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Résumé
L’objectif principal de ce mémoire est 1’étude de la production de cellulase levurienne par
fermentation en milieu solide (FMS) a base de déchets d’agrumes. Les écorces d’agrumes
contiennent des sucres fermentescibles, y compris le glucose, le fructose et le saccharose, ainsi que
des polysaccharides insolubles, de la pectine et de la cellulose avec de faibles niveaux de
composants non fermentescibles tels que la lignine. Elles constituent donc un substrat bien étudié
pour la production d'enzymes et en particulier les cellulases a la FMS. La FMS fait référence a la
fermentation microbienne, qui se déroule en I'absence ou la quasi-absence d'eau libre. Les cellulases
produites par les levures sont actives dans une large gamme de pH et a haute température. De plus,
elles présentent un degré raisonnable de stabilité au pH et a la température. Ces propriétés les
rendent adaptées aux processus biotechnologiques. Le prétraitement chimique des écorces
d’agrumes avec D’acide sulfurique ou le NaOH est essenticl pour éliminer la lignine et
I'némicellulose et exposer les fractions lignocellulosiques pour un accés facile aux cellulases
pendant I'hydrolyse enzymatique et par conséquent améliorer le taux et le rendement des sucres
réducteurs.La FMS utilisant des levures pour la production de cellulase ont été moins fréquemment
rapportés. Néanmoins, on peut citer des souches de Aureobasidium pullulans, Candida shehatae, C.
tropicalis, Pachysolan tannophilus, Pichia stipitis et Saccharomyces cerevisiae. Le milieu de
fermentation a base d’écorces d’agrumes (humidifiés a 50 ou 80%) est incubé avec la suspension
levurienne (DO = 1.0) a 30°C pendant 72h. L’extrait enzymatique brut est obtenu apres addition du
tampon citrate sodium (50 mM, pH 4.8) puis incubation (1h, sous agitation 100 rpm) et
centrifugation pendant 20 minutes a 3000xg. Les activités cellulolytiques (activité papier filtre
etactivité carboxyméthylcellulase) sont déterminées par la méthode de Miller (1959) en utilisant le
réactif acide dinitrosalicylique (DNS).
Les cellulases présentent une cible pour les recherches aussi bien académiques ou
industrielles. Leur intérét s’est développé a travers le monde, en raison de leurs applications
industrielles multiples : 1’industrie des pates et papier, des textiles, des biocarburants, aussi dans

I’extraction de jus de fruits et légumes.

Mots clés : Levures, production, cellulase, écorces d’agrumes, fermentation en milieu solide.



Abstract

The main objective of the present work is to study the yeast cellulase production by solid-state
fermentation (SSF) using citrus waste. Citrus peels contain fermentable sugars, including glucose,
fructose, sucrose, and insoluble carbohydrates, pectin and cellulose with low levels of non-
fermentable components such as lignin. Citrus peels constitute a well-studied substrate for the
production of enzymes, in particular cellulases in SSF. The SSF refers to microbial fermentation,
which occurs in the absence or near absence of free water. Cellulases produced by yeasts are active
in a wide range of pH and high temperatures. In addition, they have a reasonable degree of stability
at pH and temperature. These properties make them suitable for biotechnological processes. The
chemical pretreatment of citrus peels with sulphuric acid or NaOH is essential to remove lignin and
hemicellulose and to expose lignocellulosic fractions for an easy access to cellulases during
enzymatic hydrolysis and consequently to improve the rate and yield of reducing sugars. The SSF
using yeasts for the production of cellulase were reported less frequently. However, we can mention
strains of Aureobasidium pullulans, Candida shehatae, C. tropicalis, Pachysolan tannophilus,
Pichia stipitis and Saccharomyces cerevisiae. The fermentation medium based on citrus peels (50 or
80% moisture) is incubated with the yeast suspension (OD = 1.0) at 30°C for 72 hours. The crude
enzymatic extract is obtained after adding the sodium citrate buffer (50 mM, pH 4.8), incubation for
1h with shaking at 100 rpm and then centrifugation (20 min at 3000xg). Cellulolytic activities (filter
paper activity and carboxymethylcellulase activity) are determined by Miller’s method (1959) using
dinitrosalicylic acid reagent (DNS). Cellulases present a target for both academic and industrial
research. Their interest has developed around the world due to their multiple industrial applications:

pulp and paper industry, textiles, biofuels, as well as the extraction of fruit and vegetable juices.

Keywords: Yeast, production, cellulase, citrus peels, solid-state fermentation.
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Introduction

Introduction

Au cours des derniéres années, il existe une demande croissante d'enzymes d’intérét
industriel. Ainsi, les cellulases occupent la troisieme place mondiale dans l'industrie des enzymes.
L'intérét des cellulases s’est développé a travers le monde, en raison de leurs applications
industrielles multiples telles que 1’industrie du papier et de la pate, des textiles, des biocarburants,
aussi dans I’extraction de jus de fruits et légumes. En outre, les cellulases étaient commercialement
valables pour plus de 30ans, et présentent une cible pour les recherches aussi bien académiques ou
industrielles (Bahouli et Zidalmal, 2020). Ce sont un groupe complexe d'enzymes sécrétées par un
large éventail de micro-organismes, notamment des champignons filamenteux, des bactéries et des
levures (Sandhya et al., 2005 ; Khelil, 2017).

De nos jours, les cellulases produites par des levures gagnent en intérét, car elles sont actives
dans une large gamme de pH et a haute température (Touijer, 2019). En effet, les levures sont des
acteurs essentiels intervenant dans plusieurs domaines. Elles constituent un groupe important et
hétérogene de microorganismes qui suscitent actuellement un intérét grandissant de la part des
scientifiques et des différents acteurs des secteurs bioalimentaire et médical (Labbani, 2015). En
outre, la production d'enzymes par les levures confére plusieurs avantagescar elles sont faciles a
cultiver et a manipuler par rapport aux bactéries. De plus, les levures se développent dans une
variété de milieux et elles ont un grand avantage en raison de leurrobustesse avec une large gamme
de tolérance physico-chimique (Khelil, 2017).

D’autre part, plusieurs travaux dans la littérature (Li et al., 2016; Sagar et al., 2018 ; Shariq
et Sohail, 2019) ont rapportés 1’utilisation des déchets agro-industriels tels que les écorces des fruits
(écorces de pommes, de mangue, de bananes et d’agrumes) comme substrat de fermentation pour la
production d’enzymes.Parmi eux, les écorces d’agrumes constituent environ 50 % du poids total des
fruits, maiselles ne présentent aucune importance économique. Elles sont largement utilisées comme
aliment pour le bétail ou rejetées dans la nature sans aucun traitement. En effet, les écorces
d’agrumes contiennent des sucres fermentescibles, y compris le glucose, le fructose et le saccharose,
ainsi que des polysaccharides insolubles, de la pectine et de la cellulose avec de faibles niveaux de
composants non fermentescibles tels que la lignine. Elles constituent donc un substrat bien étudié
pour la production d'enzymes a I'état solide et en fermentation en milieu liquide (FML) (Shariq et
Sohail, 2019).
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L'intérét pour la fermentation en milieu solide (FMS) a augmenté en fonction du
développement d’applications pour la production de divers métabolites (Try, 2018). En se basant sur
les études antérieures, des cellulases peuvent étre produites par FMS avec un rendement qui peut
étre plus élevé qu’en FML (Shariq et Sohail, 2019; Bahouli et Zidalmal, 2020). En outre, les autres
intéréts de la FMS sont la taille du réacteur plus petit qu’en FML, une consommation d’énergie
moins élevée, l'absence de résidu liquide, et le bon contrdle des facteurs environnementaux (Try,
2018 ; Bahouli et Zidalmal, 2020).

Tous ces avantages et privileges ont stimulé notre intérét & mener une étude la production
des cellulases par des levures cultivées par fermentation sur milieu solide a base de déchets
d’agrumes. Le premier chapitre présente des généralités sur les cellulases et les levures. Le
deuxiéme chapitre est consacré aux déchets d’agrumes. Le troisiéme chapitre porte sur la production

de cellulases levuriennes par fermentation en milieu solide a base de déchets d’agrumes.
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Chapitre I. Généralités sur les cellulases et les levures

l. Les cellulases

1. Définition des cellulases
Les cellulases [1,4-(1,3; 1,4) -B-D-glucanohydrolase] font référence a un groupe d'enzymes

qui travaillent ensemble pour hydrolyser la cellulose en sucre simples. C'est I'un des principaux
membres de la famille des glycosides hydrolases, un systeme enzymatique complexe composé de
trois types d'enzymes principales:

e Endo-B-(1,4)-glucanase ou endocellulase (EC 3.2.1.4),

e Exo0-p-(1,4)-glucanase ou cellobiohydrolase (CBH) (EC 3.2.1.91),

e [-(1,4)-glucosidase ou cellobiase (EC 3.2.1.21) (Reffas, 2017)

2. Nomenclature des cellulases

Nom codifié : E.C.3.2.1.4

Nom systématique : 1,4-(1,3 ; 1,4)-B-D-Glucan 4-glucanohydrolase.

Nom recommandé : Cellulase.

Synonymes : Endoglucanase, Endo-p-(1,4)-glucanase, Cellulase carboxyméthylique, B-(1,4)-

endoglucanhydrolase, Celludextrinase, Avicelase, etc. (Reffas, 2017)

3. Structure des cellulases

Les cellulases ont des propriétés structurelles et physico-chimiques différentes selon leur
origine. La majorité des cellulases microbiennes étudiées étaient des protéines acides avec des
niveaux de glycosylation élevés. La majorité des cellulases microbiennes étudiées sont des
glycoprotéines avec un niveau élevé d'acides aminés acides, plutdt que des métalloprotéines
(Bahouli et Zidalmal; 2020). Elles ont une structure modulaire avec deux domaines fonctionnels : le
site catalytique et le site de liaison au substrat ou CBD pour « Cellulose Binding Domain » (Figure
01). Le CBD existe sous forme domaine simple, double ou triple et il pourrait étre situé dans
I’extrémité C-terminale (terminaison carboxyle) ou N-terminale (terminaison amine) de la protéine.
Le CBD est connecté au domaine catalytique via un peptide riche en proline et thréonine, appelé
"Linker" (Lakhundi et al; 2015).
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Domaine catalytique ' CBD
B
Catalytic domain linker EXG de Cellulomonas fimi
ﬁlbr | Catalytic domain CBH 11 de Trichoderma reesei
Catalytic domain : linker EG B de Clostridium thermocellum

Figure 01. (A) : lllustration représentant les différents domaines dans la structure 3D des cellulases
(Pirich et al. 2020). (B) : Représentation schématique de 1’organisation multi-domaines des cellulases. EXG :
Exoglucanase ; CBH 11 : Cellobiohydrolase Il ; EG B : Endoglucanase B (Lakhundi et al. 2015).

4. Mode d’action des cellulases

L'hydrolyse enzymatique de la cellulose est un processus complexe qui nécessite la
participation de nombreuses enzymes (Lynd et al ; 2002). La dégradation enzymatique de la cellulose
en D-glucose exige l'action synergique de trois classes des cellulases : I’exo-B-(1,4)-D-glucanase,
I’endo-B-(1,4)-D-glucanase et la B-D-glucosidase. Chacune de ces enzymes ne peut pas hydrolyser
seule le complexe de la cellulose cristalline efficacement, mais en travaillant en synergie avec

d’autres types de cellulases elle peut augmenter le taux d’hydrolyse de maniére significative.
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e Les endo-B-(1,4)-D-glucanases ou les endocellulases hydrolysent les zones amorphes de la
chaine de cellulose. Elles attaquent les liaisons B-(1,4)-D-glycosidiques en interne de la
cellulose (endohydrolyse).

e Les cellobiohydrolases ou les exo-B-(1,4)-glucanases vont hydrolyser les zones cristallines.
Elles libérent du cellobiose a partir des extrémités non réductrices ou des extrémités
réductrices du polymeére de cellulose selon la spécificité de 1’enzyme.

e Les B-(1,4)-D-glucosidases ou les cellobiases hydrolysent le cellobiose en libérant des unités

simples de B-D-glucose (Figure 02) (Badruna, 2017).

‘ — Biomass
Endoglucanase

l
D—D?D—DV_DLDI_IDI_IC} Cellulose chain

Cellobiohydrolase ‘
Dl—D Dr@ Celloblose

p-glucosidase '
O C)D O Glucose

Figure 02. Hydrolyse de la cellulose par les trois types de cellulases : I'endoglucanase,
la cellobiohydolase et la B-glucosidase (Pulgar et Saadin, 2013).

5. Mécanisme d’action des cellulases

Les cellulases ont un mécanisme d'action acide/base, qui nécessite un donneur de protons et
une base nucléophile. Dans la plupart des cas, les glycosides utilisent la catalyse acide-base pour
cliver les liaisons glycosidiques. L'hydrolyse est catalysée par deux residus catalytiques de la

cellulase : un acide genéral et un nucléophile ou une base. La configuration anomérique est soit
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inversée, soit conservée pendant I'hydrolyse (Bahouli et Zidalmal, 2020). Dans la premiére étape de
réaction, la base nucléophile cible le noyau anomérique du substrat. Dans la seconde étape
réactionnelle, le donneur de protons (un premier acide aminé de la cellulase) protonise I'oxygéne de
la liaison osidique, permettant le clivage de la liaison C1-O et la libération du premier fragment du
substrat. Cependant, un deuxieme acide aminé de I'enzyme chargée négativement, qui enleve un
hydrogéne d'une molécule d'eau et forme un groupe hydroxyle (OH-), qui agit comme un
nucléophile sur un carbone d'une molécule de glucose, stabilisera l'autre fragment, qui est
instablement attaché a I'enzyme. La liaison glycosidique et libere l'autre fragment du substrat
(Hadjaz, 2020).

Glu-535
OH OH
wﬁj
O
. @o H/ O O
fsp-201 Agp-201

Figure 03. Mécanisme d’hydrolyse de la cellulose par la cellulase. Asp : Acide aspartique en position 201 de
la séquence de I’enzyme. Glu : Acide glutamique en position 555 de la séquence de I’enzyme
(Leghlimi,2013).

6. Origines des cellulases

Les cellulases sont présentes dans un large spectre d'espéces, y compris les bactéries, les
champignons, les plantes, les protozoaires, les vers, les mollusques, les insectes, etc. En
conséquence, les cellulases peuvent provenir de diverses sources, y compris des sources animales,

vegétales et microbiennes (Benkerrou et Hamaili, 2012).
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6.1. Origine animale

Malgré leur incapacité & créer des cellulases endogenes, de nombreuses especes animales
(omnivores et herbivores) utilisent la cellulose comme source d'énergie, mais cela est di a la vie
symbiotique des micro-organismes dans leur systéeme digestif. En conséquence, seules quelques
cellulases endogenes dans des organismes supérieurs ont été identifiées (Elhadi, 2019).

6.2. Origine végétale

Les cellulases jouent un rdle clé dans la maturation des fruits, ou elles aident a libérer les
arbmes. La majorité de ces enzymes végétales sont obtenues en les extrayant des fruits. Les exo-
glucanases sont absentes des préparations de cellulose d'origine végétale. La production d'enzymes
végeétales, en revanche, est limitée par la disponibilité des matiéres premiéres (Sebti et Deghdak,
2018).

6.3. Origine microbienne

Les cellulases microbiennes sont principalement produites par les moisissures et les bactéries
(Touijer, 2019). Elles sont capables de décomposer la cellulose et de libérer le CO, ainsi que des
acides organiques comme l'acide formique, I'acide butyrique et I'acide acétique (Atek et Benouali,
2016).

Trées peu de levures sont celluloltytiques. Néanmoins, Des souches appartenant aux genres :
Trichosporon, Cryptococcus, Candida, Debaryomyces, Kluyveromyces ont été décrites comme des
organismes producteurs de cellulases (Giese et al., 2017). Les cellulases produites par les levures
sont actives dans une large gamme de pH et a haute temperature. De plus, elles présentent un degré
raisonnable de stabilité au pH et a la température. Ces propriétés les rendent adaptées aux processus
biotechnologiques (Korish, 2003; Touijer, 2019).
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Il. Les levures

1. Description des levures

Les levures sont des champignons microscopiques dont la caractéristique commune est 1’état
permanant ou prédominant (Figure 04). Les levures sont des eucaryotes compléetement différents des
bactéries (appartenant aux procaryotes). Les levures sont résistantes aux antibiotiques, les
sulfamides et autres agents antibactériens (Montes de Oca et al., 2016). Les levures sont des
microorganismes non photosynthétiques, chimio-hétérotrophes, elles tirent donc leur nutrition de la
dégradation de différentes substances organiques (Hencke, 2000). Le bourgeonnement est le mode
de reproduction végétative le plus fréquent chez les levures (Figure 04). Un autre mode de
reproduction végétative peut étre rencontré : la fission, qui est caractéristique du genre
Schizosaccharomyces (Labbani, 2015). Environ 1500 espéces de levures ont été découvertes jusqu'a
ce jour (Phale, 2018). Les levures peuvent étre identifiées et caractérisées selon différents criteres
basés sur la morphologie cellulaire (mode de division, forme des spores, etc.), la physiologie
cellulaire (tests de fermentation des sucres, etc.), 'immunologie (comme I’immunofluorescence) et
la biologie moléculaire (tel que le polymorphisme de longueur des fragments d’amplification).
L’analyse des séquences moléculaire est de plus en plus utilisée par les taxonomistes pour

catégoriser des nouvelles especes (Walker, 2009).
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Figure 04. Structure générale d’une cellule de levure (Speers et al., 2015).
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2. Ecologie et habitat des levures

En écologie, les levures colonisent tous les milieux et sont donc des organismes ubiquitaires : a
I’intérieur des étres vivants, dans les eaux, dans I’air et dans le sol (Houcent, 2015). Les tissus
végetaux et les milieux riches en sucres tels que les fruits murs, les feuilles, les fleurs, le miel et les
sirops constituent 1’habitat préféré des levures (Walker, 2009 ; Houcent, 2015). Cependant, quelques
espéces se sont trouvées en relations symbiotiques ou parasitaires avec les animaux. Certaines
levures comme 1’espéce Candida albicans, sont des pathogénes opportunistes de I’homme. De
nombreuses especes levuriennes peuvent étre isolées a partir d’environnements extrémes, tels que
les milieux a faible potentiel hydrique (fortes concentrations de sucre ou de sel), les basses
températures (ex., les levures psychrophiles isolées des régions polaires) et la faible disponibilité en

oxygene (ex., le tractus intestinal des animaux) (Walker, 2009).

3. Caractéristiques morphologiques des levures

La morphologie des levures est d’une grande importance taxonomique. Elle est sphérique,
ovoide, globuleuse, cylindrique, ellipsoide, allongée, apiculée, ogivale, triangulaire ou en forme de
bouteille (Labbani, 2016). Le diamétre d’une cellule de levure est environ 5-10um, elle est donc
grande qu’une cellule bactérienne (entre 0.5-5um) (Montes de Oca et al., 2016).

La paroi cellulaire des levures présente une structure rigide avec une épaisseur de 100-200nm
et constitue environ 25% du poids sec total de la cellule. Le cytoplasme des levures est un fluide
colloidal légerement acide aqueux contenant des protéines, des glycoprotéines, des macromolécules
ainsi que des grandes entités macromoléculaires (ribosombes, protéasomes, etc.) et des particules
lipidiques (Tofalo et Suzzi, 2017).

Les levures sont classées comme eucaryotes car elles ont un noyau et des chromosomes
distincts dont la taille et le nombre varie d’une espeéce a 1’autre. La cellule de levure contient
également des organites intracellulaires entourés de membranes individuelles tels que 1’appareil de
Golgi, les mitochondries, le réticulum endoplasmique et les vacuoles (Figure 04) (Speers et al.,
2015; Tofalo et Suzzi, 2016).

4. Classification des levures

La classification de référence pour les levures est celle de Kreger-Van (1984) qui présente des
changements importants par rapport a la classification de Lodder (1971). Les nouveaux criteres de
classification (la composition en bases azotees de I'ADN, la structure de la paroi et le type de

coenzyme Q) sont pris en compte pour permettre des études plus rigoureuses. Cette classification
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répertorie 60 genres et 500 especes (Msahazi, 2015). Le tableau (1) démontre la classification des

levures (Houcent, 2015).

Tableau 1. Classification de Kreger-Van des levures (Houcent, 2015).

[72]
2 Famille Sous-famille Genre
©
O
Spermophthoraceae Coccidiascus Pachysolen
Metschnikowia Pachyticospora
Saccharomycetaceae Nematospora Pichia
Schizosaccharomycetoideae ~ Schizosaccharomyces  Saccharomyces
Nadsonioideae Hanseniaspora Saccharomycopsis
Nadsonia Schwaniomyces
3 Saccharomycodes Sporopachydermia
2,; Wickerhamia Stephanoascus
= Lipomyces Torulaspora
o Ambrosiozyma . .
b Wickerhamiella
< Arthroascus .
. Wingea
. . Citeromyces
Lipomycetoideae . Zygosacchromyces
i Clavispora
Saccharomycetoideae . Hansenula
Cyniclomyces .
Isstchenkia
Debaryomyces
Kluveromyces
Dekkera Lodderomyces
Guilliermondella Y
Filobasidiaceae Chionosphaera
Sirobasidiaceae Filobasidiella
& Tremellaceae Filobasidium
B Leucosporidium
2 Rhodosporidium
._g Sporidiobolus
= Fibulobasidium
m Sirobasidium
Holtermannia
Tremella
Cryptococcaceae Aciculoconidium Rhodotorula
@ Brettanomyces Sarcinosporon
b Candida Schizoblastosporion
S\ Cryptococcus Sterigmatomyces
% Sporobolomycetaceae Kloeckera .
5 Malassezia Sympodiomyces
5 - Trichosporon
= Oosporidium . .
a) Phaffia Trigonopsis
Bullera Sporolomyces

Les levures comprennent trois divisions

. la division des Ascomycétes, la division des

Basidiomycetes et la division des Deutéromycetes.

e Les Ascomycetes : sont des espéces a thalle produisant des spores de reproduction sexuée

(ascospores) a I’intérieur de la cellule fertile nommée asque.
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e Les Basidiomyceétes : sont des espéces a thalle produisant des spores de reproduction sexuée
(basidiospores) a I’extérieur de la cellule fertile nommée baside (Rapior et Fons, 2019).
e Les Deutéromycétes : sont un groupe de levures qui n'ont pas de mode connu de
reproduction sexuée et ne se reproduisent que par voie végétative (Houcent, 2015).

5. Métabolisme des levures

En tant qu'organismes chimio-organotrophes, les levures obtiennent du carbone et de I'énergie
sous forme de composés organiques. Les sucres sont largement utilisés par les levures. Certaines de
ces derniers peuvent bien se développer sur le glucose, le fructose, le mannose, le galactose, le
saccharose et le maltose (Walker, 2009). Les levures metabolisent préférentiellement les sucres qui
sont principalement convertis en éthanol et en dioxyde de carbone (CO,), elles peuvent également
utiliser des acides aminés et des acides organiques, des polyols, des alcools, des acides gras et
d'autres substances. Le mécanisme générateur d'énergie des levures sont la respiration (métabolisme
oxydatif) et la fermentation (métabolisme fermentaire). Ces deux voies débutent par le produit final
de la glycolyse, la conversion du glucose en pyruvate (Tofalo et Suzzi, 2016).

La respiration ou « métabolisme oxydatif » correspond a 1’oxydation compléte du glucose en
CO, en présence de I’oxygene (Hencke, 2000). La multiplication des levures nécessite cette voie
métabolique. L’équation suivante représente le bilan énergétique de la respiration (Msahazi, 2015) :

CsH1206 + 6 Op+ 28 Pi + 28 ADP— X + 6 CO,+ 6 H,0O + 36 ATP

La fermentation ou « métabolisme fermentaire» est I'oxydation incompléte du glucose
(Hencke, 2000). En anaérobiose, les levures peuvent fermenter le glucose pour produire de I'éthanol
et du CO, ainsi que du glycérol, des alcools, des aldéhydes, esters et certains acides organiques.
L’équation suivante représente le bilan énergétique de la fermentation (Msahazi, 2015):

CsH1206 + 2 Pi+2 ADP— 2 C,HsO + 2 CO, + 2ATP

Les levures favorisent la respiration parce que son apport energétique est plus élevé par

rapport a celui de la fermentation. La plupart des organismes ne choisissent la voie fermentaire que

lorsque la respiration est altérée (Al daccache, 2019).
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6. Caracteristiques sexuelles des levures

Les caractéristiques sexuelles impliquent la présence d’asques et d’ascospores. Le mode de
formation des asques est caractéristique des especes haploides et homothalliques. Les ascospores
sont présentes dans les asques, tel que le genre Pichia. Les genres des levures basidiomycétes
montrent la formation de téliospores, tel que le genre Rhodosporidium. Les spores sont a parois
épaisses, souvent riches en lipides, peut-étre fusceuses ou sphéroidales (Phale, 2018).

La levure est le plus souvent diploide, peut étre entrée en méiose et forme des spores
haploides. Les levures haploides adoptent I’un des deux types sexuels possibles, le type a ou le type
a. La cellule arréte de se diviser en phase G1, et forme une extension cellulaire en direction de
l'autre cellule. Lorsqu’ils s’atteignent, les deux cellules fusionnent et forment un zygote diploide qui

prolifére ensuite par division asexuée (Figure 05) (Caudron, 2014 ; Houcent, 2015).
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Figure 05. Cycle de reproduction asexuée et sexuée d’une levure a ascospore (Houcent, 2015).

7. Caractéristiques culturelles des levures

Les levures sont faciles a cultiver en laboratoire sur une variété de milieux complexes et
synthétiques. La culture des levures peut étre étudiée en milieu liquide ou solide. Leur croissance en
milieu liquide peut étre traduite par la formation d’un sédiment, un anneau ou une pellicule. La
formation de la pellicule en milieu liquide est proprement associée avec la demande en oxygene des

levures. Les colonies sur milieu solide peuvent étre butyreuses (apparence de beurre), mucoides
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(visqueuse), friables, pigmentées, etc. La formation des pigments est caractéristique des genres

Rhodotorula et Sporobolomyces (Phale, 2018).

8. Applications biotechnologiques des levures

Grace a un métabolisme diversifié, les levures occupent une place centrale quant a leurs
utilisations en biotechnologie. Elles participent a 1’élaboration de nombreux produits alimentaires
(panification, fromagerie, brasserie,), enzymes industriels, boissons alcoolisées, vitamines et
différents produits chimiques, ainsi que certaines molécules d’intérét médical mais aussi a la
valorisation de déchets agricoles, industriels et a la production des protéines recombinantes (Walker,
2009 ; Msahazi, 2015). Le tableau (02) résume les différentes utilisations industrielles des levures.

Tableau 02. Produits industriels produits par les levures (Walker, 2009)

commodité Exemples

Breuvages Boissons alcoolisées potables : Biére, vin, cidre, saké et spiritueux
distillés (whisky, rhum, gin, vodka et cognac)

Alimentation et Levure de boulangerie, extraits de levure, levure fourragere, facteur de
alimentation . Y . . .
i croissance du bétail et pigments alimentaires
animale

Produits chimiques Carburant éthanol (bioéthanol) dioxyde de carbone, glycérol et
vitamines d'acide citrique ; les levures sont également utilisées comme

catalyseurs bioréducteurs en chimie organique

Enzymes Invertase, inulinase, pectinase, lactase et lipase
Protéines Hormones (par exemple, insuline), vaccins viraux (par exemple, vaccin
recombinantes contre I'hepatite B), anticorps (par exemple, récepteur IgE), facteurs de

croissance (par exemple, facteur de nécrose tumorale), interférons (par
exemple, interféron leucocytaire), protéines sanguines (par exemple,
albumine serique humaine) et enzymes (p. ex., lipase gastrique et

chymosine)

e Production d‘enzymes
Les enzymes sont des catalyseurs trés importants utilisés dans plusieurs industries (industries
alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques). La principale source d’enzymes industrielles est les
microorganismes (bactéries, moisissure et levures). Les levures peuvent produire d’enzymes
industrielles (amylase, lipase, cellulase, etc.) (Tableau 03). Elles constituent l'une d’importantes

sources de ces catalyseurs biologiques, car elles contiennent une capacité polyvalente et leur prix est
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moins cher par rapport a d'autres microorganismes. En plus, les levures se multiplient rapidement et

sont moins exigeantes en nutriments (Boulefkhad, 2018 ; Zamouche et Nedjar, 2018).

Tableau 03. Quelques enzymes industrielles produites par les levures (Zamouche et Nedjar, 2018 ; Sharma,

2016).
Enzymes Types de laison Des exemples des levures  Industrie
hydrolysée productrices
Amylase al-4 endogéne Lipomycess tarkey Préparation des aliments,
Schwanniomyces castallii textile, papeterie, pharmacie
Aureobasidium pullulans
Pectinase Hydrolyse la A. pullulans Extraction et clarification
pectine des jus de fruit, traitement
des eaux usees
Lactase Hydrolyse la Candida pseudotropicalis Préparation des aliments
liaison B(1-4) du  Klyveromycesfr agilis laitiers
lactose en
galactose et
glucose

[3-galactosidase

R-1-4 du lactose

Saccharomyces sp.

Applications alimentaires

Estérase Il hydrolyse les A. pullulans. Applications alimentaires et
liaisons entre les pharmaceutiques, papeterie,
fractions d'acide
uronique du
xylane et le
polymere de
lignine

Lipase Hydrolyse les Candida lipolytica Préparation des aliments
liaisons snl et sn3 C. rigosa Thérapeutique
des Saccharomycopsis Aromes
triacylglycérols lipolytica
ouTG

Protéase catalysent A. pullulans. Brasserie, panification,
I'nydrolyse des Candida, Debaryomyces. domaine médical et
protéines. Saccharomyces cerevisiae ~ pharmaceutique.

Cellulase B-1,4 D- S. cerevisiae Industrie du textile, Industrie

glucosidiques

Trichosporon laibachii
Candida wickerhamii
C. tropicalis
Khryveromyces lactis

des pétes et papiers, La
fertilité du sol, Industrie de
I'alimentation animale,
Industrie de la
transformation des aliments.
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Les agrumes sont des petits arbres ou arbustes vivaces dont la taille varie de 2 a 10 m de
hauteur, selon les espéces (Hamidi et Limam, 2018). lIs appartiennent & la famille des Rutacées et au
genre vegétal Citrus. Les citrus comprennent 6 espéces: oranges, mandarines, limettes
pamplemousses, citrons et kumquats et chaque espéces comporte de nombreuses variétés. De plus,

par croisement sont né de nombreux hybrides, tels que les clémentines (Maghnem et Sadi, 2016).

1. Description morphologique et physiologique des agrumes

Les fruits des principales especes et variétés cultivées du genre Citrus different par leur
coloration, leur forme, leur calibre, la composition de leur jus et leur époque de maturité. Tous les
fruits cultivés du genre Citrus présentent la méme structure anatomique présentée dans la figure (06)
(Ramful et al., 2010). D’un point de vue botanique, les agrumes sont des fruits charnus de type baie
avec un péricarpe structuré en trois parties bien différenciées : 1’épicarpe appelé Flavédo, le
mésocarpe appelé Albédo et I’endocarpe (pulpe). L’épicarpe est la surface périphérique du fruit. I
est coloré par des pigments caroténoides et représente 8 a 10% du fruit. Il contient de nombreuses
glandes sécrétrices d’essences aromatiques qui sont réparties de fagon irréguliére. Ces glandes sont
des poches bordées par plusieurs assises de cellules sécrétrices dont la formation fait intervenir des
cellules épidermiques et des nodules méristématiques superficiels.

Le mésocarpe est la couche intérieure blanchatre, de structure spongieuse, plus ou moins
épaisse par rapport a la taille du fruit, elle peut constituer 12 a 30% du fruit. Elle est intimement
associée a I’épicarpe avec lequel elle forme ce qu’il est convenu d’appeler les écorces d’agrumes.

L’endocarpe est la partie comestible d’agrumes. Il est constitu¢ d’une fine membrane qui
tapisse les nombreuses loges carpellaires. Du c6té interne, cette membrane porte des poils succulents
dont I’ensemble forme la partie comestible ou pulpe renfermant les graines ou pépins (Albagnac,

2002 ; Bennici et al., 2004 ; Ramful et al., 2010).
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Figure 06. Schéma détaillant la structure du péricarpe de I’orange (Bousbia, 2011).

2. Production de déchets d’agrumes

Les agrumes sont les fruits les plus utilisés en grandes quantités a travers le monde. Ils sont
soit consommeés en ’état, soit transformés en confiture, en jus, etc. L’industrie de transformation des
agrumes en jus générent d’importantes quantités de déchets qui sont rejetés dans la nature sans
aucun traitement (Sayah, 2013 ; Meghnem et Sadi, 2016).

Le pressage des agrumes résulte en la formation de 15 millions de tonnes de déchets
industriels par an dans le monde. Les déchets d’agrumes contiennent principalement, les déchets
générés apres le pressage des agrumes et les fruits non pressés pour des raisons commerciales (fruits
endommagés) ou des raisons de réglementation limitant la production. Les principaux déchets qui
résultent de I’extraction du jus sont les écorces (flavédo et albédo), les pépins et la pulpe. Ils
représentent 50% a 60% de la masse du fruit entier et les écorces constituent 60% a 65% de la masse
de ces déchets (El Kantar, 2018).
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Figure 07. Principaux déchets résultant du pressage des agrumes (El Kantar, 2018).

3. Composition chimique globale des écorces d’agrumes

La composition chimique des écorces d’agrumes est sujette a des variations sous 1’influence
de divers facteurs, notamment la variété. De plus, dans une méme variété, la teneur en divers
composes dépend des facteurs climatiques et environnementaux. Le Tableau (05) représente la
composition chimique globale des écorces d’agrumes des principales variétés comestibles, exprimée

en g pour 100g base seche (bs).

Tableau 04. Composition chimique globale des écorces de différentes variétés d’agrumes (g/100gbs)
(Loubar et Mebarki, 2020).

Variété de citrus Orange Mandarine Citron
3.14b
Eau 3.79b 3.01b
2.97a
1.66b 0.48b
2.97b
Lipides 0.95a 1.89d
1.57c
4.00c 1.51
1.76b
2.67 8.55b 5.87b
Protéines 7.90f 2.16° 6.79d
8.01a 7.33c 7.88¢
9.06c
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15.01b 14.89b
18.27b
Glucides 46.60a 6.52c
8.50c
47.81c 13.77g
2.56¢ 3.96b
. 4.68b
Minéraux 3.31a 4.06e
2.52¢
3.45b 10.03¢c
) 41.64b 27.89b
Fibres 14.00h
13.38e 7.14e
Caroténoides
0.04k 0.20k 0.01k
totaux
17.210
13.010 22.320
Phénols totaux 0.96l
0.78e 4.40n
1.89b
Vitamine C 0.145s 0.28s 0.109s

a- Kammoun et al. (2011) ; b-Ghanem et al. (2012) ; c- Marin et al. (2007) ; d- Fiaguerola et al. (2005) ; e- Magda et al.
(2008) ; f- Grigelmo-Minguel et al. (1999) ; g- Masmoudi et al. (2008) ; h- Gorinstein et al. (2001) ; k- Wang et al.
(2008) ; I- Lagha-Bernamrouche et al. (2013) ; n- Cheynier et al. (2006) ; o- Ghasemi et al. (2009) ; s- Barros et al.
(2012).

Les écorces d’agrumes présentent des teneurs élevées en eau (variant de 2.97-3.79 g/g bs), soit
60% a 75% en base humide) et en sucres solubles (6.52-47.81 g/100g bs). De ce fait, c’est un
coproduit hautement périssable qui fermente et présente un développement des moisissures (Farhat
et al., 2011; Kammoun et al., 2011). De plus, ce coproduit est riche en protéines (1.79-9.06 g/100g
bs) et en minéraux (2.52-10.03 g/100 bs), alors que les lipides sont trés peu abondants (0.48-4
0/100g bs).

Les écorces d’agrumes sont particuliérement riches en composés digestibles et offrent de
nombreuses possibilités d’utilisation pour 1’alimentation fonctionnelle humaine et animale ainsi
qu’en tant que complément alimentaire (Bampidis et Robinson, 2006). L’utilisation des ecorces
fraiches en alimentation pour bétail est limitée a cause des maladies que peut provoquer la
consommation de ce produit (mycotoxicose, parakératose du rumen) (Duoss-Jennings et al., 2013).

Les écorces d’agrumes sont une source importante d’essences odorantes et d’huiles
essentielles (0.6-1%) (Oreopoulou et al., 2007; Yeoh et al., 2008 ; Hosni et al., 2010 ; Farhat et al.,
2011). Elles contiennent aussi des pigments, essentiellement des caroténoides (0.01-0.20 g/100g bs)

mais aussi des anthocyanes (dans le cas des oranges sanguines).
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4. Production mondiale d’agrumes

La production annuelle d'agrumes dans les régions tropicales et subtropicales dépasse 120
millions tonnes (MT) (Mahato et al., 2020). Environ 73% de la production sont consommes en frais,
26% sont destinés a la transformation et 9% a 1’exportation. Cette production est répartie en
plusieurs variétés d’agrumes dans laquelle I’orange représente 57%, la mandarine 30%, le
pamplemousse 7% et le citron et la lime 6% (USDA, 2014). Avec une production de 17,34 MT, le
Brésil est le premier producteur d’oranges dans le monde. Il assure 34% de la production mondiale,
suivi par la Chine (7,6 MT), les Etats-Unis (6,29 MT) et I'Union Européenne (6,07 MT).

Dans la région Méditerranéenne, 22,5 MT d’agrumes sont produites par les 12 pays membres
du Comité de Liaison des Agrumes Méditerranéens (CLAM) dont 1’Espagne, le Maroc, la Turquie,
I’Italie, ’Egypte, la Grece, la Tunisie (USDA, 2014).

5. Importance de I’agrumiculture en Algérie

La culture des agrumes, comme l'arboriculture fruitiére, occupe une place fondamentale et
constitue I'une des priorités clés des décideurs au niveau du ministére algérien de I'Agriculture, selon
Aouane et Ghezli (2001) (Hamidi et Limam, 2018). En tant que source de fruits frais, il est
stratégiquement important (Belhia, 2016).

Au moment de l'indépendance, I'Algérie possédait une superficie citrique de 45 000 hectares.
La superficie des agrumes était de 63 323 acres en 2011, mais elle est aujourd'hui a peine de 55 000
ha. L'industrie des agrumes est concentrée dans le centre du pays, avec 56 pour cent au centre, 30
pour cent a l'est et 14 pour cent a I'ouest (Omari, 2017).

Les principales wilayas agrumicoles sont: Blida (15809 ha), Chlef (5777 ha), Alger (5065ha),
Relizane (4417 ha), Mascara (4232 ha), Mostaganem (4079 ha) et Tipasa (3725ha). En fin juillet

2011, il a été créé le premier Club des agrumiculteurs en Algérie a Tipasa (Omari, 2017).

6. Stratégie de valorisation des déchets d’agrumes
Il s'agit d'une matiére premiére pour la fabrication de nombreux produits, y compris les huiles

essentielles, les protéines d’organismes unicellulaires (POU), les enzymes, etc. (Diomi, 2014).

6.1. Huiles essentielles
Les déchets d'agrumes contiennent des huiles essentielles qui sont des agents antimicrobiens
bien connus. Les huiles essentielles peuvent étre utilisées comme une alternative aux fongicides
synthétiques (Meghnem et Sadi, 2016). Les huiles essentielles sont contenues dans des sacs d'huile
ou des glandes dont le diameétre varie de 0.4 & 0.6 mm. Le D-limonene est le principal constituant
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odorant des agrumes, il est utilisé dans la fabrication d'aliments et de médicaments en tant qu'agent
aromatisant et il a aussi de nombreuses applications dans l'industrie chimique ainsi que dans les

cosmétiques et les produits ménagers domestiques (Diomi et al., 2014).

6.2. Production de pectines
La pectine est un composant important des parois cellulaires des dicotylédones. Les plus
importants d'entre eux sont les agrumes, qui sont utilisés dans la fabrication de pectine commerciale
(pamplemousse, citron et orange). La pectine est utilisée dans l'industrie alimentaire pour ses
propriétés épaississantes et de texture, ainsi que sa capacité de gélification et de stabilisation. Elle
est également utilisée dans une variété de produits (comme les produits laitiers, les préparations de
fruits, la créme glacée, les émulsifiants, les confitures et les gelées) (M’Hiri, 2015 ; Diomi et al.,

2014).
6.3. Protéines d’organismes unicellulaires (POU)

Les protéines d’organismes unicellulaires (POU) sont des protéines ou biomasses microbiennes
obtenues a partir de déchets agricoles et industriels comme substrats pour couvrir les besoins en
protéines de la nutrition animale et humaine. Les déchets d'agrumes sont trés riches en matieres
cellulosiques (cellulose et hémicellulose), mais pauvres en lignine, ce qui en fait potentiellement de
bonnes sources d'alimentation pour les ruminants et des substrats prometteurs pour la production de
protéines microbiennes. L'utilisation de déchets d'agrumes peut avoir un impact assez positif sur
I'approvisionnement en aliments pour la nutrition animale tout en réduisant la pollution de

I'environnement (Diomi et al., 2014).

6.4. Antioxydants
Les déchets d'agrumes contiennent des antioxydants tell que la néohespéridine, la naringine et
I'acide ascorbique. Ces antioxydants sont trés importants dans la production des plusieurs
médicaments, I'inhibition de la corrosion de 1’acier en milieu acide (pH=1) et basique (pH=12) et
I'inhibition aussi d’oxydation des matieres oxydables en éliminant les radicaux libres et en
diminuant le stress oxydatif (Hamidi et Limam, 2018 ; Diomi et al., 2014)
6.5. Production de biocarburants
Les déchets d'agrumes sont également utilisés dans des réactions biochimiques telles que la
production de biocarburants (bioéthanol). Ce dernier est obtenu par hydrolyse enzymatique, suivie
d'une fermentation (a l'aide de la levure Saccharomyces cerevisiae). Dans les résidus d'agrumes, on

trouve du D-limonene, qui est trés toxique pour l'activité biologique des micro-organismes et inhibe
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la digestion anaérobie, donc il faut d'abord I'enlever. Les déchets d'agrumes sont utilisés aussi pour
la production du plastique biodégradable et comme inhibiteur de la corrosion des métaux et des
alliages (M’Hiri, 2015 ; Meghnem et Sadi, 2016).

6.6. Production d'enzymes
Le domaine le plus important d'utilisation des déchets d'agrumes est la production de
plusieurs enzymes telle que les pectines, les xylanases, les amyases et en particulier les cellulases.
Les cellulases sont devenues indispensables dans de nombreux domaines du secteur commercial
comme I’industrie du textile, la fertilité du sol, I’industrie de 1’alimentation animale, etc. (Sharma,

2016 ; Reffas, 2017).
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Chapitre lll. Production de cellulase par FMS a base de déchets d’agrumes

1. La fermentation en milieu solide

1.1. Définition de la fermentation en milieu solide

La fermentation en milieu solide (FMS) est définie comme la croissance de micro-organismes
sur un substrat solide humidifié, dans lequel d'humidité est présente suffisamment pour maintenir la
croissance et le métabolisme microbiens (Rahardjo et al., 2006). La FMS peut étre également décrite
comme un processus ou les microorganismes sont cultivés sur une matrice solide, servant de support
et/ou de substrat, en absence ou presque d’eau libre. Cependant, la matrice doit contenir assez d’eau
pour permettre la croissance du micro-organisme. Le maximum d’humidité dépend de la capacité
d’absorption du substrat utilisé (Leghlimi, 2013). De plus, Thomas et al. (2013) ont défini la FMS
comme un processus hétérogéne a trois phases, comprenant des phases solide, liquide et gazeuse,
qui offrent des avantages potentiels pour la culture microbienne pour le développement de
bioprocédés et de produits. Selon Ashok et al. (2017), la FMS est un processus impliquant la culture
de micro-organismes sur un substrat solide avec une teneur en humidité minimale.

Quelle que soit la définition, on peut comprendre que la FMS fait référence a la fermentation

microbienne, qui se déroule en I'absence ou la quasi-absence d'eau libre.

1.2. Facteurs environnementaux et les parameétres de culture
1.2.1. Température
La température est I’un des facteurs les plus difficiles a réguler en FMS. La faible conductivité
thermique de ’air (en comparaison de celle de 1’eau), des supports et ’absence d’eau libre limite le
transfert de chaleur et son élimination favorisant ainsi une élévation de la température pouvant aller
jusqu’a 20°C au-dessus de la température d’incubation (Pandey, 2003). Cette élévation de la
température dépend du type de microorganisme, de la porosité, de la taille des particules et de la

profondeur du support.

1.2.2. Humidité relative et ’activité de I’eau
En FMS, I’eau est présente sous deux formes : sous la forme d’eau complexée a I’intérieur de
la matrice solide, et sous la forme d’une couche mince qui peut étre absorbée a la surface des
particules ou contenue dans les régions capillaires (Raimbault, 1998).
La teneur en eau nécessaire pour les cultures est avant tout dépendante des souches utilisées,
mais sa limite inférieure est fixée a 12%, duquel les activités métaboliques cessent, et sa limite
supérieure dépend principalement du support et de sa capacité de rétention (Assamoi et al., 2009).

Le contenu en eau, ou plutot la quantité d’eau disponible, est un facteur trés important puisqu’une
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faible humidité limiterait 1’hydrolyse du substrat, la solubilisation et la diffusion des nutriments
et/ou I’accumulation de composés inhibiteurs dans les particules solides, tandis qu’une forte
humidite réduit la porosité (espace inter particulaire), le volume des gaz et les échanges gazeux, tout
en favorisant la contamination bactérienne (Duchiron, 2011). Le maintien d’une teneur en eau
optimale est par conséquent essentiel. Cependant, des variations dues au développement du
microorganisme (phénoméne de respiration qui produit de 1’eau), a I’aération, a 1’hydrolyse du
substrat et a la production de chaleur métabolique (augmentation de la température) peuvent

provoquer un assechement du milieu.

1.2.3. Aération

L’aération est un facteur essentiel en FMS puisqu’elle va permettre : 1’oxygénation (surtout
pour les organismes aérobies comme les champignons filamenteux), la dissipation de la chaleur
métabolique (régulation de la température du milieu) et I’élimination des produits du métabolisme
(CO,, vapeur d’eau, composés volatils) (Duchiron, 2003). Le choix d’un support poreux et la
calibration de la taille des particules par broyage (1 mm -1 cm) permettra d’optimiser I’aération du
milieu de culture en facilitant la circulation de 1’air (Manpreet et al., 2005). Il faut cependant noter
qu’un changement dans la porosité du support (pour les supports organiques) se produit lors de la
dégradation du substrat avec le risque d’un tassement ou d’une compaction des particules,

provoquant la formation de chemins préférentiels et une réduction de I’apport d’oxygene.

1.2.4. pH

Le pH est trés difficile a homogénéiser et a contréler en FMS. En effet, au cours de la culture,
I’activité métabolique des souches va modifier le pH du milieu soit en I’acidifiant, par la production
d’acides ou par I’absorption d’ions ammonium, soit en ’alcalinisant, par la libération d’ammoniac
provenant de la dégradation de protéines, d’urée ou d’autres amines (Pankaj, 2005). Une régulation
partielle de ce facteur au cours de la fermentation peut cependant étre réalisée par 1’ajout d’acide ou
de base a I’eau utilisée pour ajuster le taux d’humidité 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 ou I’utilisation d’un mélange de sels

d’ammonium et d’urée (Sandhya et al., 2005).
1.2.5. Biomasse

L’estimation de la biomasse pour le suivi des cinétiques de croissance est délicate car les

microorganismes sont (presque) inséparables du support Cependant, il existe:
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- des méthodes d’estimation directes : elles sont trés difficiles et consistent en une séparation
de la biomasse (uniqguement pour les organismes unicellulaires) ou en une suppression de la
matrice solide (organique) ;

- des méthodes d’estimations indirectes : elles se font soit par le dosage de composés
spécifiques de la biomasse (protéines, acides nucléiques, glucosamine, ergostérol), soit par le
suivi de I’activité métabolique de la biomasse (respirométrie : oxygéne consommé ou CO;

produit, production d’ATP, d’enzymes extracellulaires).

1.3. Applications de la FMS
La FMS est traditionnellement utilisée pour la fabrication de nombreux produits alimentaires
dans les pays orientaux et africains. Elle est principalement retrouvée en Asie pour la production
(tres traditionnelle) de Koji, un substrat fermenté contenant des enzymes et servant de base pour la
fabrication de produits alimentaires nécessitant une culture ultérieure en phase liquide (Prevot,
2013). Cependant, la FMS s’est également progressivement développée a d’autres domaines

d’applications comme le montre le tableau ci-dessous.

Tableau 05. Principaux domaines d’applications de la FMS (Prevot, 2013).

Domaine d’application Produits Microorganismes
Fromages a pate persillée, fromages a Penicillium roquefortii
crodte fleurie (camembert, brie,...) Penicillium camembertii

Alimentaire Penicillium caseicolum
Pain Saccharomyces cerevisae
Acide citrique Acide lactique Aspergillus niger

Acides organigues .
ganiq Rhizopus oryzae

Bioconversion de substrats agricoles (compostage, ensilage)

Divers Bioremeédiation des polluants organiques dans le sol

Détoxification biologique de composeés toxiques et dangereux

Arbmes Penicillium spp., Trichoderma
Antibiotiques (pénicilline) SPp.
Métabolites Hormones végétales (acide gibbérellique) ~ Penicillium notatum
secondaires Alcaloides (ergot) Gibberella fujikuroi

Claviceps purpurea

Amylases, glucoamylases Cellulases, Aspergillus spp.

Enzvimes xylanases Trichoderma spp., Aspergillus
y Pectinases spp. Aspergillus spp.
Protéases Rhizopus oligosporus
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2. Production de cellulase par FMS a base de déchets d’agrumes

2.1. Préparation des écorces d’agrumes
Les écorces ou les déchets d’agrumes sont excessivement lavées a I’eau pour éliminer les
contaminants chimiques et les sucres résiduels. Les déchets sont coupés en petits morceaux (1-2
cm), séchés au soleil, puis placés au four a 60°C pendant une nuit. Les écorces sechées sont pesées
jusqu'a I’obtention d'un poids constant. Elles sont ensuite broyées en une fine poudre et tamisés a
I’aide d’un tamis fin (Bind et al., 2005 ; Shariq et Sohail, 2019).

2.2. Traitement chimique des écorces d’agrumes

Avant leur utilisation pour la production de cellulase, les écorces d’agrumes subissent un
traitement chimique a 1’acide sulfurique (H2SO,4) ou a I’hydroxyde de sodium (NaOH) avec des
concentrations de 0.5%, 0.75% ou 1%. La suspension obtenue est excessivement lavée a l'eau
jusgu'a ce que le pH du lavage au travers devienne neutre.

L'objectif du processus de prétraitement est d'éliminer la lignine et I'hémicellulose, de réduire
la cristallinité de la cellulose et d'exposer les fractions lignocellulosiques pour un acces facile aux
cellulases pendant I'hydrolyse enzymatique et par conséquent améliorer le taux et le rendement des

sucres reducteurs (Bahouli et Zidalmal, 2020).

2.3. Levures utilisées pour la production de cellulases par FMS
La cellulase produite par FMS pourrait potentiellement réduire le colt de production en raison
de certains avantages tels que la faible consommation d'énergie et le rendement élevé du produit.
Les procédés de FMS utilisant des cultures de levures pour la production de cellulase ont été moins
fréguemment rapportés. Néanmoins, on peut citer des souches de Aureobasidium pullulans, Candida
shehatae, C. tropicalis, Pachysolan tannophilus, Pichia stipitis et Saccharomyces cerevisiae, (Leite
et al., 2007 ; Bahouli & Zidalmal, 2020).

2.4. Préparation de ’inoculum
Selon les travaux réalisés par Qadir et al. (2018) et Shariq & Sohail (2019), les souches de C.
tropicalis et S. cerevisiae sont maintenues sur milieu SDA (Sabouraud’s Dextrose Agar) (Annexe
01). L’inoculum est préparé en ensemencant séparément les souches dans le milieu SDB
(Sabouraud’s Dextrose Borth) (Annexe 02). L’incubation est effectu¢ée a 30°C ou 35°C sous
agitation a 150 rpm pendant 24 h ou 48 h. La densité cellulaire est vérifiée par spectrophotométre a

600 nm par rapport au blanc et maintenue a 1.0 pour I'ensemencement dans le milieu de production.
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D’autre part, I’inoculum d’une souche levurienne d’A. pullulans, utilisée pour la production de
cellulases par FMS a base de déchets agroindustriel, a été préparé par ensemencement de la souche
dans des erlenmeyers de 125 ml contenant 20 ml du milieu PDA (Annexe 02). L’incubation est
effectuée a 28°C pendant 48 h. La suspension cellulaire est ensuite obtenue en grattant
soigneusement la surface du milieu de culture par I’application de 25 ml d’une solution minérale

(Leite et al., 2007).

2.5. Conduite de la fermentation en milieu solide

La FMS fournit un ancrage pour les cultures levuriennes en croissance et empéche également
la contamination bactérienne en raison de la faible teneur en humidité (Yogita, 2020).

Les déchets d’agrumes sont répartis dans des erlenmeyers de 100 ml a raison de 1 g/erlen et
humidifiés a 50% ou 80% en utilisant le milieu YEP (Yeast extract Peptone) (Annexe 03) comme
source d’azote (Shariq et Sohail, 2019). Le milieu est ensuite stérilisé par autoclavage a 120°C
pendant 30 min. Aprés stérilisation, les erlenmeyers sont inoculés avec 0.5 ml de la suspension
levurienne (DO = 1.0), puis incubés a une température de 30°C dans une étuve pendant 72 h (Qadir
et al., 2018 ; Shariq et Sohail, 2019).

2.6. Extraction de ’enzyme

A la fin de la fermentation, un volume de 10 ml d’une solution tampon citrate sodium (50
mM, pH 4.8) contenant 0.05% (v/v) de tween 80 est ajouté au milieu fermenté des déchets
d’agrumes. Le mélange est incubé sous agitation (100 rpm) pendant 1 heure. Apres filtration, le
filtrat est centrifugé pendant 20 minutes & 3000xg et le surnageant est utilis¢é comme 1’extrait
enzymatique brut (Qadir et al., 2018 ; Shariq et Sohail, 2019).

D’autre part, dans les études réalisées par Leite et al. (2007), I’extrait brut de 1’enzyme est
obtenu en ajoutant 50 ml d’eau distillée au milieu fermenté. Le mélange est incubé pendant 2 heures
sous agitation (80 rpm), puis centrifugé pendant 20 minutes a 1000xg. Le surnageant obtenu

représente 1’extrait enzymatique brut.

2.7. Dosage des activités cellulolytiques
Les activités cellulolytiques sont déterminées par la méthode de Miller (1959) en utilisant le
réactif acide dinitrosalicylique (DNS). Cette réaction est basée sur le développement de couleur

apres la réaction entre les sucres réducteurs libérés par la cellulase et le réactif DNS.
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2.7.1. Activité papier filtre (APF)

L’APF est utilisée pour déterminer 1’activité totale dans un complexe cellulasique selon la
méthode de Ghose (Ghose, 1987) dont le principe est basé sur la mesure du pouvoir réducteur des
sucres libérés (lors de I’hydrolyse d’un substrat cellulosique) (Yaiche et Aidouni, 2018).

Le mélange réactionnel est constitu¢ de I’extrait brut enzymatique et le substrat qui est le
papier filtre Watman N°1 (1 x 6 cm) dans une solution de tampon citrate (0.05 M, pH 4.8). La
réaction enzymatique se déroule a 50°C pendant 1 heure. Une unité d’activité papier filtre est définie
comme la quantité d’enzyme nécessaire a la libération d’une micromole (uM) de sucres réducteurs,
équivalent glucose, du papier filtre par minute selon les conditions réactionnelles (Mejias et al.,
2018 ; Yaiche et Aidouni, 2018).

2.7.2. Activité carboxymeéthylcellulase (CMCase)

L’activit¢ CMCase est mesurée dans un volume total de 50 pl d’un mélange réactionnel
contenant 0.25 pul d’extrait enzymatique brut 0.25 ul d’une solution de CMC a 0.5 % (w/v) préparée
dans un tampon citrate sodium (50 mM, pH 4.8). Aprés incubation, la réaction enzymatique est
arrétée en ajoutant un volume de 150 pl de réactif DNS, suivi d’une incubation a 35°C pendant 30
minutes. Le mélange est ensuite refroidi dans un bain de glace pendant 5-10 min (Qadir et al., 2018 ;
Shariq et Sohail, 2019). Le mélange est dilué en ajoutant 720 ul d’eau distillée et 1’absorbance de la
coloration développée est mesurée a 540 nm. L’activité enzymatique est calculée par référence a une

courbe d’étalonnage établie en utilisant le glucose comme standard (Figure 08).
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Figure 08. Exemple de courbes étalon de glucose réalisées pour la détermination de I’APF (a) et
I’activité CMCase (b) (Rashi et al., 2015).
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Une unité de I’activité enzymatique est définie par la quantit¢ d’enzyme qui libére une
micromole de sucres réducteurs équivalents au glucose par minute et par millilitre (ml) de solution,
a 35°C, pH 4.8. Le blanc est préparé de la méme maniére, sans 1’addition de substrat (Yaiche et
Aidouni, 2018 ; Shariq et Sohail, 2019).
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Chapitre IV. Applications industrielles des cellulases

Les cellulases ont attiré I'attention du monde entier en tant que biocatalyseurs en raison de
leurs énormes applications industrielles et de leur importance commerciale. Les cellulases sont
devenues indispensables dans de nombreux domaines du secteur commercial comme discuté ci-
dessous (Sharma, 2016).

1. Industrie des pates et papiers

L'utilisation des cellulases dans les industries du papier et de la pate a papier est
principalement motivé par la capacité des papiers a se désencrer, mais il s'agit toujours d'une
nouvelle application. Bien que la présence de cellulases dans la préparation des pates et papiers soit
indésirable en raison du risque de dégradation des fibres et de perte de viscosité, plusieurs brevets et
études spécifient I'utilisation de cellulases, en particulier de cellulases alcalines, pour I'amélioration
du drainage, le désencrage des papiers recyclés et le blanchiment des pates (Jayasekara et
Ratnayake, 2019 ; Bahouli et Zidalmal, 2020).

La réduction en pate mécanique, y compris le broyage et le raffinage des matiéres ligneuses,
est généralement associée a une consommation d'énergie élevée. Mais la bio-pulpage a l'aide de
cellulases et d'autres enzymes est une approche écologique et moins énergivore. Le raffinage peut
générer de petites particules de pates qui entrainent finalement une réduction du taux de drainage de
la pate au cours de la fabrication du papier. Les cellulases sont trés efficaces pour hydrolyser ces
particules, améliorant ainsi la capacité de drainage de la pulpe. Les cellulases ainsi que les
hémicellulases jouent un réle crucial dans la modification de la pate grossiere et le renforcement des
feuilles a main. Le prétraitement de la pate kraft blanchie avec des cellulases de Trichoderma sp.
entraine une amélioration du degré de battage de la pate, une réduction de la consommation

d'énergie et une amélioration de I'indice de traction de la feuille a main (Sharma et al., 2016).

2. Production de bioéthanol

Les biocarburants sont des matiéres organiques non fossiles (biomasse) et renouvelables qui
sont utilisées pour fabriquer des carburants alternatifs (Hardy et al., 2015). Le pétrole et le charbon,
par exemple, sont les principales sources d'énergie. Cependant, ce type d'énergie a un certain
nombre de conséquences environnementales néfastes (pollution de I'air, rechauffement climatique et
émission de gaz a effet de serre). L'accent est mis sur les sources d'énergie alternatives afin
d'atténuer ces effets négatifs sur I'environnement. Le bioéthanol est un alcool fabriqué a partir de la
fermentation de biomasse végétale et qui présente une efficacité énergétique similaire a celle de
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I'essence. Le bioéthanol est fabriqué a partir de substrats fermentescibles (canne a sucre, betterave a
sucre, mais, orge, ble, etc.) et est qualifié de carburant de premiére génération (Leghlimi, 2013). Le
bioéthanol de deuxiéme génération est fabriqué a partir de la biomasse lignocellulosique (résidus
agricoles comme la paille ou les cannes de mais, résidus forestiers) (Pimentel et Patzek, 2005).

En effet, la biomasse lignocellulosique détient un potentiel considérable pour répondre a la
demande énergétique actuelle du monde. Une application potentielle des cellulases est la conversion
de matiéres cellulosiques en glucose et autres fermentescibles sucres, qui a leur tour peuvent étre
utilisés comme substrats microbiens pour la production de protéine unicellulaire ou d'une variété de
produits de fermentation tels que le bioéthanol (Figure 09). Dans ce contexte, différents rapports
(Economou et al., 2010; Lever et al., 2010 ; Zhu et al., 2015) révelent que les extraits des cellulases,
produits par FMS sont suffisants pour produire de I'éthanol a partir de la biomasse lignocellulosique
broyée (Kushad et al., 2011 ; Jayasekara et Ratnayake, 2019).

Lignin
Hemicellulose

¢ Cellulose (glucose)
Lignocellulose

\9 @ @ Fermentation

O, W ==
& @@@

Cellulases et enzymes apparentées Sucres fermentescibles

Bioéthanol

Figure 09. Transformation de la biomasse végeétale en bioéthanol. La cellulose est le polysaccharide le
plus abondant dans la paroi cellulaire végétale et il constitue une source potentielle des sucres
fermentescibles. Son traitement par des cellulases conduit a a la libération des sucres simples (glucose). Le

glucose est utilisé pour produire le bioéthanol (Phitsuwan et al., 2013).

3. Industrie du textile

L'industrie textile est I'une des plus grandes industries au monde. Cette industrie a connu une
croissance durant ces quelques derniéres décennies). Les cellulases sont maintenant devenues le

troisiéme plus grand groupe d’enzymes utilisé dans cette application (Jayasekara et Ratnayake, 2019).
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Elles sont utilisées a nombreuses fins dans 1’industrie textile, spécialement pour donner un
aspect lisse et brillant du tissu ainsi qu’une luminosité de couleur, I'assouplissement des vétements
et I'élimination de I'excés de teinture des tissus, pour le traitement par voie humide des textiles, le
biolaguage de vétements en denim (jeans), le biopolissage du coton et d'autres tissus cellulosique,

I'assouplissement (Juturu et al., 2014 ; Behera et Ray, 2016 ; Jayasekara et Ratnayake, 2019).

4. Industrie de I’alimentation animale

L'utilisation des enzymes fibrinolytiques comme les cellulases dans le traitement des aliments
pour animaux (volailles, animaux de compagnie et poissons) a regu une attention considérable car
elle a abouti a une amélioration des performances des animaux. Les préparations enzymatiques
contenant des cellulases et des hémicellulases sont utilisées pour de nombreuses activités telles que
la production de lait, la prise de poids corporel et I'alimentation (Juturu et al, 2014).

La digestion des aliments a I'aide des cellulases seules a entrainé une augmentation de 5 a 22 %
de la production de lait chez les vaches laitiéres par rapport a celles ayant recu des aliments non
transformés. Cela a également augmenté la quantité de nourriture que les vaches prenaient, car la
nourriture était plus facilement digestible et donc moins de charge sur le systeme digestif (Bahouli et
Zidalmal, 2020).

5. Industrie de la transformation des aliments

La production et la transformation des aliments sont devenues une préoccupation majeure pour
I'hnumanité en raison du changement climatique, I'urbanisation et l'augmentation de la population. Il
est nécessaire de produire des aliments avec une meilleure texture, saveur, couleur et pour le rendre
convenable pour I'emballage et la consommation (Ejaz et al., 2021).

Les cellulases sont considérées comme des outils précieux en biotechnologie alimentaire en
raison de l'augmentation de leur application dans de nombreux processus (Figure 10). Elles sont
utilisées dans le monde entier en raison de leur potentiel prometteur a étre exploité dans divers
processus impliques dans la biotechnologie alimentaire comme la clarification des jus, la réduction
de la viscosité des nectars, la concentration des purées, l'altération des propriétés sensorielles des
fruits, I'extraction de I'huile d'olive et I'amélioration de la qualité des produits de boulangerie
(Sharma, 2016).

Les cellulases jouent un role important dans le complexe d'enzymes de maceération (cellulases,
xylanases et pectinases) qui sont employées pour augmenter le rendement des jus de fruits et de
Iégumes en les extrayant et en les clarifiant. La viscosité des nectars et des purées de fruits tropicaux

peut étre réduite en utilisant des cellulases et des enzymes de macération. Une extraction accrue, une
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meilleure qualité, plus d'antioxydants, un moindre risque de rancissement et moins de déchets sont
tous des avantages de leur utilisation. Les cellulases sont également utilisées pour fabriquer des

colorants alimentaires (additifs alimentaires) et pour extraire les caroténoides des plantes (Juturu et
al, 2014 ; Bahouli et Zidalmal, 2020).
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Figure 10. Différentes applications des cellulases en industrie alimentaire (Ejaz et al., 2021).

6. Agriculture

L'application de cellulases dans I'agriculture est généralement rapportée pour I'amélioration de la
croissance des cultures et un agent de contréle des maladies des plantes. A cette fin, des

combinaisons de cellulases, d'hémicellulases et de pectinases sont largement appliquées. Certaines

cellulases fongiques ont la capacité de dégrader la paroi cellulaire des agents pathogenes des plantes
(Sandhya et al., 2019)

En plus, les cellulases accelerent la décomposition des résidus végétaux incorporés au sol, ce qui
conduit & I’augmentation de I'azote disponible dans le sol et I'activité microbienne. Les cellulases

entrainent également I'augmentation des nutriments et le pH final du sol qui dépend des résidus
vegétaux dégradés et les propriétés du sol (Phitsuwan et al., 2012).
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Le présent travail a pour but 1’étude bibliographique sur la production de cellulases
levuriennes par FMS a bases d’écorces d’agrumes.

Le choix de ce type de déchets se fait en raison de leur richesse en sucres solubles (6.52-
47.81 g/100g bs). En effet, les écorces d’agrumes présentent des teneurs élevées en sucres
fermentescibles, y compris le glucose, le fructose et le saccharose, avec de faibles niveaux de
composants non fermentescibles tels que la lignine. Elles constituent donc un substrat bien étudié
pour la FMS.

La FMS peut étre décrite comme un processus ou les microorganismes sont cultivés sur une
matrice solide, servant de support et/ou de substrat, en absence ou la quasi-absence d'eau libre. La
FMS s’est progressivement développée a différents domaines d’applications tels que le domaine
alimentaire, la production de métabolites secondaires et la production d’enzymes (amylases,
pectinases, xylanases, cellulases, etc.). La production d’enzymes en particulier les cellulases
présente la stratégie la plus importante de valorisation des écorces d'agrumes.

Les cellulases microbiennes sont principalement produites par les moisissures et les
bactéries, mais tres peu de levures sont celluloltytiques. Cependant, les cellulases levuriennes
présentent différents avantages qui les rendent adaptées aux processus biotechnologiques tels que :
I’action sur une large gamme de pH et de température, un degré raisonnable de stabilit¢ au pH et a la
température.

Les procédés de FMS utilisant des cultures de levures pour la production de cellulases ont
été moins fréqguemment rapportés. Néanmoins, on peut citer des souches de Aureobasidium
pullulans, Candida shehatae, C. tropicalis, Pachysolan tannophilus, Pichia stipitis et
Saccharomyces cerevisiae.

La production de cellulases levuriennes par FMS a base de déchets d’agrumes nécessite un
prétraitement chimique a I’acide sulfurique (H,SO4) ou a I’hydroxyde de sodium (NaOH) avec des
concentrations de 0.5%, 0.75% ou 1%. Les déchets traités sont humidifiés a 50 ou 80%, puis
inoculés avec la suspension levurienne (D.O = 1.0) et incubés a 30°C pendant 72 h.

L’extrait enzymatique brut est obtenu apres addition du tampon citrate sodium (50 mM, pH
4.8) puis incubation (1h, sous agitation 100 rpm) et centrifugation pendant 20 minutes a 3000xg. Les
activités papier filtre et carboxymethylcellulase sont déterminées par la méthode de Miller (1959) en
utilisant le réactif DNS.

Les applications industrielles de la cellulase sont multiples, on peut citer 1’industrie du papier

et de la péte, des textiles, des biocarburants, industrie de 1’alimentation animale, industrie de la
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transformation des aliments et 1’agriculture. En outre, les cellulases étaient commercialement
valables pour plus de 30 ans, et présentent une cible pour les recherches aussi bien académiques ou

industrielles.

Ce travail de mémoire ouvre des perspectives :
v" Recherche et sélection de souches levuriennes pour la production de cellulases.
v" Production de la cellulase en FMS a base de différents déchets d’agrumes non valorisés
en Algérie.
v Optimisation des parameétres de la production de la cellulase (pH, température, humidité,
inoculum, nature de I’agent humidifiant, temps d’incubation).
v" Purification et caractérisation de la cellulase produite (poids moléculaire, pH optimum,

température optimale).
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Annexe 01
Sabouraud’s Dextrose Agar (SDA):
- GIUCOSE .. 20g
- Peptone ... 10g
S o | 20g
- Eaudistillée ... 1000 ml
Annexe 02
Sabouraud’s Dextrose Broth (SDB):
= GlUCOSE . 20¢g
- Peptone ......ooooiiiiiiiii 10g
- Eaudistillée ... 1000 ml
Annexe 03
Potato Dextrose Agar (PDA):
- GlUCOSE . 20g
- Extrait de pomme de terre ..................... 40¢g
- U AZAr 20g
- Eaudistillée ... 1000 ml
Annexe 04
Yeast Extract Peptone (YEP):
- Glucose ..vveii 20¢g
- Peptone ......ooooiiiiiiii 20¢g
- Extraitdelevure ................oooiiiiinl 10g
- Eaudistillée..........coooiiiiiii 1000 ml
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Résumé

L’objectif principal de ce mémoire est 1’étude de la production de cellulase levurienne par
fermentation en milieu solide (FMS) a base de déchets d’agrumes. Les écorces d’agrumes
contiennent des sucres fermentescibles, y compris le glucose, le fructose et le saccharose, ainsi
que des polysaccharides insolubles, de la pectine et de la cellulose avec de faibles niveaux de
composants non fermentescibles tels que la lignine.Elles constituent donc un substrat bien étudié
pour la production d'enzymes et en particulier les cellulases a la FMS. La FMS fait référence a la
fermentation microbienne, qui se déroule en l'absence ou la quasi-absence d'eau libre.Les
cellulases produites par les levures sont actives dans une large gamme de pH et a haute
température. De plus, elles présentent un degré raisonnable de stabilité au pH et a la température.
Ces propriétés les rendent adaptées aux processus biotechnologiques. Le prétraitement chimique
des écorces d’agrumes avec 1’acide sulfurique ou le NaOH est essentiel pour ¢liminer la lignine et
I'némicellulose et exposer les fractions lignocellulosiques pour un acces facile aux cellulases
pendant I'nydrolyse enzymatique et par conséquent améliorer le taux et le rendement des sucres
réducteurs.La FMS utilisant des levures pour la production de cellulase ont été moins
fréqguemment rapportés. Néanmoins, on peut citer des souches de Aureobasidiumpullulans,
Candida shehatae, C. tropicalis, Pachysolantannophilus, Pichiastipitis et Saccharomyces
cerevisiae.Le milieu de fermentation a base d’écorces d’agrumes (humidifiés a 50 ou 80%) est
incubé avec la suspension levurienne (DO = 1.0) a 30°C pendant 72h. L’extrait enzymatique brut
est obtenu apres addition du tampon citrate sodium (50 mM, pH 4.8) puis incubation (1h, sous
agitation 100 rpm) et centrifugation pendant 20 minutes a 3000xg.Les activités cellulolytiques
(activité papier filtre etactivité carboxyméthylcellulase) sont déterminées par la méthode de Miller
(1959) en utilisant le réactif acide dinitrosalicylique (DNS).

Les cellulases présentent une cible pour les recherches aussi bien académiques ou
industrielles. Leur intérét s’est développé a travers le monde, en raison de leurs applications
industrielles multiples : I’industrie des pates et papier, des textiles, des biocarburants, aussi dans
I’extraction de jus de fruits et légumes.
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