produits a haute valeur ajoutée. Ces derniers se composent, a titre indicatif, de métabolites
secondaires biologiquement actifs incluant les antibiotiques, les alcaloides, les

biofertilisants..., etc. Les procédés de FMS offrent des avantages potentiels dans la
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bioremédiation et dans la détoxification biologique des composants dangereux et toxiques
(Gassara, 2012).

1.2.4. Avantages de la FMS
L’utilisation des procédés de fermentation a 1’état solide posseéde plusieurs avantages

(Assamoi et al., 2009) ceux-ci incluent :

- La simplicité de cette technologie (applicable en milieu rural) et ne nécessitant pas
d’équipement  sophistiqué pour les controles permanents des parametres
environnementaux (facultatifs). Le colt des équipements et des opérations est donc faible.

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

- Deplus, les opérations de mélange étant facilement modulables, il n’y a pas de production
de mousses lors des fermentations solides, contrairement aux fermentations liquides.
Etant donné que la plupart des procédés de fermentation solide mettent en ceuvre des
moisissures, ils ne nécessitent pas de stérilisation préalable du substrat. Ce qui réduit le
co(t énergétique nécessaire.

- En calibrant bien les particules du substrat (hachage, broyage, tamisage, etc.), I’aération
peut étre assurée passivement et/ou sans agitation ou par agitation discontinue. En cas
d’aération active ou forcée, une porosité bien étudiée facilite le passage de I’air qui entre
facilement en contact avec les moisissures installées en surface des particules.

- En revanche, les moisissures filamenteuses rendent souvent les milieux liquides,
fortement visqueux. Ce qui entraine des problémes a I’agitation et au transfert d’oxygéne
(Durand, 1983).

La fermentation sur milieu solide représente aussi quelques limitations a considérer,

en essayant de les minimiser au maximum possible.

1.2.5. Inconvénients de la FMS
Bien que la fermentation a 1’état solide possede plusieurs avantages, ce procédé souffre

aussi de quelques limitations (Assamoi et al., 2009) :

- 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. En effet, la faible quantité d’eau ralentit les échanges de chaleur,
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pouvant créer des problémes de surchauffe lorsque des masses importantes sont mises en
fermentation. L’évaporation compense partiellement cet échauffement, mais en réduisant
I’eau disponible. L’évacuation des calories métaboliques peut donc poser un probleme
qu’il s’agit de résoudre lors du passage de petits essais de laboratoire aux applications en
vraie grandeur.

- Il est pratiquement difficile d’assurer une distribution parfaitement homogéne de
substances ajoutées au substrat et donc du milieu de culture. Ce qui rend le contréle en
ligne des parameétres de culture tels que le pH, I’humidité et la concentration des
nutriments, assez aléatoire.

- Les microorganismes étant inséparables du substrat, I’estimation de la biomasse est
délicate.

- Etant donné la forte concentration des métabolites obtenus, des produits inhibiteurs
générés par les microorganismes peuvent s’accumuler en concentration élevée dans le

milieu de culture.
1.3. Les enzymes

1.3.1. Définition

Chaque cellule vivante produit une gamme d’enzymes, qualifiées de biocatalyseurs
protéiques, ayant de forts poids moléculaires (10 a 100 kDa), destinées a la catalyse de
I’ensemble de ses réactions biochimiques vitales. Elles sont constituées de plusieurs acides
a-aminés de la série L, unis entre eux par une liaison formée par condensation entre le
groupement carboxyle d’un acide aminé et le groupement amine d’un autre acide aminé afin
de former une liaison amide (Bergmeyer et al., 1979 ; Pelmont, 1995 ; Drouin, 2005). Ces
enzymes sont normalement produites en faible quantité mais certains microorganismes,
bactéries et champignons, les produisent en quantités relativement importantes. C’est le cas
d’exo-enzymes, capables d’hydrolyser les polyméres présents dans le milieu : protéines,
polysaccharides..., dont les produits de dégradation sont alors absorbés par les
microorganismes et utilisés comme nutriments élémentaires de croissance (Bousseboua,
2004). En présence de son substrat, en concentration suffisante et dans des conditions
physico-chimiques adéquates, de pH et de température (T°), I’enzyme (E) convertit ce
substrat (S), pour former un ou des produit(s) (P). La spécificité des enzymes est
généralement comparée a celle d’une clef qui n’ouvre qu’une seule porte (Figure 2)

(Moutounet, 2014).

10
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La production industrielle des enzymes microbiennes, est obtenue par la fermentation
de substrats, constitués essentiellement de sous-produits peu codteux des industries agro-
alimentaires. Elles sont obtenues a partir des cultures industrielles de bactéries et de
champignons, sélectionnés par mutation ou, de plus en plus, génétiquement manipulés afin

d’obtenir les meilleurs rendements (Bousseboua, 2004).

Site actif Enzvme

E ave —L s as

il B B

Enzyme

Figure 2: Mécanisme d’action des enzymes (Gassara, 2010).

La classification des enzymes selon la commission des enzymes de I'lLU.B
(International Union of Biochemistery) (Annexe n°1). Les enzymes se répartissent en six
classes (Tableau 1). Environ 75% des enzymes industrielles sont des hydrolases (Rao et al.,

1998 ; Assamoi et al., 2009).

Tableau 1: Classification des enzymes (Rao et al., 1998 ; Assamoi et al., 2009).

E.C (Classe) Classification Type de réaction catalysée
E.C.LXX.X Oxydoréductase Oxydoréduction.
E.C.2.X.X.X Transférase Transfert de groupements fonctionnels.
E.C.3.X.X.X Hydrolase Hydrolases.
E CAXXX Lyase Elimination de groupement et formation
de double liaison.
E.C5XX.X Isomérase Isomérisation.
E.C.6.X.X.X Ligase Formation de liaisons couplées a

I’hydrolyse de I’ATP.

11
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1.3.2. Applications

Environ 200 enzymes sont commercialisées dans le marché (Gassara, 2012).
Aujourd’hui le marché mondial des enzymes industrielles se développe rapidement, étant
actuellement valorisé a plus de 2 milliards d’euros par an. Les principaux secteurs utilisant
les enzymes sont plusieurs citant : les détergents, le traitement de 1’amidon et la production
d’aliments pour les animaux. Les enzymes sont désormais utilisées dans de nombreuses
applications trés diverses, allant du blanchiment biologique du papier jusqu’aux techniques
plus efficaces pour I’extraction de pétrole et de gaz naturel (Figure 3). Les enzymes
alimentaires sont obtenues par extraction a partir de plantes ou d’animaux, ou par un procédé
de fermentation a 1’aide de micro-organismes ; elles sont ajoutées aux aliments pour exercer
une fonction technologique dans la fabrication, la transformation, la préparation, le
traitement, le conditionnement, le transport ou I’entreposage (stockage) de denrées

alimentaires, y compris celles utilisées en tant que auxiliaires technologiques. En général,

I’utilisation des enzymes est trés rentable, sans danger et reconnue comme une technologie
verte (Charnock et Cleary, 2005).

W Détergents:
Protéase
Lipase
Cellulase

M Alimentation humaine -
Industrie de jus [ Polygalacturonase)
Boulangerie (Amylase)

Autressecteurs:

Industrie de textiles (Catalase, Pectinases)
Industrie de papier [Lipase, Xylanase)
Industrie d'amidon (Amyloglucosidase)
Gaz et pétrole (Hydrolase)

M Alimentation animale :
{Xylanase, Phytases, Protéases)

Figure 3: Applications des enzymes (Gassara, 2012).

1.3.3. Les pectinases

Dans la nature, les microorganismes sont capables de synthétiser et sécréter une
multitude d’enzymes d’intérét industriel. Parmi ces enzymes, les pectinases qui hydrolysent
les substances pectiques, constituant les parois cellulaires des agrumes, des bananes, des
betteraves..., etc. Ces enzymes sont largement distribuées dans les plantes supérieures et les

microorganismes (Whitaker, 1990).

12
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L’application commerciale des pectinases a été observée premie¢rement en 1930, dans
la préparation des jus de fruits et du vin. Et en 1960, les scientifiques ont commencé d’utiliser
ces enzymes plus efficacement. Actuellement les pectinases sont désormais appliquées dans
le secteur commercial en accentuant sur leurs propriétés dans 1I’augmentation du rendement

et ’amélioration de 1’extraction de jus (Yadav et al., 2009).

» Substrat

Les substances pectiques est le nom générique des composés sur lesquels les enzymes
pectinolytiques sont actives. Ce sont des polysaccharides acides de fort poids moléculaire,
principalement constitués de a-(1-4) lié les résidus d’acide D-galacturonique, a un petit
nombre de résidus de rhamnose dans la chaine principale et d’arabinose, le galactose et la
xylose sur sa chaine latérale (Figure 4). Elles sont constituées d’un complexe de
macromolécules glycosidiques, qui sont présentes dans le régne végétal. Elles existent
particulierement dans les lamelles moyennes et primaires des parois cellulaires des plantes,
ces substances jouent un réle fondamental dans la croissance cellulaire et dans les

mécanismes de défense (Merve et al., 2014).

Rhamnegalacturonan || Homogalacturonan Xylogalacturonan Rhamnogalacturonan |

O = bp-Galacturonic acid B @ = L-Arabinose ® =D-Apiose & = O-hcetyl
T = LRhamnoso i - b-Galactosa % - L-Fuooso | O-Methy|
B - D-Glusuronic acid B = L-Aceric acld @ =D-Myloes (B] = Borats
& = Kdo & = p-Dha & -|-Galactose

Figure 4 : Structure schématique de la pectine (Henrik et al., 2007).

» Structure des substances pectiques
Les substances pectiques sont constituees de quatre groupes :
= La propectine
C’est une substance pectique, insoluble dans 1’eau présente dans les tissus intacts.
L’hydrolyse de la propectine produit essentiellement de la pectine ou des acides pectiques

(Ranveer et al., 2005).

13
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= Les acides pectiques
Ce sont des polyméres qui contiennent des quantités négligeables des groupements
méthoxyle. Les sels des acides pectiques sont appelés pectates (Ranveer et al., 2005).
= Les acides pectiniques
Représentent des chaines d’acides polygalacturoniques, qui contiennent entre 0 et
75% d’unités d’acides galacturoniques méthylées. Les sels des acides pectiniques sont
appelés pectinates (Ranveer et al., 2005).
= La pectine ou polyméthylgalacturonate
C’est un polymeére qui confere une rigidité a la paroi cellulaire quand il est lié a la
cellulose, dans lequel au moins, 75 % des groupes carboxyle des unités galacturonates sont

estérifiés avec du méthanol (Ranveer et al., 2005).

» Enzymes pectinolytiques

Les enzymes pectinolytiques ou pectinases, sont un groupe hétérogéne d’enzymes, qui
hydrolysent les substances pectiques, largement présentes au niveau des parois cellulaires
des agrumes, des pommes et moins souvent chez le pamplemousse et la betterave a sucre.
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 (Figure 5) et les enzymes capables de
dégrader les chaines latérales ne sont pas classées parmi les enzymes pectinolytiques
(Combo et al., 2011).

COOCH, H OH 00CH, CODGHa
HO 0
,
- H H/t
H PMGL 4 Il" ] OMPMG H\?H_:g)
ct:uc:u::H1

COOCH, H OH CoocH,

2cH;0H 4 | PE

cCoa-
H FGL HiiH m PG @
coc”

Figure 5 : Mode d’action des pectinases.

GOO‘

PMGL : Polyméthylgalacturonate lyase ; PMG : Polyméthylgalacturonase ; PE : Pectinestérase ;

PGL : Polygalacturonate lyase ; PG : Polygalacturonase (Lamrini, 2012).
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= Classification

Les enzymes pectinolytiques sont classées selon la nature du substrat (pectine, acide
pectique ou oligogalacturonate), le mécanisme de dégradation (trans-élimination ou
hydrolyse) et le type de clivage (endo ou exo) (Favela-Torres et al., 2006). Ces enzymes
peuvent étre divisées en deux grands groupes : les Pectinestérases (PE) ou Pectine-
méthylestérases (PME) et les Dépolymérases (Polygalacturonases et Lyases) (Lamrini,
2012).

1. Pectinestérases (PE) ou Pectine-méethylestérases (PME)

Les pectinestérases catalysent I’hydrolyse des liaisons esters méthyliques des pectines,
entrainant la libération de méthanol et la formation d’acide polygalacturonique. L’activité
de la PE peut étre suivie, soit par le dosage du méthanol libéré, soit par la détermination de
I’augmentation du nombre de carboxyles libres, ou encore en utilisant un régulateur de pH.
En effet, ’ionisation du groupe carboxyle produit un proton dans le milieu, ce qui cause une
variation du pH (Jayani et al., 2005). Les PE hydrolysent seulement les groupes esters
adjacents a un groupe carboxyle libre, et enlévent ainsi les groupes méthyles de la chaine,
les uns aprés les autres dans une direction donnée (Sakai et al., 1993).

La PE est inhibée par 1’augmentation du nombre des carboxyles libres le long des
chaines polygalacturoniques progressivement déméthylées. Cette inhibition est due a la
répulsion exercee par la charge négative des carboxyles ionisés. La présence de cations
(Ca?*, Na*) pourrait contrecarrer cette inhibition. Cette inhibition des PE serait également

due aux chaines latérales des sucres neutres dans la molécule de pectine (Sakai et al., 1993).

2. Dépolymérases

Les dépolymérases sont des hydrolases (Polygalacturonases et Lyases) qui possedent
des activités endo- ou exo-galacturonases. Selon le mod¢le d’action, aléatoire ou terminal,
les dépolymeérases peuvent étre subdivisées, en fonction du substrat et du mécanisme de
clivage des liaisons glycosidiques, en quatre catégories différentes : les Polygalacturonases
(PG), les Polyméthylgalacturonases (PMG), les Polygalacturonate-lyases (PGL) et les
Polyméthylgalacturonate-lyases (PMGL) (Rexova et al., 1976).

15
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a. Polygalacturonases (PG)

Les polygalacturonases sont des enzymes pectinolytiques qui catalysent I’hydrolyse
des liaisons glycosidiques a-(1-4) du pectate et d’acide polygalacturonique (PGA). Ces
enzymes sont spécifiques des substances pectiques non ou partiellement estérifiées par du
méthanol. Elles sont les plus étudiées parmi la famille des enzymes pectinolytiques. Les PG
impliquées dans 1’hydrolyse des substances pectiques sont des endo-PG (EC 3.2.1.15) qui
attaquent au hasard les liaisons a-(1-4) des résidus d’acide galacturonique (AG) (Figure 6)
(Rexov et Markovic, 1976). Et des exo-PG (EC 3.2.1.67) qui hydrolysent les liaisons a-(1-
4) entre deux résidus d’acide D-galacturonique (Figure 7) : elles agissent généralement a
partir de I’extrémité non réductrice d’une chaine dont les AG ne sont pas estérifiés (Baron

et Thibault, 1985).

2) b) / COOH
H &R H‘>|_ f‘_
'|, H ‘eH Hf|
W CDOH
Figure 6 : L acide galacturonique (a) et I’acide polygalacturonique (b)
(Gagnon, 2009).
COOH \\ COOH kY
H 6n o He C.H
> +HO ——— oy
H B o yeH  H
0_
H OH /In H OH In

Figure 7 : Réaction d’hydrolyse de la liaison a-(1-4) du PGA par la polygalacturonase
(Gagnon, 2009).
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Les PG isolees des différentes sources microbiennes different nettement entre elles par
leurs propriétés physico-chimiques et leur mode d’action (Tableau 2) (De Vries et al., 2001
; Jayani et al., 2005).

Tableau 2: Propriétés physico-chimiques de quelques polygalacturonases (De Vries et al., 2001 ;
Jayani et al., 2005).

Masse Activité ~ Température
moléculaire  spécifique optimale pH
Source PG Nature ]
(kDa) (U.mg?) (°C) optimal
Aspergillus EndoPG | 38 - 30 4-55
japonicus EndoPG Il 65 - 30 4-55
Aspergillus
EndoPG A 41 - 45 5
oryzae
Aspergillus EndoPG | 61 982 43 3.8-4.3
niger EndoPG Il 38 3750 45 3.0-4.6
Penicillium
Exo 63 2571 50 5.0
frequentans
Saccharomyces
. Endo 39 2870 45 5.5
cerevisiae
Aspergillus
) ExoPG | 40 - 45-50 3.5
allicceus
Sclerotinia
) Endo 40 2088 40-50 5.0
borealis

b. Lyases ou Transéliminases

Les lyases dégradent la pectine, les oligoméres et les polymeéres d’acide
galacturonique. Ce sont des enzymes qui rompent la liaison glycosidique C-O par un
mécanisme de B-élimination. Leur action dépolymérisante entraine la libération d’uronides
insaturés et d’oligomeéres de petites tailles. La méthode la plus commode pour suivre
I’activité des lyases est la mesure de 1’augmentation de I’absorbance a 235nm due a la double
liaison produite a I’extrémité non réductrice des composés insaturés. De plus, les méthodes
de détermination de 1’activité des PG peuvent également étre utilisées pour les lyases. Ces
enzymes sont classées en différents types en fonction de leur mode d’action et de substrat

sur lequel elles agissent (Tableau 3) (Jayani et al., 2005).
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La plupart des lyases sont d’origine microbienne. Les lyases bactériennes constituent
le plus grand groupe d’enzymes pectinolytiques. Les PGL sont activées par les ions Ca?" et,
dans certains cas, par d’autres ions divalents tels que Mg?*, Co?* et Sr?*. Elles sont, par

contre, inhibées par I’agent chélateur EDTA (Acide éthylene diamine tétraacétique) (Combo

etal., 2010).

Tableau 3: Classification des lyases (Combo et al., 2010).

Enzyme Numéro Mécanisme Modéle Premier Produits

EC d’action d’action  substrat
Endopolygalacturonate 4.2.2.2  Trans- Aléatoire Acide pectique  Oligogalacturonates
lyase élimination insaturés
Exopolygalacturonate  4.2.29  Trans- Avant- Acide pectique  Digalacturonates insaturés
lyase élimination  derniére

liaison
Endopolyméthyl-D- 4.2.2.10 Trans- Aléatoire Polyméthyl-D-  Méthyloligogalacturonates
galactosiduronate élimination digalacturonates insaturés
lyase insaturés
Exopolyméthyl-D- Trans- Derniere  Polyméthyl-D-  Méthylmonogalacturonates
galactosiduronate élimination  liaison digalacturonates insaturés
lyase insaturés
= Régulation

La production des enzymes pectinolytiques est induite par de faibles concentrations
d’acide galacturonique. Les concentrations élevées de sucres (5%), réduisent la production
durant la phase stationnaire, ce qui indique que les concentrations élevées d’acide
galacturonique ou I’un de ses métabolites présentent une auto-répression catabolique. En
présence de glucose, la production d’enzymes se réduit a des niveaux de base (Tsuymu et
al., 1997 ; Guevaraet al., 1997).

1.3.4. Utilisations des enzymes pectinolytiques

Les enzymes pectinolytiques trouvent une tres large application dans 1’industrie agro-
alimentaire, dont la principale utilisation est la clarification de jus des fruits et du vin. En
effet, I’industrie des jus de fruits utilise souvent des pectinases isolées du genre Aspergillus,
et la premiére application remonte aux années 1930 pour la clarification de jus de pomme
(Sine, 2010). L’utilisation des pectinases en association avec les amylases a le pouvoir de

clarifier les jus et ainsi réduire le temps de filtration de 50% (Saxena et al., 2008).
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Elles sont utilisées également comme complément alimentaire dans 1’alimentation animale

(Rodriguez-Fernandez et al., 2011).

Au cours des années, les pectinases ont été utilisées dans plusieurs procédés industriels

classiques, tels que I’industric de textile, la transformation des fibres végétales, la

fermentation du cacao, la confection et la maturité du thé, 1I’extraction des pulpes a partir des

fruits et des légumes, I’extraction du pétrole, le traitement des eaux usées industrielles

contenant des matieres pectiques, etc. (Tableau 4) (Zenil et al., 2015).

Tableau 4: Applications des enzymes pectinolytiques (Kumar et Suneetha, 2014).

Domaine

Processus

Production de jus de fruits

Extraction et clarification des jus de fruits.

Traitement de textile

Elimination des agents d’encollage.
Elimination des impuretés non cellulosiques.

Extraction des huiles

Extraction d’huile d’olive, de tournesol, etc.

Traitement des eaux usées

Elimination des pectines retrouvées dans les
eaux usées.

Industrie de papier

Dépolymérisation des pectines retrouvées dans
le papier.

Production de café et du thé

Accélération des processus de fermentation et
I’élimination de la mousse.

Elimination des souches mucilagineuses dans
les grains de café.

Préparation des protoplastes

La fusion des protoplastes, appelée aussi
hybridation somatique, est tres utilisée pour
I’amélioration des plantes. L’obtention de
protoplastes, qui exige la dégradation de la
paroi pectocellulosique, pourrait étre améliorée
grace a l’action de pectinases ou chitinases
combinée a celle des B-glucanases.

Purification des virus végétaux

Dans les cas ou la particule virale est limitée

au phloéme, des pectinases et des cellulases
alcalines peuvent étre utilisées pour libérer le
virus des tissus et donner des préparations trés
pures de virus.

——
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1.3.5. Origine des polygalacturonases
Les polygalacturonases (PGs) sont produites par divers organismes, tels que les

plantes, les bactéries et les champignons (Gautam et al., 2017) qui sont représentés dans le

tableau suivant (Tableau 5) :

Tableau 5 : Origine des polygalacturonases

Origine d’enzymes

Références

Animale
Meloidogyne incognita
Sitophilus oryzae

Végétale
Avocat
Banane
Fruits rouges
Mangue
Tomate

Bactérienne
Erwinia carotovora
Pseudomonas marginalis
Bacillus.sp
Leuconostoc.sp

Fongique
Aspergillus niger
Aspergillus fumigatus
Aspergillus sojae
Penicillium italicum
Rhizopus stolonifer

Levurienne
Aureobasidium pullulans
Saccharomyces cerevisiae
Cryptococcus albidus
Candida sake
Pichia guilliermondii

Rhodotorula glutinis

——

Jaubert et al., 2002
Shen et al., 2003

Wakabayashi et Huber, 2001
Pathak et Sanwal, 1998
Amid et al., 2014

Singh et Dwivedi, 2008
Moshrefi et Luh, 1984

Basset et al., 2000
Membre et Burlot, 1994
Fogarty et Kelly, 1983
Bekhouche et al., 2006

Acuna-Arguelles et al., 1995
Baracat et al., 1993

Demir et Tari, 2016

Alana et al., 1991

Manachini et al., 1987

Manachini et al., 1988
Blanco et al., 1997
Federici, 1985

Buzzini et Martini, 2002
Buzzini et Martini, 2002
Taskin, 2013
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1.3.6. Mode et mécanisme d’action des polygalacturonases

Les PGases coupent la liaison glycosidique a-(1-4) reliant deux résidus d’acide
galacturonique de la chaine polygalacturonique. Les exo-polygalacturonases dégradent leurs
substrats a partir d’une extrémité (réductrice ou non), tandis que les endo-polygalacturonases
le font au hasard. Les analyses viscosimétriques permettent de différencier les « endo » des
« exo » enzymes. Une diminution de 50% de la viscosité, équivaut & un pourcentage des
liaisons hydrolysées inférieur a 10 %, dans le cas des endo-polygalacturonases ; tandis que
des valeurs de 1’ordre de 40 % sont observées pour les exo-polygalacturonases (Palanivelu,
2006). Pour les endo-polygalacturonases, le pourcentage de liaisons hydrolysées (1 a 10 %),
correspondant a 50 U de diminution de la viscosité, indique des différences dans leurs
mécanismes d’action. Une « endo-enzyme » peut dégrader le substrat par des attaques :

« unichaine », « multichaine », ou par des attaques multiples :

- Au cours d’une attaque « unichaine », il se forme un complexe enzyme-substrat dans
lequel le substrat est entierement dégradé avant la dissociation de ce complexe et la
réassociation de I’enzyme avec une nouvelle molécule de substrat.

- Une attaque « multichaine » signifie qu’aprés une premiére rupture d’une liaison d’une
molécule du substrat, le complexe enzyme substrat s’associe avec une nouvelle molécule
pour rompre une autre liaison (Rombouts et Pilnik, 1980).

- Le phénomeéne peut étre intermédiaire « attaque multiple » (Baron et Thibault, 1985).

Les produits finaux de I’hydrolyse d’un acide pectique sont dans le cas des
endoplygalacturonases les monos et les digalacturonides, et I’acide trigalacturonique pour
certaines enzymes. Dans le cas de 1’exopolygalacturonase, I’acide monogalacturonique est
le produit final. Les endoplygalacturonases montrent des différences dans leurs mécanismes
de dégradation des oligogalacturonides. Ces différences sont déterminées par la nature du
site actif, et plus spécifiguement par le nombre de sous-sites et la position du groupe
catalytique (Rombouts et Pilnik, 1980).

Le mode d’action d’une enzyme est imposé par la structure du site actif (Davies et
Henrissat, 1995) (Figure 8). Ainsi, les endo-enzymes présentent généralement un site actif
exposé au solvant formant une crevasse ou un sillon (Figure 8A) qui permet la fixation de
plusieurs unités saccharidiques. En revanche, le site actif des exo-enzymes est le plus
souvent en forme de « poche » (Figure 8B), permettant la reconnaissance de I’extrémité non-
réductrice ou réductrice d’une chaine d’oligo ou de polysaccharide. Enfin, les enzymes
processives ont la particularité de posséder de longues boucles qui referment partiellement

la crevasse catalytique pour former une structure en tunnel (Figure 8C). Cette topologie en
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tunnel permet aux glycosides hydrolases (GH) de fixer la chaine polysaccharidique et de
progresser de fagon processive le long de celle-ci, de I’extrémité réductrice vers I’extrémité
non réductrice, et d’un site de coupure a ’autre. C’est le mode d’action de certaines

cellobiohydrolases | (GH 48), par exemple (Guimaraes et al., 2002).

Figure 8: Exemple de topologie du site actif des glycosides hydrolases en forme
de sillon (A) en forme de poche (B) et en forme de tunnel (C) (Davies et
Henrissal, 1995).

1.4. Milieux de culture utilisés pour la production des enzymes pectinolytiques
La production d’enzymes pectinolytiques par 1’espéce fongique Aspergillus niger, a
besoin d’une source alternative de carbone et d’énergie dans le milieu de culture, nécessaire
pour la croissance et pour la production d’enzymes (Tien, 1985).
La production d’enzymes pectinolytiques est influencée par la composition du milieu
de culture, la durée et la température d’incubation, la concentration du substrat, I’aération,

le volume d’inoculum et la source d’azote et de carbone (Islam et al., 2013).

1.4.1. Sources de nutriments

Les conditions du milieu de culture influencent la production d’enzymes
pectinolytiques. Plus les conditions du milieu sont optimisées, plus la production d’enzymes
par I’organisme est élevée. Dans le méme contexte, plusieurs recherches ont été realisées
pour optimiser les conditions du milieu de culture favorables a la production d’enzymes
pectinolytiques (Francis et Emmanuel, 2016). D’apreés ces études qui montrent 1’effet de
source de carbone sur la production de polygalacturonases utilisant les déchets de banane
comme substrat de fermentation. Aspergillus niger a donné une production maximale
d’enzymes en présence de fructose, et une activité significative avec le glucose. Cependant,
la source d’azote était le nitrate d’ammonium (KNO3) permettant une production maximale
d’enzymes, avec un pH 5.0 et une température de 50 °C. D’autres études ont montré que la

température optimale est 40 °C et le pH optimal est 4.0 (Islam et al., 2013).
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La présence de la pectine dans le milieu de culture comme le son de blé et les écorces
de citron et d’orange induit la sécrétion des enzymes pectinolytiques par A.niger. Ceci
explique I’utilisation des déchets agro-industriels riches en pectine comme milieu de culture

pour produire les enzymes pectinolytiques par les microorganismes.

1.4.2. Utilisation des résidu-industriels pour la production des enzymes pectinolytiques

La production des enzymes reste trés colteuse en raison du colt éleve de la matiére
premiére, qui représente entre 40 et 60 % du co(t de production. Pour cette raison, des
¢tudes ont visé l’utilisation des déchets comme matiére premiere pour la production
d’enzymes. Ces matiéres premicres ont été choisies comme substrat de croissance pour la
production d’enzymes en raison de leur présence en trés grande quantité, leur haute
biodégradabilité, leur richesse en carbone et leur élimination de ses propres effets néfastes
sur I’environnement (Gassara, 2012). Un certain nombre de substrats ont été utilisés pour
la culture des microorganismes afin de produire les pectinases par une fermentation solide,
parmi lesquels on cite : le son de blé, les écorces de citron et d’orange et les déchets de
bananes.

En effet, les agrumes (orange, citron) sont parmi les fruits les plus abondants dans le
monde (Torquato et al., 2017), qui peuvent servir comme substrats de fermentation en
fonction de leur teneur en pectine. Le genre citrus renferme plusieurs fruits, parmi eux on
retrouve citrus limon qui est le citron (Bampidis et Robinson, 2006), qui a été le plus
fréquemment utilisé dans la production d’enzymes pectinolytiques.

Par ailleurs, dans un processus de FMS, le substrat solide fournit non seulement les
éléments nutritifs & la culture microbienne mais sert aussi a la fixation des cellules. Le
substrat qui fournit tous les nutriments nécessaires pour les microorganismes est considéré
comme le support idéal. Toutefois, certains éléments nutritifs peuvent étre disponibles a des
concentrations sub-optimales voir absents dans les substrats. Dans ces cas, il deviendra

nécessaire de les compléter par une source extérieure (Gassara, 2012).
1.5. Champignons pectinolytiques

1.5.1. Généralités sur les champignons

Les champignons ou fungi (du latin) ou myceétes (du grec mukés) constituent un groupe
d’organismes hétérotrophes, non photosynthétiques. Ils se répartissent en deux grands
groupes : les levures et les moisissures (Bousseboua, 2004). lls se rencontrent également

sur les végétaux, les produits d’origine végétale, les viandes, les cadavres des animaux...,
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etc. (Senal et al., 1993 ; Kirk et al., 2001). Les champignons de formes mycéliennes sont
appelés moisissures, alors que les levures sont dépourvues de mycélium et sont des
organismes souvent associés en agrégats de plusieurs cellules. Il existe également des
champignons dimorphes qui, selon les conditions du milieu peuvent alternativement exister
sous forme de levure ou de moisissure. Les champignons sont pour la plupart saprophytes et
dégradent au profit de leur croissance toutes sortes de débris organiques. De nombreuses
especes sont commensales et vivent donc en association symbiotique, alors que certains sont
parasites et se développent aux dépens d’autres organismes vivants (Bousseboua, 2004).

Les mycetes sont capables de vivre dans un environnement rude (Tortoraet al., 2003).
En effet, les mycetes se développent a pH légerement acide (entre 3 et 7) et a une température
optimale comprise entre 20 et 30 °C. Cependant certaines especes sont psychrophiles, se
développent a des températures trés basses (< 15 °C) ou méme parfois négatives (Botton et
al., 1990 ; Guiraud, 1998 ; Tortora et al., 2003). La reproduction des champignons se
caractérise par des formes et des mécanismes trés divers et complexes, répartis en deux
types: la reproduction asexuée et la reproduction sexuée (Bousseboua, 2004). Se
reproduisent par des spores, selon un mode asexué (imparfait ou végétatif) et/ou sexué
(parfait) (Senal et al., 1993).

En fait, relativement peu de microorganismes ont une application industrielle. Les
microorganismes utilisés en industrie sont la plupart du temps des champignons par
I’exploitation de leurs aptitudes métaboliques (enzymes et acides organiques) (Bousseboua,
2004). La littérature a montré que les enzymes tels que les pectinases, qui ont un intérét
industriel majeur, peuvent étre facilement obtenues a partir des genres fongiques (Patil et

al., 2012), en particulier : Aspergillus, Rhizopus et Penicillium (Radula et Anitharaj, 2011).

1.5.2. Les Aspergilli

Le genre Aspergillus a été reconnu comme un microorganisme en 1729 par Micheli
(Balajee et al., 2006). L’Aspergillus est un champignon filamenteux (ou moisissure) qui se
développe par un systeme de filaments ou hyphes présents dans les moisissures,
I’Aspergillus se retrouve dans le sol, les céréales, les aliments et le compost en
décomposition (Samson et VVarga, 2007). Le genre comprend environ 180 especes répartis
en 18 groupes essentiellement définis d’apreés les caracteéres de ’appareil reproducteur
(Botton et al., 1990). Parmi les Aspergillus, Aspergillus nidulans, niger, oryzae et fumigatus

qui sont les plus étudiées (Botton et al., 1990).
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» Aspergillus niger

Aspergillus niger, 1’aspergille noire, est I’'une des espéces les plus utilisées en
industries agro-alimentaires, ainsi que dans les différentes recherches en vue de leurs
innombrables métabolites d’intérét, tels que les enzymes : les pectinases, les amylases, les
cellulases et les acides organiques. L’espéce niger est un champignon filamenteux
Ascomycete. C’est une des especes les plus connues du genre Aspergillus qui apparait sous
forme d’une moisissure de couleur noire sur les fruits et les légumes (Raper et Fennel,
1977). L’Aspergillus niger est capable de croitre dans une large plage de température (6-47
°C) avec un optimum de 35 a 37 °C. Cette espéce est caractérisée par la production d’un
grand nombre de spores en chaine. La sporulation produit des conidies contenant des spores
asexuées haploides, disséminées dans I’atmosphére aprés maturation. La croissance
veégétative est initiée par la germination des spores avec formation d’un hyphe tubulaire
(extension strictement apicale), donnant naissance a un réseau mycélien par ramification qui

acquiert les éléments nutritifs de I’environnement (Meyer et al., 2004 ; Ward et al., 2006).

1. Taxonomie

En raison de son importance économique, 1’Aspergillus est 1’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 en prenant essentiellement les
caractéristiques morphologiques en compte. Sept especes sont reconnues dans ce groupe
(Schuster et al., 2002). La position systématique d’Aspergillus niger est résumée comme

suivant (Alexopoulos et Mims, 1979 ; Bocquet, 1993).

Regne : Mycetes
Embranchement : Amastigomycota
Sous-embranchement : Deuteromycotina
Classe : Deutoromycetes
Ordre : Moniliales
Famille : Moniliaceae
Genre : Aspergillus
Espeéce : Aspergilus niger
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2. Caractéres culturaux

Aspergillus niger pousse rapidement (2-3 jours) sur les milieux de culture classiques
(gélose au malt et Sabouraud). La température optimale de croissance varie genéralement
entre 25 et 30°C, et elle peut aller jusqu’a 42°C (Tabuc, 2007), son développement est aussi
inhibé par I’ajout de 1’actidione dans le milieu de culture (Quatresous, 2011). Les colonies
peuvent atteindre 3 & 4 cm en 10 jours, le mycélium extensif hyalin en grande partie
immergée dans la gélose. Les colonies apparaissent d’abord blanches, puis jaunes, et enfin
granuleuses noires a la maturation (Figure 9) (Quatresous, 2011). En effet, ce champignon
produit également du mycélium aérien blanc et de trés nombreuses structures sporiféres
érigées, pulvérulentes, brun-noires, qui sont généralement disposées en cercles
concentriques (Quatresous, 2011). Le revers des colonies est incolore ou jaune péale, un

exsudat jaune pale peut étre produit en toutes petites gouttelettes (Tabuc, 2007).

(@) (b)

Figure 9 : Aspergillus niger sur milieu M2 (a) et Aspergillus niger sur milieu M2S5 (b)
(Zenati, 2018).

3. Morphologie microscopique

La multiplication de cette espéce est végétative. Il n’y a pas de reproduction sexuée
connue, ni présence de « Hulle cells » ou enveloppe a bulles (une structure caracteristique
des différentes espéces fongiques provient de la pointe des hyphes secondaires qui a leur
tour émergent des hyphes primaires et se développent a la suite d’un processus de
gonflement). On observe alors des tétes conidiennes larges, brun-rouges trés sombre a noires,
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
vesicule est globuleuse, brune, et de grande taille (40 a 70 um de diamétre). Les phialides

trés serrées, sont insérées sur la vésicule par I’intermédiaire de métules disposées sur tout
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le contour de la vésicule. Les métules et les phialides sont légérement teintées de brun. Les
conidies sont produites en trés longues chaines qui, au fil du temps, ont tendance a se
regrouper en plusieurs colonnes compactes. Elles sont typiquement globuleuses, brunes, et
mesurent 3.5 a 5 um de diametre. La pigmentation n’est pas répartie de facon uniforme sur
toute la surface de la conidie, mais correspond a des granulations ornementales regroupées
en crétes irrégulierement distribuées. La téte aspergillaire est donc bisériée radiée, et noire a
maturité (Figure 10) (Dijksterhuis et Wasten, 2013).

Phialides
Meétules

Vésicule

() i

Conidiophore

®e . 0
° "

° <

0.0 °

. 10pm

\ & Cellule podale

L & 3 Filament
() L végétatif

Figure 10 : Aspect microscopique (a) et représentation schématique du conidiophore
d’Aspergillus niger (b) (Pasqualotto, 2010).

4. Utilisations industrielles d’Aspergillus niger

Jusqu’a récemment, les principales applications industrielles d’Aspergillus niger sont
appuyées sur I’art traditionnel et les sciences liées a la production d’aliments fermentés, ainsi
que sur les procédés classiques de biochimie, microbiologie, génétique et le génie génetique
(Ward et al., 2006). L’Aspergillus niger est aussi utilisé comme usine cellulaire pour la
production d’enzymes comme la pectinase, la protéase et I’lamyloglucosidase qui étaient les
premieres a étre exploitées et ont été initialement produites en culture de surface (Schuster
et al., 2002).

La plupart des préparations commerciales des pectinases sont d’origine fongique, les
pectinases d’Aspergillus niger sont les plus utilisées en industrie, car ces enzymes sont

extracellulaires ce qui facilite leur extraction et leur purification. De plus, 1’Aspergillus niger
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a le caractere GRAS (Generally Regarded As Safe), ce qui favorise I’utilisation des
métabolites produits par niger en toute sécurité (Mrudula et Anitharaj, 2011).
L’Aspergillus niger peut étre cultivé et employé pour synthétiser d’autres composés

utiles, et les utiliser en divers domaines :

= Applications dans I’environnement
Les applications d’Aspergillus dans I’environnement sont plutét limitées. Néanmaoins,
une souche d’Aspergillus niger a été étudiée par différents laboratoires pour la biosorption

des métaux lourds (Dursun, 2003).

» Production d’acide citrique

Aspergillus niger est devenu un organisme industriellement utilisé lorsque I’acide
citrique a été tout d’abord produit par fermentation en 1919 (Roukas, 2000 ; Schuster et
al., 2002). L’acide citrique est produit presque exclusivement par la fermentation
d’Aspergillus niger et d’Aspergillus fistulosum parce que les rendements de ces organismes
sont élevés. La Food and Drug Administration (FDA) a classé Aspergillus niger comme
source d’acide citrique (Schuster et al., 2002). Ce dernier est employé couramment dans
une variété d’industries, et en volume des ventes, dépassent largement les autres métabolites

tels que I’acide gluconique (Roukas, 2000 ; Schuster et al., 2002).

= Production des enzymes

L’espece d’Aspergillus niger est capable de produire une trés large gamme d’enzymes
d’intérét industriel a part les pectinases, citant : les protéases, les amylases..., etc. Les
principales activités protéolytiques d’Aspergillus niger semblent étre dues a des protéases
extracellulaires acides, ce qui reflete I’adaptation de ce dernier aux milieux de croissance a
pH acide (Schuster et al.,, 2002). Grace aux capacités hydrolytiques importantes
d’Aspergillus niger et sa tolérance a I’acidité (pH < 3), il permet d’éviter les contaminations
bactériennes au cours des processus biotechnologiques (Jarai et Bouxton, 1994 ; Dekrif-
Dakhmouche et al., 2006).
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1. Matériel et méthodes

11.1. Introduction

Ce chapitre est une description d’un plan expérimental, basé sur 1’extraction des
polygalacturonases, aprés leur production par fermentation en milieu solide par la moisissure
Aspergillus niger. En premier lieu, c’est la réactivation de la souche et la préparation des
substrats de fermentation. Ensuite, la conduite des fermentations est effectuée en erlens
meyers. Enfin, on proceéde a I’extraction des enzymes produites, I’analyse et la purification

des extraits obtenus.

11.2. Matériel

11.2.1. Matériel végétal

Dans cette étude, les écorces de citron et d’orange sont les matiéres premiéres
principalement utilisées comme substrat de fermentation.

Les résidus de citron et d’orange (écorces et pépins) ont été récupérés apres extraction
de leur jus dans un extracteur manuel (Figure 11), et stockés dans le congélateur jusqu’a leur
utilisation. Dans cette étude, 1’utilisation d’écorces séchées et tamisées au lieu d’écorces
fraiches, ce qui permet 1’augmentation de la concentration en matieres séches, et ainsi la
diminution de I’activité de 1’eau, ce qui prolonge la durée de leur conservation
(Bouharoune, 2016).

Figure 11 : Matériel végétal (Bouharoune, 2016).

11.2.2. Materiel microbiologique

La souche fongique Aspergillus niger est utilisée pour la production des
polygalacturonases, par fermentation en milieu solide. La souche est fournie gracieusement
de la part de notre encadrante Mme LEGHLIMI. H. Cette moisissure a €té isolée a partir de

sols proches de la source thermale de hammam DEBEGH a Guelma (Leghlimi, 2013).
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11.2.3. Milieux de culture

Les milieux de cultures utilisés dans ce travail sont : Potato Dextrose Agar (PDA) et
Sabouraud (Annexe n°2), ces deux milieux sont utilisés pour la réactivation et la sporulation
de la souche. Le milieu de production est a base d’écorces de citron ou d’orange selon le cas.
Ceci est dans le but de comparer la production des enzymes recherchées, et par consequent,
nous permettra de choisir le bon substrat pour une meilleure production (Bouhadi et al.,
2016 ; Bouharoune, 2016).

11.3. Méthodes

11.3.1. Préparation du matériel végétal (substrat de fermentation)

Apres décongélation, Les échantillons des écorces de citron ont été lavées trois fois
avec ’eau distillée a 50 °C afin d’éliminer les résidus solubles qui peuvent influencer la
croissance microbienne et la qualité de 1’extrait enzymatiques brut. Les résidus obtenus sont
broyés a I’aide d’un broyeur, puis séchés dans une étuve a circulation d’air a 50 °C pendant
deux jours (Bernardin et al., 2005). Un second broyage est réalisé aprés le séchage, la
poudre obtenue est tamisée a 1’aide d’un tamis pour obtenir des particules ayant un diametre
< 04 mm (400 pm), la farine obtenue est conservée dans des boites en métal,
hermétiquement fermées (Figure 12) (Bouharoune, 2016).

De méme, les €écorces d’orange apres extraction de leur jus ont été récupérées, puis
séchées a une température de 50 °C puis broyées et tamisées dans une tamiseuse pour obtenir
des particules ayant des diametres compris entre 0.2 et 0.8 mm (Bouhadi et al., 2016).

( 1 ) Les résidus de citron

(2) Lavage trois fois avec I'eau distillée a 50°C aprés découpage

( 3 ) Broyage
( 4 ) Séchage dans I'étuve a 50°C
( 5 ) Broyage

( 6 ) Tamisage
@ Résidus séchés

Figure 12 : Etapes de la préparation du substrat de fermentation
(Bouharoune, 2016).
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» Composition biochimique du substrat de fermentation

1. Détermination de I’humidité (AFNOR, 1986)

L humidité est déterminée par dessiccation d’un échantillon de 5 g de résidus de citron
ou d’orange, dans une étuve a 105°C jusqu’a I’obtention de poids constant. La différence de
poids correspond a la perte d’humidité. Les essais sont réalisés en triplicate. L humidité est

calculée selon cette formule :

M;s % = (my-m) / (m;-m).100

Avec :
Ms : teneur en matiere seche g.
m2 : masse de capsule + la pris d’essai aprés séchage en g.
ma1: masse de capsule + la pris d’essai avant séchage en g.

m : masse de capsule vide.

Humidité % = 100 - Ms

2. Détermination des cendres (AFNOR, 1986)
Les cendres sont obtenues apreés incinération de 5 g du matériel végétal dans un four a
moufle a une température de 550 °C pendant 6 heures. Le résidu obtenu représente les

cendres qui, par différence, donne la mati¢re organique contenue dans 1I’échantillon

3. Détermination des protéines (AFNOR, 1986)

L’azote total est dosé par volumétrie apreés minéralisation selon la méthode de
Kjeldhal. Ce dosage est basé sur la transformation de ’azote organique en sulfate
d’ammonium sous 1’action de I’acide sulfurique en présence d’un catalyseur, et dosé apres

déplacement en milieu alcalin et distillation sous forme d’ammonium.

11.3.2. Réactivation de la souche fongique
La réactivation est effectuée par I’ensemencement d’une suspension de spores ou

d’une bouture mycélienne provenant de tubes de conservation, sur milieu a ’extrait de
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pomme de terre (PDA). Les boites sont ensuite incubées a 30°C pendant 5 jours jusqu’a une

bonne sporulation (Figure 13) (Leghlimi, 2013).

Figure 13 : La souche d’Aspergillus niger (a) mycélium aérien, (b) revers de la boite (Leghlimi, 2013).

» Conservation de la souche
Les suspensions de spores préparées a I’aide d’une solution diluée de tween 80 (0.1%)
a partir de boites de culture bien sporulées, sont ensuite stockées a 4°C jusqu’a leur

utilisation (Botton et al., 1990).

11.3.3. Production de la polygalacturonase (PGase) en erlenmeyers

» Préparation de I’inoculum

L’inoculum représente la suspension de spores. Cette suspension est obtenue par
addition de 10 ml d’une solution diluée de tween 80 (0.1%) dans une boite de 5 jours de
croissance d’Aspergillus niger sur milieu PDA. Un grattage superficiel de la croissance
fongique a I’aide d’une pipette Pasteur stérile, permet de récupérer la suspension de spores.
Cette derniére peut étre filtrée a travers une gaze stérile, afin d’éliminer toute impuretés du

mycélium et de la gélose (Figure 14) (Bouhadi et al., 2016 ; Bouharoune, 2016).

Figure 14 : Préparation de I’inoculum (Bouharoune, 2016).
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» Dénombrement des spores
Le dénombrement des spores est réalisé par comptage sur une cellule de Malassez, et

observation sous microscope optique (Bouharoune, 2016).

» Conduite de la fermentation

La production des enzymes rechercheées est effectuée par FMS, dans des erlens meyers
de 250 ml a raison de 10 g de substrat solide par erlen : résidus de citron ou résidus d’orange,
selon le cas. Le substrat solide est enrichi par humidification a 70% avec cette solution :
glucose 0.5%, urée 0.3%, KH2PO4 0.65%, (NH4)2SO4 1.26%, FeSO4 0.014%, MgSO4
0.01%. Le contenu des erlens est homogénéisé a I’aide d’une baguette en verre. Ensuite les
erlens sont bouchés avec du coton cardé et du papier aluminium, puis stérilisés par
autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.

Aprés refroidissement, les erlens sont inoculés aseptiquement, par 1 ml de la
suspension de spores préalablement préparée. Apres homogénéisation du milieu de culture
et de ’'inoculum, a I’aide d’une tige en verre stérile, les erlens sont incubés dans une étuve,

a 30°C pendant 5 jours (Bouharoune, 2016).

> Extraction des enzymes

L’extraction consiste a la libération des enzymes des cellules ou constituants
cellulaires, aprés I’incubation des milieux a base des écorces d’orange, 100 ml d’eau distillée
sont ajoutés a la totalité du produit fermenté. Le mélange est homogénéisé a 1’aide d’un
agitateur secoueur pendant 30 minutes, puis filtré pour éliminer les spores et les particules
solides du milieu. Le filtrat est ensuite clarifié par centrifugation & 10000 rpm pendant 20
minutes. L’analyse du surnageant permet de mesurer les activités enzymatiques recherchées
(Bouhadi et al., 2016).

Apres la période d’incubation des milieux a base des écorces de citron, 50 ml d’eau
distillée sont ajoutés dans 1’erlen meyer, ce dernier est agité énergiquement dans un agitateur
pendant 30 minutes, le contenu est filtré a travers une gaze stérile, le filtrat est ensuite
centrifugé a 10000 rpm pendant 20 minutes a 4°C dans une centrifugeuse. Le surnageant

obtenu est I’extrait enzymatique brut (EB) (Bouharoune, 2016).

> Mesures effectuées apreés I’extraction

1. Mesure du pH
Le pH est mesuré a I’aide d’un pH metre préalablement étalonne, par I’introduction de

Iélectrode dans 1’extrait enzymatique brut (Bouharoune, 2016).

34

——
| —



Chapitre 11 Matériel et méthodes

2. Détermination des protéines solubles (Lowry, 1951)

Le principe du dosage des protéines est fonde sur la résultante de deux réactions, la
premiére est la réaction de Biuret ou la présence de sulfate de cuivre en milieu alcalin
entraine la formation d’un complexe entre 1’ion cuivrique et la liaison peptidique dans la
protéine (complexe pourpre entre le biuret " NH2-CO-NH-CO-NHz " et deux liaisons
peptidiques consécutives en présence de cuivre en milieu alcalin), la deuxiéme est la réaction
au réactif de Folin-Ciocalteu ce dernier a base de phosphomolybdate et de phosphotungstene,
réagit avec les tyrosines et les tryptophanes présents dans les protéines et se réduit en
complexe bleu qui s’ajoute a celle de biuret. Cela engendre une réduction par perte d’un a
trois atomes d’oxygene et c¢’est la fixation de cuivre par chélation qui faciliterait le transfert
d’¢lectrons vers ce réactif. L’ intensité de la couleur est déterminée par lecture colorimétrique
a 660 nm dans un spectrophotometre. Le taux des protéines est calculé par référence a une
courbe d’étalonnage établie a partir d’une solution standard de Bovin Sérum Albumine

(BSA) a5 g.L! (Annexe n°3) (Bouharoune, 2016).

3. Mesure du taux d’humidité

L’humidité est un paramétre qui renseigne sur le développement du champignon au
cours de la culture. En effet, au cours de sa croissance, le champignon produit six molécules
d’eau pour une molécule de glucose consommée, la mesure du taux d’humidité permet de
déterminer la matiére séche, nécessaire pour le calcul de I’activité enzymatique du
polygalacturonase en Unités par gramme de substrat sec.

L’humidité des substrats fermentés (résidus de citron et d’orange, selon le cas) est
déterminée par la méthode de la mesure du poids sec, qui consiste a sécher des échantillons
de 5 g dans une étuve a une température de 105°C, jusqu’a I’obtention d’un poids constant

(Audigie et al., 1984). Le pourcentage d’humidité est calculé selon la formule suivante :

H% = [(PH-PS) / PH)] x 100

Ou:
PH : poids humide.

PS : poids sec.
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I1.3.4. Dosage de ’activité enzymatique

> Dosage de I’activité de ’endopolygalacturonase (EndoPGase)

Le principe est basé sur la réduction de fluidit¢ d’une solution de pectine a 1% dans
une solution tampon acétate de sodium pH 4.5 (Ghildyal et al., 1981). Le mélange
réactionnel est constitué de 10 ml de pectine (1%) et 0.5 ml d’extrait enzymatique, incubé a
35°C pendant 1 heure, la réaction est stoppée par 1’ébullition du mélange a 90°C puis
refroidissement a 20°C. La fluidité est déterminée a I’aide d’un viscosimétre a écoulement.
La viscosité spécifique du mélange est alors exprimée par la formule si

dessous (Bouharoune, 2016).

Viscosité spécifique = [(To- Te) / (To-Tea)]

To : Temps d'écoulement (en secondes) de la bille dans la solution témoin ;

Te : Temps d'écoulement (en secondes) de la bille dans 1’échantillon ;
Tea : Temps d'écoulement (en secondes) de la bille dans 1’eau distillée.

Le principe de la mesure repose sur la coupure des liaisons a-(1-4) de la pectine
(substrat) par I’EndoPGase, qui va entrainer une diminution de la longueur des chaines de la
pectine occasionnant une baisse de la viscosité de la solution. L’activité est exprimée
numériquement en unité de dépectinisation (U.D). 1U.D est la quantité d’enzyme nécessaire

pour que la viscosité d’une solution de pectine diminue de 50% (Bouhadi et al., 2016).

» Dosage de Pactivité de ’exopolygalacturonase (ExoPGase)

Elle est déterminée par libération des sucres réducteurs estimés par la méthode de
Somogy et Nelson, (1952). Le mélange réactionnel contient 0.5 ml d’extrait enzymatique et
1 ml de pectine dans 1’acétate de sodium a pH 5.5. Le mélange est incubé a 45°C pendant
60 minutes. Une unité enzymatique est exprimée par la quantité d’enzyme nécessaire a la
libération d’une micromole d’acide galacturonique par unité de volume et par unité de temps.

L’activité de I’ExoPGase est exprimée en p mol/ min /ml d’extrait (Bouhadi et al., 2016).
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Activité ExoPG = (A * 1000) / (212.12 * 60*0.5)

Ou:
A : Equivalent d’acide galacturonique produit par la réaction enzymatique (i mol) ;
212.12 : Masse molaire de 1’acide galacturonique hydraté (g) ;

0.5 : Volume de I’extrait (ml) ;

60 : Temps d’incubation (min).

Les groupements réducteurs apparus sont determinés par la méthode a I’acide
dinitrosalycilique (DNSA) décrite par Miller, (1954). La réaction est stoppée par 1’ajout de
1ml de réactif du DNS (Annexe n°4) (Bouharoune, 2016).

I1.3.5. Purification de I’extrait enzymatique brut

» Précipitation fractionnée au sulfate d’ammonium (SA)

Cette procédure est employée pour séparer une protéine d’intérét d’autres protéines
contaminantes dans une solution contenant un meélange complexe de protéines. Cette
methode consiste simplement & solubiliser une quantit¢ de sulfate d’ammonium
((NH4)2S04), dans la solution des protéines. Cette quantité est celle nécessaire pour arriver
a une concentration équivalente a un certain pourcentage de la quantité de sulfate
d’ammonium suffisante pour saturer cette solution a une température et un pH ou le travail
est effectué. A cette concentration les protéines contaminantes, en fait une partie d’entre elles
précipiteront sans entrainer la protéine désirée (Dixon, 1953).

La précipitation des protéines est menée progressivement, d'abord par saturation en
sels a 30% puis a 90% (Tableau 6).

Aprés avoir mesuré le volume de chaque extrait brut une quantité de sulfate
d’ammonium déterminée a partir du tableau de saturation en sulfate d’ammonium est ajoutée
d’une maniere a avoir 30% de saturation dans chaque extrait enzymatique, le mélange et
maintenu sous agitation magnétique a temperature ambiante pendant 30 minutes, la
séparation des protéines contaminées est réalisée par centrifugation a 4° C pendant 15
minutes. Le culot est récupéré pour les tests d’activités enzymatiques, tandis que le
surnageant est récupéré pour une deuxieme saturation a 90% en sulfate d’ammonium, apres

30 minutes d’agitation le mélange est a nouveau centrifugé dans une centrifugeuse
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réfrigérée, le culot est récupéré par sa dissolution dans un minimum d’eau distillée
(Bouharoune, 2016).

Cependant Bouhadi et al., (2016) ont réalisé la précipitation au sulfate d’ammonium
dans une fourchette de 40-90%.

Tableau 6 : La masse de sulfate d’ammonium ajoutée pour arriver a 90% (Bouharoune, 2016).

Pourcentage
de saturation 04 30% 30% & 90%
en sulfate
d’ammonium
Volume de
Sulfate Volume de Sulfate I’extrait
Solutions Volume (ml) d’ammonium  surnageant  d’ammonium enzymatique
9 (ml) (9 prépurifié
(ml)
Extrait des 86 15.136 84 37.716 26
écorces

> Dialyse et concentration de I’extrait enzymatique brut

La dialyse permet de séparer des substances en utilisant leur capacité respective a
franchir les pores d’une membrane semi-perméable appelée membrane de dialyse. Les
membranes de dialyse utilisées se présentent sous forme de cylindres allongés qu’il faut
fermer aux deux extrémités et qui contiennent le liquide a dialyser. Ce cylindre prend alors
le nom de « boudin » de dialyse. Il est placé dans un récipient contenant le liquide contre

lequel s’effectue la dialyse ou liquide de contre-dialyse (Figure 15) (Hainque et al., 2008).

YAl Dialysant
(Lesmolécules de grandes
{ tailles, protéines par exemple,
\ j restent dans le boudin de dialyse)
/ Contre - dialyse

(Les petites molécules contenues
dans le boudin sortent du sac de

dialyse vers le liquide de contre
—dialyse)

Figure 15 : La dialyse (Hainque et al., 2008).
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Apres le dessalage par dialyse, les fractions protéiques se retrouvent diluées dans un
exces d’eau migrant dans les boudins, elles sont alors concentrées en recouvrant les boudins
avec une solution de saccharose a 60%. Aprés 10 heures, le concentré est récupéré. Ce
dernier représente I’extrait enzymatique prépurifié (EEPP) (Figure 16) (Bouharoune, 2016).

Figure 16 : Le boudin de dialyse (Bouharoune, 2016).
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Discussion générale

La production de polygalacturonase (PG) par Aspergillus niger sur milieu a base des
résidus agro-industriels (écorces de citron et d’orange) est abordée par plusieurs travaux,
grace a I’importance de cette enzyme et de ces applications dans le secteur biotechnologique.
Actuellement, ces enzymes occupent une position de leader parmi les enzymes industrielles
commerciales. Ceci s’explique par la part des pectinases d’origine microbienne, qui
représente 25% des ventes des enzymes alimentaires, dans le monde. Les pectinases
d’origine fongique représentent une source précieuse pour de multiples applications
industrielles, car les champignons filamenteux constituent les moteurs de production des
enzymes de dégradation des pectines, particulierement Aspergillus niger, qui est le plus
commun en classe des champignons inoffensifs (GRAS) (Generally Regarded As Safe) ; de

ce fait, les enzymes produites par ce champignon peuvent étre utilisées en toute sécurité.

Par ailleurs, la présente étude vise [I’utilisation des ressources renouvelables
principalement les résidus agro-industriels qui sont générés par des entreprises de
transformation industrielle de certains légumes et fruits (agrumes par exemple), en d’autres
produits (boissons, confitures, compotes...). A cet égard, les industries agroalimentaires des
agrumes, s’orientent actuellement vers le développement et I’amélioration de la production
des enzymes pectinolytiques, du fait de leur role fondamental dans ce type d’industrie (a titre
d’exemple, la clarification des jus de fruits). En effet, les déchets générés par ces industries
constituent une matiére organique riche en polysaccharides de la paroi végétale, a savoir la
cellulose, 1I’amidon, la lignine et la pectine. Ces macromolécules ont une valeur
nutritionnelle importante et nécessitent d’€tre valoriser en tant que matiere premiere ou
substrat pour faire cultiver des microorganismes, qui par conséquent, sont capables d’utiliser
ces nutriments et de produire de nouvelles molécules a forte valeur ajoutée. Ce qui conduit
en fin de parcours, a une dépollution naturelle de I’environnement d’un c6té, et de 1’autre
coté, c’est ¢€conomique par [’apparition d’une nouvelle gamme de produits
biotechnologiques sur le marché. Par ailleurs, la production des enzymes d’origine
microbienne est effectuée par des fermentations en milieux liquides ou sur substrats solides,
représentés par des milieux naturels sous forme de résidus issus de ces industries, ce qui
constitue une alternative de choix qui s’insére dans cette préoccupation ou la production
d’enzymes industrielles nécessite 1’utilisation de milieux a moindre coft, sachant que le coit
du milieu de production représente 30 a 40% du codt de production des enzymes industrielles

(Srinubabu et al., 2007). Ce qui est possible par I’utilisation des résidus agroindustriels
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disponibles et bon marché. Effectivement, dans notre étude on a opté sur ’utilisation des
écorces de citron et d’orange comme substrat naturel pour la croissance du champignon
filamenteux Aspergillus niger et la production des enzymes pectinolytiques, selon le procedé
de la fermentation sur milieu solide (FMS), connu comme processus rentable. En effet, la
FMS permet de traiter les résidus agro-industriels comme substrat ce qui réduit le colt du
traitement et 1’impact environnemental causés par ces résidus. Ce systéme solide est
préconisé pour améliorer le niveau de production des enzymes en raison de plusieurs

avantages par rapport a la fermentation liquide (FML).

En raison des difficultés qu’on a rencontrées au laboratoire a cause de la pandémie du
Covid-19 et le confinement poursuit. On n’a pas eu la chance d’appliquer notre protocole
expérimental pour obtenir des résultats, mais ¢a n’empéche pas de juger utile notre stratégie
de recherche, en se basant sur les résultats précédents des études menées sur la production

de polygalacturonases d’origine fongique, et qui ont adoptés le protocole que 1’on a prévus.

Selon 1’étude de Bouharoune, (2016) la production de pectinases de la moisissure
Aspergillus niger est effectuée par fermentation sur deux milieux solides : écorces de citron
et son de bl¢, dont le pH initial et la température d’incubation des cultures est de 1’ordre de
3.2 et 37°C, respectivement. L’utilisation des écorces de citron, permet d’obtenir une activité
EndoPGase trés elevée mesurée a (1.7 %RF/min), et la valeur mesurée pour ’activité
ExoPGase est de (0.626 pmol/min/ml). Aussi la teneur en protéine est trés élevée
(1.063pg/ml) et méme chose pour 1’activité pectinolytique totale est trés élevée dans 1’extrait
brut des écorces de citron (53,83U), cela s’explique par la richesse du citron en pectine qui
représente le sucre inducteur de ces enzymes. Apres la précipitation par le sulfate
d’ammonium, dialyse et concentration de I’extrait enzymatique, les activités enzymatiques
dans les extraits prépurifiés sont donnés comme suit : I’activité EndoPGase (1.73% RF/min)
et ’activit¢ ExoPG de (0.564 pumol/min/ml) dans le milieu de fermentation, avec une
diminution dans le taux des protéines solubles (0.497ug/ml). L’augmentation de 1’activité
specifique des deux enzymes montre que les pectinases se trouvent de plus en plus en
quantités importantes par rapport aux autres protéines. Par ailleurs, Patil et Dayanand,
(2006) ont utilisés des déchets agricoles pour la production de pectinases par Aspergillus
niger, dont le pH et la taille de I’inoculum du milieu ont été ajustés a 5.0 et 1.107 spores/g,
respectivement. Les flacons ont été incubés a 30°C pendant 72 heures. Le niveau maximum
de production de pectinases a été atteint a 72 heures de culture. L activité Exo pectinase était

plus élevée par rapport a ’activité Endo pectinase : 10 U/g et 2 U/g, respectivement. Apres
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la précipitation au sulfate d’ammonium, 1’activité maximale des pectinases a été enregistrée
a 0.3% de concentration dans les écorces de citron, avec une augmentation de 1’activité

ExoPGase (15 U/g), poursuivie d’une augmentation d’EndoPGase (5 U/g).

Toujours dans la production de pectinase par Aspergillus niger en milieu solide a base
de résidus d’orange ; Bouhadi et al., (2016) ont pu évaluer une activité maximale
(32.41U/ml) de I’EndoPGase aprés 72 heures, et (20.66U/ml) apres 144 heures pour
I’ExoPGase. Les caractéristiques des pectinases produites montrent un pH optimum de 3.8

et une température optimale de 35°C.

Parmi les modes de fermentation utilisés pour la production des enzymes, la
fermentation a 1’état solide est généralement préférée parce qu’elle permet la production
d’enzymes brutes hautement concentrées. Par conséquent, les cofits de I’extraction sont
faibles et permettre ainsi, d’obtenir des enzymes purifiées. D’aprés les études sur la
production des enzymes, on peut dire que la biosynthése des enzymes d’origine microbienne
dépond de certains facteurs, entre autres les composants du milieu, la température
d’incubation, le pH initial du milieu, etc. L’étude de la composition chimique du substrat de
fermentation s’impose aussi pour orienter une telle production. La composition des écorces
de citron d’aprés Bouharoune, (2016) a révélé une teneur en protéines de 2.2% de matiére
séche, en pectine de 4.4 % de matiére fraiche et une teneur en cendre plus faible 1.7% de
matiére séche. En ce qui concerne les écorces d’orange d’aprés Bouhadi et al., (2016) qui
ont enregistré sa richesse en sucres réducteurs de 45.5% du poids sec des résidus et de 51%
en sucres totaux avec un taux tres élevé en pectine de 23.87% et de 96.78% en cendre.

Ces résultats montrent que ces sous-produits d’agrumes sont considérés comme une
bonne source de pectine qui est un facteur inductible, ce qui justifie leur emploi pour la
production de ces enzymes. Sachant que ’utilisation des écorces d’orange donne la meilleure
production de polygalacturonases (Bouhadi et al., 2016) par rapport aux écorces de citron

qui ont donné une production moyenne (Bouharoune, 2016).

A la lumiére de la littérature examinée, les résidus d’orange sont largement utilisés
comme substrat de fermentation pour la production des enzymes pectinolytiques, cela est dl
a la teneur élevée en polysaccharides dans ces écorces notamment la pectine. Ceci indique
que les écorces d’orange pourraient étre appropriées a comparer avec celle du citron ou

autres sous-produits agroindustriels, pour la production de pectinases par FMS.
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Conclusion générale et perspectives

Ce travail, a pour objectif la valorisation des déchets d’agrumes générés par les
industries agro-alimentaires, et 1’exploitation des aptitudes métaboliques d’Aspergillus
niger, I’espéce la plus répondue, pour la production des enzymes pectinolytiques selon la
culture en milieu solide. Passant tout d’abord par la préparation du matériel végétal
particulierement, le broyage et le tamisage des écorces d’orange et de citron afin d’obtenir
le milieu de base appropri¢ sous forme d’une poudre, prét pour la production des
polygalacturonases. Le milieu de base est humidifié & 70% avec une solution de glucose et
de sels minéraux. Aprés incubation des erlens de culture a 30°C pendant 5 jours, nous
procédons a une extraction des enzymes recherchées par I’utilisation de 1’eau distillée. Apres
filtration et centrifugation, le surnageant obtenu représente 1’extrait enzymatique brut, utilisé
pour le dosage des activités enzymatiques. Cet extrait fait aussi 1’objet d’une purification
partielle par précipitation fractionnée des protéines au sulfate d’ammonium, suivie par une

dialyse permettant le dessalage et la concentration des extraits.

La situation actuelle et le confinement poursuit, nous ont empéché d’appliquer le plan
expérimental prévu et d’avoir des résultats. Mais la démarche proposée semble intéressante

pour la production des polygalacturonases par FMS.

La composition des écorces d’agrumes révele une richesse en sucres. Cette proportion
favorise son utilisation comme milieu de base pour la culture des microorganismes. En effet,
les écorces d’orange contiennent une teneur importante en pectines, ce qui entraine une
bonne induction pour la synthése des enzymes pectinolytiques. Les résultats de plusieurs
études montrent que 1’Aspergillus niger possede une capacité importante pour la production
des enzymes pectinolytiques, ce qui est encourageant de poursuivre les investigations avec

ce champignon, tout en valorisant d’autres déchets agro-industriels.

Comme perspectives a ce travail, nous proposons de :

- Compléter et de perfectionner 1’analyse qualitative et quantitative de cette enzyme, par
des méthodes analytiques beaucoup plus sophistiquées telles que la chromatographie sur
colonne et 1’¢lectrophorése SDS page.

- Essayer cette etude avec une autre espéce fongique capable de produire des pectinases.

- Valoriser d’autres déchets industriels pour la production et tester d’autres agents

humidifiants, afin de trouver un procédé économique d’intérét industriel.
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Annexe n°1

La commission des enzymes (Enzyme Commission) a établi une classification qui

attribue a chaque enzyme un nombre a quatre chiffres (E.C. X.X.X.X) en fonction de :

- Laréaction chimique.
- Laclasse de réaction.
- La sous-classe.

- Des caractéristiques de I’enzyme.

Annexe n°2

- Préparation du milieu de culture : PDA (Potato Dextrose Agar).

o Extrait de POMME e teITE.......ciiiiiiieiece e 1000ml
®  GHUCOSE. ...ttt bbb nre s 209
L X - | TP T RO RO PR PRTPPR 209

Stérilisation par autoclavage, a 121°C pendant 20 minutes.
- Préparation de I’extrait de pomme de terre

200g de pomme de terre pelés, sont lavés et coupés en petits dés ensuite mis dans un
litre d’eau distillée, puis portés a 1’ébullition, ils sont enfin écrasés, filtrés et le volume est

complété a 1 litre d’eau distillée.

- Préparation du milieu de culture : Sabouraud.

o Eaudistillée........cooinniiii 1000ml
®  GHUCOSE. ...ttt bbb bbb 20g
L o T | PP O RO PP PR PRTPPR 15¢g
L 0] 1) 10g

Stérilisation par autoclavage, a 121°C pendant 20 minutes.
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Annexe n°3

- Dosage des protéines (Méthode de Lowry ,1951)

Les solutions nécessaires sont :
e Solution A : Carbonate de sodium a 2% dans le NaOH 0.1N.
e Solution B : Tartrate double de sodium et de potassium a 2% (w/v) dans I’eau
distillée.
e Solution C : Sulfate de cuivre, 5 H20 a 1% (w/v) dans 1’eau distillée,
e Solution D : 0.5 ml de la solution C + 0.5 ml de la solution B + 50 ml de la solution
A. Ce mélange doit étre préparé juste avant utilisation.

e Solution E : Réactif de Folin-Ciocalteu dilu¢ au 1/3 au moment de 1’emploi.

Le milieu réactionnel est préparé comme suit :
e Solution de ’échantillon convenablement dilué : 1 ml.

e 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 deuxieme agitation, le développement de la coloration est obtenu
apres une incubation de 30 minutes a température ambiante et a I’abri de la lumiere. La

lecture de I’absorbance est réalisée a 650 nm.

Gamme d’étalonnage :

- Préparation de I’étalon de protéine (sérum albumine) 0.5 g de BSA dans 100ml

d’eau distillée.

- Préparation d’une solution fille de 100 ml de la solution mere comme suivant :
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Préparation des solutions et dosage des protéines (Bouharoune, 2016).

Tube 1 Tube 2 Tube 3 Tube 4 Tube 5 Tube 6

L’eau distillée
(ml) 10 8 6 4 2 0

BSA (ml) 0 2 4 6 8 10

Solution
cuivrique 5mi
(Lowry A+B)

Agitation et attendre 10 min

Folin —
Ciocalteu 0.5ml
(dilué)

Agitation et laisser 30 min a I’obscurité

Mesure 1’absorbance a 650 nm

Annexe n°4

- Dosage de I’activité enzymatique par la méthode au DNSA
Préparation des réactifs :
e DNSA

- 1gde DNSA.

- 20 ml de NaOH (2N).

- 50 ml d’eau distillée.

- 30 g de tartrate double de sodium et de potassium.
Completer a 100 ml avec I’eau distillée.

e Solution substrat
- 1 g pectine.
- 100 ml de tampon acétate 0.1 M a pH 5.6.
e Courbe d’étalonnage
- Préparation de la solution mere du glucose a 1 g/L.
- 1 g d’acide galacturonique dans 1 L d’eau distillée.

Préparation des dilutions comme suivant :




Annexes

Dosage de I’activité enzymatique au DNS (Bouharoune, 2016).

N° de tubes 1 2 3 4 5
L’eau 1 0.8 0.6 0.4 0.2
Distillée
(ml)
AC.gal (9) 0 0.2 0.4 0.6 0.8
DNS 3ml
Incubation de (60 min) ébullition puis refroidissement de (5 min)
L’eau 6
Distillée
(ml)
[C] g/ml 0 0.2*10°3 0.5*1073 0.8*1073 1*10-3
La lecture de ’absorbance a 530 nm
1,2 -
-»
1 -
y=1,032x%-0,027
0.8 > R*= 0,950
2 0,6 -
2 o4 *
m2 -
u T T T T T 1
} 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
-0,2
Concentration g/ml

Courbe d’étalonnage de 1’acide galacturonique (Bouharoune, 2016).
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