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Résumé

L’objectif principal de ce mémoire est la synthése bibliographique des études portant
sur I’effet de différents déchets agroalimentaires sur la production des cellulases en milieu
solide par la souche fongique Aspergillus niger. Divers sous-produits agroalimentaires sont
étudiés dans ce mémoire, les déchets de thé vert, les pseudo-troncs de bananier, les déchets de
jacquier, le son de blé, la bagasse de canne a sucre, la paille de blé, la paille de riz, les balles
de riz, les tiges de canne a sucre, ’herbe de carottes et les rafles de mais (Kumar et al., 2018 ;
Saldafia et al., 2022 ; Dinil et Jacob, 2022). Les activités cellulasiques sont dosées a I’aide de
carboxymeéthylcellulose (CMC) et (DNS) pour I’endoglucanase, le papier filtre pour ’activité
papier filtre, et le p-nitrophényl B-D glucopyranoside pour le dosage de B-Glucosidase. Un
maximum de production est observé, pour les activités endoglucanase (65.85+2.18 UI/g),
APF (4.50 UPF/g) et B-Glucosidase (1016.52+3.58 Ul/g) lorsque la souche A. niger 28A est
cultivée sur les déchets de thé vert comme substrat (Saldafia et al., 2022). De plus, les trois
activités étudiées (endoglucanase 26.33+2.38 Ul/g, APF 2.11+0.14 UPF/g et B-Glucosidase
34.3+1.28 Ul/g) sont maximales lorsque A. niger NFCCI 4113 a utilisé le son de blé comme
substrat de fermentation ; suivi par I’herbe de carottes (25.6+2.11 Ul/g, 1.94+0.13 UPF/g,
32.57+0.71 Ul/g) et la paille de riz (16.6+£1.93 Ul/g, 1.74+0.12 UPF/g, 28.33+0.86 UI/qQ)
(Kumar et al., 2018). Alors que la souche A. niger NFCCI 4113 a présenté les trois plus
faibles activités d’endoglucanase (12.63+1.42 Ul/g), d’APF (1.43+0.08 UPF/g) et de -
Glucosidase (27.47+0.91 Ul/g) sur les balles de riz comme substrat de fermentation solide.
D’autres déchets ont aussi donné deux mauvaises activités sur trois comme les rafles de mais
(endoglucanase 11.1+1.47 Ul/g, APF 1.25+0.12 UPF/g), la Bagasse de canne a sucre
(endoglucanase 12.47+0.85 Ul/g et B-Glucosidase 25.5+0.82 Ul/g) et les tiges de canne a
sucre (APF 1.24+0.13 UPF/g et B-Glucosidase 24.6+0.8 Ul/g) (Kumar et al., 2018). De plus
A. niger cultivée sur les pseudo-troncs de bananier et les déchets de jacquier a montré de
mauvaises activités d’endoglucanase (4.1 Ul/g pour chacune) (Dinil et Jacob, 2022).
En vis de cette étude, les sous-produits agroalimentaires peuvent étre valorisés pour la
production des cellulases a I'échelle industrielle.
Mots clés : Cellulase, Aspergillus niger, fermentation en milieu solide, déchets

lignocellulosiques.



Abstract

The main objective of this work is the studies review on the effect of various agri-food
wastes on cellulase production in solid media by the fungal strain Aspergillus niger. Various
agri-food by-products are studied, green tea waste, banana pseudostems, jackfruit waste,
wheat bran, sugarcane bagasse, wheat straw, rice straw, rice husks, sugarcane stalks, carrot
grass and corn cobs (Kumar et al., 2018 ; Saldafia et al., 2022 ; Dinil and Jacob, 2022).
Cellulase activities are assayed using carboxymethylcellulose (CMC) and (DNS) for
endoglucanase, filter paper for filter paper activity, and p-nitrophenyl B-D glucopyranoside
for B-Glucosidase assay. Maximum production is observed, for endoglucanase (65.85+2.18
IU/g), FPA (4.50 UFP/g) and B-Glucosidase (1016.52+3.58 1U/g) activities when the A. niger
28A strain is grown on green tea waste as substrate (Saldafia et al., 2022). Furthermore, the
three activities studied (endoglucanase 26.33+2.38 IU/g, FPA 2.11+0.14 UFP/g and j-
Glucosidase 34.3+1.28 1U/g) are maximal when A. niger NFCCI 4113 used wheat bran as
fermentation substrate ; followed by carrot grass (25.6+2.11 1U/g, 1.94+0.13 UPF/g,
32.57+0.71 1U/g) and rice straw (16.6+1.93 1U/g, 1.74+0.12 UPF/g, 28.33+0.86 1U/g) (Kumar
et al., 2018). Whereas the A. niger NFCCI 4113 strain showed the three lowest activities of
endoglucanase (12.63+1.42 1U/g), FPA (1.43+0.08 UFP/g) and B-Glucosidase (27.47+0.91
IU/g) on rice husks as solid fermentation substrate. Other wastes also gave two poor activities
out of three, such as corn cobs (endoglucanase 11.1+1.47 IU/g, FPA 1.25+0.12 UFP/qg),
sugarcane bagasse (endoglucanase 12.47+0.85 1U/g and B-Glucosidase 25.5+0.82 1U/g) and
sugarcane stalks (FPA 1.24+0.13 UFP/g and B-Glucosidase 24.6+0.8 1U/g) (Kumar et al.,
2018). In addition, A.niger grown on banana pseudostems and jackfruit waste showed poor

endoglucanase activities (4.1 1U/g for each) (Dinil and Jacob, 2022).

In view of this study, agri-food by-products can be valorized for the production of cellulases

on an industrial scale.

Key words : Cellulase, Aspergillus niger, solid-state fermentation, lignocellulosic waste.
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Introduction

Ces dernieres années, les cellulases ont suscité beaucoup d’attention en raison de leur
grand potentiel biotechnologique et industriel (Korish, 2003). Ces enzymes, divisées en trois
classes : endoglucanase ; exoglucanase et [3-glucosidase, peuvent hydrolyser la cellulose en
unités de sucre plus petites, telles que le cellobiose et le glucose (Jasani et al., 2016 ;
Wonoputri et al., 2018).

Depuis plus de 30 ans les cellulases sont disponibles dans le commerce en tant que
troisieme enzyme industrielle sur le marché mondial (Kuhad et al., 2011 ; Wonoputri et al.,
2018). Ces enzymes ont un large éventail d'applications incluent I'alimentation humaine et
animale, les textiles, les carburants, I'industrie du papier, la gestion des déchets, l'industrie
médicale/pharmaceutique et le traitement de la pollution (Moussa et Tharwat, 2007).

Les cellulases sont extraites de trois sources principales : les plantes, les animaux et
les micro-organismes (Abdullah et al., 2018). Les champignons sont parmi les majeurs
producteurs de cellulase (Korish, 2003). Le genre Aspergillus est largement étudiées pour son
potentiel de dégradation de la cellulose, de I'hémicellulose et d'autres polysaccharides, et ainsi
il est appliqué avec succes a la conversion de lignocellulose (Mhuantong et al., 2021). En
effet, les souches d'Aspergillus ont été rapportées aussi comme les meilleurs producteurs de -
glucosidase, en raison de leur rendement important, leur large gamme d’applications et de leur
sécurité élevée. Les enzymes secrétées par la souche Aspergillus niger attirent de plus en plus
I'attention, et devenu I'une des souches les plus courantes dans les applications industrielles
(Sales et al., 2011 ; Liu, 2021).

Les cellulases fongiques sont traditionnellement produites par la fermentation
submergée (Reddy et al., 2015) mais les codts élevés des substrats utilisés et les faibles
rendements enzymatiques sont les principaux problémes de la production (Darabzadeh et al.,
2018). Pour cela la fermentation en milieu solide (FMS) est un procédé alternatif pour la
production industrielle d'enzymes dans lequel les résidus lignocellulosiques sont utilisés

comme source de carbone et inducteur enzymatique (Salomao et al., 2018).

La production mondiale annuelle en matiéres végétales seches sous forme de déchets
lignocellulosiques est estimée a environ 100 milliards de tonnes. Ces déchets sont généres par
la foresterie, l'agriculture et les industries agro-alimentaires (Dey et al., 2018 ; Abdullah et al.,
2018). Ces résidus lignocellulosiques fournissent une source de nutriments abondante,
renouvelable, bon marché et facilement disponible pour la production de cellulases par des

micro-organismes (Salomao et al., 2018) comme le son de blé, la bagasse de canne a sucre,
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la paille de blé, la paille de riz, les déchets de papier, le marc de fruits, les rafles de mais, le
son de soja, les cultures ligneuses, ainsi que les résidus forestiers (EI-Nahrawy et al., 2017 ;
Salomado et al., 2018).

De ce fait I’objectif principal de notre étude est la sélection des meilleurs substrats
pour la production de cellulases par la souche fongique Aspergillus niger. Pour cela, Dans ce
mémoire nous avons étudié les cellulases, leurs structures, leurs modes d’action, leurs
origines, leurs diverses applications, leurs moisissures productrices et leurs méthodes de
culture. Ensuite nous avons reposées sur I’étude de la biomasse lignocellulosique, ses
composants majeurs (la cellulose, I’hémicellulose et la lignine), les interactions entre elles, la
valorisation, les impacts et les différentes méthodes de prétraitement de déchets
lignocellulosiques. En fin, nous avons étudie quelques articles scientifiques portant sur la
production des cellulases par Aspergillus niger en fermentation solide sur déchets

agroalimentaires.
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1. Cellulases

1.1.  Généralités

Les diverses réactions biochimiques qui composent la vie reposent sur des molécules
biologiques appelés enzymes, qui sont en fait des protéines catalytiquement actives. Elles se
distinguent des catalyseurs chimiques traditionnels sur plusieurs points importants :

> Vitesse de réaction généralement plus rapide

> Les conditions de réaction sont plus douces en termes de température et de pH.

> La spécificité du substrat et la fiabilité de la réaction sont trés élevées.

> Capacité régulatrice (Paés, 2005).
La tendance récente a remplacer les produits chimiques dangereux par des approches de
chimie verte dans le secteur industriel a augmenté la demande d'enzymes (Ejaz et al., 2021).

1.2.  Définition

Il y’a aucune enzyme unique capable de dégrader compleétement la cellulose brute jusqu’a
ses composants finaux, le cellobiose et le glucose. En fait, la définition la plus simple de
cellulase consiste en un complexe poly-enzymatique qui attaque la cellulose et la convertit en
sucres simples capables de traverser la paroi cellulaire (Roussos, 1987). C’est le complexe
multi-enzymatique le plus étudié, comprenant des endo-glucanases (EG), des
cellobiohydrolases (CBH) et B-glucosidases (BG) (Singhania et al., 2010), qui décompose la
cellulose en monomeéres de glucose (Ahmed et Bibi, 2018). Elles sont présentes dans 13 des
82 familles de glycoside hydrolases identifiées par analyse de séquence (Singhania et al.,
2010).

1.3.  Nomenclature

» Nom codifié : EC. 3.2.1.X

» Nom systematique : 1,4 -(1,3 ; 1,4) -beta-D —Glucan4—glucanohydrolase

» Nom recommandé : Cellulase.

» Autres noms : Endoglucanase, Endo-1,4-B-Glucanase, Cellulase carboxyméthylique,
B-1,4-endoglucanhydrolase, Celludextrinase, Avicelase, ect. (Schamburg et Salzmann,
1991).

.
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1.4.  Structure de cellulases

Dans la structure de cellulase, il existe des modules catalytiques et non catalytiques. Les
modules catalytiques des cellulases ont €té classés en plusieurs familles en fonction de leurs
séquences d'acides aminés et de leurs structures cristallines. Les modules non catalytiques de
liaison aux hydrates de carbone (CBM) et/ou d'autres modules fonctionnellement connus ou
inconnus peuvent étre places a I'extrémité N-terminale ou C-terminale du module catalytique

(Figure 1) (Jayasekara et Ratnayake, 2019).

<>

Figure 1 : Structure chimique de cellulase (National Center for Biotechnology Information,
2023).

Les cellulases bactériennes et fongiques sont generalement composées de deux ou
plusieurs domaines fonctionnels et structuraux liés par des liaisons peptidiques. Chez les
organismes aérobies, le domaine de liaison a la cellulose est associé au domaine catalytique,

alors que dans les organismes anaérobies, le domaine dockerine se lie au domaine catalytique
(Ejaz et al., 2021).

1.5. Mode d’action de cellulase

Dans la nature, I'hydrolyse compléte de la cellulose se produit principalement par une
combinaison de trois principaux types de cellulases : I’endoglucanase (EC 3.2.1.4),
I’exoglucanase, ou la cellobiohydrolase (CBH) (EC3.2.1.91), et la B-glucosidase (BG)
(EC 3.2.1.21) (Figure 2) (Rodrigues et Odaneth, 2021).

» L'exoglucanase (CBH) agit sur les extrémités de la chaine cellulosique et libére du -
cellobiose comme produit final (Kuhad et al., 2011) . C’est la seule enzyme qui peut
dégrader la cellulose cristalline et la transformer jusqu’a 80 % en glucose (Roussos,
1987).
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» L'endoglucanase (EG) attaque aléatoirement les liaisons O-glycosidiques internes
pour genérer des chaines de glucane de longueur variable (Kuhad et al., 2011).

» La B-glucosidase agit de maniére spécifique sur les disaccharides du p-cellobiose et
produisent du glucose (Kuhad et al., 2011).

e e— Cellulose
-~
l<7 Endoglucanase
Exoglucanase
2'_?‘
l(— B-Glucosidase
e g HO
®e® OH <— Glucose
HO OH
OH

Figure 2 : Schéma général de la dégradation de la cellulose (Chakraborty et al., 2016).

1.6.  Applications des cellulases
Pendant des décennies, les cellulases ont jouées un rdle important en tant que
biocatalyseurs (Jayasekara et Ratnayake, 2019). Elles sont de plus en plus utilisées dans de

nombreuses applications industrielles (Zhang et Zhang, 2013).

1.6.1. Industrie de la pate et du papier

L'utilisation potentielle des cellulases dans I'industrie du papier et de la pate a papier a été
signalée pour la premiére fois il y a plus de trois décennies, en 1986. la mise en pate
biomécanique en utilisant des cellulases a permis de réaliser d'importantes économies
d'énergie (20 a 40 %) dans le processus de raffinage et d’améliorer la résistance des feuilles a
la main (Kuhad et al., 2011). Les cellulases sont utilisées aussi dans les procédés de

blanchiment pour augmenter la capacité des cellulases a résister aux produits chimiques de

)
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blanchiment et 1’amélioration de la capacité de déshydratation des fibres de cellulose

(Rodrigues et Odaneth, 2021).

1.6.2. Industrie des textiles

Les cellulases sont les enzymes les plus largement utilisés dans le traitement humide des
textiles, en particulier dans la finition dans le but d'améliorer le touché et I'apparence des
textiles (Kuhad et al., 2011). Les cellulases sont utilisées dans le polissage et le blanchiment
de fibre. De plus, l'utilisation de cette enzyme réduit les dommages aux tissus (Rodrigues et
Odaneth, 2021).

1.6.3. Industrie du bioéthanol

Des technologies sont disponibles pour toutes les étapes de la bioconversion des
matériaux ligninocellulosiques en éthanol et autres produits chimiques (Kuhad et al., 2011).
Les cellulases hydrolysent la biomasse en sucres simples, pentoses ou hexoses, qui sont
fermentés pour produire du bioéthanol (Ejaz, 2021). Pour réduire les colts enzymatiques dans
la production de carburant éthanol a partir de biomasse lignocellulosique, deux aspects sont
largement discutés : I’optimisation de la production de cellulase et le développement d’un

systéme catalytique a base de cellulase plus efficace (Kuhad et al., 2011).

1.6.4. Industrie alimentaire

Il est nécessaire de produire des aliments avec une meilleure texture, saveur, couleur et de
les rendre plus faciles a emballer et a consommer (Ejaz et al., 2021). La biotechnologie
alimentaire aujourd’hui considere les cellulases comme une ressource tres précieuse en
raison de leur applicabilité croissante dans de nombreux procédés (Jayasekara et Ratnayake,
2019), l'extraction et la clarification des jus de fruits et de légumes a partir de leur pulpe
(Rodrigues et Odaneth, 2021).

1.6.5. Industrie de I'alimentation animale

Les animaux sont une importante source de nourriture dans le monde, C'est pourquoi la
nutrition animale est si importante (Rodrigues et Odaneth, 2021). Dans la production
d'aliments pour animaux, les cellulases sont utilisées pour améliorer la digestibilité des
aliments a base de céréales et pour augmenter les valeurs nutritives afin d'améliorer la qualité
des fourrages. Ceci peut étre utilisé comme un effet positif sur les processus gastro-
intestinaux naturels des ruminants (Jayasekara et Ratnayake, 2019), et d'augmenter le
rendement de la viande et des autres produits dérivés des animaux (Rodrigues et Odaneth,
2021).

-
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1.6.6. Industries agricoles

Les cellulases sont utilisées pour lutter contre les maladies qui affectent les cultures, pour
améliorer les taux de croissance des plantes et pour aider a produire des protoplastes
végétaux (Rodrigues et Odaneth, 2021). Elles sont également utilisées pour I’amélioration de
la qualité de sol (Sharada et al., 2014). Aussi certaines cellulases fongiques ont la capacité de
dégrader la paroi cellulaire des agents pathogenes des végétaux (Jayasekara et Ratnayake,
2019).

1.6.7. Industries des détergents

Les cellulases sont également utilisées 1’un des secteurs les plus importants de I'économie
mondiale, l'industrie des détergents (Ahmed et Bibi, 2018). Les cellulases alcalines sont les
les particules de terre et de saleté dans les espaces inter fibrillaires du tissu (Jayasekara et
Ratnayake, 2019).

1.6.8. Extraction de I’huile d’olive

L'huile d'olive a de nombreux bienfaits pour la santé ; I’application de cellulase permet de
réduire ses pertes, de diminuer la tendance au rancissement, d'augmenter les composants
antioxydants, d'améliorer la qualité et le rendement de l'extraction. Les préparations
enzymatiques commerciales, Olivex (xylanase, cellulase et pectinase d’Aspergillus aculeatus)

a été le premier mélange enzymatique utilisé dans 1’extraction de I’huile d'olive (Ejaz et al.,
2021).

1.6.9. Sciences pharmaceutiques et médicales

Les humains ne sont pas des producteurs de cellulase, mais des recherches médicales et
sanitaires récentes montrent les avantages de la consommation d'un mélange d'enzymes
contenant de la cellulase (Jayasekara et Ratnayake, 2019). De nombreuses recherches sont en
cours dans ce domaine et de nouvelles applications sont découvertes, comme le traitement des
déficiences enzymatiques. Les enzymes sont également utilisées comme agents anti-tumoraux
ou antimicrobiens, pour traiter les tissus sanguins et les hernies discales. L'action des
cellulases est d'aider a la digestion, c’est-a-dire que la cellulase digére les fibres. Il aide a
surmonter les probléemes digestifs comme la malabsorption (Sharada et al., 2014). Une autre
application directe possible de la cellulase en médecine consiste a perturber les parois

cellulaires des organismes pathogénes (Jayasekara et Ratnayake, 2019).

.
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1.7.  Origines de cellulases

Dans la nature, les cellulases sont largement répandues. Elles sont retrouvees chez une
gamme trés variée d'organismes : bactéries, champignons, plantes,... (Xu et al., 2000). De
ce fait, les cellulases peuvent étre d’origines diverses : animale, végétale et microbienne.
Les enzymes microbiennes sont plus stables que les enzymes animales et végétales (Ejaz et
al., 2021).

1.7.1. Origine animale

Malgré que plusieurs espéces animales sont incapables de produire de cellulases
endogenes, la plupart des omnivores et herbivores utilisent la cellulose comme une source de
nourriture. De ce fait, elles vivent en symbiose avec des microorganismes cellulolytiques dans
leur tube digestif (Smant et al., 1998). Des cellulases sont isolées du jus digestif d'escargots
comestibles Helix pomatia, de la moule verte et d'un mollusque marin, Littorina brevicula
(Xu et al., 2000), aussi la moisissure visqueuse Dictyostelium discoideum produit des
enzymes cellulolytiques, dont la principale fonction est la maturation des spores (Béguin et
Aubert, 1994).

1.7.2. Origine végétale
La cellulose a été signalée comme étant le principal constituant des parois cellulaires
des jeunes avocats (Persea americana Mill) (Riccio et al., 1999). Elle produit également des
enzymes cellulolytiques, dont la principale fonction de ces enzymes est la maturation des
fruits (Béguin et Aubert, 1994).

Le potentiel aromatique est naturellement libéré lors de la maturation des fruits par des
B-glycosidases endogenes. Comme ces enzymes ne peuvent pas libérer tous les terpénols liés,
de nombreuses tentatives ont été faites pour utiliser des P-glucosidases exogenes,

principalement issues de plantes (raisin, amande douce) (Riccio et al., 1999).

1.7.3. Origine microbienne
Les micro-organismes cellulolytiques existent dans des groupes taxonomiques trés
diversifié, donc ils sont les responsables principales de la dégradation de cellulose dans la
biosphere (Béguin et Aubert, 1994. Tchunden, 1990). La flore cellulolytique se trouve dans
une variété d'écosystémes, y compris les composts, les fumiers, les litieres, les boues
d'estuaires, le fond des lacs et le tractus digestif des animaux, Ces microorganismes peuvent

étre regroupés en Eucaryotes ou Procaryotes, Mésophiles ou thermophiles selon leur
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température de croissance, et enfin Suivant leur comportement vis-a-vis de l'oxygéne

(Tchunden, 1990). Certains de ces microorganismes sont récapitulés dans le (tableau 1).

Tableau 1 : Les microorganismes producteurs du cellulases (Imran et al., 2016).

Groupes Genres Especes
Bactéries Bacillus Bacillus sp
Acidothermus A. Cellulyticus
Pseudomonas P. Cellulosa
Clostridium C. thermocellum
C. acetobutylium
Champignons Fusarium F. solani
Aspergillus A. Niger
A. fumigatus
A. acculeatus
A. nidulans
Humicola H. grisea
Humicola H. insolens
Trichderma T. reesai
T. koningii
T. viride
T. harjianum
T. branchiatum
Sclerotium S. rolfsii
Acremonium A. cellulyticus
Fusarium F. solani
Sporotrichum S. cellulophilum
Penicillium P.fumiculosum
Actinomycetes Streptomyces S. lividans
S. drozdowiegjii
Cellulomonas C. uda
C. fimi
C. bioajotea
Thermonospora T. curvata

]
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2. Les moisissures cellulolytiques

2.1.  Genéralités sur les moisissures

Le terme «moisissure» est utilisé dans le langage courant pour désigner des champignons
microscopiques. Ce sont des microorganismes eucaryotes, dont les cellules s’étendent en
filaments d’environ 2 a 12 um de diamétre, et peuvent étre septés (cloisonnés) ou
coenocytiques (non cloisonnés) (Figure 3) (Carlotti, 2014). Elles sont utiles dans certaines
industries comme la fromagerie ou I’industrie pharmaceutique, mais elles peuvent étre aussi
nocives en produisant des métabolites secondaires, ainsi que des mycotoxines qui peuvent

présenter des risques pour la santé humaine et animale (Boudih, 2011).

Les champignons sont des saprophytes (rarement des parasites), c'est-a-dire qu’ils vivent
aux depens de matiéres organiques en décomposition au détriment d’y planter du mycélium,
qui émet alors des filaments avec des spores, les unités de transmission. Ces spores

proviennent du mécanisme de reproduction sexuée ou asexuee (Gauthier, 2016).

Thalle filamenteux cénocytigque

Thalle filamenteux septé

Figure 3 : Structure de I'nyphe chez les moisissures : mycélium non septé et mycélium septé
(Botton et al., 1990).

2.1.1. Conditions de croissance

Les moisissures nécessitent la présence de nutriments essentiels carbone, azote et ions
minéraux dans le milieu pour assurer leur croissance. Leur digestion doit étre initiée dans le
milieu externe par des enzymes sécrétées (de maniére extracellulaire) ou liée a la paroi, car
seules des molécules relativement petites sont capables de traverser la paroi et d'atteindre le
cytoplasme (Davet, 1996). La plupart des champignons filamenteux prospérent dans
I’intervalle de pH de 4,5 a 8,0 (Botton et al., 1999). Cependant, les variations de pH peuvent

affecter la croissance fongique, et la plupart des champignons peuvent ajuster le pH du milieu

o
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a leur convenance (Boiron, 1996). En terme de température, la majorité des moisissures sont
mésophiles (température de croissance optimale entre 15 et 30 °C), d'autres se développent a
basse température sont des psychrophiles avec un optimum entre O et 17 °C, certaines
espéces sont thermophiles ou thermotolérantes qui peuvent se croitre a des températures
élevées (un optimum de 35 - 40 °C ou 15- 40 °C respectivement) (Boudih, 2011). En général,
les moisissures nécessitent une activité d'eau plus faible que les autres microorganismes
(Davet, 1996). En ce qui concerne les niveaux d'oxygéne, la plupart sont aérobies et certains
peuvent méme supporter une anaérobiose tres stricte (Bourgeois, 1989 ; Botton et al., 1999).
De plus les moisissures n'‘ont pas besoin de lumiére ni pour leur croissance, ni pour la

germination des spores (Botton et al., 1999).

2.1.2. Classification des moisissures

Historiquement, tous les champignons ont été classes en cing ordres sur la base d'une
analyse morphologique. Quatre de ces ordres ont été definis selon le mode de reproduction
sexuée : Chytridiomycetes, Zygomycetes, Basidiomycétes et Ascomycetes (Figure 4)
(Méheust, 2012).

Alors que, certaines moisissures qui sont trouvées couramment ou exclusivement au
stade de reproduction asexuée, dit anamorphe. Ces organismes sont regroupés selon leur
mode de production de spores asexuées ou conidies, au cinquieme ordre, deutéromycetes ou
Fungi imperfecti (Boudih, 2011).

{ Chytridiomycota
Neocallimastigomycota

Blastocladiomycota

Zygomycota

Glomeromycota

Ascomycota

Basidiomycota

Figure 4 : Les grands groupes des Eumycétes (Boudih, 2011).

2.2.  Souches productrices de cellulases
Les microorganismes (bactéries, champignons, actinomycetes) sont présents en grand
nombre dans la nature. lls participent a la dégradation de la matiére organique végétale dans

le sol, dans les sédiments marins ou dans le tube digestif des ruminants (Bauchop, 1979).
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Les champignons filamenteux jouent un réle trés important sur le marché de la cellulase.
Les genres Aspergillus, Trichoderma, Penicillium et Phanerochaete ont été reconnus comme
les meilleurs producteurs de cellulases et les enzymes brutes produites par ces micro-
organismes sont commercialisées (Dashtban et al., 2009). Ces moisissures sont les dégradeurs
les plus connus et les plus efficaces des polysaccharides des parois cellulaires végétales, en
produisant des mélanges d’enzymes hydrolytiques extra cellulaires (Hasper et al., 2002).
Le systeme de dégradation de la cellulose par ces moisissures est complexe et constitué de :
endoglucanases, cellobiohydrolase et 3-glucosidases (Beguin, 1990).

2.2.1. Legenre Trichoderma

Trichoderma est un genre de moisissure mésophile, prospere dans les sols chauds des
régions tropicales. La structure des conidiophores et la morphologie des conidies permettent
de I’identifier (Figure 5) (Leghlimi, 2013). Appartenant a la vaste catégorie de champignons
imparfaits, le genre Trichoderma est connu pour produire des quantités importantes
d’exo-enzymes qui ont la capacité de décomposer completement la cellulose en glucose
(Makut et Godiya, 2010). L’espéce Trichoderma reesei est probablement le mutant le plus
étudies pour la production de cellulases. La cellulases de T. reesei a ’avantage d’avoir trois
classes d’enzymes, bien qu’elles ont souvent un déficit en R-glucosidase. En plus de la
cellulase, ils produisent des hémicellulases lors de ’hydrolyse dans les plantes. Des cellulases
de T. reesei sont commercialisées par la firme NOVO ENZYME (Ogier et al., 1999).

Phialospore

/ Conlldleﬁ \

Phialide

Conidiospores <
) —

10 pm

Figure 5 : Aspect microscopique de Trichoderma (Botton et al., 1990).
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2.2.2. Le genre Penicillium

Penicillium est un genre de champignons des Ascomycota, décrit pour la premiére fois par
Link en 1809. Le nom Penicillium vient du mot latin signifiant pinceau, reflétant la forme
des conidies du champignons Penicillium (Figure 6) (Ropars et al., 2020). Il est connu
comme producteur industriel d'antibiotique 3-lactame en particulier la pénicilline (Guzman-
Chéavez et al., 2018). Penicillium waksmanii et Penicillium chrysogenum se sont d’importants
producteurs de cellulases et d'hémicellulases (Caillaud et al., 2006 ; Gupta et Rodriguez-
Couto, 2018). Penicillium chrysogeum produit, en plus, un mélange complexes tels que la
cellulase, la ligninase et ’hémicellulase, permettant ainsi une dégradation efficace de la
lignocellulose (Vaishnav et al., 2018). D’autre espéces peuvent aussi produire les cellulases
tels que : Penicillium brasilium, Penicillium occitarris, Penicillium decumban (Vaishnav et
al., 2018).

Conidium (spore)

Conidiogeneous 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 6 : Aspect microscopique de Penicillium (Peberdy, 1987).

2.2.3. Le genre Phanerochaete

Phanerocheate a été circonscrit par le mycologue finlandais Petter Karsten en 1989. Le
genre Phanercheate (Polyporales, Basidiomycota) a traditionnellement été delimité sur la
base de la morphologie grossiére du corps fructifere et la structure hyphal des cystidies et des
spores. Cependant, plusieurs études récentes basées sur des données moléculaires indiquent
que ce genre est polyphylétiqgue (Wu et al., 2010). Phanerchaete, est un genre tres répondu
qui provoque la pourriture blanche ou fibreuse (Figure 7), fait partie des champignons les plus
efficaces pour dégrader les différents constituants du bois : cellulose, hémicelluloses et

lignine. L’¢étude de I’action enzymatique de la pourriture fibreuse sur la cellulose a été
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effectuée sur Phanerochaete chrysosporium trouvés de fagon ubiquitaire dans les foréts
subtropicales et tempérées. Cette espéce a fait aussi ’objet de nombreuses études pour Sa

capacités de production d’enzymes actives dans la dégradation de la cellulose et de la lignine
(Enoki et al., 1988) .

Figure 7 : Image représentant I'action caracteéristique des pourritures blanches sur le bois
(\Valette, 2017).

2.2.4. Legenre Aspergillus

Les champignons du genre Aspergillus ont été décrits pour la premiere fois en 1729 par le
biologiste italien Pietro Micheli (Figure 8) (Amaresan et al., 2020), de nombreuses especes
d'Aspergillus, principalement des souches noires d'Aspergillus, sont utilisées en
biotechnologie et dans 1’industrie alimentaires en raison de leur capacité a sécréter de grandes
quantités denzymes et dacides organiques (Gupta, 2016). Les espéces d’Aspergillus
(Aspergillus oryzae, Aspergillus versicolor, Aspergillus aculeatus, Aspergillus niger et
Aspergillus wentii) sont capables de produire de petites quantités de cellulase (Leghlimi,
2013). D’autres especes d’Aspergillus comme Aspergillus terreus et, Aspergillus fumigatus,
sont capables de se développer sur la cellulose microcristalline en produisant de grandes
quantités de B-glucosidases (Riccio et al., 1999). Les cellulases des espéces d’Aspergillus sont
généralement riches en endo-B-glucanase et en B-glucosidase, mais pauvres en exo-f-
glucosidases, de ce fait elles ont une action limitée sur la cellulose microcristalline (Riccio et
al., 1999). A I'échelle mondiale, il y a deux grands fabricants connus pour la production des
cellulases : "Genencor" et "Novozyme" ainsi que Amano Enzyme Inc. du Japon et MAP de
I'Inde (tableau 2) (Singhania et al., 2010).
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Tableau 2 : Noms commerciaux et fournisseur des cellulases d'Aspergillus niger (Singhania
et al., 2010).

Nom commercial Fournisseur
Biocellulase A Quest Intl.
Cellulase AP30K Amano Enzyme
Cellubrix (celluclast) Novozymes
Novozymes 188 Novozymes

Figure 8 : Téte aspergillaire bisériée (droite) et unisériee (gauche)
(Guillaume et Alcindor, 2006).

2.3. Méthodes de culture des moisissures cellulolytiques

La biotransformation de substrats complexes en composés simples par divers micro-
organismes tels que des bactéries et des champignons est connus sous le nom de techniques de
fermentation. La fermentation est divisée en deux catégories : la fermentation en milieu solide
(FMS) et la fermentation submergée / Liquide (FML). Ces techniques sont différenciées en
fonction des différents parametres utilisées, tels que les microorganismes, les substrats et

parametres environnementaux utilisés pendant la fermentation (Mulaudzi, 2020).

2.3.1. Fermentation en milieu solide

La fermentation solide (fermentation de substrats solide, fermentation humide, culture
solide, etc. Et en anglais : solid-state fermentation ou SSF (Assamoi et al., 2009) est
généralement définie comme une croissance microbienne sur des particules solides humides
en ’absence d’eau libre (Durand, 2003 ; Gervais et Molin, 2003) . De facon simplifiee, les

microorganismes se développent dans un systeme a trois phases : une matrice solide, une

&
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phase liquide qui lui liée et une phase gazeuse prise au piége dans les particules ou entre celle-
ci. (Rahardjo et al., 2006).

2.3.2. Fermentation en milieu liquide

La fermentation liquide ou fermentation submergée (FML) est la méthode de culture la
plus prisée parce qu’elle est la plus pratique dans I’industrie pour la production commerciale
d’enzymes de cellulase (Barragén et al., 2016). De plus, (Elisashvili et al., 2008) ont rapporté

que la production d’enzyme hydrolytiques est favorisée par FML par rapport aux processus de
fermentation en milieu solide.

&
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3. La biomasse ligninocellulosique

3.1. Genéralités

Les matériaux ligneux, représentant la biomasse végétale la plus abondante sur terre
(Adewuyi, 2022), donnent aux plantes leur rigidité et leur structure et contiennent trois
principaux polymeres a base de carbone : la cellulose, I'némicellulose et la lignine, appelées
collectivement biomasse lignocellulosique (Figure 9) (Zoghlami et Paés, 2019 ; Sanderson,
2011). lls jouent un réle structurel et protecteur pour les plantes et est donc récalcitrante et
résistante a la dégradation. Convertir ou dégrader la biomasse lignocellulosique trés complexe
et hétérogéne a 1’échelle industrielle en glucides simples, composés phénoliques, composés

aromatiques et autres substances est un défi majeur (Sweeney et Xu, 2012).

Généralement, la biomasse lignocellulosique est principalement composée de cellulose
(38-50%), d'hémicellulose (23-32%) et de lignine (15-25%) avec une petite quantité
d'extractibles, la cellulose et I'hémicellulose sont des polysaccharides en forme de chaine,
tandis que la lignine est un polymeére de phénylpropane tridimensionnel hétérogene et réticulé

qui est étroitement lié a la cellulose et a I'némicellulose (Sun et al., 2015).

Cellulose

Figure 9 : Structure de la biomasse lignocellulosique au niveau du paroi cellulaire végétale
(Jensen et al., 2017).
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Composition et structure

La lignocellulose est composée de trois polymeres : la cellulose, I’hémicellulose et la

lignine, qui forment des structures liées par des liaisons covalentes et non covalentes, créant

une structure rigide extrémement difficile a décomposer (Figure 10). La cellulose est le

polymére le plus courant dans la lignocellulose, suivie de I’hémicellulose et de la lignine,

respectivement (Carr, 2012). Les proportions de cellulose, d'hémicellulose et de lignine issues

de différentes biomasses lignocellulosiques sont représentées dans le (tableau 3).

Tableau 3

: Teneurs en cellulose, hémicelluloses et lignine de diverses biomasses

lignocellulosiques (Bilal et al., 2020).

déchets lignocellulosiques | Composition en hydrates de carbone (% poids sec)
Lignine Cellulose Hémicellulose
Déchets de banane 14 13.2 14.8
Bagasse de canne a sucre 20 42 25
Pailles de riz 18 32.1 24
Pailles de mais 8.2 42.6 21.3
Pailles de ble 16 -21 29-35 26 — 32
Fibres de noix de coco 20 - 48 35 -60 15-28
Son de blé 8.3-125 10.5-14.8 35.5-39.2
Lignine
=2 > =
" ‘fﬁg"_____k Hémicellulose
st -: % .: 5 ¥
o T Cellulose

Figure 10 : Composition de la biomasse lignocellulosique (Privas, 2013).
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3.2.1. Lacellulose

La cellulose, le substrat de la cellulase, est le polysaccharide le plus abondant sur terre.
C'est la substance principale de la matiére végétale (Jayasekara et Ratnhayake, 2019), et
représente 45 % de la matiere seche du bois (Paés, 2005). Anselme Payne a été le premier a
découvrir et a isoler cet étonnant composé des plantes vertes. C'est arrive il y a plus de deux
siecles (Jayasekara et Ratnayake, 2019). La rigidit¢é et la stabilit¢é des
plantes résultent de I'agrégation des chaines de cellulose qui forment spontanément des
microfibres de cellulose dans les parois cellulaires des plantes (Nargotra et al., 2023). Au
niveau moléculaire, la cellulose est un polymere de glucose linéaire constitué
d'unités d'anhydro-glucose liées entre  elles par des liaisons  B-1-4glycosidiques
(Figure 11). Le nombre d'unités de glucose dans les molécules de cellulose varie et le degré
de polymérisation varie de 250 a plus de 10 000, selon la source et la méthode de traitement
(Sukumaran et al., 2005).
La cellulose de la formule chimique (CsH10Os)n, est un polymeére d’unités diméres de
cellobiose en P1-4-polyacétal (4-O-B-D-glucopyranosyl-D-glucose) (LIU, 2015), le "n"
représente le degré de polymeérisation (DP), qui symbolise le nombre de sous-unités de
glucose interconnectées, et ce nombre varie de centaines a milliers (Jayasekara et
Ratnayake, 2019). Le degré de polymérisation (DP) de la cellulose varie de 700 a 15000
unités de glucose selon ’origine des plantes, aboutissant a des molécules de trés hauts poids
moléculaires, pouvant atteindre des valeurs de 500000 (LIU, 2015), dont les longues chaines
forment des fibrilles dites élémentaires, maintenues ensemble par des liaisons hydrogéne et
des interactions de Van der Waals (Paés, 2005).

" 1

.
OH OH 0
Mo Owo/ﬁo: HOT~EN ot
HO g HO !
» 0 o] M7 o

Jn

-~ Motif glucose ~m

a——  Motif collobiose g

Figure 11 : Structure moléculaire de la cellulose (Thiebaud, 1995).
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3.2.2. L’hémicellulose

Les hémicelluloses sont des groupes de biopolymeres hétérogénes, representant 20 a 35 %
du poids de la biomasse (Zoghlami et Paés, 2019). Ils sont des hétéro-polysaccharides
ramifiés a faible degré de polymérisation et sont composés de diverses unités mono-
saccharidiques telles que le glucose, le mannose, le galactose, 1’arabinose et la Xylose
(Figure 12) (Periyasamy, 2018). En général, le degré de polymeérisation des hémicelluloses est
d’environ 200 unités, bien inférieur a celui de la cellulose (Sun et al., 2015 ; Zoghlami et
Paés, 2019). Le xylane est le principal composant de I'hémicellulose des parois cellulaires
secondaires, composé principalement de D-xylose (pres de 90%) lié¢ par des résidus B-1,4-
glycosidiques (Michelin et al., 2014). La différence la plus importante entre la cellulose et
I'némicellulose est que cette derniere est composée de courtes chaines latérales de divers
sucres, tandis que la cellulose est composée d'oligoméres facilement hydrolysables (Carr,
2012).

Le r6le majeur des hémicelluloses a été proposé comme agent de liaison entre la cellulose
et la lignine, ils agissent comme une barriére physique qui limite 1’accés des enzymes

(Michelin et al., 2014 ; Zoghlami et Paés, 2019).

H OH
— OH H\H
H
H O

X CH,OH
CH,COOCH,
H /4 on
OH
HO

Figure 12 : Structure chimique de I'némicellulose (Kulkarni et al., 2012).

3.2.3. Lalignine

La lignine est le deuxieme polymére le plus abondant dans la biomasse lignocellulosique
aprés la cellulose, représentant 15-40% de poids sec, principalement se trouvant dans le
xyléeme des plantes (Carr, 2012 ; Zoghlami et Paés, 2019). Il sagit d'un biopolymeére

aromatique hydrophobe réticulé complexe avec un poids moléculaire de 10 000 Da, composé
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de trois composants phénoliques principaux, l'alcool p-coumarylique, coniférylique et
sinapylique (Figure 13) (Michelin et al., 2014).

Chez les plantes, les principales fonctions de la lignine sont de fournir un support
structurel aux parois cellulaires en raison de sa rigidité, de former des barrieres physiques
imperméables, de prévenir les attaques microbiennes ou le stress oxydatif et d'ameliorer la

conduction de la séve a travers les cellules lignifiées (Carr, 2012 ; Periyasamy, 2018).

HO, HO, ' HO
\?Hg \(EH, \¢|:H2
CH CH CH
nc? n nc?
: SOCH; CH;O OCH3
OH OH OH .
p-Coumaryl alcohol Coniferyl alcohol Sinapyl alcohol

Figure 13 : Les trois alcools phénylpropénoiques de la lignine (Carr, 2012).

3.3.  Les interactions entre polyméres

La cellulose (cristalline et amorphe), 1’hémicellulose ramifiée et le réseau de lignine
interagissent étroitement pour former les parois cellulaires macroscopiques des plantes. Lors
de la formation des parois cellulaires végétales, la lignocellulose n'est pas un simple mélange
physique de cellulose, d'’hémicellulose et de lignine. Ces composants sont fortement
entrelacés et liés par des liaisons non covalentes et des réticulations covalentes. Des liaisons
covalentes entre I’hémicelluloses et la lignine et I'absence de liaisons covalentes entre
I’hémicelluloses et la cellulose ont été démontrees, alors que les liaisons covalentes entre la
lignine et la cellulose restent incertaines. Généralement, les principales liaisons du bois entre
les groupes hydroxyles des polysaccharides et 1'a-carbanol des sous-unités phénylpropane de
la lignine sont les liaisons ester et éther (Sun et al., 2015). La cellulose et 1’hémicelluloses
sont intimement liées par des liaisons hydrogéne, La lignine est liée de maniére covalente a
I’hémicelluloses pour former des complexes lignine-carbohydrate (LCC) (Zoghlami et Paés,
2019).
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3.4.  Impacts des déchets lignocellulosiques

La production massive de déchets agricoles entraine une grave pollution de
I'environnement. A certaines périodes, les propriétés des déchets changent et provoquent des
effets nocifs et toxiques pour I'hnomme. Les zones rurales génerent environ 2 tonnes de
déchets agricoles chaque jour, De plus, les fermes laitieres et I'industrie sucriére générent en
moyenne 20 millions de tonnes de déchets (Igbal et al., 2020).

Lorsque ces déchets biodégradables ne sont pas manipulés correctement, ils peuvent
devenir une source de pollution qui impacte négativement I'environnement (Popoola, 2022).
Importante quantité de microflore se développent autour des déchets, ce qui augmente le
risque de maladies infectieuses chez I'homme, les animaux et les végétaux (Popoola, 2022).
L'incinération des déchets agricoles jetés sans discernement provoque une pollution de I'air
en libérant des gaz toxiques, de la fumée et de la poussiére. De plus, il provoque la
contamination des sols et entraine des menaces pour la vie des micro-organismes terrestres
et aquatiques (Nair et al., 2022). Aussi, l'augmentation des déchets agricoles entraine
directement de graves problémes environnementaux, notamment 1’émissions de gaz a effet
de serre (CO2, CH4 et N2O), de polluants atmosphériques (CO, SO,, NOx, NH3 et composés
organiques volatils) et la pollution des eaux souterraines (EI-Ramady et al.,, 2020;
Reichembach et al., 2020).

3.5.  Valorisation de la biomasse lignocellulosique

L’intérét mondial croissant conduit a la protection de I’environnement des déchets solides
générés par divers activités et transformations humaines, a attiré I’attention des industriels
pour trouver des moyens techniques afin de réduire sinon valoriser ces déchets (Hazourli et
al., 2007). Les déchets lignocellulosiques sont la matiére premiere la plus prometteuse en
raison de leur grande disponibilité et de leur faible colt, la bioconversion de la biomasse
lignocellulosique renouvelable en biocarburant et en produits a valeur ajoutée gagne

globalement en importance a I'échelle mondiale (Michelin et al., 2014).

De nouvelles applications industrielles de la biomasse lignocellulosique ont été décrites,
notamment le bioraffinage pour produire de biocarburants et de produits biochimiques, de
produits biomédicaux, cosmétiques et pharmaceutiques, de bioplastiques, de matériaux de
carbone multifonctionnels et d'autres produits respectueux de I'environnement (Okolie et al.,
2020). Une variété d’acides organiques, y compris les acides citrique et lactique, peuvent étre

produits par fermentation d'hydrolysats riches en glucose obtenus a partir de la cellulose issue

-
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de déchets lignocellulosiques, aussi les composés aromatiques peuvent étre produits a partir
de la lignine (Howard et al., 2003 ; Michelin et al., 2014).

Récemment, la bioénergie dérivée de la biomasse lignocellulosique a été transformée pour
générer du chaleur et produire I'électricité (La production d'énergie électrique a partir de tiges
de bananes fraiches), de plus les carburants liquides issus de la biomasse lignocellulosique
sont utilisés comme carburants pour l'aviation et le transport routier (Li et al., 2016 ;
Daramola et Ayeni, 2020).

Des polymeres renforcés par la biomasse lignocellulosique nanostructurée (composée
principalement de lignine et de cellulose) sont utilisés pour les applications orthopédiques, les
matériaux de construction (le bambou est utilisé dans la construction en raison de sa
résistance et de sa durabilité), les additifs de peinture, la décomposition catalytique des
polluants organiques, le contrdle des pathogeénes organiques d’origine hydrique, les lubrifiants

ou les additifs de lubrification (Daramola et Ayeni, 2020)

3.6.  Prétraitement de la biomasse lignocellulosique

Comme les matieres premieres lignocellulosiques sont tres résistantes aux enzymes, un
processus de prétraitement approprié est nécessaire pour faciliter lI'accés enzymatique aux
polysaccharides vegétaux (Sun et al., 2015). Ceci est considéré comme l'une des étapes les
plus colteuses de la conversion de la cellulose en sucres fermentescibles. Le prétraitement est
une étape necessaire et importante pour dégrader la structure de la lignine et de
I'némicellulose, perturber la structure cristalline et augmenter la porosité de cellulose afin que
les enzymes ou les acides puissent facilement accéder a la cellulose et I'hydrolyser (Figurel4)

(Periyasamy, 2018).

.
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Figure 14 : L'effet de prétraitement sur la biomasse lignocellulosique. (a) la biomasse

@)

lignocellulosique avant le prétraitement, (b) la biomasse lignocellulosique apres le
prétraitement (Edeh, 2020).

3.6.1. Prétraitement physique

La decomposition physique est concentrée sur trois techniques principales : le broyage
mécanique, la pyrolyse et I'extrusion. Le broyage mécanique est un procéde qui réduit la taille
du matériau lignocellulosique afin de minimiser la cristallinité du matériau. Au cours de la
pyrolyse, les matériaux sont chauffés a des températures supérieures a 300°C, ce qui
provogue une décomposition rapide de cellulose et une cristallinité réduite. L'extrusion est un
nouveau processus dans lequel les matériaux lignocellulosiques sont chauffés, mélangés et

cisaillés, entrainant des modifications physiques et chimiques (Carr, 2012).

3.6.2. Prétraitement chimique
Le prétraitement chimique vise a éliminer I'némicellulose et la lignine pour améliorer la
biodégradabilité de cellulose (Adewuyi, 2022).

» Acide : Lors du prétraitement acide, la structure rigide de la matiére lignocellulosique
est convertie en sucres simples, qui peuvent étre fermentés en biocarburants
(Adewuyi, 2022). Différents acides minéraux dilués, tels que H2SO4, HCI, H3PO;4 et
HNOs, ont été utilisés pour le prétraitement de divers matériaux lignocellulosiques, en
plus des acides organiques, tels que I’acide acétique, formique, propionique,
fumarique, maléique et oxalique, sont également appliqués, afin de prétraiter les

matériaux lignocellulosiques (Sun et al., 2015).
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> Alcalin: Le prétraitement alcalin est la méthode la plus utilisée pour éliminer la
lignine et I’hémicellulose de la matieére lignocellulosique et afin de disperser les
matériaux  lignocellulosiques en vrac dans les fibres lignocellulosiques
(Sun et al., 2015). L'hydroxyde de calcium, de sodium, de potassium et d'ammonium
sont les solutions alcalines les plus utilisées (Adewuyi, 2022).
3.6.3. Prétraitement physico-chimique
L’une des méthodes physico-chimiques les plus couramment utilisées pour le
prétraitement des matériaux lignocellulosiques est l'explosion a la vapeur (Sun et al., 2015).
La biomasse est traitée a haute pression et a une température élevée (160-260°C) pendant une
courte durée (10 minutes), la pression est alors brusquement abaissée ce qui entraine une

dégradation rapide du structure de la biomasse (Periyasamy, 2018).

Un autre prétraitement physico-chimique est I'expansion de la fibre d'ammoniaque
(AFEX) (Carr, 2012). Les matériaux lignocellulosiques sont exposés a de I'ammoniac liquide
a une temperature entre 60 et 100°C et a haute pression (250-300 Psi) pendant une période de
temps, puis la pression est relachée soudainement, ce qui détruit la lignine et élimine

I'némicellulose, alors que la cellulose est décristallisée (Sun et al., 2015 ; Periyasamy, 2018).

3.6.4. Prétraitement biologique
Par rapport aux procédés traditionnels tels que les prétraitements chimiques et physiques,
le traitement biologique est considéré comme un procedé efficace, économe en énergie et

respectueux de I'environnement (Periyasamy, 2018).

Le prétraitement biologique de la biomasse lignocellulosique utilise la capacité
ligninolytique de certains micro-organismes (champignons, bactéries et actinomyceétes) pour
réduire le caractére récalcitrant, qui due principalement a la lignine de la matiére premiere, et
augmenter sa digestibilité par les enzymes hydrolytiques. La perturbation de la barriere de
lignine modifie la structure de la lignocellulose et facilite l'acces a la cellulose et
I'némicellulose (Jayasekara et Ratnayake, 2019). Les Avantages et les inconvénients des
techniques de prétraitement de la biomasse lignocellulosique sont récapitulées dans
le (tableau 4).

.
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Tableau 4 : Avantages et inconvénients des techniques de prétraitement de la biomasse

lignocellulosique (Alvira et al., 2010).

Méthode de prétraitement

Avantages

Inconvénients

Biologique -Dégradation de la lignine et | -Faible taux d'hydrolyse.
d'hémicellulose.
-Faible codt énergétique.

Broyage -Réduction de la cristallinité | -Consommation  d'énergie
de la cellulose. élevée.

Explosion de vapeur -Provoque la transformation | -Génération de composés
de la lignine et Ila | toxiques.
solubilisation de | -Dégradation partielle des
I'némicellulose. hémicelluloses.

-Colt efficace.
de

glucose et dhémicellulose

-Rendement  supérieur

dans le processus en deux

étapes.

Expansion des fibres | -Augmentation de la surface | -Pas  efficace pour les
d'ammoniac (AFEX) accessible. matériaux a forte teneur en
-Faible formation | lignine.
d'inhibiteurs. -Codt élevé de I'ammoniac.
Acide concentré -Rendements  élevés en | -Colt élevé de [lacide et
glucose. nécessité de le récupérer.

-Températures ambiantes.

-Problémes de corrosion du
réacteur.

-Formation d'inhibiteurs.

-Acide dilué

-Moins de corrosion que les
acides concentrés.
-Formation réduite

d'inhibiteurs.

-Génération de produits de
dégradation.
-Faibles concentrations de

sucre dans le flux de sortie.

B
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3.7. Exemples de biomasses ligninocellulosique

Les résidus agricoles tels que la paille de céréales, les tiges de mais, le coton, la
bagasse et I'nerbe sont produits en milliards de tonnes dans le monde et constituent une source
abondante, moins chere et facilement disponible de biomasse ligninocellulosique (Sain et
Panthapulakkal, 2006).

3.7.1. Son de blé

Le blé, une plante herbacée, est la deuxieme culture alimentaire humaine aprés le riz
(Stevenson et al., 2012). Parmi tous les sous-produits du blé, le son représente environ 25 %
du poids du grain (prieckler et al., 2014). Il est divisé en trois couches distinctes, le testa,
I"aleurone et le péricarpe (Figure 15). Le son de blé est composé d'environ 53 % de fibres
alimentaires (xylanes, lignine, cellulose, galactanes, fructanes), des vitamines, des minéraux
et des composeés bioactifs tels que les alkylrésorcinols, I'acide férulique, les flavonoides, les
caroténoides, les lignanes et les stérols. En plus, le fer (Fe), le zinc (Zn), le manganése (Mn),
le magnésium (Mg) et le phosphore (P) sont les minéraux les plus importants trouvés dans le
son de blé (Onipe et al., 2015).

Péricarpe

. Testa
x

x gd— Aleurone

| “&— Endosperme

Figure 15 : Les différentes couches de son de blé (Prevot, 2013).

3.7.2. Pailles de blé

La paille de blé est un sous-produit de la récolte des grains de blé (Figure 16). Il s'agit
d'une ressource de fibre renouvelable annuellement qui est disponible en grande quantité
dans de nombreuses régions du monde (Sain et Panthapulakkal, 2006). Elle se compose
d'environ 57 % d'entre-nceuds, 10 % de nceuds, 18 % de feuilles, 9 % de paille et 6 % de
rachis (Andrade et al., 2021). L'analyse chimique de la paille de blé a montré qu'elle était
riche en glucides, en protéines, en minéraux (calcium et phosphore), en silice, en fibres

détergentes acides, en composés bioactifs et en vitamines (Khan et Mubeen, 2012).
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Figure 16 : La paille de blé (Anne et Cat, 2012).

3.7.3. Pailles de riz

La culture du riz produit des quantités énormes de paille allant de deux a neuf
tonnes/ha (Figure 17). Elle contient une petite quantité de protéines, elle a donc un rapport
CIN élevé (EI-Dewany et al., 2018). Par conséquent elle est plus résistante a la dégradation
microbienne que la paille d'autres céréales riches en protéines telles que le blé et l'orge. La
paille de riz est également l'une des sources d'énergie renouvelable les plus abondantes au
monde (EI-Dewany et al., 2018).

Figure 17 : Paille de riz (Zingore et al., 2014).

3.7.4. Balles de riz

Les balles de riz (ou enveloppe de riz) est un film protecteur dures des grains de riz qui
est retiré du graine en tant que sous-produit pendant le processus de mouture (Figure 18). La
composition chimique des balles de riz varie selon le type et 1’échantillon de riz, I'année de

récolte, le climat et les conditions géographiques. Elles sont généralement composées de

E
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cellulose (28.6-43.3%), hémicellulose (22-29.7%), lignine (19.2-24.4%), cendre (17-20%)
(Goodman, 2020).

Figure 18 : Balles de riz (Halleux, 2013).

3.7.5. Rafles de mais

Le mais est I'une des plantes les plus cultivées au monde, il est couramment utilisé
comme source d’alimentation humaine et animale. La transformation du mais produit de
grandes quantités de rafles de mais en tant que déchets agricoles (Figure 19) (Berber-Villamar
et al., 2018). Les propriétés chimiques et physiques de 1’épi de mais en font une matiere
premiere appropriée pour une variété de processus de production d'énergie. Les épis de mais
contiennent 32,3 - 45,6 % de cellulose, 39,8 % d'hémicelluloses (composées principalement
de pentosane) et 6,7 - 13,9 % de lignine (Zych, 2008).

Figure 19 : Rafles de mais (Douard, 2014).
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3.7.6. Bagasse de canne a sucre

La canne a sucre (Saccharum spp) est une plante cultivée principalement pour la
production de saccharose (Figure 20) (Mason et al., 2020). Au cours de processus de
transformation de la canne a sucre, elle génere en moyenne 12,5 % de paille et 14 % de
bagasse (Andrade et al., 2021). La bagasse de la canne a sucre est un déchet lignocellulosique
obtenu a partir du chaume de canne a sucre, aprés le broyage du chaume et I'extraction du jus
(Figure 20). Les différents composants de la canne & sucre sont : I'eau (65-75%), le sucres
(11-18%), des fibres (8-14%), de solides solubles (12-23%), en plus de cellulose (41,8 %),
hémicellulose sous forme de pentosane (28,0 %) et la lignine (21,8 %) (Savastano et al.,
2009 ; Haghdan et al., 2016).

Figure 20 : Bagasse de canne a sucre (Noncent et al., 2016).

3.7.7. Herbe a carotte

L’herbe a carotte (Parthenium hysterophorus L.) est un adventice des friches, des
cultures et des foréts qui affecte environ 35 millions d'hectares en Inde, cette mauvaise herbe
est abondante toute I'année, mais plus encore pendant la saison des précipitations, elle peut
réduire le rendement des cultures, affecter la biodiversité et causer des problémes de santé
pour 'hnomme et les animaux (Jain et al., 2008). Apres la germination, les jeunes plantes
présentent des rosettes basales de feuilles vertes brillantes, finement divisées d’environ 8 a 20
cm de long et 4 a 8 cm de large, dans les conditions défavorables, le stade de la rosette peut
continuer a croftre jusqu'a une longueur maximale de 2,5 m (Figure 21) (Bashar et al., 2021).
Ces mauvaises herbes contiennent des matiéres cellulosiques qui peuvent étre utilisées pour
produire du papier et du papier fait main, ainsi que dans d’autres applications telles que le
contreplaqué et le compostage, Parthenium hysterophorus (herbe de carotte) fait référence a
la biomasse lignocellulosique qui peut étre utilisée pour produire de I'éthanol et de I'éthyléne
(Jain et al., 2008 ; Hada et shukla, 2018).
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Figure 21 : Herbes de carottes (Parthenium hysterophorus) (Aarzoo et al., 2021).

3.7.8. Déchets de banane (Pseudo-tronc de bananier)

Le bananier est une plante originaire des foréts tropicales chaudes et humides d'Asie
du Sud-Est, appartiennent au genre Musa de la famille des Musaceae (Ondh-Obame, 2022).
Il constitue une riche ressource naturelle, presque toutes les parties de cette plante sont
utilisables, tel que les fruits, la peau, les feuilles, la pseudo-tige, la tige et les fleurs
(Figure 22) (Subagyo et Chafidz, 2018). Le pseudo-tronc de bananier fait partie matériaux
lignocellulosiques et composé principalement de polysaccharides, avec de la cellulose (50 %)
entrelacée avec des hémicelluloses (30 %), de la lignine (18 %), de la pectine (5 %), des
matieres solubles dans I'eau (3 %), des matieres grasses (3 %) et des cendres (5 %) (Patel et
Patel, 2022).

Feuilles

Hampe
Régime

" Rachis

Pseudo tronc

Inflorescence

Bourgeon
male

Rejets

Bulbe

Racine

Figure 22 : Structure de bananier (Ondh-Obame, 2022).
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3.7.9. Thé vert

Le théier est un petit arbre tres branchu, avec une hauteur de 5 a 10 meétres et
pouvant atteindre 15 metres (Krieps, 1982). Camellia sinensis (thé vert) est une espéce de
plante dont les feuilles et les bourgeons sont utilisés pour faire le thé chinois, elle appartient
au genre Camellia, un genre de plantes a fleurs de la famille des Theaceae (Figure 23)
(Namita et al., 2012).

Les feuilles de thé fraiches contiennent typiquement 36 % de composés
polyphénoliques, 25 % de glucides, 15 % de protéines, 6,5 % de lignines, 4 % d’acides
aminés, 2 % de lipides, 1,5 % d’acides organiques, 0,5 % de chlorophylles et de caroténoides,
0,1 % de substances volatiles ainsi que des éléments minéraux environ 3 % (Mossion, 2007).
La paroi cellulaire de thé est majoritairement composée des polysaccharides (celluloses,
hémicelluloses, substances pectiques), des protéines constituées d’acides aminés comme

la glycine, la lysine et la thréonine (Mossion, 2007).

Figure 23 : Le théier (Camellia sinensis) (Krieps, 2009).

3.7.10. Jacquier

Le jacquier (Artocarpus heterophyllus), c’est une espéce qui appartient a la famille
Moraceae, est un énorme fruit tropical comestible qui pousse sur les arbres, le pays d’origine
de ce fruit est I'Inde et il est abondant dans les régions tropicales (Figure 24) (Sundarraj et
Ranganathan, 2018 ; Pathak et al., 2022). C’est un ancien fruit qui se consomme cru ou
transformé en divers produits a valeur ajoutée, les graines de jacquier sont souvent jetées ou
cuites a la vapeur et consommées comme collation ou utilisées dans la cuisine locale, la farine
de graines est utilisée par certaines fabriques de biscuits dans une variété de produits de

boulangerie (Figure 25) (Swami et Kalse, 2019).
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Le fruit mQr est composé de pulpe (29 %), de pépins (12 %) et d'écorce (54 %)
(Swami et Kalse, 2019). Les graines de jacquier séchées contiennent des glucides (76,1%),
des protéines (17,8%) et des lipides (2,1%), ainsi de nombreux phytonutriments, isoflavones,
lignine, saponines et autres nutriments importants (Pathak et al., 2022).

Figure 25 : Le fruit de jacquier (Razafindrakotohary et Razafindrazaha, 2019).
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Cette partie décrit les protocoles expérimentaux de production des cellulases, sur
milieu solide (FMS) a partir de différentes souches de 1’espéce Aspergillus niger : A. niger
NFCCI 4113, A. niger 28A, A. niger. Les souches sont cultivées sur différents milieux a base
de résidus agroalimentaires : son de blé, paille de blé, paille de riz, balles de riz, déchets de
canne a sucre, rafles de mais, herbe de carottes, thé vert, pseudo-tronc de bananier et fruit de
jacquier (Kumar et al., 2018 ; Saldafia et al., 2022 ; Dinil et Jacob, 2022).

Les méthodes utilisées pour la production des cellulase suivent les étapes ordinaires :
isolement et culture de la souche, préparation du substrat de fermentation, conduite de la

fermentation et en fin la mesure des activités cellulasiques.

1. Microorganismes
Selon les études expérimentales, les micro-organismes utilisés sont : Aspergillus niger NFCCI

4113, Aspergillus niger 28A et Aspergillus niger.
1.1. Aspergillus niger NFCCI 4113

La souche fongique, Aspergillus niger AB-6 est isolée localement a partir de certains
échantillons de sol prélevés sur des sites de décomposition du bois dans le village de
Shindola, Mahabaleshwar, Maharashtra, Inde. La sélection des souches productrices
d'enzymes est réalisee par la méthode du rouge Congo ; Ensuite une sélection secondaire des
souches basée sur leur activité endoglucanase est effectuée. L'identification moléculaire de la
souche fongique AB-6 précédemment sélectionnée est réalisée sur la base du séquencage du
gene de la béta-tubuline. La souche fongique AB-6 est identifiée comme Aspergillus niger

avec un numero d'accession NFCCI 4113 (Kumar et al., 2018) .
1.2. Aspergillus niger 28A

La souche fongique utilisée, A. niger 28A est d’origine des Ghats occidentaux de
I'Inde. La réactivation des souches fongiques est effectuée sur un milieu d’agar dextrose de
pomme de terre (PDA) et incubée pendant 5 jours a 30 C° tandis que la récupération des

spores est réalisée avec du Tween 80 a 1% (Saldafia et al., 2022).
1.3. Aspergillus niger

Aspergillus niger est isolé a partir d’un oignon pourris collectée sur le marché local.
Le champignon cultivé sur le (PDA) est inoculé sur un milieu gélosé a base de

carboxyméthylcellulose et incubé a 27-30°C pendant 7 jours dans des conditions stériles pour

.
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cribler les champignons producteurs de cellulase. Apres I’incubation, du rouge Congo a 1%
est utilisé pendant 1 heure afin de montrer les zones d’hydrolyse de CMC, puis il est lavé avec
de NaCl a1 % (Dinil et Jacob, 2022).

2. Préparation des substrats
2.1. Déchets lignino-cellulosiques

Les résidus de son de blé, paille de blé, paille de riz, balles de riz, les tiges de canne a
sucre, les rafles de mais, bagasse de canne a sucre, et I’herbe de carottes sont collectées de
I’inde localement. Tous les résidus sont lavés et séchés au four puis couper en petits morceaux
et broyés dans un broyeur Wiley et tamisés en particules de 250- 1400 um en taille. Ensuite,
les résidus agricoles sont conservés dans des récipients en plastique en conditions appropriées
et utilisés comme substrat pour la production d’enzyme par la FMS (Kumar et al., 2018).
2.2. Lethévert

Le thé a été obtenu sur un marché local a Saltillo, Coahuila, Mexique. Ses résidus sont
récupéreés lors de la préparation d'infusions a 80°C pendant 5 minutes a l'aide d'eau distillée,
puis sechés dans un four a 60°C pendant 24 heures (Saldafia et al., 2022).
2.3. Les pseudo-troncs de bananier et les déchets de jacquier

Ces sous produits sont recupéres des champs agricoles au Kerala, ils sont coupés en petits
morceaux et séchés pendant deux semaines sous le soleil. L’échantillon séché est rincé
plusieurs fois avec 1’eau distillée neutralisé avec 1’acide chlorhydrique (HCI) 0.1M puis lavé
avec de I’eau distillée, ensuite 1’échantillon subi un deuxieme séchage sous le soleil puis

broyé en poudre pour I'utiliser dans le processus de fermentation (Dinil et Jacob, 2022).

3. Préparation des milieux de culture et la fermentation en milieu solide (FMS)
3.1. Milieu de production par Aspergillus niger NFCCI 41123

La fermentation en milieu solide (FMS) est réalisée dans des Erlenmeyers de 250 mi
avec 5g de substrat solide. Le pH initial et le taux d’humidité de miliecu sont ajustés a 5.0 et
75% respectivement. Le milieu est autoclavé a 121 C° pendant 30min afin d’éliminer toute
forme de contamination microbienne. Ensuite, le milieu est inoculé avec quatre morceaux
(6mm de diamétre) d’agar contenant une culture fongique en croissance active et incubé a 30
C° pendant 6 jours (Kumar et al., 2018).

.
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3.2. Milieu de production par Aspergillus niger 28A

La fermentation est effectuée en trois exemplaires dans des Erlenmeyers de 250 ml,
avec 3g de résidus de thé vert, un inoculum de 1.10° spores/g et une humidité de 60% ;
ensuite les Erlenmeyers sont incubés pendant 96h a une température de 35°C (Saldafia et al.,
2022).

3.3. Milieu de production par Aspergillus niger

La préparation de deux milieux différents B1 et J1 avec la composition suivante : 10g
de pseudo-tronc de bananier, 15g d’eau distillée et 4g de peptone pour le B1 tandis que pour
le J1, 10g de déchets de jacquier, 15g d’eau distillé, 4g de peptone sont mélangés. Ensuite, ils
sont stérilisés dans un autoclave a 121°C, 15 psi pendant 15-20 minutes et refroidis a une
température ambiante pour I'inoculation des moisissures.

L'inoculum pour les milieux de production est préparé dans un milieu Czapek-Dox
stérile (Himedia). Environ 0,02 g de la biomasse formé dans le bouillon est prélevé et inoculé
dans les différents milieux de production dans des Erlenmeyers de 250 ml et ensuite sont

incubés a 30°C dans un incubateur humidifié pendant 96 heures (Dinil et Jacob, 2022).

4. Extraction des cellulases bruts

4.1. Extraits produits par Aspergillus niger NFCCI 4113

Pour I'extraction des enzymes, 50 ml d'eau distillée sont ajoutés au milieu fermenté et
les Erlenmeyers sont agités (150 rpm) pendant 60 minutes a 30 °C. L'enzyme est séparée en
pressant le milieu fermenté a travers deux tissus de mousseline superposés. Le filtrat est
centrifugé a 8000 rpm pendant 15 minutes pour obtenir un surnageant clair. L'enzyme brute

est conservée a 4°C pour I'utiliser ultérieurement (Kumar et al., 2018).
4.2. Extraits produits par Aspergillus niger 28A

Pour obtenir I'extrait, 20mL de tampon citrate 0.05 M pH 4.8 est ajouté au milieu
fermenté. Ensuite, les échantillons sont agités a 190 rpm pendant 10 minutes et filtrés a 1’aide
du papier filtre Whatman n°l. Ensuite, I’extrait est centrifugé a 10 000 rpm pendant 5
minutes. Le surnageant est récupéré et conservés a -4°C jusqu'a utilisation (Saldafia et al.,
2022).

.



Chapitre 01 : Description des protocoles

4.3. Extraits produits par Aspergillus niger

L'enzyme est extraite du substrat lignocellulosique en le mélangeant de maniére
homogene avec un tampon de citrate de sodium (pH=5) (1:10 % p/v). Ensuite agité 120 rpm a
30°C, puis filtré a l'aide d'un tissu en mousseline et centrifugé a 6000 rpm pendant 15 minutes
dans une centrifugeuse réfrigérante (4°C) (Dinil et Jacob, 2022).

5. Dosage des activités enzymatiques cellulasiques
5.1. Dosage des activités endoglucanase, activité papier filtre (APF) et B-glucosidase
selon Kumar et al., (2018)

Les activités endoglucanase et (APF) sont mesurées par la méthode standard selon
Ghose. Une solution & 1% de Carboxymethyl cellulose (CMC) de viscosité moyenne (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) et du papier filtre Whatman n°1 de 50 mg (6*1 cm) sont
utilisés comme substrat afin de déterminer les activités enzymatiques de endoglucanase et
(APF) respectivement. Une solution de 5 mM de p-nitrophényl B-D glucopyranoside est
utilisée comme substrat pour le dosage de l'activité de la B-glucosidase. Toutes les activités
sont testées a l'aide d'un tampon citrate de sodium 0,05 M de pH 5. Le sucre réducteur total
est estimé par la méthode de (DNS). L'activité papier filtre est exprimée en UPF/g et les

autres activités qui restent sont exprimées en Ul/g.

5.2. Dosage des activités endocellulase, p-glucosidase et I’activité papier filtre (APF)
selon Saldafia et al., (2022)

L’activité d’endocellulase est mesurée en utilisant la technique rapportée par Ghose
(1987) adapté a une microplaque, dans laquelle 25 ul de 1’échantillon sont mélangés avec
25 ul de carboxyméthylcellulose (CMC) a 2 % (tampon citrate 0.05 M pH 4.8), I'échantillon
est place dans un bain-marie & 50°C pendant 30 minutes. Ensuite, 150 ul de DNS sont ajoutés
et bouilli pendant 5min suivi d’un bain de glace. Apres cela, 1mL d'eau distillée est ajouté,
200 pl sont prélevés et I'absorbance a été lue a 540 nm. L’activité de B-glucosidase est évaluée
en utilisant la technique rapportée par Berghem et pettersson (1974) adapté a une
microplaque. 40 pl de l'échantillon sont mélangés avec 40 puL du 4-Nitrophényl-B-D-
glucopyranoside (PNPG) a 7.2 mM (tampon acétate de sodium 0.05 M pH 4.8). Ensuite,
I'échantillon est placé dans un bain-marie pendant 10 minutes a 50°C, et 200 ul de Na,COsz a
2% sont ajoutés. En fin 200 pl sont prélevés et lus sur une microplaque a 410 nm. L'activité

papier filtre est dosée en utilisant la technique décrite par Xiao et al. 20 pul de I'échantillon
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sont mélangés avec 40 pl de tampon citrate 0.05 M pH 4.8. Des disques de papier filtre
Whatman n°1 (5.5 mm) sont utilisés comme substrat, puis la réaction est incubée pendant 1h a
50°C. Apres 120 ul de DNS sont ajoutés et 1'échantillon est bouilli pendant Smin suivi d’un
refroidissement immédiat dans un bain de glace. Enfin, 36 ul de I’échantillon sont mélangés
avec 160 ul d'eau distillée, et I'absorbance est mesurée a 540 nm.

5.3. Dosage de P’activité de cellulase selon Dinil et Jacob (2022).

Pour la mesure de I’activité enzymatique de cellulases, 1% de CMC dans un tampon
citrate SmM, pH 5 est ajouté a I’extrait de cellulase, ensuite les niveaux de glucose libérés
sont mesurés par la méthode du DNS (acide 3,5-dinitrosalycylique). Une unité d'activité
enzymatique est exprimée comme la concentration d'enzyme qui libere 1ug de sucre réducteur

du substrat par minute dans les conditions de l'essai.

&
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1. Description

Cette partie expose 1’ensemble des résultats obtenus a partir de 1’étude bibliographique

sur la production des cellulases par Aspergillus niger sur différents déchets agroalimentaires

comme substrats de fermentation en milieu solide. Les résultats des différentes activités

cellulasiques sont résumés dans le (tableau 5).

Tableau 5 : Les activités cellulasiques produites par les différentes souches d’Aspergillus

niger sur les déchets lignino-cellulosiques (Kumar et al., 2018 ; Saldafa et al., 2022 ; Dinil et

Jacob, 2022).

Activité Activité Activité de
d’endoglucanase | papier filtre | B-Glucosidase
(Ul/g) (UPF/g) (Ul/g)
Bagasse de canne a 12.47+0.85 1.48+0.10 25.5+0.82
sucre
Tiges de canne a sucre | 13.97+2.06 1.24+0.13 24.6+0.8
Rafles de mais 11.1+1.47 1.25+0.12 29.17+£1.27
3
—
:_; Paille de riz 16.6+1.93 1.74+0.12 28.3310.86
2
E Balles de riz 12.63+1.42 1.43+0.08 | 27.47+0.91
S
E Son de blé 26.33£2.38 2.11+0.14 | 34.3£1.28
Paille de blé 14.63+1.63 1.48+0.10 | 31.17+0.87
Herbe de carottes 25.6£2.11 1.94+0.13 32.57+0.71
Déchets de 65.85+2.18 4.50 1016.52+3.58
g’, <| thé vert
R
<
Pseudo-tronc de 4.1 / /
. bananier
(5]
2
E Déchets de jacquier 4.1 / /
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Les dechets de thé vert, avec la souche A. niger 28A, ont montré des résultats
importants des trois activités dosés, activité papier filtre (4.50 UPF/g), B-glucosidase
(1016.52+3.58 Ul/g) et endoglucanase (65.85+2.18 Ul/g) (Saldafa et al., 2022). Tandis que la
souche A. niger NFCCI 4113 a présenté des activités maximales d’endoglucanase
(26.33+2.38 Ul/g), B-glucosidase (34.3+1.28 Ul/g), activité papier filtre (2.11+0.14 UPF/g)
sur le son de blé comme substrat de fermentation en milieu solide. Parmi les substrats qui ont
aussi présenté des bonnes activités d’endoglucanase, d’APF et de [-glucosidase
respectivement, 1’herbe de carottes (25.6+£2.1 Ul/g, 1.94+0.13 UPF/g, 32.57+0.71 Ul/g) et la
paille de riz (16.6+£1.93 Ul/g, 1.74+0.12 UPF/g, 28.33+0.86 Ul/g). La paille de blé de son
coté, a présenté des activités d’endoglucanase, d’APF et de PB-glucosidase moyennes
(14.63+1.63 Ul/g, 1.48+0.10 UPF/g, 31.17+0.87 Ul/g) (Kumar et al., 2018).

Certains déchets ont présenté une seule bonne activité sur les trois activites étudies
comme la bagasse de canne a sucre avec une activité papier filtre de 1.48+0.10 UPF/g. Aussi,
les tiges de canne a sucre ont présenté une activité d’endoglucanase de 13.97+2.06 Ul/g alors
que les rafles de mais leur seule bonne activité est la -glucosidase (29.17+£1.27 Ul/g) (Kumar
et al., 2018).

Les balles de riz ont montré les trois plus faibles activités d’endoglucanase
(12.63+1.42 Ul/g), d’APF (1.43+0.08 UPF/g) et de B-Glucosidase (27.47+£0.91 Ul/g), tandis
que les pseudo-troncs de bananier et les déchets de jacquier ont présenté une activité faible
d’endoglucanse seulement (4.1 Ul/g) pour les deux déchets (Kumar et al., 2018 ; Dinil et
Jacob, 2022).

2. Discussion

Les meilleures activités cellulasiques sont obtenues lors de I’utilisation de déchets de
thé vert comme substrat de fermentation avec |’Aspergillus niger 28A (saldafia et al., 2022),
ces résultats dépasse largement ceux obtenus par A. tubingensis NKBP-55 cultiveée sur la
farine de coprah avec une activité papier filtre (3.8 UPF/g) (Prajapati et al., 2018). A. niger
produits le B-glucosidase (286.05 Ul/g) avec les rafles de mais comme substrat (Aliyah et al.,
2017). En plus, Uchida et Santos, (2020) ont montré que lors de l'utilisation du FMS pendant
6 jours, A. niger IOC 3998 avec les fruits de la chataigne produits 2,54 U/g et 0,053 U/g
d’endoglucanase et d’APF, respectivement. Salihu et al., (2015) ont rapporté les activités les

plus élevées d’endoglucanase (1,76 U/g), d’activité papier filtre (1,22 U/g) et de
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B-glucosidase (0,91 U/g) lorsque ils ont utilisé la paille de riz comme substrat de FMS pour la
production de cellulase par Aspergillus niger.

Aspergillus niger NFCCI 4113 cultivée sur le son de blé présente des activités elevées
d’endoglucanase, de B-glucosidase et I’activité papier filtre (Kumar et al., 2018). Ce qui
concorde avec d’autres recherches qui ont montré que la production des cellulases par
A. niger a atteint une activité maximale au 4éme jour sur le son de blé 24,4 Ul/g pour
I’endoglucanase et 10,6 Ul/g pour I’APF ainsi que sur la coque d'arachide avec 13,7 Ul/g
pour I’endoglucanase et 8,8 Ul/g pour I’APF, (Kanakaraju et al., 2020). Le son de blé est
utilisé aussi pour la production d’autres enzymes par Aspergillus niger, Bedan et al., (2014)
ont montré que la production d'amylase la plus élevée a été observée avec A. niger sur le son
de blé. Ahmed et al., (2011) ont montré que la production maximale de protéase par A. niger

(92 U/mL) a été obtenue avec le son de blé comme substrat apres le 3éme jour d'incubation.

La production des cellulases par A. niger NFCCI 4113 avec le son de blé comme
substrat a présenté des activités cellulolytiques elevée par rapport a celle qui sont obtenus
avec la paille de blé (Kumar et al., 2018). Pandit et al., (2013), ont presenté des activités
d’APF (167 Ul/g) et d’endoglucanase (415 Ul/g), qui sont produits par A. flavus cultivé sur la
paille de blé. Ces activités sont trés élevées par rapport a ce qui est produits par A. niger
NFCCI 4113 sur le méme substrat.

Concernant les déchets de riz, les activités de cellulases qui sont présentées par la
paille de riz sont mieux que les activités qui sont montrées par les balles de riz (Kumar et al.,
2018). Ismail et al., (2020), ont montré une activité optimale de cellulase (124.94 U/g) tres
¢élevée lors de 'utilisation aussi de paille de riz par A. terreus RS2. En plus, Reddy et al.,
(2015), ont présenté que ’activité papier filtre produite par A. niger avec le son de riz comme
substrat de FMS est 29.81 U/g.

Les résultats qui sont observés pour les tiges et la bagasse de canne a sucre sont
similaires. Moran-Aguilar et al., (2021), ont montré que la production maximale de cellulases
par A. niger ITV-01 avec la bagasse de canne a sucre prétraitée en autoclave est 5.48+0.67
U/g.

Les bons résultats obtenus par A. niger NFCCI 4113 avec I’herbe de carottes sont

confirmés par Bharti et al., (2018), Talaromyces stipitatus MTCC 1268 cultivé dans un milieu

.
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solide a base d’herbe de carottes (Parthenium hysterophorus) a présenté une activité
d’endoglucanase (30 Ul/g) et d’APF (2.86 Ul/g).

Les activités d’APF (10.303+0.353 U/g), et d’endoglucanase (14.812+0.360 U/Q)
obtenus par Chuwech et al., (2016) lors de la culture de champignon de la pourriture blanche,
Pycnoporus coccineus sur les rafles de mais comme substrat sont largement supérieur a celles

qui sont obtenus par A. niger NFCCI 4113 sur le méme substrat.

Dinil et Jacob, (2022) ont montré que ’activité d’endoglucanase produits par A. niger
dont les pseudo-troncs de bananier et les déchets de jacquier sont les substrats de fermentation
est relativement faible comparant a d’autres souches. A. fumigatus LMLPS 13-4 cultivées en
milieu solide sur les pseudo-troncs de banane comme substrat a donné une activité totale de la
cellulase (APF) 41,33+5.0 (UPF/g) (Legodi et al., 2023). Mrudula et al., (2011) ont montré
que I’utilisation des déchets de coco comme substrat pour la production de cellulases par

A. niger, un maximum de 9 U/g a éte observé comme activité de cellulase.

=
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Conclusion et perspectives

Le présent travail a pour fin 1’étude bibliographique sur la production des cellulases
par la souche fongique Aspergillus niger par FMS a bases de différents sous-produits
agroalimentaires (les son de blé, la paille de blé, la paille de riz, les balles de riz, la bagasse de
canne a sucre, les tiges de canne a sucre, 1’herbe de carottes, les rafles de mais, les déchets de
thé vert, les pseudo-troncs de bananier et les déchets de jacquier). Le choix du type de déchet
se fait en raison de leur richesse en lignocellulose (cellulose, hémicellulose et lignine), qui va

étre utilisé dans le processus de production des cellulases fongiques.

En effet, le maximum de production pour les trois activités d’endoglucanase
(65.85+£2.18 Ul/g), d’activité papier filtre (4.50 UPF/g) et de B-Glucosidase (1016.52+3.58
Ul/g) est obtenus sur les déchets de thé vert. En plus, d’autres substrats ont présenté de bons
résultats en terme des trois enzymes respectivement sont le son de blé (26.33+2.38 Ul/g ,
2.11+0.14 UPF/g, 34.3+1.28 Ul/g), suivi par I’herbe de carottes (25.6+2.11 Ul/g, 1.94+0.13
UPF/g, 32.57+0.71 Ul/g) et la paille de riz (16.6+1.93 Ul/g, 1.74+0.12 UPF/g, 28.33+0.86
ul/g).

Tandis que, les sous-produits qui ont présenté les plus mauvaises productions
cellulasiques sont : les balles de riz pour les trois activités (endoglucanase 12.63+1.42 Ul/g,
APF 1.43+0.08 UPF/g, B-Glucosidase 27.47+£0.91 Ul/g), les pseudo-troncs de bananier et les
déchets de jacquier (endoglucanase 4.1 Ul/g, pour chaque déchets) et les rafles de mais pour
I’endoglucanase (11.1+1.47 Ul/g) et I’APF (1.25£0.12 UPF/q).

D’apres ces résultats, on peut considérer les déchets de thé vert, le son de blé, ’herbe
de carottes et la paille de riz comme des sous-produits agroalimentaires d’importance

industrielle, que 1’on peut utiliser pour produire de la cellulase par A. niger

Ces résultats exigent d’autres études et ouvrent de nouvelles perspectives :

- Optimisation de milieu de production : pH, température, humidité, inoculum, nature de
’agent humidifiant, temps d’incubation pour un meilleur rendement de production.

- Réalisation d’une mixture de différents déchets comme substrat de FMS afin
d’augmenter les quantités de cellulase produite.

- Purification et caractérisation de la cellulase produite (poids moléculaire, pH optimum,

température optimale), pour I'utiliser ultérieurement dans divers secteurs.

.
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Mémoire présenté en vue de ’obtention du Diplome de Master
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Speécialité : Mycologie et Biotechnologie Fongique.

Titre
Des études bibliographiques sur la production des cellulases d’ Aspergillus niger par I’utilisation des
sous produits agroalimentaires

Résumé

L’objectif principal de ce mémoire est la synthése bibliographique des études portant sur I’effet de
différents déchets agroalimentaires sur la production des cellulases en milieu solide par la souche fongique
Aspergillus niger. Divers sous-produits agroalimentaires sont étudiés dans ce mémoire, les déchets de thé
vert, les pseudo-troncs de bananier, les déchets de jacquier, le son de blé, la bagasse de canne a sucre, la
paille de blé, la paille de riz, les balles de riz, les tiges de canne a sucre, I’herbe de carottes et les rafles de
mais (Kumar et al., 2018 ; Saldafia et al., 2022 ; Dinil et Jacob, 2022). Les activités cellulasiques sont
dosées a I'aide de carboxyméthylcellulose (CMC) et (DNS) pour I’endoglucanase, le papier filtre pour
I’activité papier filtre, et le p-nitrophényl B-D glucopyranoside pour le dosage de B-Glucosidase. Un
maximum de production est observé, pour les activités endoglucanase (65.85+2.18 Ul/g), APF (4.50
UPF/g) et B-Glucosidase (1016.52+3.58 Ul/g) lorsque la souche A. niger 28A est cultivée sur les déchets
de thé vert comme substrat (Saldafia et al., 2022). De plus, les trois activités étudiees (endoglucanase
26.33+2.38 Ul/g, APF 2.11+0.14 UPF/g et B-Glucosidase 34.3+1.28 Ul/g) sont maximales lorsque A. niger
NFCCI 4113 a utilisé le son de blé comme substrat de fermentation ; suivi par ’herbe de carottes
(25.6+2.11 Ul/g, 1.94+0.13 UPF/g, 32.57+0.71 Ul/g) et la paille de riz (16.6+1.93 Ul/g, 1.74+0.12 UPF/g,
28.33+0.86 Ul/g) (Kumar et al., 2018). Alors que la souche A. niger NFCCI 4113 a présente les trois plus
faibles activités d’endoglucanase (12.63+1.42 Ul/g), d’APF (1.43+0.08 UPF/g) et de B-Glucosidase
(27.47+0.91 Ul/g) sur les balles de riz comme substrat de fermentation solide. D’autres déchets ont aussi
donné deux mauvaises activités sur trois comme les rafles de mais (endoglucanase 11.1+1.47 Ul/g, APF
1.25+£0.12 UPF/g), la Bagasse de canne a sucre (endoglucanase 12.47+0.85 Ul/g et B-Glucosidase
25.5+0.82 Ul/g) et les tiges de canne a sucre (APF 1.24+0.13 UPF/g et B-Glucosidase 24.6+£0.8 Ul/g)
(Kumar et al., 2018). De plus A. niger cultivée sur les pseudo-troncs de bananier et les déchets de jacquier
a montré de mauvaises activités d’endoglucanase (4.1 Ul/g pour chacune) (Dinil et Jacob, 2022).

En vis de cette étude, les sous-produits agroalimentaires peuvent étre valorisés pour la production des
cellulases a I'échelle industrielle.

Mots clés : Cellulase, Aspergillus niger, fermentation en milieu solide, déchets lignocellulosiques.
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