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Résumés

Résumé

Une augmentation impressionnante de [I'application des cellulases dans divers
domaines au cours des dernieres décennies exige des recherches approfondies pour
améliorer sa production a grande échelle. Par conséquent, les recherches actuelles se
concentrent sur les facteurs pertinents pour une production optimale de cellulases.
Leurs production selon le procédé de la fermentation sur milieu solide par des
souches fongiques (Trichoderma koningii, Penicillium decumbens et Aspergillus
fumigatus) cultivées sur des résidus agro-industriels (résidus de vinaigre, la bagasse,
la paille de riz mélangé avec le son de blé), a été effectuée sous différentes
conditions physiques et chimiques, afin d’examiner leur influence sur la production
de cellulase (la température, le temps de fermentation, le pH initial et humidité). Les
activités enzymatiques APFase et CMCase sont mesurées dans les filtrats obtenus.
La production des enzymes étaient maximales a 30°C au bout de 84 heures, 6 a 8
jours, respectivement avec les souches Trichoderma koningii et Penicillium
decumbens. Alors que, avec Aspergillus fumigatus c‘était 40°C aprés 2 a 4 jours. Le
pH optimal du milieu pour la production des cellulases était 5 pour les deux
souches : Trichoderma koningii et Penicillium decumbens, et 6 pour Aspergillus
fumigatus. Le maximum des activités enzymatiques était observé a un pourcentage
d’humidité de 40 a 60% ; 75% pour Trichoderma koningii et Aspergillus fumigatus,
respectivement. Un rapport d‘humidité (3.1 p/v) a été préconisé pour Penicillium
decumbens. Au wvu des résultats des études précédentes, les souches fongiques
mentionnées précédemment sont parmi les meilleurs champignons producteurs de
cellulase, ainsi que le choix des résidus agro-industriels comme un substrat, et
I’optimisation ~ des  conditions  physico-chimiques  semblent  une  alternative

importante pour la production de cellulase par fermentation sur milieu solide.

Mots clés: Cellulase, fermentation sur milieu solide, Trichoderma koningii,

Penicillium decumbens, Aspergillus fumigatus, résidus agro-industriels



Résumés

Abstract

An impressive increase in the application of cellulases in various fields over the
past decades demands extensive research to improve its large-scale production.
Therefore, current research focuses on factors relevant to optimal cellulases
production. Their production according to the process of solid fermentation by
fungal strains (Trichoderma koningii, Penicillium decumbens and Aspergillus
fumigatus) cultivated on agro-industrial residues (vinegar residues, bagasse, rice
straw mixed with wheat bran), was carried out under different physical and chemical
conditions to examine their influence on cellulase production (temperature, time of
fermentation, initial pH and moisture). The FPAase and CMCase enzymatic
activities are measured in the filtrates obtained. The production of enzymes was
maximal at 30° C after 84 hours, 6 to 8 days, respectively with the strains
Trichoderma koningii and Penicillium decumbens, Whereas, with Aspergillus
fumigatus it was 40°C after 2 to 4 days. The optimum pH of the medium for the
production of cellulases was 5 for the two strains : Trichoderma koningii and
Penicillium decumbens, and 6 for Aspergillus fumigatus. The maximum of
enzymatic activities was observed at a moisture percentage of 40 to 60%; 75% for
Trichoderma koningii and Aspergillus fumigatus, respectively, while (3.1 w/v) with
Penicillium decumbens. In view of previous studies, the fungal strains mentioned
above are among the best cellulase-producing fungi, as well as the choice of agro-
industrial residues as a substrate, and the optimization of physico-chemical
conditions seem an important alternative for the production of cellulase by

fermentation on solid state fermentation.

Key words: Cellulase, solid state fermentation, Trichoderma koningii, Penicillium

decumbens, Aspergillus fumigatus, agro-industrial residues
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Abreéviations

EG : Endoglucanases

FMS : Fermentation sur milieu solide
FML : Fermentation sur milieu liquide
CMC : Carboxyméthylcellulose

APF : Activité papier filtre

PDA : Potato dextrose agar

DNS : Acide dinitrosalicylique

Ul : Unité Internationale

Rpm : rotation par minute

MM : micro mole
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Introduction générale

La biotechnologie offre une alternative intéressante pour la fabrication de produits a
forte valeur ajouté, par 1’emploi des microorganismes et des enzymes (Gargouri et
al., 2004). Les enzymes commerciales destinées pour les applications industrielles
sont principalement extraites de trois sources principale, a savoir les plantes, les

animaux et les microorganismes (Abdullah et al., 2018).

Actuellement, les cellulases constituent la troisieme plus grande classe d'enzymes
industrielles dans le monde, en termes de volume de dollars. L'immense potentiel
des enzymes cellulases pour hydrolyser les composes cellulosiques les rend
extrémement applicables aux processus industriels tels que le recyclage du papier, la
transformation du coton, l'extraction de jus de fruits et légumes, la modification des
tissus alimentaires, la fermentation alcoolique des céréales, les enzymes détergentes

et les additifs alimentaires pour animaux etc. (Shweta, 2015).

Par ailleurs, I'hydrolyse de la cellulose peut étre effectuée en utilisant les cellulases
pour produire du glucose, qui peut étre utilisé pour la production d'éthanol, d'acides
organiques et dautres produits chimiques (Remaz et al., 2018), La bioconversion de
la cellulose nécessite I'action synergique d'un systeme cellulase complet composé
d'endoglucanases (EC 3.2.1.4), d'exoglucanases (cellobiohydrolases ; EC 3.2.1.91)
et de B-glucosidases (EC 3.2.1.21) (Bansal et al., 2012).

En effet, les cellulases peuvent étre produites par plusieurs microorganismes,
notamment des bactéries et des champignons. Parmi les genres fongiques, on trouve
Trichoderma, Penicillium, Aspergillus et Talaromyces (Dashtban et al., 2009). Ces
champignons microscopiques peuvent se développer et utiliser des résidus agro-
industriels mieux que d’autre microbes, car ces résidus ressemblent beaucoup a leur
habitat naturel. Les champignons filamenteux sont bien connus comme une source
rentable pour les cellulases industrielles en fonction de leur application ultime

(Harini et Kumaresan, 2014).

Par ailleurs, le choix du substrat est une considération importante dans la production
de cellulase. Récemment, les agro-résidus ont été utilisés comme sources de carbone
dans les fermentations solide pour la production de cellulases. Pour rendre cette
production économique, il convient mieux d’utiliser des substrats disponibles bon
marché, et les substrats lignocellulolytiques offrent cet avantage, et ont été utilises

pour la production de cellulases. Parmi ceux, on trouve le son de blé, le son de riz,
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I'épi de mais, la paille de mais, la tige et les cosses de mais, la bagasse de canne a

sucre et les pelures de manioc, la sciure de bois, etc. (Ire et al., 2018)

En plus des substrats utilisés, la technologie de fermentation appliquée peut
considérablement déterminer le succés de la production de cellulase. Cependant, les

technologies souvent utilisées sont des fermentations liquides et solides.

La fermentation sur milieu solide (FMS) est un processus attrayant pour produire de
la cellulase en raison de son investissement en capital inférieur et de ses dépenses
d'exploitation aussi réduites (Sherief et al., 2010). Les FMS comprennent par leurs
multiples avantages, entre autres: une productivité supérieure, une technique
simple, un faible besoin en énergie et moins de production d'eau, une meilleure
récupération du produit et I'absence d'accumulation de la mousse. Ces avantages
offrent a ce type de fermentation comme le processus le plus approprié pour les pays

en voie de développement (Mrudula et Murugammal, 2011).

De plus, l'amélioration de la production de cellulase nécessite I'optimisation des
conditions de fermentation. Les cellulases microbiennes sont de nature inductible et
leur production peut étre influencée par plusieurs facteurs tels que le pH, la
température, I'agitation, la concentration du substrat, le type de source dazote et de

carbone, etc. (Ire et al., 2018).

Dans cette optique, la présente étude vise la production de cellulases fongiques par
fermentation sur milieu solide a base d’agro résidus. Dans le cadre du présent
travail, un plan adoptés pour explorer cet objectif est subdivisé en trois chapitres :
dont le premier chapitre, est une synthése bibliographique mettant au point 1’enzyme
cellulase, les champignons cellulolytiques et la fermentation solide avec ces
avantages. Le deuxiéme chapitre mettant au point les méthodes utilisées pour la
production de cellulase par différentes souches fongiques, selon la culture en milieu

solide a base de résidus agro-industriels.

Le troisieme chapitre est consacré a la discussion générale de quelques résultats des

travaux antérieurs permettant d’évaluer notre thématique de recherche.

Une conclusion générale et des perspectives seront proposées pour donner suite a
cette étude, dans le but d’améliorer la production de ces enzymes et de compléter ce

travail.
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1. Lescellulases
I.  Définition
Les cellulases désignent un groupe d’enzymes qui agissent ensemble pour

hydrolyser la cellulose en sucres solubles. Ils sont distribués dans toute la biosphére
comme les plantes, les animaux et les micro-organismes (korish, 2003).

L’enzyme cellulase est composée d’un domaine catalytique (CD) relié & un module
de liaison aux glucides (CBM) par une courte séquence polypeptidique appelée
linker (Gomez et Saadeddin, 2013).

La cellulase a la capacité d’hydrolyser la cellulose insoluble pour former des chaines
glucanes soluble et des sucres tels que le glucose, alors que la cellulose est connu
comme une ressource renouvelable la plus abondante au monde, est présente dans
une grande variété d’espeéces vivantes du monde des plantes, des animaux et des
bactéries ainsi que dans certaines amibes (Samir et al.,, 2005), c’est un polymere
linéaire d’unités de glucose et peut étre dégradée en glucose par la cellulase, qui a
son tour peut é&tre convertiec en ¢éthanol, en protéine unicellulaire et en d’autres

produits chimiques précieux (Guowei et al., 2011).

Il existe trois principaux types d’enzymes présentes dans les systemes de cellulase :
les endo-1,4-B-D-glucanases (EG, EC 3.2.1.4), les cellobiohydrolases (CBH, EC
3.2.1.91) et la B-glucosidase. (CE 3.2.1.21) (Figure 01) (Xu, 2002).

» Endo p (1-4)-glucanase ou endocellulase (EC 3.2.1.4)

Les endoglucanases (EC 3.2.1.4), qui catalysent I’endohydrolyse des liaisons (1,4)-
R-D-glucosidiques dans la cellulose (Gomez et Saadeddin, 2013). Les EG clivent
les liaisons au sein des chaines situées dans les régions désordonnées amorphes de la
cellulose et diminuent rapidement le degré de polymérisation du substrat. Pendant ce
temps, les enzymes créent de nouvelles extrémités de chaine sur les surfaces de

cellulose pour I’attaque par le CBH (Xu, 2002).
» Exo p (1-4)- glucanase ou cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91)

L'exoglucanase ou la cellobiohydrolase clive progressivement la chaine de cellulose

de I'extrémité de la chaine pour libérer du cellobiose ou du glucose. La
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cellobiohydrolase est capable de dégrader la partie cristalline de la cellulose (Golan,
2011).

» [ (1-4)-glucosidase ou cellobiase (EC 3.2.1.21)

Les R-glucosidases completent [I'hydrolyse des cellulo-oligosaccharides et du
cellobiose en glucose (Xu, 2002), pour donner deux molécules de glucose
(Leghlimi, 2013).

.....

. Long polysaccharide of B (1—4) glucose units

l Endo-p (1—4) glucanase

cnon
.....

SR TN e

l Exoglucanase / Cellobiohydrolase

~o

: Cellobiose |

I p-glucosidase

EHOH

Glucose

Figure 01 : Classes d'enzymes impliquées dans la dégradation de la cellulose (Lakhundi et al., 2015).

II. Meécanisme d’action

Le mécanisme d’action est de type acide/base, exigeant un donneur de proton et une
base nucléophile (Figure 02). Cette hydrolyse se fait avec rétention ou inversion de
la configuration anomérique. Les produits d’hydrolyse sont ainsi libérés par
conservation ou inversion globale de la configuration anomérique du carbone alpha
a Dextrémité réductrice. L’hydrolyse enzymatique se fait en deux étapes
réactionnelles : dans la premiére étape, la base nucléophile attaque le centre
anomérique du substrat, d’autre part, le donneur de protons (un premier acide aminé
de la cellulase) protone I’oxygeéne de la liaison osidique, provoquant ainsi la coupure
de la liaison Cl1 - O et la libération du premier fragment du
substrat. Cependant, 1’autre fragment, fixé a 1’enzyme de fagon instable, sera

stabilisé par un second acide aminé de 1’enzyme chargé négativement, qui arrache
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un hydrogéne a une molécule d’eau formant ainsi un groupement hydroxyle (OH-)
qui agit comme un nucléophile sur un carbone d’une molécule de glucose. La liaison

glycosidique se trouve ainsi rompue et libére I’autre fragment du substrat (Leghlimi,
2013).

Figure 02 : Mécanisme d’hydrolyse de la cellulose par la cellulase (Béguin et Aubert, 1994).

Asp : Acide aspartique en position 201 de la séquence de I’enzyme

Glu : Acide glutamique en position 555 de la séquence de I’enzyme

I11.  Applications

L’intérét que porte la biotechnologie a la cellulase s’explique par ces vastes
applications. En effet, son utilisation permet potentiellement la production de
glucose, élément de base, qui une fois fermenté permet d’accéder a d’autres
substances clés a savoir alcools, acétones et acides organiques notamment des acides
gras volatiles d’ou I’importance, écologique et industrielle, considérable des

cellulases (Receveur et al., 2002) ce qui revoie a différentes applications
industrielles :
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I11.1 Industries du papier et de la pate

Dans lindustrie des pates et papiers, les cellulases et les hémicellulases ont été
utilisées pour la réduction en pate biomécanique afin de modifier les propriétés de
résistance de la pate mécanique grossiere et de la feuille a la main, le désencrage des
fibres recyclées et pour améliorer le drainage et I'aptitude au fonctionnement des
papeteries. Les cellulases sont employées pour éliminer les encres, les revétements
et les toners du papier, la bio-caractérisation des fibres de pate a papier dans une
autre application ou les cellulases microbiennes sont employées. Les cellulases sont
également utilisées dans la préparation de cartons facilement biodégradables.
L'enzyme est employée dans la fabrication de papier doux, y compris les serviettes
en papier et le papier hygiénique et des préparations contenant des cellulases sont

utilisées pour enlever le papier collé (Sukumaran et al., 2005).
111.2 Biocarburants et bioraffineries

La cellulase hydrolyse la biomasse en sucres simples, soit des pentoses soit des
hexoses, qui sont ensuite fermentés en carburant ou en bioéthanol. Les cellulases
sont  principalement impliquées dans la  bioconversion de la  biomasse
lignocellulosique renouvelable. La dégradation de cette biomasse comprend 3 étapes
: (1) prétraitement de la biomasse, (2) saccharification dans laquelle des enzymes
sont impliquées et (3) fermentation. On estime que le biotraitement de la biomasse
par les micro-organismes cellulolytiques peut réduire 40 % le colt du processus.
Actuellement, divers pays ont adopté des politiques concernant 1’éthanol
cellulosique et ont fixé des objectifs pour déplacer la ressource de biomasse de

féculents ou sucres de canne aux matériaux a base de cellulose (Ejaz et al., 2009).
1.3 Agriculture

Lutte contre les agents pathogénes et les maladies des plantes; génération de
protoplastes végétaux et fongiques ; amélioration de la germination des graines et
systeme racinaire amélioré ; amélioration de la croissance et de la floraison des
plantes ; amélioration de la qualitt du sol ; une dependance réduite aux engrais
minéraux (Kuhad et al., 2011).
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111.4 Industrie de I'alimentation animale

Une autre application de la cellulase implique son utilisation dans l'industrie de
I'alimentation animale. Elle peut étre utilisée pour le prétraitement des céréales
fourrageres et de I'ensilage agricole afin d'améliorer la valeur nutritionnelle de
l'alimentation animale. De plus, les cellulases dégradent les composants anti-
nutritionnels  tels que oligosaccharides, R-glucane, pectines, lignine, inuline,
dextrines, cellulose et arabinoxylanes, ce qui améliorent la valeur nutritionnelle des

aliments pour animaux et la santé animale (Ejaz et al., 2009).
I11.5 Industrie alimentaire

Les cellulases sont employées dans I'industrie alimentaire pour extraire et clarifier
I'huile d'olive, les jus de fruits et de légumes, a des fins de production et de nectars
de fruits. Les caroténoides, qui ont été utilisés comme colorants alimentaires,
peuvent étre extraits par des cellulases. Les cellulases ont été utilisees pour modifier
la qualité nutritive des fourrages, une meilleure digestibilit¢ et un meilleur taux de
conversion alimentaire des aliments céréaliers pourraient étre obtenus grace a l'ajout

de cellulases de Trichoderma (Imran et al., 2016).
111.6 Détergents

Les cellulases alcalines présentes dans la composition détergente peuvent traverser
facilement les espaces inter fibrilles et aider a éliminer efficacement les taches de
draps. De plus, les cellulases traitent les fibrilles de et donne luminosité et douceur
des couleurs des chiffons méme aprés plusieurs lavage (Kuhad et al., 2011).

I11.7 Industrie de textile

Les cellulases ont été utilisées pour réduire l'aspect délavé et les fibres saillantes des
tissus et des vétements et pour leur donner de la douceur. Les cellulases de
Humicola insolens sont frequemment utilisées dans le biolapidage avec les proteases
et la Trichoderma. Les cellulases donnent une meilleure finition et digérent les
petites fibres qui causent la rugosité des tissus. Ils ont été utilisés pour la

défibrillation et [l'assouplissement des tissus. Les cellulases sont de bons agents de
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localisation et sont utilisées pour éliminer la variation de couleur des fibres (Imran
et al., 2016).

111.8 Industrie pharmaceutique

Les cellulases sont apparues comme des biocatalyseurs commercialement attractifs a
exploiter en industrie pharmaceutique. Ceux-ci se sont averés jouer un role central
dans la libération de substances médicinales composés pertinents de végétaux ou de
produits végétaux. L'utilisation de cellulases comme auxiliaires digestifs (par
exemple, Digestin, P-A-L Plus Enzymes, Polyenzyme Plus, etc.) pour traiter les
personnes souffrant de troubles métaboliques évolue comme une voie prometteuse
(Sharma et al., 2016).

IV. Origines

Les cellulases sont produites naturellement par une grande variété d’organismes, y
compris les bactéries, les champignons, les actinomycetes, les protozoaires, et

certains insectes, mollusques et nématodes (Saini et al., 2017).

Les cellulases peuvent également étre produites par des animaux et des végétaux,
plusieurs animaux (omnivores et herbivores) utilisent la cellulose comme une source
d’énergie, bien qu'ils ne puissent pas produire de cellulases endogenes, cela est di a
la vie symbiotique des microorganismes dans leur systeme digestif. Cependant, les
animaux supérieurs ne sont généralement pas reconnus pour produire des cellulases
endogénes (Clementi, 1922), alors que chez les plantes, les cellulases hydrolysent
leurs parois cellulaires a divers stades de développement (ex. abscission du haricot,
fruit maturation et abscission, et abscission du pédicelle) (Watanabe et Tokuda,
2001).

L'enzyme cellulase est largement distribuée dans le systeme vivant et en particulier
chez les microorganismes (Gupta, 2016), les bactéries qui ont un taux de croissance
élevé par rapport aux champignons, ont un bon potentiel pour étre utilisees dans la
production de cellulase. Cependant, l'application de bactéries dans la production de
cellulase n’est pas largement utilisée (Sethi et al., 2013); lun des groupes

taxonomiques distincts au sein du domaine bactéries sont les actinomycétes qui
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peuvent également produire de la cellulase, parmi les actinomycétes producteurs de
cellulase, Cellulomonas fimi, Microbispora bispora et Thermobifida fusca (et une
thermophile), ont été largement étudiés (Saini et al., 2015). Les levures
appartiennent @ un groupe de microorganismes connus pour produire des cellulases
autres que les bactéries et les champignons. Des especes de levures telles que Pichia
stipitis, Candida  shehatae, Candida  acidothermophilium, Kluvyveromyces
marxianus, Trichosporon sp. et Pachysolen tannophilus ont l'avantage de produire

des cellulases par rapport aux autres micro-organismes (Alami et al., 2017).

Parmi les microorganismes, les champignons sont les organismes les plus étudiees et
les plus utilisées en raison de leur grande capacité a sécréter de grandes quantités de

cellulases (Tableau 01) (Srivastava et al., 2019).

Tableau 01: Principaux microorganismes utilisés dans la production de cellulase (Sukumaran et
al., 2005) et (Alami et al., 2017).

Principaux groupes Microorganismes
Genres Espéces
Champignons Aspergillus A. niger
A. nidulans

A. oryzae (recombinant)

Fusarium F. solani
F. oxysporum

Humicola H. insolens
H. grisea

Melanocarpus M. albomyces

Penicillium P. brasilianum
P. occitanis
P. decumban

Trichoderma T. reesei
T. longibrachiatum
T. harzianum
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Bacteéries Acidothermus A.cellulolyticus

Bacillus Bacillus sp

Bacillus subtili

B.acetobutylicum
Clostridium C. thremocellum
Pseudomonas P. cellulosa
Rhodothermus R. marinus

Actinomycetes Cellulomonas C. fimi

C.bioazotea

C.uda
Streptomyces S. drozdowiczii

S.sp

S. lividans
Thermononospora T. fusca

T. curvata
Pichia P.stipitis

Levures

Candida C.shehatae

C. acidothermophilium
Kluvyveromyces K .marxianus
Trichosporon Trichosporon.sp.
Pachysolen tannophilus P. tannophilus

2. Champignons cellulolytiques

I. Généralités

Environ 80 000 a 120 000 espéces de champignons ont été décrites a ce jour, bien
que le nombre total d’espéce est estimée a environ 1,5 million (Webster et Weber,
2007). lls sont des eucaryotes qui maintiennent leur ADN a lintérieur d'un noyau
bien défini, chaque cellule fongique peut étre unicellulaire ou pluricellulaire, elles se
présentent sous toutes les formes et toutes les tailles (McCoy et Noell, 2016), elles
sont des organismes hétérotrophes qui imprégnent notre environnement a quelques

exceptions, ils ont un corps filamenteux entouré de parois cellulaires, sont

10
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immobiles et se reproduisent a la fois sexuellement et asexuellement par des spores
(Foster et al, 2004).

Il.  Champignons cellulolytiques d’intérét industriels

Remarquablement, les champignons aérobies sont connus pour sécréter de grandes
quantités de cellulase extracellulaire, ce qui les rend préférables pour l'industrie
comparativement aux champignons anaérobies qui sont connus pour synthétiser des
complexes multi-enzymes, le cellulosome, liés a la surface cellulaire, ce qui rend
finalement sa récupeération difficile. Des cellulases ont été produites et caractérisées
a partir de différents champignons aérobies tels que: Aspergillus, Trichoderma,
Penicillium entre autres (Ahmed et Bibi, 2018).

1.1 Champignons du genre Trichoderma

La premiére description d'un champignon nommé Trichoderma était en 1794 par
Persoon (Figure 03) (Schuster et Schmoll, 2010), les membres du genre
Trichoderma sont utilisés dans diverses branches de l'industrie  principalement dans
la production d'enzymes, dantibiotiques et d'autres métabolites, mais aussi de
biocarburant. De plus, le genre Trichoderma comprend des champignons
comestibles et médicinaux, la capacité des champignons Trichoderma a produire des
enzymes lytiques est utilisée dans I'alimentation animale et 1’industrie du vin
(brasserie) (Blaszczyk et al., 2014).

Phialospore

Comdiophore

Conidies

(C,?—c—:) l
= <
= D @

< =

T

Plaalicde

Figure 03 : Aspects microscopique de Trichoderma (Botton et al., 1990).
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11.2 Champignons du genre Aspergillus

Les champignons de genre Aspergillus ont été décrits pour la premiere fois par le
biologiste italien Pietro Micheli en 1729 (Figure 04) (Amaresan et al., 2020), de
nombreuses especes d'Aspergilli, principalement les souches noires d'Aspergillus,
sont utilisées dans les industries biotechnologiques et alimentaires en raison de leur
capacité a sécréter de grandes quantités d'enzymes et d'acides organiques. Les
métabolites sont I'un des applications industrielles d’Aspergillus, dont certains sont
remarquables tels que l'acide citrique, la lipase, la protéase, I'némicellulase et la
cellulase produites par A. niger; l'acide kojique, l'a-amylase, la protéase et la tanase
d'Aspergillus oryzae ; et l'acide itaconique et la lovastatine produits par Aspergillus

terreus (Gupta, 2016).

phialides

- vésicule

Figure 04 : Téte aspergillaire bisériée (gauche) et unisériée (droite). (Guillaume et Alcindor, 2006).

11.3 Champignons du genre Penicillium

Penicillium est un genre de champignons des Ascomycota, décrit pour la premiere
fois en 1809 par Link. Le nom Penicillium vient du mot latin qui signifie pinceau,
reflétant la forme conidiophore des champignons Penicillium (Figure 05) (Ropars et
al., 2020), le genre Penicillium a été profondément étudié pour sa capacité a
produire une large gamme de produits naturels (métabolites secondaires), dont
beaucoup ont des applications biotechnologiques et pharmaceutiques. Il est connu
comme producteur industriel dantibiotique R-lactame en particulier de pénicilline
(Guzman-Chavez et al.,, 2018). Plusieurs especes de Penicillium sont largement

12
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utilisées dans l'industrie, telles que Penicillium camemberti et Penicillium
roqueforti, qui sont utilisés comme entrées de fromage, et Penicillium nalgiovense,
qui est utilisé dans la fermentation des saucisses. Penicillium waksmanii est un
important producteur de cellulase et d’hémicellulase. De plus, les acides gras et les

hydrocarbures sont produits par toutes les espéces de Penicillium (Gupta et
Rodriguez-Couto, 2018).

Conidium (spore)

Conidi us cell
({phialide, sterigmata)

Cell supporting conidiogenous cell
(metulum, supporting cell)

Conidiophore

Branch cell {(branch, ramulus
(penicillus)

branch, ramus)

Branch [(ramus)

Basal portion of conidiophore
{conidiophore stipe stalk)

Figure 05 : Aspect microscopique de Penicillium (Peberdy, 1987).

3. La fermentation sur milieu solide

. Definition
La fermentation sur milieu solide (FMS) est définie comme le processus de
fermentation dans lequel les microorganismes croissent, en l'absence ou en I'absence
quasi totale deau libre en utilisant un substrat naturel ou un substrat inerte comme
support solide (Bhargav et al., 2008). Le substrat doit posséder suffisamment
d'’humidité pour soutenir la croissance et le métabolisme du microorganisme, la FMS
ressemble a I'habitat naturel des microorganismes et est donc le choix préféré des
microorganismes pour se développer et produire des produits a valeur ajoutée utiles.
Les champignons et les levures ont été qualifiés de microorganismes appropriés
pour la FMS selon le concept théorique de l'activité de l'eau, alors que les bactéries
ont eté considérées comme inappropriées (Singhania et al., 2008). L'objectif de la
FMS est d'amener les champignons ou les bactéries cultivées en contact étroit avec
le substrat insoluble et d'obtenir la concentration la plus élevée en nutriments du

substrat pour la fermentation. L’utilisation de cette technologie a grande échelle

13
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reste encore limitée, mais elle présente des avantages par rapport a la fermentation

immergée (Bhargav et al., 2008).

Bien que la FMS a été largement utilisée depuis I'Antiquité, pour la production
d'aliments fermentés comme la sauce soja et le miso dans I'Extréme-Orient, ce type
de culture solide a été modernisé au cours des 20 dernieres années et différents

systemes FMS non traditionnels ont été développés (Barrios-Gonzalez, 2012).

Deux types de systemes FMS ont été distingués selon la nature de la phase solide
utilisée ; le systéeme le plus couramment utilisé consiste a cultiver sur un matériau
naturel, et le moins fréqguemment utilisé consiste a cultiver sur un support inerte

imprégné d’un milieu liquide (Krishna, 2005).

La fermentation sur milieu solide offre de nombreuses opportunités dans la
transformation des résidus agro-industriels. Cela s'explique en partie par le fait que
les procédés sur milieu solide nécessitent moins d'énergie, produisent moins d'eaux
usées et sont respectueux de I'environnement car ils résolvent le probleme de

I'élimination des déchets solides (Pandey, 2002).
Il.  Substrats de la fermentation sur milieu solide

Dans les études actuelles, la relation entre le substrat et la production de cellulase a
été étudiée pour sélectionner le meilleur substrat pour les cellulases actives, puisque
la quantité et la disponibilité de cellulases bon marché et de haute activité sont des
éléments essentiels dans la réussite de la conversion enzymatique des substrats

cellulosiques (Rajoka et al., 1997).

Le son de blé, la paille de blé, la paille de riz, I’épi de mais, la bagasse de canne a
sucre, le marc de fruits et les tourteaux (par exemple, arachide, moutarde, graines de
lin, soja) représentent les principaux agro-résidus. lls sont principalement composés
de cellulose (40 a 50 %), d’hémicellulose (20 a 30 %), de lignine (10 a 25 %) et de
pectine (~35 %) (Dhillon et Kaur, 2016).

14
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11.1 Son de blé

Le son de blé est I'un des alternatives les plus intéressantes au milieu synthétique
dans les procédés de fermentation, connu comme un sous-produit de la mouture du
blé, généralement pris sous forme de céréales ou de produits de son spéciaux (Figure
6). Est subdivise en trois couches distinctes (testa, aleurone et péricarpe), il est
compos¢ d’environ 53% de fibres alimentaires (xylanes, lignine, cellulose et
galactane, fructanes). Les autres composants comprennent les vitamines et les
minéraux (le fer (Fe), zinc (Zn), manganese (Mn), magnésium (Mg), phosphore (P))

et les composés bioactifs (Onipe et al., 2015).

D - Péricarpe

"'g . Assise aleurone

) M Endosperme anwlacé
~ ﬂA . Faisceau nourricier

Sillon s

Assise aleurone ...

Téeguments séminaux -

X Encocame

Peéricarpe . mezccame
Epicwpe

Cuticule

Figure 06 : Structure anatomique du son de blé (Bourdeau et al., 1992).

Le son de blé est un candidat potentiel dans l'industrie de la fermentation en raison
de ses propriétés uniques: Capacité de rétention d'eau, source d’azote, production de
metabolites, production de biocarburant, aspects sanitaires, en tant qu’additif pour
I’alimentation humaine et animale, Bioremédiation etc, mais la propriété la plus
importante que la nature complexe du son de blé réside dans sa composition

nutritive unique (Javed et al., 2012).
11.2 Paille de riz

La paille de riz est le principal sous-produit de la culture du riz et I'un des résidus
agricoles les plus abondants dans le monde, qui est un déchet contenant de la
cellulose qui peut é&tre utilisée comme substrat pour la production d’enzyme
cellulase (Figure 07) (Maftukhah et Abdullah, 2018). Il a une teneur élevée en
cellulose et en hémicelluloses qui peuvent étre facilement hydrolysees en sucres

fermentescibles. En termes de composition chimique, la paille contient

15



Revue bibliographique

majoritairement de la cellulose (32-47%), de I'hémicellulose (19-27%) et de la
lignine (5-24%) (Binod et al., 2010).

Figure 07 : Paille de riz (Gummert et al., 2020).

11.3 Bagasse

La bagasse, un résidu restant aprés l'extraction du jus de la canne a sucre, est ensuite
utilisée dans certaines industries comme principale source d'énergie. La production
en vrac estimée de bagasse aprés extraction du jus de canne a sucre est de 600 Mt,
soit entre 40 et 50 % du poids total de la canne a sucre produite annuellement dans
le monde (Figure 08) (Ashraf et al., 2020). La bagasse contient principalement de la
cellulose (57,76%), de I'némicellulose (12,94%), de la lignine (21,34%), et dautres
composes (7,96%). Pour cette raison, la bagasse devient une source potentielle de

production de cellulase en utilisant des champignons (Abdullah et al., 2018).

Il s’agit généralement d’un type de déchet, qui peut avoir des usages particuliers.
Puisqu’il contient une assez bonne quantité de cellulose, cette cellulose qui peut étre

extraite et peut avoir différentes applications (Nikodinovic et al., 2013).

Figure 08 : Bagasse (Mohamad et al., 2019).
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11.4 Résidus de vinaigre

Le vinaigre est une solution diluée impure d’acide acétique obtenue a partir de
denrées alimentaires et de son de blé par fermentation au-dela du stade alcoolique,
est utilisée comme condiment et conservateur traditionnels. Le vinaigre a été produit
a partir de nombreux matériaux, notamment la mélasse, les céréales, lactosérum, etc.
(Liu et Yang, 2007).

Habituellement, certains matériaux agricoles tels que les denrées alimentaires, la
coque de blé et le son de riz riches en amidon et en lignocellulose sont utilisés dans
la production de vinaigre. En conséquence, une grande quantité de résidus de
déchets est générée dans I’industrie du vinaigre, qui n’est généralement pas utilisée,
et provoque souvent une pollution de I’environnement. C’est une question
importante de traiter les résidus a la fois pour I’utilisation compléte des ressources
lignocellulosiques et pour la prévention de la pollution de I’environnement. Etant
donné que la plupart de 1’amidon et des ingrédients solubles dans la matiére
premiere du vinaigre ont été dégradés par des bactéries au cours du processus de
production, le résidu de vinaigre a une fraction de vide trés élevée. Par conséquent,
il est bien ventilé et les champignons cellulolytiques cultivés peuvent facilement
obtenir suffisamment d’oxygene, le résidu sans aucun prétraitement a été utilisé
comme substrat dans une fermentation a I’état solide pour produire de la cellulase
(Liu et Yang, 2007).

1.5 Résidus de coco

La moelle de coco est une matiere organique qui provient de I'hémisphére tropical,
en particulier du sud- Asie de I'Est, au départ la moelle de coco était considéree
comme un déchet, mais la recherche en a maintenant établi de nombreuses
applications. Au cours des dernieres années, les préoccupations environnementales
ont attiré l'attention sur [l'utilisation de la moelle de coco comme substrat alternatif

avec une orientation vers les besoins agricoles (Figure 09) (Jabasingh et al., 2014).

La moelle de coco est un résidu lignocellulosique composé de lignine 20 a 40 %, de
cellulose 40 a 50 %, d'hémicellulose 15 a 35 % et de protéines 2,04 %. La fibre de
coco est produite a partir de la fibre de noix de coco (Cocos nucifera L). Plus de

1423 millions de noix de coco ont eté produites au Tamilnadu avec une moyenne de
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10 000 noix/ha a partir desquelles une tonne de fibre de coco et une autre tonne de
moelle de coco sont devenues disponibles (Kanmani et al., 2009). La bonne teneur
en cellulose de la moelle de coco et sa disponibilité abondante suggerent que ce
lignocellulosique peut étre utilisé comme substrat pour une production plus
économique d'enzyme cellulase (Muniswaran et al., 1994).

Figure 09 : La moelle de coco (Seal et al., 2015).

I11.  Les étapes de la fermentation sur milieu solide

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

teneur en eau).
I11.1 Préparation du substrat carboné

Les substrats carbonés utilisés en fermentation sur milieu solide proviennent
essentiellement des résidus agricoles et agroalimentaires. Ce sont les substrats
lignocellulosiques (sous forme de paille, de son, de bagasse, de pulpe, etc.), les
féculents (résidus de banane, de soja, les graines, etc.), les supports synthétiques
(mousse de polyuréthane, résine polymérique, etc.), etc. La préparation du substrat
carbone visea lui faire subir divers traitements physique, chimique ou biologique
(enzymes) afin de favoriser une grande accessibilité des constituants du substrat aux

microorganismes (Assamoi et al., 2009).

18



Revue bibliographique

111.2 Inoculation du milieu de culture

L’inoculation du milieu de culture se fait le plus souvent a partir d’une suspension
de spores. Celles-ci restent viables plus longtemps que du mycélium, sont moins
sensibles aux conditions externes et se conservent plus facilement. La quantité
optimale de spores a inoculer differe selon les cas. Un excés de spores peut parfois
inhiber la germination. Les spores sont cependant métaboliquement dormantes,
impliquant que la dégradation du substrat ne peut s’installer qu’aprés la germination.
Pour minimiser cet inconvénient, une pré-germination des spores est parfois
envisagée. Des inocula spores + mycélium + substrat de production peuvent étre

également utilisés (Assamoi et al., 2009).

111.3 Optimisation de la température, de la teneur en eau, du pH et de I’aération de la

culture

La mesure de la température se fait souvent dans la couche solide et dans la phase
gazeuse entrant et sortant du réacteur grace a des thermosenseurs,
thermistances/thermistors ou des sondes métaboliques Pt, a I’échelle du laboratoire.
L’activit¢ de 1’eau est contrdlée en placant le bioréacteur dans une chambre de
culture dont I’humidit¢é de 1’atmosphére est régulée par des solutions salines
saturées. A grande échelle, le bioréacteur est généralement aéré avec de lair saturé
en eau. En fermentation sur milieu solide, il n’existe pas d’électrode pouvant
enregistrer le pH des milieux solides & cause de I’absence d’eau libre. Certains
auteurs utilisent des électrodes potentiométriques ou une électrode a pH standard,
apres suspension de [I’échantillon dans de I’eau distillée. L’aération des cultures
solides joue quatre fonctions, a savoir le maintien des conditions d’aérobies,
I’élimination du dioxyde de carbone, la régulation de la température de culture et la
régulation de la teneur en eau (Assamoi et al., 2009).

IV. Avantages et inconvénients de la fermentation sur milieu solide

Les différents avantages et inconvénients de la FMS sont récapitulés dans le (Tableau 02)
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Tableau 02 : Avantages et inconvénients de la FMS (Hesseltine, 1987)

Inconvénients

Avantages
1- Le substrat peut é&tre tres simple,
n'utilisant souvent qu'un seul ingrédient
plus de [leau. Par exemple, dans la

production d'aflatoxine, seul du riz poli
humidifié est utilisé. Dans le shoyu Koji,
seuls les flocons de blé torréfié et de soja
concassés sont fermentés. Dans certains
cas, pour améliorer la croissance, des
nutriments  supplémentaires peuvent étre
ajoutés directement a I'eau utilisée pour
humidifier le substrat.

1- L'inconvénient le plus important est la
génération de chaleur qui se produit
méme dans les petites fermentations de
seulement 1 Kkg. L'excés de chaleur doit
étre controlé, sinon la  température
devient si élevée et détruit le produit
microbien désiré ou arréte complétement
la croissance et la fermentation.

2- Le récipient de fermentation n'a pas
besoin d'étre aussi grand que celui requis

2- Parfois, le substrat doit étre traité pour
le rendre plus facilement infecté par

pour un processus de fermentation | I'inoculum et pour augmenter la surface
liquide. d’accessibilité

3- La contamination bactérienne se|3- Pour les grandes fermentations
produit rarement avec les fermentations | nécessitant une agitation, les codts
fongiques dans des substrats solides | énergétiques peuvent étre élevés. Bien
parce que le niveau dhumidité a la|que I'agitation constante de la matiere
surface du substrat est trop faible pour | solide devienne trés colteuse, sachant
soutenir la croissance bactérienne. Pour | que [l'agitation n'est peut-étre pas la
cette raison, de nombreuses | meilleure fagon de produire un produit

fermentations a I'état solide peuvent étre
effectuées dans des cuves ouvertes,
méme si la contamination bactérienne
sera toujours présente dans l'air.

donné

4- Le processus de fermentation a I'état
solide peut étre étendu a grande échelle
ou & une fermentation continue.

4- Avec le milieu concentré, la quantité

initiale  d'inoculum  requise peut étre
assez élevee. 1l est encore plus éleve
dans une fermentation continue car

I'inoculum doit étre ajouté en continu a
la fermentation.

V. Applications de la fermentation solide

V.1 Alimentation humaine

Dans les pays orientaux et en Afrique, de nombreux aliments traditionnels sont
obtenus par fermentation sur milieu solide (FMS). A base de soja, riz, arachide, de
manioc, ils portent les noms de shoyu (sauce de soja), sufu (fromage a base de soja),
tempeh (aliment a base de soja ou d’arachide, trés populaire en Indonésie); ou

ontjom (issu d’une fermentation d’un gateau d’arachide pressé, populaire en Inde
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orientale). N’oublions pas le fameux saké des Japonais, boisson alcoolisée fabriquée
a partir de riz préalablement fermenté par une moisissure (Aspergillus oryzae) en
milieu solide (Durand, 1998).

V.2 Production des acides organiques

Les acides organiques sont utilisés depuis longtemps par [l'industrie alimentaire
comme additifs alimentaires et conservateurs pour prévenir la détérioration, et
prolonger la durée de conservation des ingrédients alimentaires périssables
(Rodriguez-Couto et Sanroman, 2006). La fermentation joue donc un réle clé
dans la production de ces acides organiques et leur fabrication progressé avec le
développement de la FMS, parmi ces acides organiques (acide citrique; acide
lactique ; acide gallique...). Cependant, les procédés biotechnologiques pour la
production a grande échelle d'acides organiques sont en cours de développement
(Bhargav et al., 2008).

V.3 Productions des métabolites secondaires

La FMS peut étre utilisée avec succés pour la production de métabolites secondaires
car la morphologie mycélienne associée aux micro-organismes principalement
utilisés pour la production de métabolites secondaires est bien adaptée a la
croissance sur un substrat solide, un certain nombre de paramétres du processus sont
importants pour la production de métabolites secondaires dans la FMS. Ceux-ci
incluent la température, la teneur en humidité initiale du substrat, l'aération, le
mélange, le choix du substrat et la taille des particules (Krishna, 2005), parmi les
meétabolites secondaires qui peuvent étre produits par fermentation a 1’état solide :
I’acide gibbérellique qui est naturellement présent dans les plantes, les alcaloides de
I'ergot, les différents antibiotiques tels que: Pénicilline, Cyclosporine etc, et aussi

les différents mycotoxines comme aflatoxine, ochratoxine, patuline ...
V.4 Energie et protection de I'environnement

La fermentation sur milieu solide est importante pour résoudre la crise énergétique
et la pollution de [Ienvironnement. Elle a été appliquée avec succes pour les
biocarburants, les biopesticides, la biotransformation, la détoxification biologique et

la bioremédiation. La production d'éthanol-carburant a partir de la fermentation sur
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milieu solide est le point chaud de la recherche actuelle, une autre application
importante de la fermentation sur milieu solide dans la protection de
I'environnement est la biotransformation des cultures et des déchets pour améliorer

leur valeur et participer a la dépollution de I’environnement (Chen, 2013).
V.5 Production des enzymes

La production d'enzymes est un domaine en croissance rapide dans le domaine de la
biotechnologie, bien que la fermentation submergée (liquide) ait été la technologie
préférée pour la production d'enzymes, employant généralement des souches
génétiqguement modifiées. 1l existe un intérét significatif a utiliser des techniques de
fermentation sur milieu solide pour la production d'une large gamme d'enzymes
industrielles. Parmi les avantages des procédés de fermentation sur milieu solide, il
est souvent cité que les titres enzymatiques sont plus élevés que dans la fermentation
immergée lorsque l'on compare la méme souche et le méme bouillon de
fermentation (Krishna, 2005); en outre la fermentation sur milieu solide peut étre
particulierement intéressant dans les procédés ou le produit fermenté brut peut étre

utilisé directement comme source d'enzymes (Pandey et al., 2000).
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Méthodes de production des cellulases

Ce chapitre décrit 4 protocoles expérimentaux basés sur la production de la
cellulase, les 3 premiers ont étudié la production de cette enzyme par fermentation
en milieu solide a partir de 3 souches fongiques appartenant aux genres:
Trichoderma ; Penicillium et Aspergillus, cultivées sur différents milieux a base de
résidus agro-industriels (résidus de vinaigre, bagasse, paille de riz et son de blé), par
comparaison, a une étude qui porte sur la production de cellulase d’Aspergillus
niger, par fermentation liquide sur résidus de coco comme substrat. Les méthodes
employées suivent les étapes ordinaires : isolement et culture de la souche,
préparation du substrat de la fermentation, conduite de la fermentation et en fin la
mesure des activités cellulases, ainsi que d'autres analyses effectuées sur les

substrats fermentés.

I.  Microorganismes

D'apres les études analysées, les microorganismes utilisés sont: Trichoderma

koningii, Penicillium decumbens, Aspergillus fumigatus et Aspergillus niger
I.1. Trichoderma koningii

Trichoderma koningii AS3.4262 a été cultivée sur la gélose au dextrose de pomme
de terre (PDA) contenant 1,5% de geélose et incubé & 30°C pendant 7 jours jusqu’a
sporulation compléte. Les spores des pentes ont été mises en suspension dans de
’eau stérile. La suspension a été utilisée comme inoculum (10 ' spores/mL) (Liu et
Yang, 2007).

1.2. Penicillium decumbens

La souche productrice de cellulase de P. decumbens L-06. A été maintenue sur des
géloses inclinées au dextrose de pomme de terre (PDA), conservé a 4°C et repiquée
toutes les deux semaines. Pour la préparation de I’inoculum, les cultures ont été
incubées sur PDA liquide a 30°C pendant 16 ou 18 h avec une agitation de 150
tours/min sur un agitateur rotatif, puis transférées dans un milieu de fermentation a
I’état solide selon une quantité d’inoculation de 10% (10° spores/ml) (Long et al.,
2009).
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1.3. Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus a été isolée localement a partir de certains échantillons de sol
prélevés dans le district de Mansoura en, Mai 2007 (Sherief et al., 2010). La souche
a été maintenue en routine sur des pentes PDA. Les pentes fraichement cultivees a
28 °C sont ensuite utilisees pour un travail ultérieur ou stockées a 4 °C. Les
repiquages sont effectués régulierement toutes les 4 a 5 semaines d’intervalle
(Sherief et al., 2010).

1.4. Aspergillus niger

Le champignon a été isolé de la zone de rouissage de coco (Mrudula et
Murugammal, 2011). L'isolat a été cultivé sur un milieu Czapek-Dox-agar (CMC)
et criblé. La culture a été identifiée sur la base de la morphologie de la colonie et de
I'examen microscopique. La souche fongique isolée a été cultivée et maintenue sur
des pentes CMC et stockée a 4 ° C, jusqua ce que nécessaire (Mrudula et

Murugammal, 2011).

Il.  Les substrats

Dans ces études, le résidu de vinaigre, la bagasse, la paille de riz mélangé avec le
son de blé et les résidus de coco sont principalement utilisés comme substrat de

fermentation.

e Le résidu de vinaigre d’une taille de (3 = 1) mm a été obtenu auprés d’un
fabricant local de vinaigre, Yangxin Henggingtang Ya Pear Fermenting Co.,
Ltd, Chine (Liu et Yang, 2007).

e La bagasse non traitée et du son de blé sont utilisés. La bagasse a été lavée a
I’eau pour ¢€liminer tout sucre résiduel, séchée et broyée en poudre de 40
mesh (Long et al., 2009).

e La paille de riz et le son de blé sont séchés a I’air et broyés (Sherief et al.,
2010).

e Les déchets de coco ont éte broyés en poudre fine et ont été traités
individuellement avec une solution de NaOH a 1% (p/v) dans un rapport de
1:10 (substrat : solution) pendant 1 heure et a été amené a pH neutre par

lavage abondant avec de l'eau distillée et seché a température ambiante.
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Enfin, les déchets traités ont été autoclavés a 121°C pendant 1 heure
(Mrudula et Murugammal, 2011)

I1l. Milieux de culture

Trichoderma koningii est ensemencée sur milieu minéral (Mandels et al., 1981)
Les substrats de base utilisés étaient le son de blé (150 g) et les déchets de vinaigre
(100 g). Le milieu a été ajusté a une certaine humidité et & un certain pH par addition
de HCI (0.4 M). La sterilisation a été faite a 121°C pendant 15 min et la teneur en

eau du substrat était de 50% dans la plupart des expériences (Liu et Yang, 2007).

Le substrat utilisé par Penicillium decumbens L-06 a été soigneusement mélangé
avec la solution de Mandel (Annexe 01) (Long et al., 2009).

La paille de riz et le son de blé en proportions égales (1: 1) et des contrdles ont
été dispersés (Annexe 01). Le milieu a été inoculé avec 2.0 ml de spores fongiques
en suspension dans une solution basale tamponnée stérile (tampon acetate 0.1 M, pH
5.5) (Sherief et al., 2010).

L'inoculum a été préparé en cultivant la souche dans un flacon Erlenmeyer de
250 ml avec 100 ml de bouillon Czapek-Dox (Annexe 01). Le milieu a été inoculé a
partir des pentes de gélose Czapek-Dox et incubé a 30°C pendant 3 jours dans un
agitateur (200 tours/min) avant d'étre utilisé pour le processus de fermentation
(Mrudula et Murugammal, 2011).

IV.  Meéthodes de fermentation et d’extraction des enzymes cellulolytiques

1V. 1 Conduite de la fermentation
» Trichoderma koningii

Des expériences a petite échelle ont été réalisées dans des flacons coniques (500
ml). Chaque flacon a été rempli de 100 g de substrat humide. Aprés ensemencement
avec une suspension de spores a 10%, les flacons ont été placés dans un incubateur
et maintenus a température constante, 27, 30 et 33°C. La production de cellulase a
échelle pilote, a été réalisée dans une chambre de fermentation en acier inoxydable,
qui avait une hauteur de 280 mm et un diametre de 240 mm. L’épaisseur de la

couche de substrat solide etait de 20 cm et la température ambiante etait controlée a
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28-30°C par bain d’eau. De I’air avec plus de 90% d’humidité a été soufflé a travers

le fond de la chambre de culture par I’aération forcée.

Le flux d’air était de 10 L/min. De longs sacs de gaze (3 x 25 cm) remplis de
substrat ont été intégrés dans le lit garni pour I’échantillonnage (Figure 10). Des
échantillons ont été prélevés du lit a 2, 6, 10, 14 et 18 cm de hauteur. Les nouveaux
trous ont été remplis de substrat de sauvegarde a temps (Liu et Yang, 2007).
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Figure 10: Un aménagement de la chambre de fermentation en acier inoxydable. De longs sacs de

gaze remplis de substrat ont été intégrés dans le lit garni pour I'échantillonnage (Liu et Yang, 2007).

> Penicillium decumbens

Les expériences ont été menées dans des flacons Erlenmeyer de 250 ml,
contenant chacun 5 g de bagasse de canne a sucre brute et de son de blé, les
expériences ont été menées a un seul facteur pour identifier les variables ayant des
effets significatifs sur la production de cellulase par P. decumbens L-06. Les facteurs
testés comprenaient le rapport de I’cau a la matiére solide, le pH initial, la
température de culture et le temps de fermentation etc. La teneur en humidité a été
maintenue a 70%. Pour éliminer les grandes quantités de chaleur produites dans le lit
de substrat pendant la croissance des micro-organismes, une agitation a été

employée (Long et al., 2009).
» Aspergillus fumigatus

Un ensemble des flacons contenant 1.0 g de paille de riz et de son de blé avec un

niveau d’humidité de 3.0 ml (tampon acétate 0.1 M; pH 5.5) ont été incubé a 30°C.
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Trois flacons ont été récoltés quotidiennement a des intervalles de 8.0 jours. Le
milieu a été stérilisé et les flacons ont été inoculés avec une suspension de spores. La
culture statiqgue a été réalisée a différentes valeurs de pH initiales : 4.5 ; 5.0 ; 55 ;
6.0 ; 7.0 et 8.0. La teneur en humidit¢ a ¢été modifiée par 1’ajout d’une solution
tampon (tampon acétate de 0.1 M ; pH 5.5) pour obtenir une plage d’humidité de 33
a 83%. Le temps d’incubation a ¢été limité a la période de fermentation optimale

apres laquelle les substrats fermentés ont été extraits (Sherief et al., 2010).
» Aspergillus niger

La fermentation liquide a été realisée dans des flacons Erlenmeyer de 250 ml
contenant 100 ml de milieu de fermentation (Annexe 01). Chaque flacon a été
inoculé avec 1 ml de la suspension de spores. Les cultures ont été incubées sur un
agitateur rotatif (120 rpm) a 30°C pendant 72 heures (Mrudula et Murugammal,
2011).

IVV.2 Extraction des enzymes

IVV.2.1. Trichoderma koningii

Des échantillons ont été préleves toutes les 12 h pendant la fermentation pour la
détermination de Ihumidité, de 1’activité cellulase et des sucres réducteurs totaux.
La masse fermentée produite a été mélangée avec 25 volumes de tampon a pH 4.8
sous agitation a 200 tours/min a température ambiante pendant 1 heure, le mélange

est ensuite filtré sur un tissu de coton de 200 mesh.
» Dosage enzymatique

Les activités papier filtre (APFase) et la carboxyméthylcellulase (CMCase) ont été
mesurées selon la méthode recommandée par (Ghose, 1987) et exprimées en unités
internationales (UI). Un morceau de papier filtre (6 x 1 cm) ou 5 mL de solution de
carboxylméthyl cellulase (1%) a été mélangé avec une solution d’enzyme diluée,
puis maintenu a 50 °C pendant 30 min. La quantité de sucre réducteurs libérés lors
de TI’hydrolyse des substrats cités précédement, a ¢été déterminée a 1’acide
dinitrosalicylique (DNS). Une unité internationale d’activité cellulase est la quantité

d’enzyme qui libére une pmole de glucose par minute au cours de la réaction
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d’hydrolyse. Les activités enzymatiques ont été calculées pour 1 g de matiere seche

de substrat (SDM). (Liu et Yang, 2007).

V.2. Penicillium decumbens

2 g de résidus fermentés ont été mis en suspension dans 40 ml d’eau distillée,
incubés a 45°C pendant 2 heures puis centrifugés (8000 tours/min, 10 min). Le
surnageant a été utilisé pour la détermination des activités enzymatiques. Le poids
sec du son moisi a été determiné par le séchage de 10 g a 105°C jusqu’a poids

constant.
> Dosage enzymatique

Les activitéts APFase et endo-p-1,4-glucanase (CMCase) ont été mesurées comme
décrit par (Ghose, 1987). Une unité d’activité enzymatique a été définie comme la
quantit¢ d’enzyme nécessaire pour libérer 1 pM de sucre réducteur par minute et
Iactivit¢é de la cellulase a été exprimée en UI g-1 (unités par gramme de son

fermenté sec) (Long et al., 2009).
V.3. Aspergillus fumigatus

Les substrats fermentés fraiches dans chaque flacon de culture ont été mélangés
avec 50 ml de solution tampon acétate 0.1 M, pH 5.5, les mélanges ont été laissés au
repos pendant 1 heure a température ambiante (24+2°C). Les extraits ont été
obtenus par filtration des mélanges sur toile de nylon ; puis centrifugé pendant 10
min a 5000 rpm pour éliminer les résidus fongiques et les particules de substrat. Les
filtrats clarifié<s ont été utilisés pour la mesure des activités exoglucanase,

endoglucanase, B-glucosidase et CMCase (Sherief et al., 2010).

» Dosage de la cellulase

L’activité enzymatique cellulase a été déterminée selon (Mandels et al., 1976), 1%
de substrat dissout dans le tampon aétate 0.1M, pH 5.5, qui peut etre: cellulose
amorphe (pour I’endoglucanase), CMC (pour CMCase) ou bien Avicel pH 101,
cellulose  microcristalline  pour 1’avicellase, exoglucanase, respectivement. La
quantité de sucres réducteurs libérés a été déterminée contre 1’enzyme bouillie

comme contréle avec le D-glucose comme standard. L’activité a été exprimée en
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Ul/lg de subsrat sec, défini comme la quantité d’enzyme nécessaire pour produire
une pmole de glucose par Minute par gramme de protéine pour chaque substrat
utilisé. (Sherief et al., 2010).

» Dosage de B-Glucosidase

Selon (Christakopoulos et al., 1994), [Pactivit¢ de la R-glucosidase a été
déterminée par mesure de I’augmentation de 1’absorbance a 420 nm, aprés 30 min
d’incubation de I’enzyme avec 0,0136 M de p-nitrophényl-R-D-glucopyranoside,

comme substrat. La courbe standard du p-nitrophénol est utilisé comme référence.

La réaction est arrétée par I’ajout d’une solution de carbonate de sodium. Une unité
de R-glucosidase est définie comme la quantité d’enzyme qui libére une pmole de p-
nitrophénol par minute et par gramme de protéine dans les conditions de la réaction
enzymatique. La R-glucosidase a été exprimée en Ul par gramme de substrat
(Sherief et al., 2010).

V.4. Aspergillus niger

A la fin de la fermentation, le bouillon de culture issu de la fermentation liquide
a éeté centrifugé a 6000 rpm pendant 15 min et le surnageant a été utilisé comme
source d'enzyme extracellulaire (Mrudula et Murugammal, 2011).

> Dosage enzymatique

Les activités cellulase [papier filtre (APFase) et carboxymethyl cellulase
(CMCase)] ont été dosées selon la méthode décrite par (Ghose, 1987). Une unité
d'activité enzymatique (CMCase et APFase) est définie comme la quantité d'enzyme
qui libére une pmole de sucres réducteurs par min avec le glucose comme standard,
Les valeurs des activités enzymatiques ont été exprimées en U/ml (Mrudula et

Murugammal, 2011).
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L’obtention d’enzymes de maniére rentable est 'un des éléments clés de la
biotechnologie industrielle, c’est ainsi que la production des enzymes industrielles
exige la préparation de milieux de culture a moindre colit, sachant que I’estimation
du colt du milieu de croissance représente 30 & 40% du co(t globale de la
production des enzymes (Srinubadu et al., 2007). Les cellulases sont des enzymes
extrémement importantes a la fois dans 1’industrie et dans le monde naturel ; elles
deviennent un sujet de recherche en premier plan car ces cellulases jouent un role
majeur dans le cycle globale de carbone pour transformer les restes cellulolytiques
en aliments afin de répondre aux besoins alimentaires croissants dans le monde
entier. Les cellulase sont wutilisées a de nombreuses fins dans le secteur
biotechnologique grace a ces large gamme d’applications et elles deviennent de plus
en plus importantes pour hydrolyser la biomasse végétale en sucre fermentescibles
qui sont ensuite convertis en biocarburant comme [’éthanol. Les champignons sont
les organismes qui ont attiré le plus d’attention en terme de production de cellulases
en grande quantités en raison de leur capacité de penétration et de leur polyvalence
d’utilisation de  substrat, Trichoderma  koningii,  Penicillium  decumbens et
Aspergillus  fumigatus sont considérées comme les champignons modele pour

étudier la production de la cellulase sur milieu a base de résidus agroindustriels.

Parmi les nombreuses méthodes économiquement réalisables pour la production de
cellulase, la fermentation liquide et la fermentation a 1’état solide. La fermentation
solide est évoquée dans notre étude, elle est considérée comme la méthode la plus
populaire vu son faible colt d’investissement et ses dépenses d’exploitation
inférieures. Un certain nombre d’approches ont été adoptées dans le but de réduire le
coit de production d’enzymes, celles-ci ont inclus [’utilisation des résidus agro-
industriels qui sont  nécessaires pour les processus de fermentation dans le but
d’obtenir la cellulase a partir de champignons. Ces résidus peuvent servir des
matieres premiéres ou substrat idéal pour les processus microbiens de production
des enzymes notamment les cellulases, pouvant ainsi valoriser ces nutriments et
générer de nouvelles molécules & haute valeur ajoutée. Cela affecte 1’environnement
positivement, en éliminant la pollution d’une part et d’une autre part c’est
économique, bien que ces matiéres premiéres soient moins chéres. Un prétraitement
est généralement nécessaire pour améliorer le taux d’accessibilit¢é des maticres

lignocellulolitique.
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Les progres de la biotechnologie industrielle offrent des opportunités potentielles
pour l’utilisation de ces résidus agro-industriels. Le son de blé; la paille de riz; la
bagasse et les résidus de vinaigre utilisées dans ces études, sont considérés comme
des matériaux a faible colt et qui ont été utilisées avec succes comme substrats pour

la production de la cellulase.

En faite, les études précédentes vise 1’étude de la production de niveau élevé de
cellulase sous la fermentation sur milieu solide (FMS) par des souches fongiques
appartenants a des espéeces différentes: Trichoderma koningii cultivée sur les
résidus de vinaigre comme substrat, la souche de Penicillium decumbens est utilisées
sur la bagasse comme matiere premiere, la moisissure Aspergillus fumigatus sur un
milieu composé de deux substrats: son de blé avec la paille de riz. Dans ces
conditions, 1’optimisation des paramétres de culture a été éffetuée (effet de la
température, effet du temps de la fermentation, effet du pH initial, effet de
I’humidité...). L’activit¢  optimale du papier filtre (APFase) et de |la
carboxyméthylcellulase ~(CMCase) ainsi que l’activit¢é B-glucosidase ont été
évaluées. Enfin les résultats obtenus en fermentation solide sont comparés avec ceux

de la fermentation liquide assurée par Aspergillus niger.

L’analyse et la comparaison des résultats précédents, concernant la production de

cellulase par différents champignons, révele les points suivants :

» Les facteurs affectant la production de cellulase par les souches fongiques

1. Latempérature

La température est un facteur critique, joue un role prépondérant sur la croissance, la
germination, la sporulation et le métabolisme des moisissures affectant ainsi la
biosynthése des enzymes (Raimbault, 1983). D’aprés (Liu et Yang, 2007), la
température maintenue dans le systeme FMS par Trichoderma koningii, en général,
est comprise entre 27 et 33°C et dépend de la cinétiqgue de croissance du micro-
organisme plutéot que de I’enzyme produite, ils montrent que le maximum des
activités papier filtre (4.64 Ul/g SDM) et CMCase (10.42 Ul/g SDM) est enregistrée
a la température de 30°C. Par conséquence, toute température inférieure ou
supérieure a cette température optimale conduit a une diminution de la valeur des

activités enzymatiques. Aussi (Long et al., 2009) trouvent que la température
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optimale de production des activittss APFase (3.9 Ul/g), CMCase (42.3 Ul/g)
produites par Penicillium decumbens L-06 par FMS sur un milieu a base de canne a
sucre est a 30°C. Alors que (Sherief et al., 2010), annoncent que le maximum des
activités (CMCase 14.3 Ul/g, endoglucanase 0.36 Ul/g, exoglucanase 0.56 Ul/g et R-
glucosidase 8.2 Ul/g) produites par Aspergillus fumigatus cultivé sur la paille de riz

et le son de blé comme substrat, est enregistré a 40°C.

Par ailleurs, 1’étude menée par (Mrudula et Murugammal, 2011), ou ils ont incubé
Aspergillus niger sous une fermentation a 1’état liquide utilisant les déchets de coco
comme substrat pour la production de cellulase, a montré que 50 % de la cellulase a
¢été produite lorsqu’elle a été cultivée a 20, 25 et 40°C. Alors que la température

optimale pour une production maximale des enzymes a été enregistrée a 30°C.

2. Letemps de fermentation

Le temps de fermentation est important pour la croissance des microorganismes et a
une grande influence sur la production des enzymes. Dans la production de cellulase
en milieu solide, (Liu et Yang, 2007) ont pu évaluer une activitt maximale (4.64
Ul/g) d’APFase et (10.42 Ul/g) de CMCase aprés 84 heures, suivi par une réduction
du rendement, cela peut étre due a une dénaturation des enzymes résultant de la
variation du pH et du métabolisme cellulaire pendant la fermentation. Tandis que les
résultats de (Long et al., 2009) montrent que les activités enzymatiques atteignent
leurs maximum (3.9 Ul/g) pour APFase et (44.7 Ul/g) pour CMCase le 6 éme et le
8 eéme jour respectivement, suivi d’une diminution. (Sherief et al., 2010), annoncent
que le rendement maximal des activitts CMCase et exoglucanase est obtenu aprés 4
jours, tandis que les activités maximales d’endoglucanase et de B-glucosidase sont

affichées aprés 2 a 4 jours.

Dans le méme contexte, et en parlant du temps de fermentation, mais avec un
montage liquide, les résultats de (Mrudula et Murugammal, 2011) ont montré que
I’activit¢ de la cellulase augmente régulierement et a atteint son maximum a 96

heures d’incubation.

De ce fait, on constate que la période d’incubation est nécessaire pour 1’obtention
d’un rendement optimal de cellulase. Elle varie d’un microorganisme a [’autre, selon

les conditions expérimentales et méme selon le type de fermentation choisi. Alors
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une courte période d’incubation pour la production d’enzymes offre la possibilité

d’une production peu cotteuse (Mrudula et Murugammal, 2011).
3. LepH

Le pH du milieu est l'un des facteurs les plus critiqgues affectant la croissance
fongique, la production d'enzymes et le transport de divers composants a travers la

membrane cellulaire (Raghuwanshi et al., 2014).

Selon I’é¢tude de (Liu et Wang, 2007) les valeurs de pH initiales ont été ajustées par
addition de HCI ou de NaOH a (3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0 et 8,0). Il a été observé que le
résidu initial de pH 3 n'était pas adapté a la production de cellulase par Trichoderma
koningii en raison d'une mauvaise croissance due a un pH acide. Par ailleurs la
production de cellulase est plus proportionnelle a des valeurs d'acidité assez élevée
de 3 et comprise entre (4 et 8), dont la production maximale de cellulase est
observée a pH 5 avec des valeurs correspondant de (APFase 10.2 Ul/lg SDM,
CMCase 4.2 Ul/g SDM). Tandis que dans I’étude de (Long et al., 2010), les pH
initiaux de culture ont été établis de 3.5 a 6.5 avec un écart de 0.5. Les valeurs
maximales des activités enzymatiques enregistrées par Penicillium decumbens

APFase 3.4 Ullg et CMCase 41.8 Ul/lg ont été enregistrées a pH 5. Cependant
(Sherief et al., 2010), ont ajusté différents niveaux de pH initiaux sur la production
par Aspergillus fumigatus entre 4.5 et 8. Une augmentation progressive de la
production de cellulase est remarquée avec une augmentation de pH, partant de 4,5
jusqu'a atteindre un pH égale a 6, la ou la production était maximale, dont les
valeurs mesurées pour [’activité exoglucanase 0.56 Ul/g, endoglucanase 0.38 Ul/g,
R-glucosidase 7.33 Ul/g et CMCase 12.5 Ul/g, ensuite la production commence a

diminuer avec l'augmentation du pH.

Le pH a également un effet sur la production de cellulase en fermentation liquide.
(Mrudula et Murugammal, 2010), différentes valeurs de pH de 45 a 8 ont éteé
testées, la production maximal des activités APFase et CMCase etaient 1.26 U/ml et
1.81 U/ml, respectivement, par Aspergillus niger a été obtenue a 7.5 et 6.5
respectivement.  L'activité ~ enzymatique a  progressivement  augmenté  avec
laugmentation du pH jusqua l'optimum suivi dune diminution a chaque

augmentation de l'acidité.
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4. L’humidité

Ls champignons étaient bien connus pour supporter un environnement humide pour
leur croissance. La teneur en humidité optimale dans la FMS dépend de la nature du
substrat, des exigences du microorganisme et du type de produit final (Gao et al.,
2008).

D’aprés (Liu et Wang, 2007) la température de culture est maintenue a (30+1) °C,
une large gamme de teneurs en humidité a été explorée, la teneur en humidité de
40% a 60% (en mase) a considerablement améliorée l'activité enzymatique, l'activité
était la plus élevée dont APFase a été mesurée a 4.64 Ul/g SDM et Dactivité
CMCase a été mesurée a 10.42 Ul/lg SDM. Lorsque I'humidité était inférieure a
40%, la quantité de production n'était pas significative. Mais une augmentation
importante de I'humidité a influencé négativement la production d'enzymes (a des
taux d’humidité supérieurs a 60%). Alors que selon (Long et al, 2009), la
production de cellulase a été augmenté avec l'augmentation de teneur en eau jusqu'a
atteindre une teneur égale a (3: 1 p/v) de sorte que cette derniere est considérée
comme la valeur optimale pour la production, dont APFase 3.7 Ul/g et CMCase 39.5
Ul/lg, et avec l'augmentation de la teneur en eau de plus (3: 1 p/v), la relation
devient inverse, car la production commence a diminuer progressivement. Toujours,
concernant ’effet de [I’humidité sur les activités cellulolytiques d'Aspergillus
fumigatus (Sherief et al., 2010). Le niveau d'humidité de 75% (3.0 ml) a donné le
maximum des activités avec les valeurs respectives: exoglucanase (0.82 UI/g),
endoglucanase (0.49 Ul/g), RB-glucosidase (9.7 Ul/g) et CMCase (14.81 Ul/qg).
L’augmentation du niveau d’humidité est cens¢é de diminuer la production
d’enzymes en raison de la diminution de la porosit¢ du substrat, de I’altération de
structure des particules de substrat, le transfert d’oxygene inférieur. D’autre part,
une faible humidité réduit la solubilité des nutriments et des protéines, ainsi que

I’effet sur le gonflement du substrat utilisé.

En comparant les valeurs obtenues par fermentation solide a celle de la fermentation
liquide, on soupconne que, le rendement de production de cellulase par (FMS) est
plus significatif que celui produit par (FML). Donc nous concluons que la
fermentation a 1’état solide est avantageuse pour la production de cellulase par

rapport a la fermentation liquide parce qu’elle est souvent plus facile et le matériel
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de fermentation est simple d’une part , et d’une autre part, les contaminations sont
limitées puisque la teneur en humidité est faible, de plus les résidus agro-industriels
sont utilisés comme substrat solide agissant a la fois comme sources de carbone et
d’énergie, ce qui rend le processus n’est pas cher et surtout rentable. Tandis que la
fermentation a I’état liquide n’est pas préférable car elle utilise de supports et
d'équipements codteux ainsi que [I'élimination des déchets est difficile, avec une

consommation importante d'énergie.
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Conclusion et perspectives

La production de cellulases par des souches fongiques (Trichoderma Koningii,
Penicillium decumbens et Aspergillus fimugatus) cultivées sur des résidus agro-
industriels a savoir, les résidus de vinaigre, la bagasse, le son de blé avec la paille de
riz, respectivement est examinée dans cette étude. L’effet de la température, du
temps de fermentation, du pH initial et de 1I’humidité sur la production des enzymes

APFase et CMCase, est aussi établi.
1. Effet de température

Le maximum de production a été observé a des températures: 30, 30, 40°C
respectivement, avec les activités respectives APFase et CMCase pour:
Trichoderma koningii AS3.4262 (4.64 1U/g SDM et 10.42 1U/g SDM), Penicillium
decumbens L-06 (3.9 I1U/g et 42.3 1U/g), et Aspergillus fumigatus (CMCase 14.3
Ul/g, endoglucanase 0.36 Ul/g, exoglucanase 0.56 Ul/g et R-glucosidase 8.2
ul/g).

2. Effet du temps de fermentation

La production maximale des activités enzymatiques de ces trois souches a été
évaluée aprés 84 heures, 6 et 8 jours et 2 a 4 jours pour (Trichoderma koningii,

Penicillium decumbens et Aspergillus fumigatus) respectivement.
3. EffetdupH

Les souches utilisées ont pu donner une production maximale pour les deux activités
papier filtre et CMCase a un pH initialede 5 a la fois pour Trichoderma Kkoningii
(APFase 10.2Ul/g SDM, CMCase 4.2 Ul/lg SDM) et Penicillium decumbens
(APFase 3.4 Ul/g, CMCase 41.8 Ul/g). Un pH de 6 pour Aspergillus fumigatus
avec les wvaleurs suivantes: (CMCase 12.5 Ul/g, endoglucanase 0.38 Ul/qg,
exoglucanase 0.56 Ul/g, R-glucosidase 7.33 Ul/g).

4. Effet d’humidité

L’humidit¢é permet d’obtenir le maximum de production de cellulase a un
pourcentage de (40-60%) pour Trichoderma koningii (APFase 4.64 Ul/lg SDM,
CMCase 10.42 Ul/g SDM), (75%) pour Aspergillus fumigatus (CMCase 14.81
Ul/g, endoglucanase 0.49 Ul/g, exoglucanase 0.82 Ul/g, R-glucosidase 9.70 UI/g),
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la teneur en eau éxigée par Penicillium decumbens est (3: 1 p/v) avec les valeurs
suivantes : (APFase 3.7 Ul/g, CMCase 39.5 Ul/qg).

Conformément aux résultats, en tenant compte de tous les facteurs d'influence,
on peut considérer les résidus de vinaigre, bagasse, le son de blé avec la paille de riz
comme des déchets agroalimentaires d’importance industrielle, que 1’on peut utiliser
pour produire de la cellulase et méme d’autres métabolites a intérét industriel. En
effet, ces résidus contiennent une teneur importante en cellulose, ce qui entraine une

bonne induction pour la synthese des enzymes cellulolytiques.
Et comme perspectives nous pensons a :

» Réaliser des expériences sur la production de la cellulase par fermentation solide

» Optimiser des parametres de production des enzymes et déterminer des valeurs
optimales des facteurs sélectionnés

» Valoriser d’autres déchets industriels pour la production, afin de trouver un procédé

économique d’intérét industriel
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Annexes

Annexe 1 : Milieux de cultures

1- Milieu Mandels
b (NHA2SO. oo 10g
b KH2PO. oo 3.0g
b MESOATH2O. ..o 109
e CaCl2. . 05g
£ FeSO4-TH20. ... 7.5 mg
£ MNSO4 H20. ... 2.5 mg
= ZNSO4 -TH2O. ..., 2.0mg
£ COCI2 6H20. ... ittt 5.5 mg
 Bau distillée.. ... ..ot 1000 ml
pH=5

++ Stérilisation a 110 °C pendant 30 min

2- Milieu minérale

e NANOB. ..o, 30¢
e KH2POA oo 0.1¢g
e Mg SO4 TH20. ..o 0.5¢g
e KCL2H20. oo 054

3- Milieu Czapek-Dox-Agar

% SACCRAIOSE. ... ..ttt 30 g/L
% Nitrate de SOdIUM.............ooiiiiiiiii e, 3.0g/L
e K2HPOA. ... oo 1.0g/L
e MESOA. oo 0.5 g/L
KOl oo 0.5g/L
£ FeSO4. . traces
e GELOSE. ... et 15 g/L
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4- Milieu de fermentation liquide

+ Acide L-glutamique.............ccooiiiiiiiiiie e 0.3 g/L
b NHANOD. ..o 1.4 glL
b K2HPOA ..o 2.0g/L
b CaCI2. oo 2.0 gL
b MGSO4 .o 0.3 g/L
# Peptone de Protéase..........oovvveieirieinii i, 7.5¢g/L
b FESO4 oo 5.0 g/L
b MDSO. oo 16 g/L
b Z0SO% oo 1.4 glL
% DEChEtS A€ COCO. .. vmininii e 30 g/L
e TWEEI. .., 80, 20 % (v/v)

++ Stérilisation par autoclavage a 121°C pendant 15 min
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Reésumé

Une augmentation impressionnante de l'application des cellulases dans divers domaines au cours des
derniéres décennies exige des recherches approfondies pour améliorer sa production a grande échelle. Par
consequent, les recherches actuelles se concentrent sur les facteurs pertinents pour une production
optimale de cellulases. Leurs production selon le procédé de la fermentation sur milieu solide par des
souches fongiques (Trichoderma koningii, Penicillium decumbens et Aspergillus fumigatus) cultivées sur
des résidus agro-industriels (résidus de vinaigre, la bagasse, la paille de riz mélangé avec le son de blé), a
été effectuée sous différentes conditions physiques et chimiques, afin examiner leur influence sur la
production de cellulase (la température, le temps de fermentation, le pH initial et humidité). Les activités
enzymatiques APFase et CMCase sont mesurées dans les filtrats obtenus. La production des enzymes
étaient maximales a 30°C au bout de 84 heures, 6 a 8 jours, respectivement avec les souches Trichoderma
koningii et Penicillium decumbens. Alors que, avec Aspergillus fumigatus c‘était 40°C aprés 2 a 4 jours.
Le pH optimal du milieu pour la production des cellulases était 5 pour les deux souches : Trichoderma
koningii et Penicillium decumbens, et 6 pour Aspergillus fumigatus. Le maximum des activités
enzymatiques était observé a un pourcentage d’humidité de 40 a 60% ; 75% pour Trichoderma koningii et
Aspergillus fumigatus, respectivement. Un rapport d*humidité (3.1 p/v) a été préconisé pour Penicillium
decumbens. Au vu des résultats des études précédentes, les souches fongiques mentionnées
précédemment sont parmi les meilleurs champignons producteurs de cellulase, ainsi que le choix des
résidus agro-industriels comme un substrat, et I’optimisation des conditions physico-chimiques semblent

une alternative importante pour la production de cellulase par fermentation a I’état solide.

Mots-clefs : Cellulase, fermentation sur milieu solide, Trichoderma koningii, Penicillium decumbens,

Aspergillus fumigatus, residus-agro-industriels.
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