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Résumé

Résumé

La présente étude porte sur la modélisation, la production et la caractérisation d'a-amylase par
Aspergillus niger en fermentation a I'état solide. Pour la premiére expérience quarante
souches fongiques ont été isolées a partir de différents échantillons de sol ont fait d'abord un
criblage qualitatif sur milieu gélosé a I'amidon, et un criblage quantitatif a été effectué en
fermentation en milieu solide. Une souche d'Aspergillus niger montrant une production
maximale d'enzyme a été selectionnée (432 = 0.9 U/ml/min) et le code BTM-26 lui a été
attribué. Le rendement de son de blé s'est avére étre le meilleur substrat pour la production
d'alpha amylase. La production maximale d'enzyme a été obtenue & 30°C, pH 5 et une taille
d'inoculum de 1ml et la vitesse de fermentation maximale a été obtenue apres 72 heures
d'inoculation. L'ajout de 1.5 % de lactose comme source de carbone, de 0.2% de (NH,4),SO, et
de 0.3% d'extrait de levure comme sources d'azote inorganique et organique respectivement, a
permis de donné une production d'enzyme (990 + 0.81 U/ml/min). Pour la deuxiéme
expérience on utilisant des déchets alimentaires comme substrat pour un rendement maximal
en a-amylase. L'activité maximale de I'enzyme (1262.27+ 2.11 U/g) a été enregistrée apres 72
h d'incubation a 30°C, pH 5 avec un taux d'’humidité et une taille d'inoculum de 5%. Parmi les
différentes sources d'azote et de carbones évalués, la peptone (1.5%), NH;NO;3 (0.75%) et
l'amidon soluble (1.25%) ont donné une production maximale d'a-amylase, dans toutes les
conditions de culture optimisées, la production maximale d'enzyme a été (1298.12 + 2.14
U/g).

Mots clés: Alpha amylase, Aspergillus niger, Fermentation a I'état solide, Modélisation.



Abstract

Abstract

The present study deals with the modelization, the production and characterization of a-
amylase by Aspergillus niger in solid-state fermentation. For the first experiment forty fungal
strains were isolated from different soil samples were first qualitatively screened on starch
agar medium, and a quantitative screening was done in solid medium fermentation. A strain
of Aspergillus niger showing maximum enzyme production was selected (432 + 0.9
U/ml/min) and assigned the code BTM-26. The yield of wheat bran was found to be the best
substrate for alpha amylase production. Maximum enzyme production was obtained at 30°C,
pH 5 and an inoculum size of 1 ml. The maximum fermentation rate was obtained after 72
hours of inoculation. The addition of 1.5% lactose as carbon source, 0.2% (NH,),SO,4 and
0.3% yeast extract as inorganic and organic nitrogen sources respectively, gave an enzyme
production (990 + 0.81 U/ml/min). For the second experiment we used food waste as
substrate. Maximum enzyme activity (1262.27 + 2.11 U/g) was recorded after 72 h of
incubation at 30°C, pH 5 with 5% moisture level and inoculum size. Among the different
nitrogen and carbon sources evaluated, peptone (1.5%), NH4NO3 (0.75%) and soluble starch
(1.25%) gave maximum o-amylase production under optimized conditions, under all
optimized culture conditions, the maximum enzyme production was (1298.12 + 2.14 U/g).

Key words: Alpha amylase, Aspergillus niger, Solid state fermentation, Modelization.
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FMS : la fermentation en milieu solide
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mg : milligramme (Unité de mesure de masse)

min : minute (unité de temps)

DNS : L'acide 3,5-dinitrosalicylique

MSM : milieu de sel minéral

g/l : La concentration en grammes par litre

g : gramme (Unité de masse)

Pvt: Pepsicola International
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FB RC: Food and Biotechnology Research Center
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SPSS: Statistical Package for the Social Sciences

ANOVA: Analysis Of Variance

USDA: The United States Department of Agriculture
U/g : unité de masse atomique

H : heure (une unité de temps)

ET : I'écart type

°C : Degrés Celsius
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INTRODUCTION

Les amylases sont des enzymes ayant regu une grande attention en raison de leur
importance technologique et leurs avantages économiques. En effet, L'alpha-amylase
trouve de nombreuses applications dans différents secteurs (pharmaceutiques, cliniques,
médicinales et chimie analytique) (Battle et al., 2000 ; Khan et Yadav, 2011), textile,
confiserie, boulangerie, brasserie, les aides digestives, les détergents, le traitement des eaux
usées et bien d’autres domaines (Sivaramakrishnan et al., 2006 ; Dhanya et al., 2009 ;
Lokeswari, 2010).

L'alpha-amylase (a-1,4-D- glucan glucanohydrolase) (E.C. 3.2.1.1) est une enzyme qui
hydrolyse I'amidon en clivant de maniere aléatoire les liaisons a - 1,4- D- glucosidiques. Elle
libere des oligosaccharides & chaine courte. Elle est extracellulaire et peut donc étre

facilement séparée.

Cette enzyme peut étre obtenue a partir d'animaux, de plantes et de micro-organismes.
Cependant, la quantité d'enzyme synthétisée pour la production industrielle par les plantes
et les animaux est si faible qu'elle ne peut pas répondre a la demande du marché. En revanche,
une quantité appréciable dalpha-amylase peut étre obtenue de sources microbiennes
(fongiques et bactériennes) (Shibuya et al., 1992 ; Ivanova et al., 2001), en raison de certains
avantages tels que le faible codt, la fiabilité, le temps et I'espace réduits nécessaire pour la

production d'enzymes (Burhan et al., 2003).

Aujourd'hui, le nouveau potentiel de I'utilisation des microorganismes comme sources
biotechnologiques d'enzymes d'intérét industriel a suscité un regain d'intérét pour

I'exploration de l'activité enzymatique extracellulaire de plusieurs microorganismes.

Parmi les genres filamenteux de champignons qui produisent des niveaux élevés
d'alpha- amylase, I'Aspergillus c’est le plus important. De nombreuses espéces d'Aspergillus

en particulier Aspergillus niger est utilisé pour la production commerciale d'alpha-amylase.

Les champignons filamenteux, sont les microorganismes les plus appropriés pour la
fermentation a I'état solide. Ceci est d0 a leurs caractéristiques morphologiques qui leur
permettent de coloniser et de pénétrer le substrat solide de la maniére la plus efficace et a une
bonne tolérance a une faible disponibilité en eau. La fermentation en milieu solide a été de
plus en plus utilisée pour la production de 1'a-amylase en raison de ses avantages : technique
simple, productivité supérieure, faible colt, un faible besoin en énergie et une meilleure

récupération du produit (Pandey et al., 2000 ; Gangadharan et al., 2006).



INTRODUCTION

Les substrats utilisés jouent un rdle clé dans la production d'alpha-amylase. Divers
substrats ont été testés par plusieurs travaux tels que : son de blé, tourteau d'huile de
moutarde, son de gramme, dréches de brasserie, son de riz, tourteau de noix de coco,
tourteau de gingembre, les déchets végétaux, les peaux de bananes, etc.

L'objectif de 1’étude réalisée par les auteurs des deux publications utilisées dans notre
mémoire était la modélisation de différents paramétres de processus pour la production d'a-

amylase par Aspergillus niger par fermentation solide.
Le présent travail se résume en ces étapes :

» Dont la premiere partie, une synthese bibliographique mettant au point
I’alpha amylase et ses applications, Aspergillus niger productrice de cette

enzyme, la fermentation sur milieu solide et ses avantages.

> La deuxiéme partie expérimentale mettant au point le matériel et les méthodes

utilisées pour la production et la modélisation enzymatique.

> La troisiéme partie, en se basant sur les résultats des deux travaux pour résulte

les conditions culturelles optimales de la production de I’enzyme.



Partie 1

Revue bibliographigue



Chapitre 1

’alpha amylase



Chapitre 1

Les enzymes appartenant a la famille des hydrolases telles que, les alpha-amylases
sont parmi les plus importantes enzymes a 1’échelle industrielle, ce qui les rendent I’un des
outils-clés des biotechnologies (Little, 2004). L’a-amylase est une macromolécule
appartenant a la classe des protéines globulaires, de type endoglycanases, de la classe des
hydrolases. Elle hydrolyse 1’a-1 ,4-glycosidiques internes de 1’amidon et donne : glucose,
maltose et maltoriose (Gupta et al., 2003 ; Rajagopalan et Krishnan,2008). Les enzymes a-
amylases sont toutes a-1,4-glucane 4-glucanohydrolases (C.E.3.2.1.1) (Ramachandran et al.,
2004 ; Sivaramakrishnan et al., 2007 ; Erdal et Taskin , 2010).

1. Structure

Malgré la grande différence de caractéristiques des a-amylases microbiennes, leurs
masses moléculaires sont généralement dans la méme gamme de 40 a 70 kDa (Gupta et
al., 2003) .

L’a-amylase posséde trois domaines A, B et C dans la structure spatiale, (figurel) :

Figurel : structure d’a-amylase (De Souza et Oliveira, 2010)



Chapitre 1

- Le domaine A est le plus long et renferme le site actif et le site de fixation,
du substrat. Il a la forme d’un cylindre appelé cylindre TIM (Banner et al.,
1975 ; Mobini-Dehkoedi et Javan, 2012).

- Le domaine B a une structure irréguliére (riche en feuillets B) et variable

(Jespersen et al., 1997)

- Le domaine C, coté C- terminal et a une structure dite en sandwich de
feuillets (Brayer et al., 1995 ; Qian et al., 1993).

2. Source

Les a-amylases peuvent avoir différentes origines: plantes, animaux et micro-
organismes, mais pour la production industrielle les sources microbiennes (fongique et
bactériennes) sont utilisées, en raison de certains avantages tels que le faible colt, la
fiabilité, le temps et ’espace réduits nécessaire pour la production d’enzyme (Burhan et al.,
2003). Les a-amylases microbiennes se rencontrent chez de nombreuses bactéries des
genres Bacillus (B.stearothermophilus, B.subtilis...) et Clostridium, de nombreuses
moisissures des genres Aspergillus et Rhizopus, ainsi que chez quelques levures des genres
Candida, Pichia, Endomycopsis, Lipomyces et Schwanniomyces. Aspergillus niger qui est un

groupe clé de micro-organismes, qui domine la production d’enzymes industrielles.

3. Mécanisme d’action

L’a-amylase hydrolyse au hasard des liaisons a (1-4) des chaines d’amylose et
d’amylopectine. On I’appelle encore (endo-amylase) et amylase (liquéfiante) ou
(dextrinisante). Le produit principal formé est un oligoholoside de 6 & 7 résidus, accompagne
de maltose. Notons que cette enzyme attaque également I’amidon a 1’état granulaire. Selon
son origine, le pH optimal d’activité varie entre 4.7 et 5.9 et la température optimale d’action
se situe vers 50-55°C. A relever que certaines a-amylases d’origine bactérienne ont été
modifiées génétiquement pour étre actives a des tempeératures supérieures a 90°C (Scriban,
1999).

L’a-amylase extracellulaire coupe de facon aléatoire les liaisons 1,4-a-D-

glucosidiques entre les molécules de glucose dans la chaine d’amylose linéaire et produit
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éventuellement gamme de produits tels que le glucose et le maltose (Ramachandran et al.,
2004 ; Sivaramakrishnan et al., 2007 ; Erdal et Taskin, 2010).

4. Applications industrielles

Les a-amylases sont utilisées dans les industries de transformation de I’amidon pour
I’hydrolyse de polysaccharides tels que 1’amidon en constituants simples du sucre, comme
I’ont rapporté (Akpan et al.,1999; Haqg et al., 2002).

Les alpha-amylases sont largement utilisees dans les textiles, la confiserie, la
boulangerie, la brasserie, le sucre, I’alcool, le couchage du papier, I’amidon, les produits
pharmaceutiques, I’industrie des sirops, les aides digestives, les détergents et le traitement

des eaux usées (Sivaramakrishnan et al., 2006 ; Dhanya et al., 2009 ; Lokeswari, 2010).
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1. Généralités sur les champignons

Les champignons ou fungi (du latin) ou mycetes (du grec mukés) constituent un
groupe d'organismes hetérotrophes, non photosynthétiques. Ils se répartissent en deux
grands groupes : les levures et les moisissures. Les champignons de formes mycéliennes
sont appelés moisissures, alors que les levures sont dépourvues de mycélium et sont des
organismes souvent associés en agrégats de plusieurs cellules. Il existe également des
champignons dimorphes qui, selon les conditions du milieu peuvent alternativement exister
sous forme de levure ou de moisissure. Les champignons sontpour la plupart saprophytes et

dégradent au profit de leur croissance toutes sortes de débris organiques.

Les mycétes sont capables de vivre dans un environnement rude. En effet, les
myceétes se développent a pH légerement acide (entre 3 et 7) et a une température optimale
comprise entre 20 et 30°C. Cependant certaines espéces sont psychrophiles et se
développent a des températures trés basses (<15°C) ou méme parfois négatives. La
reproduction des champignons se caractérise par des formes et des mécanismes tres divers
et complexes, répartis en deux types : la reproduction asexuée et la reproduction sexuée. Se
reproduisent par des spores, selon un mode asexué (imparfait ou végétatif) et/ou sexué
(parfait).

En effet, relativement peu de microorganismes ont une application industrielle. Les
microorganismes utilisés en industrie sont la plupart du temps des champignons par
I'exploitation de leurs aptitudes métaboliques (enzymes et acides organiques). La littérature a
montré que les enzymes tels que les amylases, qui ont un intérét industriel majeur, peuvent
étre facilement obtenues a partir des genres fongiques, en particulier : Aspergillus (Hasnaoui
etal., 2020).
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2. Genéralités sur le genre Aspergillus

Décrit pour la premiére fois il y a prés de 300 ans par le prétre et botaniste Antonio
Micheli, Aspergillus tire son nom de la ressemblance de sa structure asexuée formant des
spores avec le goupillon, un instrument utilisé pour disperser I'eau bénite dans certains
services liturgiqueschrétiens (Gibbons et al., 2013) Aspergillus est donc le nom qui décrit
le cycle asexué du genre de champignon imparfait (Deutéromycétes) qui comprend
environ 180 especes, réparties en 18 sections (ESIAB, 2019). Les formes parfaites
(téeléomorphes) de certaines d'entre elles sont connues, et appartiennent a
I'embranchement des Ascomycota (genres Eurotium et Emericella notamment). Les
Aspergillus sont des champignons filamenteux, de type moisissure, caractérisés par la
présence de conidiophores dressés, terminés par une vesicule supportant (ESIAB, 2019).
Ce sont des contaminants fréquents de nombreux substrats, tels que les grains et les
produitsdérivés (farines, aliments composés pour animaux, etc.). Certains d'entre eux sont

pathogenes, et/ou produisent des métabolites toxiques pour les mammiferes.

3. Aspergillus niger

Aspergillus niger est un représentant cosmopolite des champignons filamenteux
microscopiques. Les Aspergillus noirs font partie d’un groupe d’espéces appelé « section
Nigri » et autrefois connu sous le nom de « Aspergillus niger groupe » : toutes les especes
de la section ont des tétes de conidies noires (Marie-Alix d’Halewyn et Pierre chevalier,
2019). Bien que la principale source de cette souche soit le sol, elle se produit
fréquemment dans diverses autres sources. La capacité d'Aspergillus niger a produire des
substances de divers types, telles que des acides organiques de faible poids moléculaire
(gluconique, citrique, itaconique, oxalique, malique, acétique, lactique et autres), des
enzymes (amylase, aryl-phosphatase, B-glucosidase, cellulase, lipase, et autres) ainsi que
d'autres produits du métabolisme, a une grande utilisation non seulement dans les
industries alimentaires, medicales, pharmaceutiques et chimiques, mais aussi dans la

biotechnologie minérale (Simonovicova et al., 2021).
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4. Taxonomie

En raison de son importance économique, I'Aspergillus est I'un des genres les mieux
décris du point de vue taxonomique parmi les champignons filamenteux. Al-Musallam,
(1980) a révisé la taxonomie du groupe d’Aspergillus niger en prenant essentiellement les
caractéristiques morphologiques en compte (Kaassis et al., 2019). Récemment, plusieurs
méthodes ont été utilisées dans cette section. La classification des espéces dans le groupe
varie selon les traitements taxonomiques. La position systématique d’Aspergillus niger est

résumée dans le tableau 1 comme suivant (Kaassis et al., 2019).

Tableau 1 : Position systématique d’Aspergillus niger (Kaassis et al., 2019).

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

11
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5. Caracteres culturaux / Aspect macroscopique

Aspergillus niger se développe sur la matiére organique en conditions aérobie
(Marie-Alixd’Halewyn et Pierre Chevalier, 2019) est une espéce xérophile, pouvant vivre
dans un milieu assez pauvre en eau. Elle peut germer dans un milieu ayant une activité
d'eau de Aw=0,77 a la température de 35°C. C'est pourquoi elle est fréquemment isolée
dans les fruits secs et les noix. Elle peut aussi vivre dans un environnement trés humide
(90 a 100 %) A. niger peut croitre a un pH de 2 (acide) a haute activité aw (Wiki, 2021).

Aspergillus niger est une espéce mésophile : sa température de croissance
optimale est de 20-40°C, avec une bonne croissance a 37°C. Il peut survivre a 60°C
(Marie-Alix d’Halewyn et Pierre Chevalier, 2019).

L'identification des Aspergillus se fait par une culture en boite de Petri, sur des
milieux de culture classiques. Les Aspergillus peuvent étre isolés a l'aide de clés utilisant la
coloration de la colonie, la pigmentation et la forme de la téte aspergillaire et I'aspect des

spores.

Aspergillus niger forme des colonies atteignant 4 a 5 cm de diameétre en 7 jours sur
milieu Czapek incubé a 25°C, de couleur noire. La température optimale de croissance se
situe entre25 et 30 °C mais il peut croitre jusqu'a la température de 47—48°C. La colonie est
d'abord blanche et translucide puis devient noire en sporulant. Le pH du milieu reste
inchangé (pH final 5.5) (Wiki, 2021). Colonies formées par un mycelium compact blanc a
jaunatre recouvert par une couche dense de conidiophores noirs (parfois bruns), a bordure
blanche. Revers généralement incolore (ESIAB, 2019). (Figure 2)
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(@) (b)
Figure 2 : Aspergillus niger sur milieu M2S5 (a) et Aspergillus niger sur milieu M2 (b) (ESIAB, 2019).

6. Morphologie microscopique

Tétes conidiennes brun foncé a noires, radiées a I'état jeune puis se séparant en colonnes

plusou moins bien définies a maturité, et pouvant atteindre un diameétre de 700 a 800 um.
Conidiophore lisse, de 1.5 a2 mm de long, hyalin ou brunatre dans leur moitié supeérieure.

Vésicule globuleuse de 25 a 75 um, supportant deux séries de stérigmates sur toute
sa surface.
Phialide 7-9.5 x 3-4 um formées sur des métules généralement brunes 20-30 x 5-6

pum,fréeguemment septées.

Conidies brunes globuleuses et ornementées (échinulées a tres verruqueuses), 3.5-4.5

gm.

OARS, _conidie
‘C".

o L
‘ Moo= ohialide

vésgicule

(@) (b)

Figure 3: Téte conidienne d'Aspergillus niger (a) et représentation schématique de conidiophore

d Aspergillusniger (b) (ESIAB, 2019b).
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7. Production d‘enzyme par Aspergillus niger

Aspergillus niger est largement utilisé dans

la production des enzymes

Commerciales vues les hautes productivités enzymatiques qui peuvent étre atteintes
(Kaassi et al., 2019) (Tableau 2).

Tableau 2 : Production d’enzyme par Aspergillus niger (Kaassi et al., 2019).

Enzyme

Microorganisme

Substrat/Milieu

Référence

Protéase

Aspergillus niger

Son de blé

Villegas et al .,
1993.Demain et
Davies, 1999.1kram
—-Ul-Haq et al .,2003

Glucoamylase

Aspergillus niger

Son de blé + son de

riz + cellulose

Rajoka et Yasmeen

,2005.

Alpha amylase

Aspergillus niger

D’¢échets d’organe en

poudre

Djekrif-Dakhmouche

ATCC16404 etal ., 2006.
Xylanase Aspergillus niger Son de blé XU et al ., 2008.
XY-1
Cellulase Aspergillus niger Son de blé Demain et Davies
,1999.
Lipase Aspergillus niger | Sonde blé +L’huile |Mahadik et al .
d’olive 2002.
Polygalactorunase Aspergillus niger Son de blé Fantana et al ., 2005.

Pectinase

Aspergillus niger

Son de blé+ Cosse de

riz

Akhter et al , 2011.
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1. Définition

La fermentation solide (fermentation de substrats solides, fermentation humide,
culture solide, etc. et en anglais : solid-state fermentation ou SSF) est géneralement
définie comme une croissance microbienne sur des particules solides humides en
I’absence d’eau libre (Pandey, 2003 ; Gervais et al., 2003 ; Rahardjo et al., 2006),
elle differe de la fermentation en milieu liquide, ou le milieu nutritif est complétement
solubilisé dans un grand volume d’eau, et de la fermentation en milieu submergé ou le
milieu nutritif est par exemple sous forme d’une suspension de fines particules dans la
phase liquide (Pandey, 2003).

La FMS offre de nombreuses possibilités dans le traitement des résidus agro-
industriels. Cela s'explique en partie par le fait que les procédes a I'état solide sont moins
gourmands en énergie, produisent moins deaux d’usées et sont respectueux de
I'environnement car ils résolvent le probléme de I'élimination des déchets solides (Pandey,
2003).

De facon simplifiee, les microorganismes se développent dans un systeme a trois
phases : une matrice solide, une phase liquide qui lui est liée et une phase gazeuse prise
au piége dans les particules ou entre celles-ci. Rahardjo et al. (2006) expliquent la
diffusion des moisissures filamenteuses dans le substrat solide humide. Selon les
substrats considérés, 1’apparition d’eau libre se manifeste pour des teneurs en eau
comprises entre 12 et 90% soit 0.65 et 0.98 d’activité d’eau (Mathot, 1996 ; Gervais et
al., 2003).

Dans la FMS, les microorganismes peuvent se développer entre les fragments du
substrat, c’est -a- dire a l'intérieur de la matrice du substrat, ou sur la surface du substrat.

La biomasse microbienne consomme substrats et sécréte des métabolites et des enzymes.

Les champignons filamenteux sont fréquemment utilisés en FMS en raison de leur

potentiel élevé d'excrétion d'enzymes hydrolytiques, leur tolérance relativement élevée
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aux faibles activites de I'eau et leur morphologie. Aprés la germination, les champignons
filamenteux forment des hyphes tubulaires qui s'allongent a leur extrémité et forment en
méme temps de nouvelles branches le long des hyphes. Leur morphologie permet aux
champignons filamenteux de coloniser la surface du substrat et de pénétrer dans la matrice du

substrat a la recherche de nutriment (figure 4).

Mycélium aérien
ierface air-liquide —p
/3 Couche humide de mycélim

Mycélium pénétrant

Figure 4 : Modé¢le de développement d’un champignon filamenteux en FMS (Rahardjo et al., 2006).

2. Les étapes suivies en fermentations solides

Les différentes étapes suivies au cours dune fermentation solide (Assamoi et al.,
2009) sont : d’abord, la préparation du substrat ou du milieu de culture, ensuite la
stérilisation facultative du milieu (généralement a 121°C pendant 21 minutes) suivie par le
refroidissement de celui-ci et enfin I’inoculation du milieu de culture en maintenant dans la
mesure du possible les conditions environnementales optimales (température, pH, teneur en

eau).

2.1. Lapréparation du substrat carboné

Les substrats carboneés utilises en fermentation 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
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polymérique, etc.). La preparation du substrat carbone vise a lui faire subir divers
traitements physique, chimique ou biologique (enzymes) afin de favoriser une grande
accessibilite des constituants aux microorganismes. Letraitement physique peut se faire
soit mécaniquement (broyage, concassage, hachage, aplatissage), soit thermigquement
(chauffage, autoclavage, traitement a la vapeur), soit par irradiation. Le traitement

chimique se fait par la voie des alcalis, acides, oxydants, gaz et solvants.

2.2. L’inoculation du milieu de culture

L’inoculation du milieu de culture se fait le plus souvent a partir d’une suspension de
spores (Mathot, 1996). Les spores étant moins sensibles aux conditions externes et se
conservent plus facilement. La quantité optimale de spores a inoculer differe selon les cas.
Un exceés de spores peut parfois inhiber la germination. Les spores sont cependant
métaboliquement dormantes, impliquant que la dégradation du substrat ne peuts’installer
qu’apres la germination. Pour minimiser cet inconvénient, une pré-germination des
spores est parfois envisagée. Des inoculums (spores + mycélium + substrat) de

production peuvent étre utilisés également.

3. Optimisation de la température, de la teneur en

eau, du pH et d’aération de la culture

A I’échelle industrielle, les contrdles de la température de culture et de I’humidité du
milieu sont trés importants pour le Scaling up (Bellon-Maurel et al., 2003). La faible

conductibilité thermique des substrats utilisés et leur faible teneur en eau réduisent le

transfert de chaleur, qui lui-méme dépend de la taille des particules de la couche solide. Une

élévation de la température dans la masse fermentable due a un dégagement de chaleur

métabolique peut aller jusqu’a atteindre 80° C, causant un assechement de la culture et une

baisse de I’Aw et de la disponibilité en nutriments. 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 thermo senseurs, ou des sondes métaboliques. La température de la culture a 1’échelle

industrielle est généralement régulée par 1’injection d’air forcé, I’agitation du réacteur ou

par le phénoméne d’évaporation. Au laboratoire, la température du milieu de culture est
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géneralement régulée par un bain d’cau thermostatisée ou par une simple régulation de la

température de la piece ou se trouve le bioréacteur (Bellon-Maurel et al., 2003).
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L’eau est impliquée dans la croissance cellulaire et les réactions métaboliques, les activités
enzymatiques, les transports des éléments nutritifs, des métabolites extracellulaires et des

gaz au cours de la fermentation solide (Bellon-Maurel et al., 2003 ; Gervais et al., 2003).

Les variations de la teneur en eau sont dues a 1’évaporation causée par la chaleur
métabolique, a I’hydrolyse du substrat et aux productions d’eau. La teneur en eau est
habituellement déterminée par les mesures de la matiere séche, laquelle, cependant, ne
différencie pas 1’eau disponible pour les activités microbiennes (c’est-a-dire I’activité d’eau
Aw) de I’eau liée au substrat indisponible aux microorganismes. A 1’échelle du laboratoire,
I’activité d’eau est contrélée en placant le bioréacteur dans une chambre de culture dont
’humidité de I’atmosphére est régulée par des solutions salines saturées. A grande échelle,
le bioréacteur est généralement aéré avec de 1’air saturé en eau. Des variations de valeur du
pH résultent d’une consommation en substrat (exemple de I’hydrolyse des protéines) et/ou

des synthéses métaboliques (exemple des acides organiques).

Les variations de pH sont des indicateurs des changements dans les activités
métaboliques (Bellon-Maurel et al., 2003). En fermentation solide, il n’existe pas
d’¢électrode pouvant enregistrer le pH des milieux solides a cause de 1’absence d’eau libre.
Certains auteurs utilisant d’électrodes potentiométriques ou une électrode a pH standard,
apres suspension de 1’échantillon dans de ’eau distillée. 11 est ainsi difficile de controler le
pH efficacement en fermentation solide. Lorsque cela est nécessaire, la méthode standard
est de tamponner le milieu de culture avec un mélange adéquat de composés azotés (urée,
sels ammoniacaux), dessels de Ca** ou des solutions alcalines. Pendant la fermentation, le
pH peut étre régulé par 1’addition d’acides ou de bases a I’eau de refroidissement de la
masse fermentable. L’aération des cultures solides joue quatres fonctions, a savoir le
maintien des conditions d’aérobies, 1’élimination du dioxyde de carbone, la régulation de la
température de culture et la régulationde la teneur en eau (Raimbault, 1998). En fermentation
liquide, 1’aération est souvent le facteur limitant de la croissance microbienne a cause de la
faible solubilité de I’oxygeéne dans 1’eau. L’aération en fermentation solide est plus facile
qu’en fermentation liquide & cause d’une part, de la diffusion rapide de 1’oxygeéne dans le
film humide entourant les particules de substrat, et d’autre part a cause aussi des grandes
surfaces de contact entre la phase gazeuse, le substrat et les mycéliens aériens.
Généralement, I’oxygene ne constitue pas un facteur limitant en fermentation solide lorsque

le substrat est particulaire.
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4. Avantages de la FMS

Selon Assamoi et al. (2009), les avantages des fermentations solides sont nombreux

ceux-ci incluent :
- La simplicité de cette technologie (applicable en milieu rural) et ne nécessitant pas

d’équipements  sophistiqués pour les contrbles permanents des paramétres
environnementaux (facultatifs). Le colt des équipements et des opérations est donc
faible.

- L’absence d’eau libre permet de réduire considérablement le volume des installations de

fermentation et les contaminations bactériennes.

- Ne nécessitant pas obligatoirement une stérilisation énergétique du substrat de culture et

requiert un faible espace.

- De plus, les opérations de mélange étant facilement modulables, il n’y a pas de
production de mousses lors des fermentations solides, contrairement aux fermentations
liquides. Etant donné que la plupart des procédés de fermentation solide mettent en
ceuvre des moisissures, ils ne nécessitent pas de stérilisation préalable du substrat, ce qui

réduit le colt énergétique nécessaire.

- En calibrant bien les particules du substrat (hachage, broyage, tamisage, etc.), ’aération
peut étre assurée passivement et/ou sans agitation ou par agitation discontinue. En cas
d’aération active ou forcée, une porosité bien étudi¢e facilite le passage de 1’air qui entre

facilement en contact avec les moisissures installées en surface des particules.

- En revanche, les moisissures filamenteuses rendent souvent les milieux liquides,
fortement visqueux. Ce qui entraine des problémes a 1’agitation et au transfert

d’oxygene (Assamoi, et al ., 2009).

5. Inconvénients de la FMS

Bien que la fermentation a I'état solide présente de nombreux avantages, ce procédé

présent egalement des inconvénients (Assamoi et al., 2009) :
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- Les microorganismes utilises sont limités. En effet, seuls les microorganismes se

développant bien aux basses humidités peuvent étre employeés.

- Les connaissances physiologiques et technologiques de la croissance des microorganismes

sur milieux solides sont faibles.

- Les problemes de transfert d’oxygéne et de chaleur rendent difficile 1’augmentation
d’échelle des procédés. En effet, la faible quantité d’eau ralentit les échanges de chaleur,
pouvant créer des problémes de surchauffe lorsque des masses importantes sont mises en
fermentation. L’évaporation compense partiellement cet échauffement, mais en réduisant

I’eau disponible.

- L’évacuation des calories métaboliques peut donc poser un probléme qu’il s’agit de

résoudre lors du passage de petits essais de laboratoire aux applications en vraie grandeur.

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

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

- La forte concentration des métabolites obtenus, des produits inhibiteurs générés par

les microorganismes peuvent s’accumule.
6. Applications de la fermentation solide

De maniére genérale, les applications de la fermentation solide concernent
I’alimentation humaine (fromages, production de champignons comestibles, koji,
choucroute et saucissons secs), le compostage et ’ensilage, la bio-filtration de gaz
malodorants, la production d’aliments riches en protéines pour 1’alimentation animale, la
production d’enzymes (amylases, cellulases,xylanases, etc.) et de metabolites spéecifiques

(éthanol, acides organique, citrique, etc.) (Assamoi et al., 2009). (Tableau 3)
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Tableau 3 : Principales applications des procédés FMS dans différents secteurs

économiques (Raimbault, M, 1998)

Secteur économique Application Exemples
Fermentations Koji, Tcznpch, Rae, Attickc,Fromages
Industrie agro-alimentaire alimentaires fermentés

traditionnelles

Production de Agaricus, Pleurotus, Shn-take

champignons etfrai

Bioconversion Sous- Pulpe de sucre Bagass Pulpede café'
produits Compostage de I'ensilage,

désintoxication

Additifs alimentaires Ardmes. Colorants. Graissesessentielles

Agriculture Biocontrole, Beauveria Metarhizium, Trichoderma
Bioinsecticide

Croissance des Gioberellines, Rhizobium,Inchoderma
plantes,Hormones

Mycorhization, Inoctiation des plantes

Champignonsauvage

Production d'enzymes Amylases, Cellulases Protéases,

Pectinases, Xylanases

Production Pénécilline, aliments pouranimaux et
Industr d'artibiotiques probiotiques
iel
Ferme Production d'acide Acide cirique
ntation organique Acide fumarique
Acide gallique

Acide lactique
Ethanol Production Schwanniomyces sp. Sbrch

Maltage et brassage

Métabolites Hormones Alcaloide

fongiques
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Matériel et méthode

1. méthode suivie par Roheena et al. (2014) concernant I’optimisation des conditions de

culture pour la production de I’alpha amylase par Aspergillus niger (BTM-26) sur FMS

1. Isolement des microorganismes

L'isolement des souches fongiques, s’est fait a partir de différents habitats. Chacun de ces
échantillons a subit une série de dilution (0°-10") (Clark et al., 1958). 0.5 ml de la suspension
de sol a été transférée dans les boites de Pétri et incubées a 30°C pendant 3 & 4 jours pour le
développement de la moisissure. Ensuite, les colonies ayant formées des zones claires
d'’hydrolyse de I'amidon ont été prélevées pour déterminer leurs caractéristiques
morphologiques afin de les identifier (Onion et al., 1986). Les conidies du champignon isolées
ont été transférées de maniere aseptique sur les géloses contenant un milieu gélosé a I'amidon.
Les géloses ont ensuite été incubées a 30°C pendant 3-5 jours pourune croissance maximale du
maximum du champignon et stockés dans un réfrigérateur a 4°C pour le maintien de la
culture. Le criblage de toutes les cultures sélectionnées pour la production d'alpha amylase a

été effectué par fermentation en milieu solide.

2. Inoculum

Des conidies provenant de cultures en pente agées de 3-4 jours ont été utilisées pour
I'inoculation. Le nombre de conidies a été compté a l'aide d'un hématimetre. Chaque millilitre
de la suspension contenait 3,6x10° UFC (Hagq et al ., 2002).

3. Fermentation a I'état solide

Differents milieux de culture ont été testés pour la production d'alpha-amylase par la
souche sélectionnée (Tableau 4). Dix grammes de substrat solide tel que du son de blé
humidifié avec une solution minérale. Les milieux de culture sont déposés dans des
Erlenmeyer d’une contenance de 250 ml. Ces flacons sont stérilisés a 121°C pendant 15
minutes. Apres refroidissement, 1 ml de la suspension de spores est ajouté a chaque flacon et
ensuite incubés a 30°C pendant 72 heures. Toutes les expériences sont réalisées en trois
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exemplaires. Apres incubation, 100ml d'eau distillée ont été transférés dans chaque flacon
contenant du son fermente. Les flacons ont été placés dans un incubateur a 160 rpm pendant

une heure. Apres une heure, le contenu des flacons a été filtré et le filtrat a été utilisé pour
I'estimation de I’activité de I'enzyme (Hag et al ., 2002).

4. Essai enzymatique

L'estimation de I'alpha amylase a été effectuée selon la méthode de Rick et Stegbauer
(1974). Un ml d'enzyme a été incubé avec 1,0 ml de solution d'amidon soluble a 1% de

d'amidon soluble de Litner pendant 30 minutes a 40°C. Le sucre réducteur a été mesuré par
la méthode DNS (Miller 1959).

5. Analyse statistique

Les résultats sont regroupés dans le tableau 5 et l'analyse statique (écart type et erreur
type) est réalisée par Minitab version 15.
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Tableau 4 : Composition des milieux pour la production d'alpha-amylase.

Milieux

M1

M2

M3

M4

M5

M6

Composition

5 g de Son de blé, 8ml (MSM) (6.2
mg/lZn SO,4.7 H,0 ;
6.8 mg/lde FeSO 4.7 H,0; 0.8mg Cu
S0O4.7H ,0; 1000 ml Eau distillée.
5 g Tourteau d’huile de coco, 2 ml
solution salée (2g/l KH,POy,. 5¢/I
NH4NO3;1.0g/1 NaCl; 1.0g/l
MgSQO,.7 H,O, 1000 ml eau
distillée.
5g Son de riz, 10 ml solution de sel
minéral contenant 29/l KH,PO4; 5
g/l NH4 NOgs; 1.0 g/l NaCl; 1.0 g/l
MgSQO,.7H,0 ; 1000 ml Eau
distillée.
Pelure de pomme de terre 20 g,
MSM (0.8 g/l NaCl; 0.1 g/l KCI; 2.0
g/l CaCl,. 0.2 g/l Na;HPOg; 8.0 g/l
FeSOy; 2.0 g/l Glucose; 2.0 g/l
NH,CI.

5 g Son de blé ; 5ml eau distillée

10 g Son de blé ; 10 ml tampon
acétate.
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2. Méthode suivie par Shahzad M. et al (2016) concernant I’optimisation de la

production de I’amylase par Aspergillus niger sur la peau de pomme de terre

1. Analyse chimique du substrat

La peau de pomme de terre utilisée comme substrat a été obtenue auprés de Lays,
Pepsicola International (Pvt) Ltd, Lahore, Pakistan. Les teneurs en humidité, en cendres, en
azote et en matieres grasses de la peau de pomme de terre ont été déterminées selon les
méthodes standards décrites dans AOAC, (2005).

2. Préparation de I'inoculum

Dix ml d'eau distillée stériles a été ajoutée a une culture sporulée vieille de 5 jours. Une
aiguille a inoculum a été utilisée pour déloger les grappes de spores dans des conditions
stériles, puis on l'a secoué soigneusement pour préparer une suspension de spores

homogénéisée.

3. Fermentation a I'état solide

Vingt grammes de pelures de pommes de terre brutes amendées avec 2 ml de solution de
sel minéral contenant 10g/l de KH,PQOy,; 2.0 g/l MgSOQOy,; 2,0 g/l NaCl et 0.5 g/l MnSO, dans
un Erlenmeyer de 250 ml. La stérilisation se fait a 121°C pendant 15 minutes. Ensuite, le
matériel de la fiole a été refroidi atempérature ambiante et inoculé avec 1 ml de suspensions
de spores dans le flux d'air laminairea l'aide d'une pipette stérilisée. Les flacons ont ensuite

été incubés a 30°C pendant 5 jours.

4. Optimisation des parameétres du processus

Divers paramétres du processus ont été optimisés pour une production maximale
d'enzymes, comme suit : période d'incubation (24-144 h), température d'incubation (20-
50°C), pH initial (4-9), teneur en humidité initiale (0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15%), taille de

I'inoculum (2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15%). Des expériences ont également été réalisées pour
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évaluer l'influence de différentes sources de carbone sur la production d'a-amylase dans les
conditions de fermentation optimisées (maltose, glucose, galactose, lactose, fructose, amidon
soluble) et des sources d'azote (extrait de levure, peptone, etc.), (extrait de levure, peptone,
tryptone, extrait de beeuf, (NH4)3PO4, NH4NO3, (NH4)2SO,4 , NH4Cl et NaNOg).

Aprés incubation, 50 ml de tampon de citrate (pH 5.0)ont été ajoutés dans chaque flacon
contenant la matiére fermentee et places sur un agitateur & 200 rpm pendant 60 min. Ensuite,
le mélange a été filtré et centrifugé a 8000 rpm pendant 15 min a 4°C, I’enzyme brute est

ainsi obtenu e pour doser l'activité de I’a-amylase.

5. Activité alpha-amylase

L'activité enzymatique a été mesurée en utilisant une procédure modifiée basée sur la
méthode de Okolo et al. (1995). Le mélange réactionnel contenant 1ml d'extrait d'enzyme et
1 ml de solution d'amidon soluble (1%) a été incubé pendant 30 minutes a 50°C. Les sucres
réducteurs libérés ont été estimés par la méthode de I'acide dinitrosalicylique (DNS) de Miller
(1959) en utilisant le maltose comme standard. Le blanc contenait 1ml d'eau distillée au lieu
de 1ml d'extrait enzymatique. Une unité (Ul) d'a-amylase est définie comme la quantité
d'enzyme qui libere 1 pg de sucre réducteur en tant que maltose par minute dans les conditions

standard de I'essai.

6. Analyse statistique

Toutes les données obtenues a partir des expériences ont été analysées statistiguement
par le logiciel SPSS pour l'analyse statistique. Le test ANOVA a été appliqué au niveau de
signification de p < 0.05.
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1. Travaux de Roheena et al. (2014) concernant ’optimisation des conditions de
culture pour la production d’alpha amylase par Aspergillus niger (BTM-26) sur
FMS

1. Isolement et sélection des isolats

Quarante souches fongiques différentes ont été isolées et identifiées selon Onion et al .,
(1986). Ces isolats ont été testés pour la production d'alpha-amylase par fermentation a I'état
solide (tableau 5).

Tableau 5 : Isolement et criblage de souches fongiques pour la production d'alpha amylase

Nom de I'isolat Activité enzymatique
(U/ml/min)
Aspergillus niger BTM-1 23505
Rhizopus sp. BTM-2 115+ 0.3
Aspergillus tamarii BTM-3 357+0.5
Trichoderma viridi BTM-4 134 +1
Aspergillus niger BTM-5 342+ 1
Aspergillus flavus BTM-6 212 £ 0.7
Fusarium sp. BTM-7 161+ 0.8
Aspergillus oryzae BTM-8 376 £ 1
Aspergillus sp. BTM-9 274+0.8
Rhizopus sp. BTM-10 384 +0.6
Aspergillus niger BTM-11 119+ 0.6
Aspergillus sp. BTM-12 213+0.8
Fusarium sp. BTM-13 124 +0.1
Aspergillus oryzae BTM-14 332+1
Rhizopus sp. BTM-15 266 £ 0.8
Aspergillus niger BTM-16 399+15
Rhizopus sp. BTM-17 258 £0.9
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Aspergillus niger BTM-18 365+ 0.7
A. oryzae BTM-19 362 £ 0.8
Rhizopus sp. BTM-20 377+0.6
Fusarium sp. BTM-21 281+ 0.5
Aspergillus niger BTM-22 406 £ 0.7
Rhizopus oligosporous BTM-23 397 £0.9
Fusarium sp. BTM-24 201 +0.3
Rhizopus sp. BTM-25 309+0.5
Aspergillus niger BTM-26 432 +0.9
A. oryzae BTM-27 303 +0.7
Rhizopus sp. BTM-28 231+£0.5
Aspergillus oryzae BTM-29 327+0.8
Fusarium sp. BTM-30 238+ 0.7
Aspergillus niger BTM-31 238 +£0.9
Aspergillus oryzae BTM-32 174+ 0.9
Aspergillus niger BTM-33 254+ 0.8
Aspergillus niger BTM-34 360 £ 0.7
Trichoderma viridi BTM-35 200+ 0.8
Aspergillus niger BTM-36 269 £ 0.5
Aspergillus oryzae BTM-37 183+ 0.6
Rhizopus sp. BTM-38 377+0.7

A. oryzae BTM-39 285+0.9
Aspergillus niger BTM-40 399+0.9

La souche ayant recu le code BTM-26 est I’isolat présentant I’activit¢é maximale d'a-
amylase (432U/ml/min+0.9) et a été sélectionné pour les tests ultérieurs. Il s’agit
d’Aspergillus niger. L'hyperproducteur sélectionné (BTM-26) a été réservé pour une

optimisation supplémentaire des conditions de culture pour la production d'alpha amylase.
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2. Sélection du meilleur milieu pour la production de I’enzyme

Parmi les six milieux testés pour la production d’a-amylase par Aspergillus niger (BTM-
26). Le milieu M5 a présenté le meilleur résultat (Figure 5), La raison pourrait étre que
I'aptitude du son de blé pour une production optimale d'enzymes réside dans sa composition
chimique, car il contient une proportion appropriée de fibres, d'hydrates de carbone, de
protéines et de graisses nécessaires a la croissance du micro-organisme et a la production

d'alpha-amylase (Hag et al., 2012).

600 A
B Enzyme activity of 4.niger BTM-26 (U/ml/min)

500 A

400
. 300 A
200
" 100 -
0 . . ' ' ’
M1 M2 M3 M4 M5 M6

Fermentation media (g)

(u/mymin)

enzyme actuviy

Figure 5 : Effet de différents milieux de culture sur la production d’alpha amylase par Aspergillus niger (BTM-
26) Période de fermentation 72h, pH 6, température d'incubation 30°C.

3. Effet de la concentration du substrat sur la production de I’enzyme

La figure 6 montre I'effet de la concentration du son de blé (2.5 a 12.5 %) sur la
production d'alpha-amylase par Aspergillus niger (BTM-26). La production d'alpha amylase
augmente progressivement jusqu'a 10 g de son de blé, puis diminue. Les rendements
enzymatiques étaient les plus élevés a une concentration de 10 g de son de blé. Par

conséquent, cette concentration a été retenue pour la suite de 1’étude.
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Figure 6: Effet de différentes concentrations de son de blé sur la production d'alpha amylase par Aspergillus
niger (BTM-26), Période de fermentation 72h, pH 6, température d'incubation 30°C

4. Effet du temps d’incubation

L’effet de différents temps d’incubation de (0 - 96 heures) sur la production d’alpha
amylase par Aspergillus niger (BTM 26) a également été testée et les résultats représentés
dans la figure 7 montrent que la production d’alpha amylase a augmenté progressivement
avec le temps jusqu’a 72 heures. Au-dela de ce niveau, on a observé une diminution de la

production d’enzymes. Ce temps d’incubation est donc sélectionné pour une optimisation

ultérieure.

La raison pourrait étre que le champignon en pleine croissance a atteint la fin de la
phase logarithmique et est entré dans la phase de croissance stationnaire. Ceci a été en
témoigne Prescott et Dunn (1987) Il'ont démontré en rapportant que I'accumulation d'alpha-
amylase par une souche fongique a atteint le niveau optimal dans la phase de croissance
stationnaire. L'incubation au-dela de 72 h a entrainé une diminution du rendement
enzymatique. La réduction de la production d'enzymes pourrait étre due a la baisse de la
teneur en nutriments et en sucre. En outre, inhibiteurs génerés par le champignon pourraient
également étre la cause possible (Ramesh et Lonsane, 1990 ; Krishna et Chandrasekaran,
1996).
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Figure 7: Effet de différents temps d'incubation sur la production d'alpha amylase par Aspergillus niger
(BTM- 26), Température d'incubation 30°C, pH 6.0.

5. Effet de la température

L'effet de différentes températures (20°C a 50°C) sur la production d'a-amylase par
Aspergillus niger (BTM-26) a été évalué. Dans cette étude, une température de 30°C s'est
avérée étre la température optimale. En effet, des températures plus élevées entrainent une

diminution progressive de la production d'enzymes.

La diminution de la production d'enzymes est liée a la réduction de la teneur en humidité.
En effet, une température élevée provoque I'évaporation dans le FMS et entraine une
diminution du niveau d'humidité contenu dans le milieu. Réduction de la teneur en humidité,
a son tour abaisse le taux de croissance du champignon conduisant a une diminution de la

production d'enzymes (Roheena et al., 2014). (Figure 8).
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Figure 8: Effet de la variation des températures d'incubation sur la production d'alpha amylase par Aspergillus
niger (BTM-26), Temps de fermentation 72h, pH 6.0

6. Effetdu pH

L’effet de divers pH (3-9) sur la production d’enzymes a été étudié. L’activité maximale
est notée a pH 5 (Figure 9). D’prés Gupta et al., (2008). Les enzymes fonctionnent plus

efficacement sur une plage étroite de pH et sont tres sensibles aux petits changements de pH.
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Figure 9 : Effet de différents pH sur la production d'alpha amylase par Aspergillus niger (BTM-26),

Température d'incubation 30°C, Temps de fermentation 72h.

7. Effet de I’inoculum

La figure 10 montre I’impact des différentes suspensions sporales (0.5 ml a 2.5 ml) sur la
production d’a-amylase par Aspergillus niger (BTM-26). 1ml est celle qui a donné le
maximum d’activité enzymatique. La croissance du champignon et sa capacité a produire une
enzyme est liée a la taille d'inoculum. La diminution de la production d'enzymes a des tailles
d'inoculum plus grandes était due a la surcroissance d'Aspergillus niger (BTM-26) qui
produit des conditions anaérobies. Cela engendre une grande consommation du substrat

affectant le processus métabolique de synthése enzymatique. (Roheena et al., 2014) .
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Figure 10 : Influence de 1'inoculum sur la production d’alpha amylase par Aspergillus niger (BTM-26), Période

de fermentation 72h, pH 5, température d'incubation 30°C

8. Sélection des meilleures sources de carbone

L’utilisation des différentes sources de carbone (le lactose, le maltose, le glucose, le
xylose et le saccharose) ont été étudiés pour la production d'alpha amylase. De toutes ces
sources de carbone, le lactose a une concentration de 1.5% a montré la plus grande production
d'enzyme (Figure 11). La diminution de la production d'enzymes a faible teneur en lactose
pourrait étre due a une plus faible quantité de carbone nécessaire a la synthése de lI'enzyme.
L’augmentation de la concentration de lactose au-dela d’un certain seuil donne un exces de

carbone qui a causé la répression catabolique (Gupta et al., 2008).
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Figure 11 : Influence de différents sources de carbone sur la production d’alpha amylase par Aspergillus niger
(BTM-26), Période de fermentation 72h, pH 5, température d'incubation 30°C
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Figure 12 : Effet de différentes concentrations de lactose sur la production d'alpha amylase par Aspergillus
niger (BTM-26), Période de fermentation 72h, pH 5, température d'incubation 30°C

9. Effet des difféerentes sources d'azote organique et inorganique

Diverses sources d'azote inorganiques et organiques, a savoir NaNO3, KNOg3, (NH4),SOy,

extrait de levure, peptone, liqueur de mais et I’'urée ont été utilisées dans cette étude pour
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tester leur influence sur la production d'enzymes (Figure 13 et 14). Parmi les sources d'azote
testées, le (NH,;),SO, et I'extrait de levure se sont avére les meilleures sources inorganiques et
organiques respectivement pour la production d'alpha amylase (Figure 13 et 14). Pour plus

d’informations les effets du (NH4),SO, et de [I'extrait de levure sont testés a différentes
concentrations.

1UuuU g

900 -

111}

Control Yeastextract Peptone Cornsteep liquor Urea

Owoanie nitrnoan ennirecac (0A)

= Enzyme activity of 4.niger BTM-26(U/ml/min)

888

Enzyme activity (U/ml/min)
W & La
8 8 8

g 8

Figure 13: Effet des différentes sources d'azote organique sur la production d'alpha amylase par Aspergillus
niger (BTM-26), Période de fermentation 72h, pH 5, température d'incubation 30°C
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Figure 14 : Effet de différentes sources d'azote inorganique sur la production d'alpha amylase par Aspergillus
niger (BTM-26) Période de fermentation 72h, pH 5, température d'incubation 30°C

Parmi ces sources d'azote, 0.2% de (NH,4),SO, et 0.3% d'extrait de levure sont avérés les
meilleurs pour la production d'enzymes (Figurel5 et 16). La croissance du champignon et la
synthése enzymatique nécessitent 1’azote. L'augmentation de la concentration de (NH4)»,SO4
au-dela de 0.2% diminue la synthése d'a-amylase en raison de I'effet toxique et inhibiteur de

I'azote sur la synthése enzymatique comme le soulignent Anto et al. (2006).

39



Résultat et discussion

10007 4 Enzyme activity of A.niger BTM-26(U/ml/min)

001 02 03 04 05

Conc of ammonium sulphaie (%)

'me activity (U/mV/min)
w & W QA 3
3888883

zy
L
3

° 8

Figure 15 : Effet des différentes concentrations de sulfate d'ammonium sur la production d'alpha amylase par

Aspergillus niger (BTM-26), Période de fermentation 72h, pH 5, température d'incubation 30°C

40



Résultat et discussion

12001 » Enzyme activity of 4.niger BTM-26 (U/ml/min)

10001
E
E
E 800
B
5 400
z
-
S 200

0 T T T T
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Conc of yeast extract (%)

Figure 16 : Effet de différentes concentrations d'extrait de levure sur la production d'alpha amylase par
Aspergillus niger (BTM-26) Période de fermentation 72h, température d'incubation 30°C
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2. Travaux de Shahzad, M. et al. (2016) concernant I’optimisation de la production de

I’amylase par Aspergillus niger sur la peau de pomme de terre

Dans cette étude, a-amylase était produit a partir d’Aspergillus niger par fermentation a 1’état

solide en utilisant les pelures de pomme de terre comme substrat.

1. Analyse chimique des pelures de pommes de terre

Les résultats concernant la composition de la pelure de la pomme de terre crue a montré
que celle-ci contient prés de 83.5% d’eau, environ 5.68% de cendres, 2.94% de protéines et
6.74% de matieres grasses en poids sec. En comparant ces résultats avec celles publiées par le
Ministére de 1’ Agriculture des Etats-Unis en 2008 qui a déclaré que pour 100g de peau crue,
il ya83.29 g d’eau, 2.57g de protéines, 1.61g de cendres, 0.1g de matiéres grasses totales et
2.5g de fibres alimentaires totales. En effet les résultats de I’étude Shahzad et al., (2016) se
rapproche a celle du rapport de ’'USDA et la variation des résultats peut étre due a des

différences dans les conditions environnementales.

Lors de la production de I’amylase par Aspergillus niger sur la peau de pomme de terre, le
processus de fermentation a été optimisés en testant différents parametres dont: le temps
d’incubation, pH, température, taux d’humidité, taille de I’inoculum, la source de carbone et

la source d’azote.

2. Effet de la période d’incubation

D’apres la figure 17 I’activité enzymatique augmente aprés 24h d’inoculation. L’activité
maximale (1142.70+£1.25 U/g), elle est obtenue & 72h, un résultat similaire est noté par
Ahmed et al., 2015 ; Hag et al., 2002 ; Ramachandran et al., 2004 ; Tiwari et al., 2007.

Apres 72h, une diminution de la production de I’enzyme est notée, elle peut étre due soit a
I’épuisement des nutriments dans le milieu (Hag et al ., 2002 ; Erdal et Taskin, 2010), soit a
la dénaturation de I’enzyme (Sindhu et al., 2009) ou en raison de la production d’autres sous-

produits (Hagq et al., 2002).
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Figure 17: Effet de la période d’incubation sur la production d’a-amylase et la production des protéines

3. Effet de la température d’incubation

L’effet de la température est testé entre 20 et 50°C et la production maximale d’a-
amylase par Aspergillus niger est représentée dans la figure 18. Elle est obtenue a 30°C
(1162,98+1,34U/g). Quand la température est supérieure a 45 °C, une perte de I’humidité du
substrat du milieu de fermentation est observé ce qui affecte 1’activit¢ de métabolisme du
micro-organisme. En effet, ceci entraine aussi bien la réduction de la croissance et de la
production d’enzymes (Sindhu, 2009). 30°C est la température optimale notée pour la
production d’ a-amylase (Irfan et al., 2012; Ramachandran et al., 2004; Kunamneni et al .,
2005; Kathiresan et Manivannan, 2006; Gupta et al., 2008; Chimata et al., 2010; Erdal et
Taskin, 2010; Negi et Banerjee, 2010).
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Figure 18: Effet de la température d’incubation sur 1I’a-amylase et la production totale de protéines par

Aspergillus niger

4. Effet du pH initial

Effet du pH initial (4-9) du milieu de culture a été déterminé pour une meilleure
production d’ a-amylase. La production maximale d’oa-amylase (1262.27+2.18 U/g) a été
obtenue a pH initial de 5 (figure 19). Inférieur ou supérieur a cette valeur de pH, la
production d’enzyme était plus faible. Des études antérieures ont également rapporté des
résultats similaires pour la production d’a-amylase & pH optimal 5 (Sivaramakrishnan et al.,
2007; Gupta et al., 2008 ; Sindhu et al., 2009 ; Chimata et al., 2010; Erdal et Taskin, 2010 ;
Negi et Banerjee, 2010; Irfan et al., 2012). Certaines souches d’Aspergillus niger présentent

un pH initial de 6,0 pour la production maximale d’amylase (Saleem et Ebrahim, 2014).
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Figure 19 : Effet du pH initial sur I’ a-amylase et la production totale de protéines par Aspergillus niger.

5. Effet du taux d’humidité

Les effets de divers niveaux d’humidité (0-15%) sur la production d’a-amylase par

Aspergillus niger sont présentés dans la figure 20.

La production maximale d’enzymes (1051.05+1.83 U/g) a été observée a un taux d'humidité
de 5%, une nouvelle augmentation a 15%, il y a eu une baisse de la production d'enzymes. La
production maximale d’amylase a été atteinte a 70-90% d’humidité, un résultat déja révélé
par de nombreux chercheurs (Ramachandran et al., 2004 ; Kunamneni et al., 2005 ; Chimata
et al., 2010 ; Erdal et Taskin, 2010 et Negi et Banerjee, 2010). Un niveau d’humidité plus
élevé diminue la porosité du substrat, favorise 1’adhérence et les bouquets de substrat,
diminue la dégradation du substrat, réduit le volume et les échanges de gaz, tandis que, une
faible teneur en humidité peut conduire & une mauvaise solubilité et accessibilité des éléments
nutritifs, un inférieur degré de gonflement du substrat et tension de I’eau plus élevée, ce qui
entraine une mauvaise croissance microbienne et diminution de la production d’enzymes
(Mahanta et al., 2008 ; Zambare, 2010).
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Figure 20 : Effet de I’humidité sur I’a-amylase et la production totale de protéines par Aspergillus niger.

6. Effet de la taille de I’inoculum

La figure 21 montre I’effet de diverses tailles d’inoculum (2.5 a 15 %) sur la Production
d’ a-amylase par Aspergillus niger en SMF. La production d’amylase la plus élevée (1047.68
+1.15 U/g) est notée avec une concentration d’inoculum de 5% et puis une baisse marginale
de la production enzymatique a été observée a 15%. Résultats similaires ont été signalés par
Kareem et al., (2009) et Chimata et al., (2010) qui ont obtenu un maximum d’activité
enzymatique & 5% d’inoculum. Certains chercheurs ont obtenu la production d’a-amylase la
plus élevée en utilisant un niveau d’inoculum de 10% (Ramachandran et al., 2004;
Kunamneni et al., 2005). Une concentration d’inoculum plus faible peut ne pas étre suffisante
pour amorcer la croissance des champignons et la production des enzymes. L’augmentation
de la taille d’inoculum assure une propagation rapide de la biomasse et la synthese
enzymatique. Apres un certain seuil, la production de I’enzyme diminue en raison de
I’épuisement des nutriments dus a 1’augmentation de la biomasse, qui a entrainé une

diminution de I’activité métabolique (Kashyap et al., 2002).
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Figure 21 : Effet de la taille de I’inoculum sur a-amylase et la production totale de protéines par Aspergillus

niger.

7. Effet des sources de Carbone

Divers sources de carbone sont testées comme le glucose, I’amidon, le galactose, le
lactose, le fructose et le maltose, la production d’a-amylase a montré une production accrue

de I’enzyme (1132.40+1.75 U/g) en présence de I’amidon soluble (figure 22).

Des résultats similaires sont rapportés par de nombreux chercheurs (Ramachandran et al.,
2004 ; Kunamneni et al., 2005 ; Varalakshmi et al., 2009 ; Erdal et Taskin, 2010 et Chimata et
al., 2010).
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Figure 22: Effet des sources de carbone sur I’a-amylase et la production totale de protéines par Aspergillus

niger.
8. Effet des sources d’azote

Divers sources d’azote organique et inorganique ont été utilisées comme supplément au
milieu de culture pour la croissance d’Aspergillus niger et production d’ o- amylase. Les
résultats montrent que la production maximale enzymatique est obtenue avec de la peptone
(1180.64+1.43 U/g) et le nitrate d’ammonium (1298.12+1.94 U/g) sous forme organique et
inorganique respectivement (figure 23 et 24). Des résultats similaires avaient déja été signales
dans diverses études (Ramachandran et al., 2004 ; Kunamneni et al., 2005 ; Kathiresan et
Manivannan, 2006 ; Tiwari et al., 2007 ; Gupta et al., 2008 ; Chimata et al., 2010 ; Erdal et
Taskin, 2010 ; Negi et Banerjee, 2010). Extrait de levure était également la meilleure source
d’azote pour la Production maximal d’a-amylase par les espéces d’Aspergillus (Ahmed et al .,

2015 ; 2014).
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Figure 23: Effet des sources d’azote organique sur 1’a-amylase et la production totale de protéines par

Aspergillus niger
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Figure 24 : Effet de la source d’azote inorganique sur la a-amylase et la production totale de protéines par

Aspergillus niger.
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Tableau : Comparaison entre les résultats

Les
paramétres | Travail 1
sélectionnés selon Travail 2 selon
pour étudier | Roheena, | Shahzad, M. ; Comparaison
la production | A.;etal et al (2016)
d’alpha - (2014)
amylase
D’apres les deux expériences : Roheena, A ; et al
| Aspergillu | (2014) et Shahzad, M ; et al (2016) montrés que
La meilleure _ Aspergillus | la meilleure souche productrice d’alpha amylase
souche (;Tnl\l/?_eer) niger (SM24) | Aspergillus niger (BTM-26) qui donne une
production maximale d’enzyme (432+0.9) et
Aspergillus niger (SM24)
Pelure de Pour la concentration du substrat Roheena, A ; et
Substrat Son de blé pomme de al (2014) a montré que meilleur production
terre d’alpha amylase en utilisant 10g du son de bl¢é
Dans ce travail Shahzad, M ; et al (2016) on
Milie Milieu M5 DA utiliser le milieu PDA dans leur travail, Roheena,
A ; et al (2014) montré que le milieu M5 est le
meilleur pour la production d’alpha amylase
La période d'incubation joue un role vital
dans la production d’enzyme.
Dans la 1°® étude on n’observe que la production
d’alpha amylase a augmenté progressivement
Période avec le temps jusqu’a 72 h c'est le temps
72 heures 72 heures

d’incubation

d’incubation au la production maximale,
Pour le 2eme travail

Le Rendement en alpha amylase

Etait maximale a 72 h d’incubation
(1142,70 1,25 p/g).

50




Résultat et discussion

Taux
d’humidité

Non

étudier

5%

La Production maximale d’enzymes (1051,05
1,83p/g) a été observée a un niveau d’humidité de

5%.

Température

30°C

30°C

La température est un paramétre important pour
la production d'enzymes. La 1%® étude montre
une température de 30°C s'est avérée étre la
température optimale pour la production
d'enzyme, Dans le deuxiéme travail la production
d’a-amylase a été obtenue a

30 °C (1162,98 1,34p/g).

maximale

pH

pH=5

pH=5

Le pH est un parametre pour la production
d'enzymes. La plupart des micro-organismes sont
capables de se développer dans une plage de pH
de 5 a 7 2020).

Selon Roheena, A ; et al (2014) ont trouve que

(Verma. et al

la production d’enzymes ¢tait maximale (560

wml /min) a pH 5, en comparant avec

La production maximale d’a-amylase par
Aspergillus niger (SM 24), Shahzad, M et al
;(2016) a été (1262.27 +2.18 p/g) obtenue a pH

initial moyen 5.

Taille

d’inoculum

iml

5%

Dans la 1*° étude, la taille d’inoculum la plus
appropriée pour la production maximale était de
Iml, a activité enzymatique (580p/ml/min) en
comparant avec la 2°™ la production d’amylase
la plus élevée (1047.68+1.15u/g) a été atteint

avec une concentration d’inoculum 5%

Source de

carbone

Lactose

Amidon

soluble

Le carbone est I'un des parametres les plus
importants qui influencent les voies métaboliques
des micro-organismes et la production des
protéines spécialement les enzymes. Dans ce

travail les deux chercheurs ont trouvés que le
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lactose et 1’amidon soluble sont les meilleures
substrats pour la production optimale d’alpha
amylase en successif  (700p/ml/min) et
(1133.40£1.75u/9)

Source

d’azote

-Azote
organique
: extrait de

levures

- Azote
inorganiqu
e : sulfate
d’ammoni

um

-Azote
organique :
peptone
-Azote
inorganique :
nitrate

d’ammonium

le ler travail montre que 0,2 % de sulfate
d'ammonium et 0,3 % d'extrait de levure se sont
aveéré les meilleurs pour la production d'enzymes,
pour le 2°™ travail les résultats ont montré que
la production maximale d’enzyme avec peptone
(1180.64 + 1.43 p/g) et nitrate d’ammonium
(1298.12 + 1.94 p/g) sous forme organique et

inorganique source d’azote respectivement.
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Conclusion

L’objectif principal de ce travail est d’optimiser la production de I’enzyme alpha
amylase par la souche Aspergillus niger au moyen de la technique de fermentation a I'état
solide qui a recu une grande importance dans divers secteurs. Les résultats de cette étude ont
montré que la production maximale d'enzyme dans la premiere et la deuxiéme expérience sont
respectivement (432+0.9 U/ml/min) et (1262.27+2.11 U/g). Ces valeurs ont été enregistré par
I'optimisation des parametres de processus ceux-ci pH, température, taille d'inoculum, la
période d'incubation, la source de carbone et d'azote. Certes la production de I'enzyme alpha
amylase existe en Algérie, déja développé a partir de la datte mais pas encore a la quantité
souhaitée. Cette méthode par lequel nous avons fait I'approche de la production de cette
enzyme par Aspergillus niger qui ouvre de nouveaux horizons pour améliorer le marché

algérien et permettre un rendement économique considérable.
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Annexe

+ M2 ou (M2YA) : milieu aux extraits de malt et de levures

* M2S5

+ PDA:

e Extrait de malt 20.0g
e Extrait de levures 2.0g
e Agar 15.0g

> milieu salé aux extraits de malt et de levures

Extrait de malt 20.0g
Extrait de levures 2.0g
Agar 15.0g
NaCl 50.0g

milieu potato dextrose agar

e Infusion de pomme de terre 2009
e Dextrose 20g

e Agar 20g

e Eau distillé 1litre
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Résumé

La présente étude porte sur la modélisation, la production et la caractérisation d'a-amylase par Aspergillus
niger en fermentation a I'état solide. Pour la premiére expérience quarante souches fongiques ont été isolées
a partir de différents échantillons de sol ont fait d'abord un criblage qualitatif sur milieu gélosé a I'amidon, et
un criblage quantitatif a été effectué en fermentation en milieu solide. Une souche d'Aspergillus niger
montrant une production maximale d'enzyme a été sélectionnée (432 £ 0.9 U/ml/min) et le code BTM-26 lui
a été attribué. Le rendement de son de blé s'est avére étre le meilleur substrat pour la production d'alpha
amylase. La production maximale d'enzyme a été obtenue a 30°C, pH 5 et une taille d'inoculum de 1ml et la
vitesse de fermentation maximale a été obtenue aprés 72 heures d'inoculation. L'ajout de 1.5 % de lactose
comme source de carbone, de 0.2% de (NH,4),SO, et de 0.3% d'extrait de levure comme sources d'azote
inorganique et organique respectivement, a permis de donné une production d'enzyme (990 + 0.81
U/ml/min). Pour la deuxieme expérience on utilisant des déchets alimentaires comme substrat pour un
rendement maximal en a-amylase. L'activité maximale de I'enzyme (1262.27+ 2.11 U/g) a été enregistrée
aprés 72 h d'incubation a 30°C, pH 5 avec un taux d’humidité et une taille d'inoculum de 5%. Parmi les
différentes sources d'azote et de carbones évalués, la peptone (1.5%), NH;NOj3 (0.75%) et I'amidon soluble
(1.25%) ont donné une production maximale d'a-amylase, dans toutes les conditions de culture optimisées,

la production maximale d'enzyme a été (1298.12 +2.14 U/g).
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