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Introduction

Introduction

Les enzymes sont des catalyseurs polyvalents, efficaces et spécifiques, qui sont
responsables des réactions chimiques se produisant dans les organismes vivants (Rao et al.,
2014). Depuis l'introduction de la biocatalyse, de nombreux procédés utilisant des enzymes
ont été développés pour fabriquer des produits précieux notamment dans de nombreux
secteurs industriels (Choi et al., 2015 ; Victorino et al., 2021). Elles sont produites par la
plupart des organismes vivants (Sharma et al., 2019). Celles d’origine microbienne sont
particulierement intéressantes pour une utilisation a grande échelle, car elles sont plus faciles
a produire que celles provenant de sources vegétales ou animales (Kuddus et al., 2024). De
plus, leur faible impact environnemental, leur efficacité et la qualité supérieure des produits
obtenus, expliquent leur importante application dans plusieurs secteurs (Singh et al., 2016)

D’autre part, elles sont commercialement privilégiées pour leur colt de production
réduit, I'accessibilité aux matiéres premieres, leur stabilité, la rapidité de croissance des
micro-organismes et la capacité de répondre a différents besoins industriels grace a la
modification génétique (Singh et al., 2016 ; Sharma et al., 2019).

Les champignons ont la capacité de produire des enzymes de maniere extracellulaire,
ce qui facilite leur purification par des méthodes simples. On outre, la bonne stabilité de ces
enzymes garantit une durée de conservation satisfaisante des produits et une conformité aux
exigences du marché (EI-Gendi et al., 2022). Parmi ces enzymes on trouve : les amylases, les
lipases, les protéases et les cellulases (Xu, 2023). Le genre Aspergillus constitue le principal
organisme utilise pour la production d'enzymes industrielles (Kango et al., 2019). Il s’agit
d’un champignon filamenteux largement répandu dans la nature. Il est capable de produire
plusieurs enzymes extracellulaires, telles que les amylases, les lipases, les cellulases et les
pectinases (Mojsov, 2016).

La demande en enzymes connait une croissance continue, avec un marché mondial des
enzymes industrielles ayant dépassé les 10,6 milliards de dollars aux Etats-Unis en 2020, ce
qui refléte leur importance grandissante, notamment celles d’origine fongique (Dhevagi et al.,
2021). Parmi elles, les amylases occupent une place centrale en raison de leur large utilisation
dans des secteurs variés tels que l’agroalimentaire, le textile, les détergents, 1’industrie
sucriére et dans la bioremédiation (Al-Bedak et al., 2025). De méme, les lipases fongiques
sont employées dans de nombreuses applications industrielles, en particulier dans
I’agroalimentaire, le textile, la médecine, la pharmacie, la dépollution des eaux usées ainsi que
dans les produits cosmétiques et les soins personnels qui représentent un marché important
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Introduction

(Kumar et al., 2023). Ces enzymes industrielles peuvent étre obtenues en optimisant les
conditions du procédé de production par des méthodes statistiques permettant d’améliorer le
rendement et de produire des quantités suffisantes (Niyonzima et al., 2020).

Afin de répondre aux attentes du marché industriel, il est essentiel de se conformer a
des exigences prédéfinies en termes de colt, d'activité enzymatique, de rendement et de
stabilité. Des méthodes statistiques telles que le plan de Plackett-Burman (PPB) et le plan
composite central (PCC) ont été utilisées pour améliorer les performances des alpha amylases
et des lipases fongiques notamment dans les secteurs industriels ou une production a grande
échelle est requise (Kadam et al., 2024). Elle permet d’adapter finement les paramétres de
fermentation afin de maximiser 1’efficacité biologique des souches productrices et d’assurer
une meilleure maitrise du processus de production (Prajapati et al., 2014 ; Dhayalan et al.,
2025).

L’objectif de notre étude est de selectionner une souche pertinente pour la production
de lipase et d’a-amylase, puis d’optimiser les conditions de production de ces deux enzymes
d’intérét industriel majeur, produites par la souche fongique Aspergillus sp. 61 sélectionnée
par la fermentation en milieu liquide a base de déchets agroalimentaires. Cette optimisation
est effectuée a 1’aide de deux méthodes statistiques : le plan de Plackett-Burman et le plan
composite central.

Ce travail est structuré en trois grandes parties :

La premiere partie est une étude bibliographique composée de quatre chapitres. Le
premier chapitre porte sur les enzymes, en particulier la lipase et I’a-amylase. Le deuxieme
chapitre est consacré au genre Aspergillus. Le troisieme chapitre traite deux déchets
agroalimentaires : les écorces de grenade et les pelures de mandarine. Le dernier chapitre
aborde I’optimisation du processus de production enzymatique, en particulier par la technique
de I’ADN recombinant et I’amélioration des conditions de culture.

La deuxiéme partie est une approche expérimentale, qui vise a sélectionner la souche
la plus performante pour la production de lipase et d’a-amylase, puis a optimiser les
conditions de culture pour maximiser la production de ces deux enzymes par la souche
Aspergillus sp. 61. La troisieme partie concerne les résultats obtenus qui seront présentés et

discutés. Le travail sera clos par une conclusion et des perspectives.
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Chapitre | : Aspergillus sp.

1 Généralité

Les champignons (mycetes ou fungi) sont des organismes eucaryotes, uni-cellulaire ou
pluri-cellulaire (Cordova, 1998; Chabasse et al., 2002). Dans la classification du monde
vivant, ils constituent également un regne distinct, séparé de celui des plantes et des animaux
(Chabasse et al., 2002). Certains vivent en symbiose avec les plantes, d'autres parasitent les
végetaux ou les animaux, tandis que certains se nourrissent de matiéres organiques en
décomposition en tant que saprophytes (Hamoudi, 2021).

Les mycetes possedent une remarquable capacit¢ d’adaptation leur permettant de
survivre dans des environnements hostiles. En général, ils se développent préférentiellement
dans des conditions de pH Iégerement acide, comprises entre 3 et 7, et a des températures
optimales situées entre 20 et 30 °C. Toutefois, certaines espéces dites psychrophiles sont
capables de croitre a des températures tres basses, inférieures a 15 °C, voire méme en milieu
subzéro (Bouldjedj et al., 2021). Les champignons se divisent en macromycetes, visibles a
I’ceil nu grace a leurs structures reproductrices développées, et en micromyceétes, souvent
appelés moisissures, de forme microscopique et filamenteuse ou levuriforme (Lecellier,
2013).

Le genre Aspergillus comprend environ 250 especes de champignons filamenteux
ubiquistes, souvent saprophytes, capables de décomposer la matiére organique dans divers
environnements (Krenke et Grabczak, 2011; Ancuceanu et al., 2022). En 1729, Micheli fut le
premier a décrire ce genre, dont le nom fait référence a la similarité entre ses structures
reproductrices et 1’aspergillum utilisé dans les rituels religieux (Amaike et Keller, 2011).
Cette appellation a été ultérieurement validée par Haller en 1768, puis confirmée par Fries en
1832 (Samson et al., 2014). L’espéce A. glaucus est la référence taxonomique du genre
(Samson et al., 2014). Ces champignons présentent une grande variabilité morphologique et
physiologique, notamment dans leurs hyphes (Krijgsheld et al., 2013), dont la paroi est
constituée principalement de chitine et de glucanes (St, 2021). Certaines espéces sont
industrielles, comme A. oryzae et A. niger, alors que d’autres, telles que A. fumigatus, sont

pathogénes chez les immunodéprimés (Yu, 2010).
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2 Classification et taxonomie

La taxonomie moderne d’Aspergillus sp. repose principalement sur des analyses
moléculaires. Ces approches ont permis une meilleure compréhension des relations

phylogénétiques et conduisant a une classification plus précise (Tableau 1).

Tableau 1 : Taxonomie du genre Aspergillus selon NCBI.

Domaine Eukaryota
Clade Opisthokonta.
Royaume fungi.
Sous-Royaume Dikarya.
Phylum Ascomycota.
Clade saccharomyceta
Subphylum Pezizomycotina.
Clade Leotiomyceta
Classe Eurotiomycetes.
Sous-classe Eurotiomycetidae.
Commande Eurotiales.
Famille Aspergillaceae.
Genre Aspegrillus

3 Morphologie des Aspergillus sp.

Les Aspergillus possédent un thalle constitué de filaments mycéliens hyalins, septés et
régulierement ramifiés. Leur identification repose sur 1’observation des tétes aspergillaires
formées de conidiophores non cloisonnés se terminant par une vésicule portant des phialides.
Celles-ci produisent des conidies par un mode blastique phialidique, alignées en chaines non
ramifiées selon un ordre basipéte (Chabasse et al., 2002). Leurs spores sont toujours
unicellulaires et présentent des formes variées. Elles peuvent étre globuleuses, subglobuleuses
ou elliptiques. Ils présentent une surface lisse ou ornée d’aspérités plus ou moins prononcées,
et leur pigmentation differe selon les espéces. Les phialides peuvent étre fixées directement
sur la vésicule, formant ainsi des tétes unisériées, ou bien étre portées par de petites cellules
appelées meétules, donnant des tétes bisériees (Chabasse et al., 2002).

Pour décrire une colonie d’Aspergillus sp. il est important de prendre en compte des
facteurs comme 1’age de la culture, la vitesse de croissance, la température d’incubation ainsi

que la nature du substrat utilisé (Thom et Raper, 1945).
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4 Mode de reproduction des Aspergillus sp.

Aspergillus sp. se reproduit de facon asexuee (phase anamorphe) par des conidiophores
portant des conidies, et de maniere sexuée (phase téléomorphe) par des ascocarpes contenant
des ascospores (Dyer et O’Gorman, 2012; Krijgsheld et al., 2013).

La reproduction asexuée par spores est la principale forme de propagation chez
Aspergillus sp., (Park et Yu, 2012), facilitant une dispersion efficace des spores par le vent ou
I'eau (Chi et Craven, 2013). Ce cycle comporte deux phases : la croissance, qui débute par la
germination d’une conidie qui forme un réseau mycélien (Kwon et al., 2010), suivie de la
conidiogenese régulée par I’expression génique, les interactions cellulaires et les signaux
environnementaux (Park et Yu, 2012). Ce processus commence par la formation de tiges
aériennes a partir des cellules du pied, supportant un conidiophore typique en ‘aspergillum’
avec une veésicule a son extrémité, portant les métules et les phialides qui génerent des
conidies en chaines. Bien que la structure générale soit similaire, la morphologie des
conidiophores varie selon les especes, comme A. nidulans qui produit deux types de
filaments, ou A. oryzae pouvant sporuler de maniére uniséré ou biséré (Dyer et O’Gorman,
2012; Chi et Craven, 2013; Krijgsheld et al., 2013; Ojeda et al., 2018).

La reproduction sexuée est observée dans environ 36 % des especes d'Aspergillus
(Ojeda et al., 2018). Lors de ce mode de reproduction, les spores sexuelles, appelées
ascospores, se forment dans des structures spécialisées nommeées cleistothécies. A maturité,
les cleistothécies se dégradent, libérant les ascospores (Dyer et O’Gorman, 2012; Ojeda et al.,
2018). Le cycle sexué commence par la fusion des gametes, formant un mycélium
hétérocaryotique, d'ou se développent des spores méiotiques dans des structures spécialisées
comme les cleistothécies ou péritheques (Pontecorvo et al., 1953; Nieuwenhuis et James,
2016).

5 Enzymes produites par les Aspergillus

Les micro-organismes sont les sources les plus courantes d'enzymes commerciales en
raison de leurs propriétés physiologiques et biochimiques, de leurs conditions de culture
adaptées et de la facilité avec laquelle ils peuvent étre manipulés (Suryawanshi et Pandya,
2017).

La majorité des enzymes industrielles sont produites par des souches bactériennes et
fongiques telles que Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Aspergillus niger et Aspergillus

oryzae, en raison de leur long historique d’utilisation, de leur facilit¢ de modification
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génétique et de leur capacit¢é a surexprimer efficacement des protéines d’intérét en
fermentation (Ravindran et Jaiswal, 2016).

Les souches d'Aspergillus sont largement utilisées dans la production d'enzymes
(Tableau 1) en raison de leur capacité a libérer dans leur environnement divers types
d'enzymes en quantité importante, telles que la lipase, I'amylase, la cellulase, I'aminopeptidase
et la pectinase, dont la valeur marchande est considérable a I'échelle mondiale (Somadder et
al., 2025).

Tableau 2 : Tableau représentatif des enzymes produites par quelques especes d’Aspergillus ainsi que leur réle.

Espéces Enzymes Références
bibliographiques
a-galactosidase, (Li et al., 2020)
A. niger pectinase
Amylase, cellulase (Bellaouchi et al., 2021)
Lipase (Al-Khattaf et al., 2024)
A. foetidus Amylase, protease, (Ashwini et Raghavendra.,
xylanase et pectinase. 2016)
A. Oryzae Cellulase (Bérbara et al., 2025)
Métalloprotéase (Benkahoul et al., 2012)
Lipase (Li et al., 2025)
A. candidus strain Protéase (Moussi et al., 2025)
MKAO05
A.fumigatus a-amylase (Yandri et al., 2023)
B-glucosidase (Saroj et al., 2022)
Cellulase (Saroj et al., 2020)
A. nidulans Protéase (Gnanadoss et Devi, 2015)
a-amylases (Sun et al., 2024)
A. terreus Lipase (Mahmoud et al., 2015)
Cellulase (Sharma et al., 2014)
A. flavus Protéase (Gnanadoss et Devi, 2015)
Amylase (Ahmad et al., 2024)
A. Awamori B-xylosidase, (Somadder et al., 2025)
B-xylanase
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1 Généralité

A la fin du XVIlle siécle, le physiologiste Italien Lazzaro Spallanzani a été le premier
a observer la catalyse enzymatique en étudiant I’effet des sucs gastriques de requin sur les
aliments. Par la suite, Anselme Payen et Jean-Francois Persoz ont découvert I’existence de la
premicre enzyme, la diastase, en traitant un extrait aqueux de malt avec de 1’éthanol (Jarrar,
2011).

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques présents dans les organismes vivants. Il
s'agit de macromolécules principalement de nature proteique et chirale, ce qui signifie
qu’elles ne sont pas superposable a leur image miroir et qu’elles comportent des sites actifs
capables d’interagir spécifiquement avec des substrats (Hanson, 1972 ; Jarrar, 2011). Elles
sont des molécules connues par leur accélération des réactions biochimiques. On distingue
deux types d'enzymes impliquées dans la dégradation des substrats : les endoenzymes :
produites a l'intérieur de la cellule pour dégrader les substrats solubles et les exoenzymes :
synthétisées dans la cellule, mais libérées a I'extérieur a travers le mucus qui entoure la cellule
(Merlin et al., 2014).

Jusqu'aux annees 1960, la plupart des applications commerciales dans l'industrie
alimentaire utilisaient des enzymes d'origine animale et vegétale, car celles-ci étaient percues
comme exemptes des risques de toxicité et de contamination associés aux enzymes
microbiennes. Cependant, avec I'augmentation de la demande et les progreés de la technologie
de fermentation, les enzymes microbiennes ont rapidement gagné en popularité en termes de
colts et de leurs nombreuses applications industrielles (Al-Manhel, 2018 ; Sharma et
Upadhyay, 2020). Ces enzymes présentent des avantages économiques, techniques et
éthiques. Elles peuvent étre produites rapidement et en grande quantité dans des petites
installations de production. De plus, Elles sont sécrétées extracellulairement, ce qui simplifie
leur extraction et purification (Robinson, 2015).

L'année 1896 marque le véritable tournant de la technologie microbienne moderne,
avec la premiére commercialisation de la Taka-diastase par le scientifique Japonais Jokichi
Takamine. II s'agit d’un extrait brut d’enzymes hydrolytiques obtenu par la culture
d’Aspergillus oryzae sur du son de blé (Ismael et Radhi, 2023). Au fil du temps, les
applications des enzymes se sont diversifiées, englobant des domaines spécifiques tels que la
chimie analytique et l'agro-alimentaire, faisant ainsi de l'enzymologie une discipline

scientifique a part entiere (Jarrar, 2011).
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La commission internationale des enzymes a divisé les enzymes en six catégories
principales : EC1 Oxydoréductases, EC2 Transférases, EC3 Hydrolases, EC4 Lyases, EC5
Isomérases et EC6 Ligases (Farooq et al., 2021).

2 Lipases

2.1 Geénéralités et historique

La découverte de la lipase remonte a 1856, lorsque Claude Bernard identifia la
présence de cette enzyme dans le suc pancréatique (Chandra et al., 2020). Plusieurs années
plus tard, en 1901, des bactéries productrices de lipases furent identifiées pour la premiere
fois (Verma et al., 2021). Puis, en 1935, la premiére lipase microbienne a €té isolée a partir
des champignons Aspergillus flavus et Penicillium oxalicum (Verma et al., 2021). Enfin, en
1990, la structure de la lipase provenant de Rhizomucor miehei fut analysée, marquant une

avancée majeure dans la compréhension de cette enzyme (John et Satoru, 2008).
2.2 Définition et mécanisme d’action

La lipase ou triacylglycérol acylhydrolase est une enzyme de la super-famille des
sérines hydrolases, dont le nom systématique est « glycérol-ester-hydrolase » (Annette et
Claude, 1985; Cordova, 1998). Elle catalyse I’hydrolyse des triglycérides a longue chaine en
acides gras libres, monoglycérides et/ou diglycérides, principalement en milieu aqueux
(Barriuso et al., 2020). Son activité dépend de divers facteurs environnementaux tels que la
température, le pH et la pression (Chandra et al., 2020). En plus de leur fonction principale,
elles participent aussi a des réactions de synthése comme 1’estérification, I’intérétérification,
I’acidolyse, 1’alcoolyse et I’aminolyse, lorsque les conditions favorisent ces processus non
hydrolytiques (Lima et al., 2019).

Selon la nomenclature enzymatique de I'Union Internationale de Biochimie et de
Biologie Moléculaire (IUBMB), les lipases sont classées sous le numéro EC 3.1.1.3,
correspondant a la dénomination officielle triacylglycérol lipase.

Le mécanisme des lipases comprend deux étapes essentielles : La premiére est
I’acylation, ou la sérine de la triade catalytique attaque le substrat formant un intermédiaire
acyle-enzyme, la deuxieme est la déacylation, ou une molécule d'eau ou un monoglycéride
attaque l'intermédiaire, libérant ainsi l'acide carboxylique et régénérant I'enzyme (Reis et al.,
2009; Nehal, 2017).

Dans des conditions ou les substrats sont faiblement solubles dans I'eau, les lipases

catalysent I'hydrolyse des triacylglycérols a l'interface entre les phases aqueuse et lipidique
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sans cofacteur. Le site actif de I’enzyme est protégé par une structure oligopeptidique qui se
réarrange pour permettre I'acces au substrat (Angajala et al., 2016). L'interface lipidique joue
un réle crucial dans I'efficacité des réactions enzymatiques (Reis et al., 2009).

2.3 Structure de lipase microbienne

Les lipases microbiennes possedent une architecture tridimensionnelle conservée,
centrée sur un repli a/p-hydrolase, comprenant la triade catalytique (sérine, histidine et acide
aspartique ou glutamique) (Figure 1) et le trou oxyanion (Fischer et Jirgen, 2003). Elles ont
une structure o/f formée de huit brins B paralléles torsadés en super hélice, entourés de
plusieurs hélices a (Debashrita et al., 2024). Un couvercle spécifique permet I'exposition
d'une zone hydrophobe en présence de substrat, facilitant l'accés au site catalytique (John et
Satoru, 2008).

Figure 1 : Structure cristalline de la lipase (Fan et al.,
2018).

En plus de cette structure centrale, les lipases peuvent inclure des modules structuraux
supplémentaires, tels que des couvercles, capuchons ou domaines N- et C-terminaux, qui
jouent un réle clé dans la mutagenéese et la modification de leurs propriétés catalytiques
(Gupta et al., 2015). Le site actif des lipases se trouve dans une cavité hydrophobe située au
sommet de la structure en feuillet B, dont les caractéristiques varient selon les lipases (Casas

etal., 2012).
2.4 Origine des lipases

Les lipases sont des enzymes omniprésentes dans les organismes vivants, y compris les
plantes, animaux et micro-organismes, ou elles sont souvent produites sous forme de

macromolécules protéiques (Fickers et al., 2008; Barros et al., 2010).
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Les lipases d'origine microbienne ont occupé une place importante dans les applications
industrielles, notamment en raison des codts de production réduits et de la simplicité des
manipulations. Les lipases microbiennes qui sont genéralement extracellulaire, produites
principalement par les champignons, les levures et les bactéries. Elles sont plus abondantes et
leur production peut étre facilement optimisée par modification génétique des micro-
organismes (Goncalves et al., 2019) et par des méthodes statistiques (Rajendran et
Thangavelu, 2007). Les lipases sont présentes chez les bactéries (Gram + et Gram -), les
levures (comme Candida et Geotrichum), et les champignons filamenteux tels que Rhizopus

et Thermomyces (Fickers et al., 2008).
2.5 Classification des réactions catalysees par les lipases

Les lipases permettent non seulement de réaliser des réactions d’hydrolyse, mais
¢galement des réactions d’estérification et de transestérification, y compris avec des esters peu
solubles dans I’cau. Les réactions catalysées par les lipases se répartissent principalement en
deux grandes catégories : I’hydrolyse et la synthése (Reis et al., 2009).

(1) Hydrolyse : les lipases catalysent I'hydrolyse des tri-, di- et monoglycérides en acides
gras et glycérol (Casas-Godoy et al., 2012).

(2) Synthese : les réactions de synthese catalysées par les lipases incluent principalement
I'estérification (un acide gras réagit avec un alcool pour former un ester, libérant une
molécule d'eau) et la transestérification (regroupe des réactions telles que I'alcoolyse,
faible activité en eau.

v’ Ces réactions se déroulent généralement dans des milieux sans solvant ou dans un

solvant organique (Casas-Godoy et al., 2012).
2.6  Applications industrielles

Les lipases sont des enzymes indispensables a de nombreuses industries, dont le marché
mondial est en augmentation, notamment dans les secteurs pharmaceutiques, des
biocarburants et agroalimentaire (Casas et al., 2012). Elles peuvent étre utilisées dans une
large gamme d'applications industrielles.

Dans D’industrie alimentaire, les lipases jouent un rdle clé dans divers secteurs
alimentaires, notamment dans la laiterie, la boulangerie, la brasserie, la boucherie et la
poissonnerie, ainsi que dans les huileries (Annette et Claude, 1985; Casas et al., 2012 ; Nehal,
2017; Chandra et al., 2020; Abdelaziz et al., 2025).
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Dans I’industrie des détergents, les lipases sont ¢galement utilisées dans l'industrie des
détergents pour I'hydrolyse des taches lipidiques et la réduction du taux de phosphates dans
les produits, contribuant ainsi a la lutte contre la pollution environnementale (Annette et
Claude, 1985; Casas et al., 2012; Nehal, 2017; Sharma et al., 2019; Chandra et al., 2020).

Dans la production de biodiesel, les lipases microbiennes, notamment celles provenant
de Candida antarctica et Rhizomucor miehei, sont utilisées pour convertir les huiles végétales
et les graisses usagées en biodiesel. Ce processus contribue a réduire la pollution et a valoriser
les déchets lipidiques (Annette et Claude, 1985; Abdelaziz et al., 2025).

Dans la bioremédiation, les lipases sont egalement employées dans le domaine de la
bioremédiation pour dégrader les polluants organiques et transformer les contaminants en
substances non toxiques, contribuant ainsi a la dépollution de I'environnement (Annette et
Claude, 1985; Chandra et al., 2020; Ali et al., 2023).

3  Amylases

3.1 Généralités et historique

L'histoire des amylases a commencé en 1811, lorsqu'une enzyme qui dégrade I'amidon
a été découverte par Kirchhoff dans le blé, établissant ainsi les bases de la recherche sur
I'amylase. Ensuite, la premiére amylase a été isolée par Anselme Payen en 1833 (Tiwari et al.,
2015). Les amylases sont des enzymes hydrolases principales qui hydrolysent les liaisons
glycosidiques dans les molécules d'amidon, produisant des dextrines et des oligosaccharides.
Deux types d'amylases sont distingués : les exo-amylases qui hydrolysent I'extrémité non
réductrice de l'amidon, et les endo-amylases qui hydrolysent les liaisons glycosidiques a
I'intérieur de la molécule d'amidon (Farooq et al., 2021).

De plus, ces enzymes sont classées selon la maniere dont les liaisons glycosidiques
sont attaquées en trois groupes qui sont les a-amylases (EC 3.2.1.1), les B-amylases (EC
3.2.1.2) et les y-amylases (EC 3.2.1.3) (Tiwari et al., 2015).

3.2 oa-Amylases
3.2.1 Définition et mécanisme d’action

Les a-amylases sont des enzymes cruciales pour la dégradation des amidons en sucres
plus simples (Shad et al., 2025). Elles catalysent I'hydrolyse des liaisons a-1,4-O-
glycosidiques dans les polysaccharides, produisant des molécules de faible poids moléculaire

comme le glucose, le maltose et le maltotriose. L’origine de la dénomination de 1’a-amylase
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attribué par Kuhn en 1925, provient de leur capacité a maintenir la configuration a-
anomeérique dans les produits hydrolysés (Mobini-Dehkordi et Afzal Javan., 2012 ; Shad et
al., 2025). Ces enzymes agissent de maniére aléatoire sur les molécules d'amidon, générant un
mélange d'oligosaccharides de différentes tailles, incluant du maltose, du maltotriose, et des
chaines ramifiées de 6 a 8 unités de glucose, comportant des liaisons a-1,4 et a-1,6 (figure 2).
Toutefois, les résidus de glucose terminaux et les liaisons a-1,6 ne peuvent pas étre clivés par

I'a-amylase (Visvanathan et al., 2020).
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Figure 2 : Représentation graphique de I'action de l'a-amylase sur I'amidon (Visvanathan et al., 2020).

3.2.2 Structure de I’a-amylase

Les a-amylases appartiennent a la famille des glycosides hydrolases 13 (GH-13)
(Nielsen et al., 2004). Leur structure tridimensionnelle se compose généralement de trois
domaines distincts (figure 3) :

v Le domaine A : un domaine de type barrette (f/a)8, largement conservé au sein de la
famille. 1l comporte trois résidus catalytiques invariants (Asp231-Glu261-Asp328) et
des ions de calcium qui contribuent a la stabilisation du repliement protéique.

v Le domaine B : un domaine supplémentaire inséré dans le domaine A. La taille et la
structure de ce domaine varient considérablement entre les différentes a-amylases, ce
qui explique probablement les différences de spécificité de substrat et de la stabilité
observées parmi ces enzymes.

v" Le domaine C : situé a l'extrémité C-terminale, ce domaine B-feuilleté comporte un

motif de type "clé grecque” (Nielsen et al., 1999 ; Ochiai et al., 2014).
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Figure 3 : La structure de I’a-amylase selon le modéle du BLA (Biologics License Applications). Les trois
acides du site actif sont indiqués en rouge. Vert : domaine A ; magenta : domaine B ; cyan : domaine C (Nielsen
et al., 1999).

3.2.3 Origine des a-amylases

Les a-amylases sont des enzymes présentes chez les animaux, les champignons, les
plantes, ainsi que chez les bactéries et les archées (Tiwari et al., 2015).

Chez les animaux, 1’a-amylase est principalement présente dans le pancréas et les
glandes salivaires, ou elle participe a la digestion des glucides dans la bouche et ’intestin
gréle. Chez les plantes, cette enzyme se trouve surtout dans les parties vertes, avec des
concentrations maximales dans les grains et les tissus riches en amidon. (Williams, 2017 ;
Singh et al., 2019).

Chez les microorganismes, cette enzyme est produite par une large gamme de micro-
organismes, mais pour des applications commerciales, elle est principalement dérivée du
genre Bacillus, notamment B. licheniformis et B. amyloliquefaciens (Konsoula et
Liakopoulou-Kyriakides, 2007). Par ailleurs, l'a-amylase est largement produite par des
sources fongiques sous forme extracellulaire. Des études récentes ont confirmé la sécurité de
ces enzymes issues de micro-organismes. Par exemple, une a-amylase produite par la souche
Aspergillus niger DP-Azb60 non génétiquement modifiée a été évaluée par I'Autorité
européenne de sécurité des aliments (EFSA). Ces enzymes microbiennes offrent une activité
catalytique supérieure, une meilleure stabilité et un rendement économique plus élevé par
rapport aux enzymes végétales et animales, tout en étant produites en grande quantité sans

sous-produits indésirables (Unal et al., 2025).
3.2.4 Applications industrielles

Les a-amylases sont largement exploitées dans diverses industries telles que celle de
I'amidon, des detergents, des boissons, du textile, du papier, ainsi que dans les secteurs

alimentaires et pharmaceutiques (Gayathri et Preetha., 2025).
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Dans l'industrie de I'amidon, I'a-amylase est utilisé dans la production des sirops de
glucose et de fructose, lesquels servent d'édulcorants dans l'industrie des boissons (Ajita et
Murthy., 2014). Parmi les bactéries utilisées dans l'industrie de I'amidon pour le processus de
conversion on trouve : B. stearothermophilus, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis et
Pyrococcus furiosus (Mobini-Dehkordi et Afzal Javan., 2012).

Dans la fabrication de détergents enzymatiques, les a-amylases sont utilisées dans la
fabrication des détergents liquides pour le lavage du linge et la vaisselle automatique afin de
décomposer les résidus alimentaires amylacés, tels que les pommes de terre, les sauces, la
creme anglaise, le chocolat, en dextrines et autres oligo-saccharides de plus petite taille
(Tauseef et al., 2025).

Dans le tissage des textiles, la pate d'amidon est utilisée lors de I'ourdissage pour
renforcer les fils et améliorer la solidité des tissus. Elle permet également de réduire l'usure
des fils due au frottement, aux coupures et a I'électricité statique, en rendant la surface du fil
plus souple grace a I'enroulement. Une fois le tissage est terminé, I'amidon est retiré du tissu

par I'application d'a-amylase (Ritu et al., 2017).
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1 Production d’enzymes

La production d’enzymes est une branche en pleine progression dans le domaine de la
biotechnologie. Elle s’effectue principalement par fermentation submergée, ainsi que par
fermentation en milieu solide, notamment pour les enzymes fongiques (Viniegra-Gonzéalez et
al., 2003). Afin de produire l'a-amylase a I'échelle commerciale, deux techniques sont
employées : la fermentation submergée et la fermentation en milieu solide. La production de
cette enzyme par ces méthodes a été étudiée en utilisant des sources fongiques, comme
Aspergillus fumigatus par fermentation submergé (Sundarram et Murthy, 2014).

De plus, la production de lipase peut étre effectuée par plusieurs microorganismes,
notamment Aspergillus sp. en pratiquant la fermentation en milieu liquide et en milieu solide
(Treichel et al., 2009).

1.1 Fermentation en milieu solide (FMS)

La fermentation en milieu solide (FMS) est caractérisée par I'absence d'eau libre, tout
en nécessitant un substrat suffisamment humide pour permettre la croissance microbienne
(Pandey, 2003). Elle permet également de valoriser les déchets agro-industriels comme
substrats, contribuant ainsi a une gestion durable des déchets solides (Maurice, 2019). Parmi
les micro-organismes capables de se développer sur ces substrats, les champignons
filamenteux se distinguent par leur grande aptitude a croitre en absence d’eau libre (Pandey,
1992).

Les avancées en modélisation et optimisation ont permis a la fermentation en milieu
solide de s’affirmer comme une approche performante pour la production de produits a haute
valeur ajoutée, tels que les enzymes, les antibiotiques et les acides organiques, tout en
réduisant les colts de production (Bhargav et al., 2008).

1.2 Fermentation submergée (FML)

La fermentation submergée (FML) est un procédé dans lequel la croissance des micro-
organismes s’effectue dans un milieu liquide enrichi en nutriments, optimisé pour favoriser
leur développement. Cette méthode est largement utilisée dans I’industrie pour la production
d’enzymes, en raison de la facilité de contréle des conditions de culture et de sa simplicité de
mise en ceuvre (Singhania et al., 2010 ; Doriya et al., 2016).

La FML est particuliérement adaptée aux micro-organismes comme les bactéries, qui

nécessitent un taux d’humidité élevé. Elle présente également I’avantage de simplifier les
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étapes de purification des produits (Subramaniyam et Vimala, 2012). La différence principale
entre la FMS et la FML réside dans la nature du substrat utilisé : solide dans le cas de la FMS,
et liquide dans celui de la FML (Ashok et Kumar, 2017).

2  Optimisation des processus de fermentation

Pour renforcer les capacités de production microbienne et a garantir que les enzymes
sont produites sous une forme facile a extraire et a purifier, il est essentiel d'optimiser les
processus de fermentation. L'optimisation de ces processus est donc cruciale pour augmenter
le rendement, réduire les colts et améliorer I'efficacité globale de la production d'enzymes.
Alors que la demande d'enzymes industrielles ne cesse de croitre, des innovations et des
optimisations permanentes seront essentielles pour y répondre a I'évolution de la demande
(Klaus, 2024).

Deux approches principales sont proposées : des techniques de I’ADN recombinant et
I'amélioration des conditions de culture (les plans factoriels, plan de Plackett-Burman, les
méthodologies de surface de réponse, notamment le plan composite central et le plan de Box-
Behnken) (Chaib et al., 2025).

2.1 Optimisation par la technologie de ’ADN recombinant

La technique de I’ADN recombinant, initiées par Stemmer (1994) et Arnold (1996),
permet d’accélérer la sélection d’enzymes aux propriétés optimisées grace a la sélection
naturelle in vitro (Moore et al., 2000). Escherichia coli est considéré comme I’organisme hote
convenable pour la production industrielle de protéines recombinantes non glycosylées grace
a sa vitesse élevée de réplication, de son colit réduit et de sa simplicité d’utilisation
(Papaneophytou, 2019).

Cette technique est employée pour favoriser une production efficace d'enzymes, son
application a la production d'amylase nécessite le choix d'un gene d'amylase performant,
I'introduction du gene dans un vecteur adapté, et la transformation au sein d'un systeme
bactérien efficace afin de générer une importante quantité de protéine recombinante (Gopinath
et al., 2017).De plus, cette technique assure la limitation du co(t de l'utilisation industrielle
des lipases. Une lipase adéquate est choisie pour une application précise et clonée dans un
systeme d'expression afin de générer et purifier cette enzyme en grande quantité (Houde et al.,
2004).
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2.2 Optimisation des conditions de culture

Il est possible d’optimiser la production d'enzymes microbiennes spécifiques en
ajustant les conditions de fermentation. Pour assurer la rentabilité de cette production, il est
crucial d'utiliser des substrats économiques, tels que les résidus agricoles et les déchets. Ainsi,
la coproduction d'enzymes ayant des applications similaires dans un méme milieu de
fermentation permet de réduire les colts tout en maintenant la stabilité des enzymes (Kumar
et al., 2020).

Par ailleurs, la production industrielle d'enzymes comme la lipase et I’a-amylase par
les micro-organismes dépend de plusieurs facteurs, tels que le temps d'incubation, I'agitation,
le pH, la concentration de l'inoculum, la température, les sources de carbone, les ions
métalliques et I'azote. L'optimisation de ces parameétres est essentielle pour maximiser le
rendement enzymatique et produire des enzymes en quantités adéquates. Ces facteurs sont
généralement optimisés un par un en maintenant les autres constants, et les conditions
optimisées sont intégrées dans les étapes suivantes de I'expérimentation (Kumar et al., 2020).

En outre, I'optimisation de la composition du milieu vise & maintenir un équilibre entre
les différents éléments qui le composent, afin de contrbler la quantité de composants non
utilisés a la fin de la fermentation (Ire et al., 2011). Enfin, les méthodologies statistiques
d'optimisation des milieux sont généralement préférées a I'amélioration des souches pour

accroitre le rendement (Roy et Mukherjee., 2013).
2.2.1 OFAT (One Factor at a Time)

L'approche conventionnelle OFAT (One Factor at a Time), consiste a modifier un
facteur a la fois tout en maintenant les autres constantes, permet d'optimiser les facteurs
nutritionnels et culturels (Vishwanatha et al., 2009). Bien que cette méthode soit simple a
mettre en ceuvre et efficace pour identifier les parametres influengant le rendement
enzymatique, elle présente des limites. En effet, elle est chronophage et ne prend pas en
compte les interactions potentielles entre les différents paramétres physiques et nutritionnels
(Singh et al., 2011). Cette stratégie a été mise en place pour optimiser la production de lipase
a partir de Lactobacillus fermentum (Fathi et al., 2022).

De plus, une méthode d'optimisation performante doit étre utilisée pour obtenir une
meilleure productivité de I'amylase, la stratégie OFAT est la méthode la plus fréquemment

employeée pour I'optimisation des paramétres de ce processus (Saha et al., 2023).
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2.2.2 Plan de Plackett-Burman

Les approches statistiques, comme le plan de Plackett-Burman (PBD), sont des oultils
efficaces pour le criblage des nutriments et I'optimisation des conditions de culture. Elles
permettent d'évaluer I'impact significatif des nutriments sur le taux de croissance, facilitant
ainsi la compréhension des interactions entre les parameétres du processus a différents niveaux
(Padmavathi, 2015). Il s’agit d’un plan expérimental factoriel & deux niveaux, con¢u pour
identifier les paramétres physicochimiques critiques a partir de nombre N variables, en
réalisant seulement N+1 expériences (Ekpenyong et al., 2017).

De plus, ce plan permet de concevoir des expériences en optimisant les facteurs
étudiés, sans augmenter excessivement le nombre d'expériences. Ces plans permettent
d'identifier rapidement les facteurs influents, tout en restant économiques et rapides, ce qui les
rend précieux pour des études complexes (Gregor et al., 2024).

Le plan de Plackett-Burman a démontré son efficacité pour identifier les facteurs
significatifs avec un nombre réduit d'essais expérimentaux. Il a été utilisé avec succés pour
optimiser statistiquement les conditions de production d'amylase extracellulaire par une
souche fongique d’A. tubingensis (Yahia et al., 2016). Ainsi, il a été appliqué afin d’identifier
de maniere efficace les composants clés du milieu influencant la production de lipase par A.
niger (Salihu et al., 2013).

2.2.3 Plans factoriels complets a deux niveaux

Les plans factoriels complets ont été introduits par Fisher dans la premiere édition
(1935) de son ouvrage classique sur la conception des expériences (Gunst et al., 2003). Cette
méthode explore systématiquement toutes les combinaisons possibles entre les niveaux des
facteurs pour analyser précisément les effets principaux et les interactions. Ce qui la rend
adaptée a l'optimisation des systemes complexes (Mee, 2009). Par ailleurs, cette approche est
applicable aussi bien aux variables discrétes qu’aux variables continues, ce qui renforce sa

souplesse d’utilisation dans différents contextes expérimentaux (Goupy, 2006).
2.2.4 Plans factoriels fractionnaires a deux niveaux

Les plans factoriels fractionnaires visent a réduire le nombre d’expériences nécessaires
tout en conservant I’essentiel de 1’information (Gunst et al., 2003). Ce type de plan permet
d’identifier les effets principaux ainsi que certaines interactions a deux facteurs (Jaynes et al.,
2013). Contrairement aux plans factoriels complets, ils nécessitent moins d’essais pour étudier

plusieurs facteurs simultanément. Cependant, ces plans conduisent a un systéme d’équations
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sous-determiné, traité en combinant certains coefficients sous forme de contrastes appelés
alias, ce qui entraine un chevauchement des effets factoriels (aliasing) (Li et Mee, 2003 ;
Goupy, 2006).

2.2.5 Plans de surfaces de réeponses (RSM)

Les plans de surfaces de réponse sont des méthodes statistiques visant a modeliser et
optimiser une réponse d'intérét influencée par plusieurs variables (Montgomery, 2017). Ces
plans permettent d’¢élaborer des modéles mathématiques quadratiques, bien adaptés aux
variables continues, et sont particulierement efficaces pour identifier des points optimaux, tels
quun maximum ou un minimum (Goupy, 2006). Parmi les différents types de plans de
surfaces de réponse, on distingue notamment le plan composite central, plan de Box-Behnken
et le plan de Doehlert (Namiq et al., 2024).

2.2.5.1 Plan composite central (CCD)

Ce plan a été développé par Box et Wilson en 1951. Il s'agit d'une approche
expérimentale visant a identifier les conditions optimales d'un systtme multivariable et
constitue une technique efficace d'optimisation permettant de déterminer les valeurs optimales
des facteurs et d'estimer la valeur maximale ou minimale attendue pour la variable dépendante
concernée (Hassaine, 2022). Le CCD a prouveé son efficacité dans la création de modeles et
d'expériences, c'est une méthode puissante permettant un gain de temps et une plus grande
efficacité par rapport a d’autres approches expérimentales (Chen et al., 2015). Il a notamment
été appliqué a la production de lipase par Ganoderma lucidum (Amin et al., 2011), et s’avere
¢galement efficace pour améliorer la biosynthése de I’a-amylase, une enzyme aux multiples

applications industrielles (Elyasi et al., 2020).
2.2.5.2 Plan de Box-Behnken (BBD)

Il s’agit d’un plan factoriel incomplet a trois niveaux, dans lequel les points
expérimentaux sont sélectionnés de maniére stratégique afin de permettre une estimation
efficace des coefficients d’un modéle du second ordre (Box et al., 2005).

Ce plan presente I’avantage d’exclure les combinaisons ou tous les facteurs sont
simultanément a leurs niveaux extrémes, ce qui permet de limiter les risques associés a des
conditions expérimentales trop séveres. Cependant, cette particularité le rend moins approprié
pour étudier les réponses aux valeurs extrémes des facteurs (Ferreira et al., 2007). Ce type de
plan, applicable uniquement a partir de trois facteurs, repose sur I’évaluation de chaque

variable indépendante a trois niveaux codés : -1 (minimum), O (niveau central) et +1
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(maximum), ce qui favorise une modélisation efficace des réponses (Namiq et al., 2024).
L’optimisation de la production d’amylase a été effectuée en utilisant le plan de Box-Behnken
(Khannous et al., 2014). Ainsi, ce plan a été employé pour étudier les interactions entre les
composants critiques du milieu et leur impact sur la production de lipase par Penicillium sp.
(Abdullah et al., 2018).

2.2.5.3 Plan de Doehlert

Le plan de Doehlert a été développé par David H. Doehlert et présenté dans un article
publié en 1970 (Cerqueira et al., 2021). Il comprend K (K + 1) + 1 essais, ou K représente le
nombre de facteurs (Namiq et al., 2024). 1l est caractérisé par sa flexibilité, car il permet de
faire varier le nombre de niveaux selon les variables, ce qui le distingue des plans CCD et
BBD. Cette propriété est particulierement avantageuse pour accorder plus de précision a une
variable importante en ’étudiant sur un plus grand nombre de niveaux (Cerqueira et al.,
2021). Le plan expérimental de Dochlert a été appliqué dans 1’optimisation de la production

d’a-amylase en culture submergée (Hashemi, et al., 2011).
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1 Ecorces de grenade

1.1 Généralité sur les grenades (Punica granatum L.)

Le Punica granatum L. aussi appelé « grenadier », est une plante tres appréciée qui a
une longue histoire. Son nom « grenade » vient du nom latin du fruit Malum granatum, qui
signifie « pomme a grains ». Le terme générique Punica fait référence a Pheonicia (Carthage),
suite & une hypothese erronée concernant son origine. Depuis des siécles, la grenade et son
utilisation sont profondément ancrées dans I'histoire de I'humanité, car elle a été retrouvée
dans de nombreuses cultures anciennes, tant comme aliment que comme remede médical
(Holland et al., 2009). Il appartient a la famille des « Punicaceae », comprenant un seul genre
« Punica » et deux espeéces : P. granatum L et P. protopunica (Hussain et al., 2021).

I s’agit d’un arbuste qui atteint entre 3 et 8 métres d’hauteur. Ses feuilles sont soit
persistantes sous les tropiques, soit caduques dans les zones subtropicales et tempérées.
Toutefois, il existe plusieurs variétés de grenades a feuilles persistantes en Inde. Ainsi, il
existe également des cultivars nains qui ne dépassent pas 1,5 m. En général, le grenadier est
épineux, il possede des petites feuilles étroites et oblongues, des feuilles caduques et des tiges
courtes (Erkan et Kader, 2011).

Le grenadier se caractérise par des feuilles qui poussent réciproquement sur les
branches fraichement cultivées et sont incorporées aux spores, des fleurs qui sont de 1 a 5
fleurs, certaines étant terminales et d'autres marginales, courtes ou sans pédoncule, rouges et
rarement jaunes ou blanches, inodores et bisexuées, des fruits de couleur rouge clair a jaune
verdatre et rarement pourpres foncés, des graines présentes dans l'arille produites en grande
quantité de forme triangulaire et dépourvues d'albumine (figure 4) (Shaygannia et al., 2015).

De plus, la culture du grenadier est largement répandue dans de nombreux pays
tropicaux et subtropicaux, en particulier dans les régions méditerranéennes caractérisees par
un climat modéré. Ainsi, les grenadiers sont trés résistants aux conditions climatiques
défavorables, comme les sols salins et la sécheresse (Varasteh et al., 2009). En outre, la
grenade a eté ajoutée au catalogue « Homologie de la médecine et de I'alimentation en Chine
». Ses racines, ses fleurs, ses fruits, ses écorces, ses graines ainsi que d'autres parties de cette
plante peuvent étre utilisées pour leurs propriétés médicinales. Elle possede de nombreuses
propriétés pharmacologiques, notamment des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes,

antibactériennes et antivirales (Ge et al., 2021).
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Figure 4 : Diverses parties de la plante Punica granatum L (A : Arbre ; B :
Fleur ; C: Ecorce ; D : Fruit et E : Graines) (Ge et al., 2021).

1.2 Composition des écorces de grenade

L’écorce de grenade (P. granatum) est un sous-produit abondamment disponible apres
la production de jus et d’arilles prétes a consommer. Elle est reconnue pour sa richesse en
nutriments et en antioxydants. La poudre issue de 1’écorce fraiche a été analysée pour
déterminer sa composition nutritionnelle présentée dans le tableau (Tableau 3) (Kushwaha et
al., 2013).
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Tableau 3 : Profil chimique de la poudre d'écorce de grenade fraiche (Kushwaha et al., 2013 ; Pathak et al.,

2016).
Composants Unité Teneur
Matiére seche % plp 30.57 £0.25
Extrait d'éther (graisse brute) % plp 2.4 +£0.15
Protéines brutes % p/p 3.95+0.06
Extrait libre d'azote % plp 75.54 £ 0.32
Glucides totaux (%) 30,5
Teneur totale en polyphénols (mg/gm) 40.53 £ 0.26
Tannin (%) 4,05
Cendres (matiéres inorganiques) % plp 5.49 £ 0.33
Sodium (mg/kg) 763.66 + 0.73
Potassium (mg/kg) 16237.41 + 0.96
Calcium (mg/kg) 645.70 + 0.88
Magnésium (mg/kg) 1644.47 £ 0.86
Phosphore (mg/kg) 33.96 £ 0.75
Fer (ng/gm) 22.6 +0.75
Cuivre (ng/gm) 6.2+0.4
Zinc (ng/gm) 8.03 + 0.67
Sélénium (ng/gm) Non détecté
Fibre brute % plp 12.61£0.23
Fibres neutres détergentes % plp 17.83£0.15
Fibre détergente acide % plp 14.55 £ 0.07
Lignine % plp 4.29+£0.41
Vitamine A (ng/gm) 14.06 + 0.08

1.3 Valorisations des écorces de grenade

P. granatum L. est consommé sous forme de fruit frais ou transformée en jus. En
raison d'une demande mondiale soutenue, sa production atteint environ 2 millions de tonnes.
Toutefois, le rendement en jus reste relativement faible, représentant moins de la moitié du
poids total du fruit. Par conséquent, ’extraction industrielle du jus de grenade génere
d’importants volumes de résidus, principalement constitués de 1’écorce (Roukas et
Kotzekidou, 2020). Les écorces de ce fruit constituent une source riche en composés bioactifs
(Pathak et al., 2016), plusieurs études ont mis l'accent sur la valorisation des écorces de
grenade pour produire des enzymes, des huiles essentielles, des produits alimentaires,

médicaux et cosmétiques a valeur ajoutée (Barnossi et al., 2020).
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2  Pelures de mandarine

2.1 Généralité sur la mandarine (Citrus reticulata blanco)

La mandarine (Figure 5) est un arbuste a feuilles persistantes qui est considéré comme
la principale culture commerciale de la famille des Rutacées (Musara et al., 2020; Li et al.,
2024). Elle est reconnue sous le nom systématique Citrus reticulata blanco (Lun et al., 2018).
Elles sont largement cultivées dans les régions tropicales et subtropicales a travers le monde
(Musara et al., 2020). Dans certains pays, elles sont appelées « tangerines », un terme
désignant généralement des variétés a pigmentation plus prononcée (Mandal, 2016; Usman et
Fatima, 2018). Morphologiquement, les fruits mesurent entre 5 et 8 cm de diamétre, ont une
forme ronde a légérement aplatie, une peau modérément épaisse, facilement détachable, en

présentent des glandes huileuses visibles en surface (Mandal, 2016).

Figure 5 : Mandarine Citrus reticula blanco (Usman et Fatima, 2018).

2.2 Composition des pelures de mandarine

Les pelures de mandarine sont riches en composés bioactifs, avec plus de 150
constituants, dont des hydrocarbures terpéniques et divers composés volatils (Moussaoui,
2023). Leur composition, peut atteindre 160 composés volatils et varie selon les cultivars et
I’origine géographique (Yu et al., 2022). Ainsi, ces déchets constituent une source importante
de métabolites secondaires bioactifs, tels que les flavonoides, les alcaloides et les huiles
essentielles (Li et al., 2024) (Tableau 4).
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Constituants Pourcentage Références
Lipide 1,5% (Dahmani et al., 2020)
7,73% - 13,58% (Yun et Liu, 2024)
2,16% (Magda et al., 2008)
Protéine 4,55% (Ozlem, 2018)
0,40% (Dahmani et al., 2020)
4,17% - 7,90% (Yun et Liu, 2024)
Glucide 17,71% (Ozlem, 2018)
7,21% (Dahmani et al., 2020)
Pectine 12,27% - 18,43% (Yun et Liu, 2024)
Résidu mineral 4,06% (Magda et al., 2008)
2,81% - 4,00% (Yun et Liu, 2024)
Fibre brut 75,49% (Magda et al., 2008)
3,32% - 5,00 % (Yun et Liu, 2024)

2.3 Valorisation des pelures de mandarine

La transformation des mandarines génére d’importants déchets, qui constituent une
source de pollution et leurs gestions inappropriées causent une perte économique (Yun et Liu,
2024). Pour limiter leur impact, I’industrie adopte des approches d’économie circulaire visant
a valoriser ces résidus en produits a haute valeur ajoutée (Ferreira et al., 2018; Kalompatsios
et al., 2024). En 2022, Hussien et al. ont démontré que ces résidus riches en composés
bioactifs présentent un fort potentiel dans plusieurs secteurs. Les pelures d’agrumes possédent
en effet des propriétés antioxydantes, antibactériennes, antifongiques, hypolipidémiantes,
anti-inflammatoires, anticancéreuses et cardioprotectrices, ce qui en fait des candidates
idéales pour la prévention et le traitement de nombreuses maladies (Yu et al., 2022;
Kalompatsios et al., 2024).

Toutefois, des études ont montré que ces sous-produits, riches en composés bioactifs
tels que les polysaccharides, les flavonoides, les huiles essentielles et les enzymes, présentent
un fort potentiel pour des applications biotechnologiques, notamment pour la production
d’enzymes industrielles telles que les cellulases, les pectinases, les xylanases, les ligninases,
les lipases et les protéases. Ainsi, des souches microbiennes ont montré leur aptitude a
transformer ces déchets en enzymes de valeur par fermentation dans des milieux solides ou
liquides (Lima et al., 2025).
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Cette étude porte sur I’évaluation de la capacité de deux souches fongiques Aspergillus
sp. 12 et Aspergillus sp. 61 de produire deux enzymes d’intérét industriel : la lipase et 1’a-
amylase. L’approche expérimentale a débuté par une évaluation qualitative de la production
enzymatique. Par la suite, une quantification des activités enzymatiques a été réalisée en
milieu synthétique pour identifier la souche la souche la plus performante. Enfin, une phase
d’optimisation des conditions de production a été entreprise afin d’améliorer le rendement
enzymatique, en utilisant un substrat constitué d’un mélange de déchets de fruits. Un plan
d’expériences de type CCD (Central Composite Design) a été appliqué afin d’approfondir
I’optimisation de 1’a-amylase. La partie expérimentale de cette étude a été réalisée dans le
laboratoire de Biologie et Environnement, Bio-pdle au niveau de 1’Université Constantine 1-

Fréres Mentouri.
1 Repiquage des souches

Afin d’obtenir des cellules jeunes, les souches Aspergillus sp. 12 et Aspergillus sp. 61
ont été repiquées sur milieu PDA (Potato dextrose agar) (annexe 2). L’ensemencement a été

effectué par touche centrale, suivi d’une incubation a 30 °C pendant 4 a 6 jours.
2 Mise en évidence qualitative de I’activité hydrolytique

Afin d'évaluer la capacité de d’Aspergillus sp. 61 et d’Aspergillus sp. 12 de produire
la lipase et I’a amylase, des tests sur milieux solide ont été réalisés (Annexe 2).

2.1 Production de la lipase

Les deux souches ont été testées pour leur capacité a produire la lipase sur un milieu
gélosé contenant I’huile d’olive et du rouge de phénol (Annexe 2), un indicateur de pH qui
vire du rose au jaune lorsque I’acidification du milieu se produit, puis incubées a 30°C
(Abdulmumini et al., 2022). La présence d’une activité lipolytique est révélée par 1’apparition

d’une zone jaune autour de la colonie (Lanka et al., 2015).
2.2 Production d’a-amylase

La détection de I’activité amylolytique d’Aspergillus sp. 12 et Aspergillus sp. 61 a été
réalisée sur un milieu YPSA (Yeast extract Peptone Soluble starch Agar) (annexe 2)
contenant 2% d’amidon comme seule source de carbone (Lee et al., 2011). Les boites ont été
incubées a 30 °C avec un suivi quotidien. La zone d’éclaircissement révélant ’activité

amylolytique a été mise en évidence aprés inondation des plaques avec une solution de lugol
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(annexe 2) (Omemu et al., 2015). Cette activité a été quantifiée par le calcul de I’indice

enzymatique.
2.3 Indice enzymatique

L’indice d’activité enzymatique est un parameétre pratique permettant d’évaluer la
capacité de production enzymatique des micro-organismes. Il est déterminé par le rapport
entre le diamétre de la zone d’hydrolyse formée et celui de la colonie (Hankin et
Anagnostakis, 1975). Il est calculé a I’aide de la formule suivante :

Le diametre de la zone d'hydrolyse (mm)

L'indice enzymatique = — -
Y 1 Le diamétre de la colonie (mm)

3  Confirmation de P’activité enzymatique en milieu synthétique

Pour sélectionner la souche la plus performante pour la production de la lipase et d” a-
amylase, des fermentations ont été réalisées en erlenmeyers contenant 50 ml d’un milieu
synthétique riche en sels (MgSO,4, NaNO3;, KH,PO,, FeSO,4, KCI et CaCl,) (Annexe 3) et en
substrats spécifique ajoutés selon 1’enzyme étudiée (I’huile d’olive pour la lipase et ’amidon
pour 1’a-amylase). Chaque erlenmeyer a été inoculé avec trois disques provenant de chaque
souche fongique. Une incubation de 6 jours a été réalisée dans un incubateur agitateur a 30
°C, avec une agitation de 150 rpm conformément au protocole modifié de Bellaouchi et al.
(2021).L’extraction de la lipase et d’a-amylase a été effectuée par centrifugation, suivie d’une
filtration a ’aide de papier Whatman. Le surnageant obtenu a ensuite été utilisé pour les

dosages enzymatiques.

4 Valorisation des déchets agroalimentaires pour la production de lipase et d’a-
amylase en fermentation liquide
4.1 Préparation du substrat

Les écorces de mandarine et de grenade ont été collectées, séchées a 1’air libre, puis
broyées a I’aide d’un broyeur. La poudre obtenue a ensuite été tamisée a I’aide d’un tamis de

diamétre inférieur 4 1 mm, afin d’obtenir une poudre homogene.
4.2 Production de lipase et d’a-amylase par FML

Une fermentation liquide a été menée en utilisant deux types de déchets agro-
alimentaires (pelures de mandarine et écorces de grenade) comme une source de carbone

(annexe 3). Le milieu de culture a été préparé dans un erlenmeyer contenant 50 ml d’un
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mélange composé de volumes égaux de filtrat de pelures de mandarine, filtrat d’écorces de
grenade et d’eau distillée. Apres la stérilisation par autoclavage, le milieu a été ensemencé
avec trois disques de la souche d’Aspergillus sp. 61. L’incubation a été réalisée a 30 °C
pendant 7 jours, sous agitation a 200 rpm. Apres incubation, une centrifugation a été
effectuée, suivi d’une filtration en utilisant le papier Whatman. Le surnageant ainsi obtenu a

été considéré comme 1’extrait brut pour le dosage enzymatique.
5 Optimisation des conditions de culture pour la production de ’enzyme

Les méthodes classiques d’optimisation, telles que les plans factoriels complets et la
méthode « un facteur a la fois » (OFAT), nécessitent un grand nombre d’expériences, ce qui
engendre des colits élevés et allonge la durée d’analyse (Montgomery, 2017). La méthode
Plackett-Burman a été retenue dans cette étude en raison de son faible colt expérimental et de
sa capacit¢ a réduire significativement le nombre d’expériences tout en identifiant
efficacement les effets principaux (Plackett et Burman, 1946). Elle facilite la détection rapide
des facteurs clés et 1’évaluation de la stabilité des résultats face aux variations expérimentales,
bien qu’elle ne permette pas d’analyser les interactions entre facteurs (Vanaja et Shobha, 2007

; Comité des méthodes analytiques, 2013).
5.1 Conception expérimentale selon le plan de Plackett-Burman

Les plans PBD permettent I’étude de N - 1 facteurs a I’aide de N expériences, ou N est
un multiple de 4 compris entre 4 et 100 (Plackett et Burman, 1946). Dans cette étude, un plan
expérimental comportant 8 expériences et 7 facteurs (dont 5 facteurs réels et 2 facteurs fictifs
servant a |’estimation de I’erreur expérimentale). Chaque facteur est testé a deux niveaux : un
niveau supérieur (+) et un niveau inférieur (—). L’ensemble des facteurs étudiés ainsi que leurs
niveaux respectifs sont présentés dans le Tableau 5. La matrice utilisée est présentée dans le
Tableau 6, Chaque ligne de la matrice représente une expérience, tandis que chaque colonne
correspond a un facteur. Les facteurs X, et Xg ont été désignés comme facteurs d’erreur,
utilisés pour évaluer I’erreur expérimentale. Les facteurs réels étudiés sont Xi, Xz, X3, X5 et

X;.
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Tableau 5 : La relation entre les niveaux codés et les niveaux réels des facteurs.

Facteurs Niveau inférieur (-1) | Niveau supérieur (+1)

X1 : Huile d’olive (ml) 2% 4%

X, : Amidon (g) 2% 4%

X3 : Extrait de levure (g) 1% 2%

X4 Erreur - -

Xs: pH 4,5 55

Xe @ Erreur - -

X7 Sels (9) Absence Présence

Dans un plan factoriel 2, les résultats expérimentaux sont souvent mieux représentés

par un modele de régression, plus intuitif que ceux basés sur les effets ou les moyennes. Ce

modele relie la réponse a des variables codées, qui normalisent les niveaux naturels des

facteurs en +1 pour le niveau haut et —1 pour le niveau bas. Les coefficients du modéle

correspondent a la moitié des effets mesurés, car ils traduisent un changement unitaire sur

cette échelle codée (Montgomery, 2017). Dans notre étude, chaque facteur a été codé selon ce

principe : par exemple, ’huile d’olive (X;) correspond a —1 pour 2 % ml et +1 pour 4 % ml,

I’amidon (X3) a —1 pour 2 % g et +1 pour 4 % g, le pH (Xs) a —1 pour 4,5 et +1 pour 5,5, etc.

Ce codage facilite I’intégration directe des facteurs dans le mode¢le de régression.

Tableau 6 : Plan d'expérience de PBD pour le criblage des variables de procédé significatives influengant la

production enzymatique.

N° Facteurs
d’essai

Xl X2 X3 X4 X5 X6 X7
1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
2 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1
3 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1
4 +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
5 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1
6 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1
7 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1
8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

(X1 : huile d’olive, X,: amidon, Xs: extrait de levure, X4 : erreurs, Xs: pH, Xg:

erreurs, Xy : les sels). (Niveau supérieur : +1; Niveau inferieur : -1).

Le logiciel d’analyse statistique Minitab a été utilisé pour traiter la matrice de Plackett-

Burman afin d’identifier les variables exergant un effet significatif, positif ou négatif, sur la

production de lipase, d’a-amylase et de la biomasse.
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La probabilité minimale de signification >95% pour la production d’a-amylase.
Pour la lipase, les facteurs étudiés n’ont pas montrés une influence sur la production

enzymatique, ce qui signifie que le modéle n’a pas été représentatif pour cette eznyme.
5.2 Plan CCD (Central Composite Design)

Un plan CCD (Central Composite Design) a été mis en ceuvre pour compléter
I’analyse initiale portant sur la production d’a-amylase. Cette approche a permis d’optimiser
la réponse et de déterminer avec précision les variables optimales influencant la production de
cette enzyme.

Parmi les facteurs identifiés a 1’aide du plan de PBD, deux variables significatives :
I’extrait de levure (X3) et le pH (X>), ont été sélectionnées pour une étude approfondie a I’aide
du plan CCD, avec cing niveaux codés : —a, —1, 0, +1 et +a. La valeur (o = 1,414) a été

choisie afin d’assurer une bonne qualité de distribution des points expérimentaux (Tableau 7).

Tableau 7 : Valeurs réelles des niveaux codés pour le plan composite central a 2 facteurs (X1 : extrait de levure,

X2 : pH).
Niveau
Facteurs -a (-1,414) -1 0 +1 +a (+1,414)
X1 (%0) 0,58 1 2 3 3,41
X 4,08 4,5 55 6,5 6,91

Au total, 11 essais ont été realisés dans le but de déterminer les niveaux optimaux de

ces deux facteurs en vue de maximiser la production d’a-amylase (Tableau 8).

Tableau 8 : Matrice expérimentale du plan CCD appliquée a deux variables.

N° d’essai X1 X5
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 -0 0
6 +a 0
7 0 -0l

8 0 +a
9 0 0
10 0 0
11 0 0

Le CCD est un plan de surface de réponse qui en plus des facteurs a trois niveaux,
intégre des points axiaux ou é€toiles, généralement (notés ). L’ajout de ces points porte le

nombre total de niveaux a cing, ce qui confere au plan expérimental une plus grande
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flexibilité et une meilleure capacité a modéliser des relations non linéaires entre les variables
(Olawoye, 2016).
Pour déterminer la valeur des points axiaux, il faut d’abord calculer le paramétre o (alpha),
défini par la formule :

a= 2(%)
Ou k : est le nombre de facteurs

Les points axiaux sont calculés a partir de la moyenne des niveaux supeérieur et
inférieur, en ajoutant ou en soustrayant a fois la moitié de 1’intervalle (la plage) entre ces
niveaux. La formule générale est : Point axial = moyenne des niveaux supérieur et inférieur +
a X (intervalle entre le niveau supérieur et le niveau inférieur divisé par 2)

Point axial = X + a x (Intervalle / 2)
X est la moyenne entre le niveau supérieur et le niveau inférieur, a est le coefficient axial,
Intervalle est la différence entre le niveau supérieur et le niveau inférieur.

Pour étudier I’influence des variables et modéliser la réponse sous forme d’équation,
le logiciel Minitab version 19 a été utilisé pour réaliser une intégration matricielle. L’analyse
statistique de la réponse Y a porté sur la recherche de valeurs optimales ou I’ajustement d’un
paramétre spécifique. Ensuite, les données ont été soumises a une analyse de variance
(ANOVA) afin d’extraire plusieurs indicateurs clés, tels que la valeur de F (reflétant la
significativité globale du modéle), la valeur p, la valeur de F liée au manque d’ajustement,
ainsi que le coefficient de détermination R?, qui mesure la qualité de I’ajustement du modele

de régression
6 Détermination de la biomasse

Le poids sec de la biomasse est déterminé a la fin des fermentations, aprés centrifugation
et filtration sur papier Whatman. La biomasse est ensuite séchée dans une étuve réglée a 40

°C jusqu’a poids constant.
7 Dosage de I’activité lipolytique

L’activité lipolytique a été determinée selon la méthode decrite par Burkert et al.
(2004), avec quelques modifications. Une émulsion stable a été préparée en homogénéisant un
mélange de 25 ml d’huile d’olive et de 75 ml de solution de gomme arabique a 7 % (Annexe
4) par agitation a 500 rpm pendant 5 minutes. Cette émulsion a été utilisée comme substrat

pour le dosage. Un volume de 5 ml de cette émulsion a été ajouté a un milieu réactionnel
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constitué de 2 ml de tampon phosphate 0,01 N (pH 7) et de 1 ml d’extrait enzymatique.
L’incubation a été réalisée a 37 °C pendant 30 minutes dans un agitateur-incubateur. La
réaction enzymatique a été arrétée par 1’ajout de 15 ml d’un mélange éthanol/acétone, suivi de
I’addition de quatre gouttes de phénolphtaléine a 1 % (Annexe 4) dans chaque erlenmeyer. Le
dosage est effectué par titration en utilisant du NaOH 0,05 N (Annexe 4). Le point
d’équivalence (Vnaon) €St déterminé par la variation de couleur de I’indicateur permettant de

calculer I’activité lipolytique.
8 Dosage de I’activité a-amylolytique

L’activité a-amylolytique a été déterminée selon la méthode de Bernfeld (1955), basée
sur I’utilisation de 1’acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS). Un volume de 500 pL d’extrait
enzymatique a été incubé avec 500 pL d’une solution d’amidon a 1%, dissoute dans un
tampon phosphate 0,05 M (pH 5) (Annexe 4), a 40 °C pendant 30 minutes. La réaction
enzymatique a été stoppée par I’ajout de 1 ml de réactif DNS, suivie d’un chauffage au bain-
marie bouillant (100 °C) pendant 10 minutes. Le mélange a ensuite été rapidement refroidi
dans un bain de glace, puis complété avec 10 ml d’eau distillée. L’absorbance a été mesurée a
540 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre. Pour calculer I’activité a-amylolytique, une courbe
d’étalonnage de maltose a ¢été utilisée pour convertir les absorbances obtenues en

concentration (Annexe 4).
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1 Echantillon biologique

Résultats et discussion

Aprés une incubation & 30 °C pendant 4 jours, une colonie jeune a été obtenue pour chaque

souche (Tableau 9).

Tableau 9 : Observation macroscopique d’Aspergillus sp. 12 et Aspergillus sp. 61

Souche

Observation

Description

Aspergillus sp. 61

Aprés I’incubation, la souche
a montre un développement
rapide, se manifestant par
I’apparition d’une colonie
poudreuse de couleur
blanche.

Aspergillus sp. 12

Aprés l'incubation, la souche
a montré une croissance
rapide, caractérisée par

I'apparition d'une colonie de

texture poudreuse et d’un
thalle blanc. Ainsi que des
spores noires et denses ont

progressivement commenceé a

se développer.

Dans le cadre de cette étude, les souches Aspergillus sp. 61 et Aspergillus sp. 12 sont testés

pour leur potentiel en production de quelques hydrolases a savoir, I’amylase et la lipase.

2 Mise en évidence qualitative de I’activité hydrolytique

Le tableau suivant montre les indices enzymatiques calculés :

Tableau 10 : Tableau représentatif des indices enzymatiques calculés pour la souche Aspergillus sp. 61 et

Aspergillus sp. 12

Aspergillus sp. 61

Aspergillus sp. 12

Lipase

3,75

/

a-amylase

1,38

/
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2.1 Production de la lipase

La mise en évidence de la présence de la lipase a été effectuée sur un milieu gélosé
additionné de I’huile d’olive et en rouge de phénol comme indicateur de pH. L’observation
sur boite (figures 6) a révélé que la souche Aspergillus sp. 61 est capable d’hydrolyser les
lipides, comme en témoigne 1’apparition d’un halo jaune autour de la colonie, mesurant 30
mm de diametre. Ainsi, I’indice lipolytique correspondant est estimé a 3,75 confirmant ainsi
le potentiel de cette souche a produire la lipase. En revanche, Aspergillus sp. 12 n’a présenté
aucune zone d’hydrolyse, ce qui reflete I’absence de 1’activité lipolytique et donc I’incapacité

de cette souche a produire la lipase.

Figure 6 : Evaluation de la production de lipase par Aspergillus sp. 61 (A) et Aspergillus sp. 12 (B) sur gélose
enrichie en huile d’olive et au rouge de phénol.

Le milieu gélosé a I’huile d’olive et au rouge de phénol, permet la détection de
I’activité lipolytique. Le rouge de phénol est un indicateur de pH dont la couleur est rose a un
pH de 7,3 a 7,4. Lorsque le pH diminue progressivement vers 7,0-7,1, la couleur vire au
jaune. Ce changement est provoqué par 1’hydrolyse des lipides, libérant des acides gras qui
entrainent une acidification locale du milieu. Ce phénomene, connu sous le nom de lipolyse,
résulte de la dégradation des triacylglycérols. Ainsi, I’apparition d’une zone jaune autour des
colonies, souvent accompagnée d’une clairance dans la gélose, constitue un indicateur visuel
de la présence d’une activité lipolytique. L’intensité de cette activité est ensuite évaluée par la
mesure du diametre de la zone de dégradation formée autour des colonies (Lee et al., 2015 ;
Kareem et al., 2017 ; Toon et al., 2023).

Un résultat similaire a été rapporté par Triyaswati et llmi. (2020) qui ont évalué la production
de lipase chez Aspergillus aculeatus sur un milieu solide contenant du rouge de phénol et de

I’huile d’olive. Le virage de la couleur du milieu, passant du rouge au jaune, indiquant une
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activité enzymatique, avec un indice mesuré de 1,44 £ 0,007. Une autre étude, menée par
Kulkarni et al. (2021), a permis d’isoler trente souches fongiques a partir d’un sol contaming,
pour évaluer leur capacité a produire la lipase sur un milieu gélosé a I’huile d’olive et au
rouge de phénol. Vingt isolats ont montré une activité lipolytique positive. Parmi eux, les cing
souches les plus performantes ont éte identifiées comme appartenant aux genres Aspergillus,

Alternaria, Rhizopus, Peciliomyces et Penicillium.

Abdulmumini et al. (2022), ont isolé six especes fongiques, parmi lesquelles Rhizopus
stolonifer, Aspergillus niger, A. flavus et Mucor sp. qui ont montré une capacité variable a
produire la lipase. L’activité enzymatique a été révélée par la formation de zones de clairance
autour des colonies, accompagnées d’un précipité de cristaux de calcium. Parmi ces isolats, A.

niger a présenté 1’activité lipolytique la plus élevée.
2.2 Production d’a-amylase

Les résultats obtenus concernant la production amylolytique (figure 7) révélent que la
souche Aspergillus sp. 61 est capable de dégrader 1’amidon, comme 1’indique une zone claire
autour de la colonie, avec un indice amylolytique de 1,38, cette souche s’est révélée apte a
produire I’a-amylase. Contrairement a la souche Aspergillus sp. 12 qui n’a pas présenté de

résultat significatif. Sur cette base, Aspergillus sp. 61 a été retenue pour la suite du travail.

Figure 7 : Mise en évidence de la production d'alpha amylase par la souche Aspergillus sp. 61

L’hydrolyse de I’amidon a été évaluée de manicre qualitative par observation visuelle,
apres inondation des plaques de culture avec une solution d’iode. En présence d’amidon non
hydrolysé, une coloration bleu-noir apparait, due a la formation d’un complexe entre 1’iode et
I’amidon. En revanche, lorsque 1’a-amylase produite par les isolats fongiques dégrade
I’amidon, cette derniére ne peut plus interagir avec 1’iode, ce qui empéche la formation de la

couleur caractéristique. Ainsi, des zones claires (halos) apparaissent autour des colonies,
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indiquant une hydrolyse effective de ’amidon. Ces zones ont ét¢ mesurées et corrélées a la
quantité d’a-amylase produite (Abalaka et Adetunji, 2017 ; Hon et al., 2024).

Une étude menée par Hon et al. (2024) a montré que trois espéces de champignons

Aspergillus flavus, A. niger et A. fumigatus présentent une activité amylolytique positive,
illustrée par I’apparition d’halo autour des colonies aprés I’application de la solution d’iode.
Ces zones claires traduisent I’hydrolyse de 1’amidon par I’amylase produite par les souches,
ce qui confirme leur capacité a synthétiser cette enzyme.
Usman et al. (2023) ont évalué la production d’amylase chez six isolats d’A. niger préleves
sur différents fruits. Les résultats ont montré une activité amylolytique positive pour
I’ensemble des isolats. L’isolat provenant de la banane a présenté¢ la plus grande zone
d’hydrolyse, indiquant une capacité élevée a produire 1’amylase sur gélose a I’amidon, et
révélant ainsi son potentiel supérieur pour la production enzymatique. Olakusehin et Oyedeji
(2022) ont mené une étude au cours de laquelle six souches de champignons
morphologiquement distinctes ont été criblées pour leur capacité a produire de 1I’a-amylase a
I’aide du test d’hydrolyse sur gélose a I’amidon. Parmi elles, la souche Aspergillus sp. 1, qui a
géneré la plus grande zone de clairance, a été identifiée comme celle présentant la plus forte
capacité de production enzymatique. En effet, ce résultat confirme d’avantage que beaucoup
d’espéces appartenant a ce genre sont capable de produire une amylase sur une gélose a
I’amidon comme c’est le cas dans notre étude.

Ogbonna et al. (2014) ont évalué la production d’amylase chez trois isolats qui sont
Aspergillus niger, Penicillium sp et Chrysosporium sp en utilisant la méthode de la plaque
d’amidon. Apres traitement au mélange i0odé (KI/Iz), une zone claire d’hydrolyse de I’amidon
est apparue dans les boites de Pétri. Cette analyse préliminaire a révélé que les trois isolats
étaient capables de produire de ’amylase.

La comparaison de ces études avec nos résultats montre une concordance avec les
observations faites pour la souche Aspergillus sp. 61, tandis qu’elle contraste avec les données

obtenues pour la souche Aspergillus sp. 12.
3 Confirmation de activité enzymatique en milieu synthétique

Pour vérifier et évaluer la capacité oui ou non des deux souches a produire la lipase et
l'a-amylase, une fermentation sur milieu synthétique a été réalisée dans des erlenmeyers
contenant des milieux dont la composition est spécifique pour chaque enzyme. Apreés

I’incubation une croissance a été observée :
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» La formation de pellets, ainsi qu’une pigmentation du milieu chez la souche

Aspergillus sp. 12 (figure 8).

Figure 8 : Résultats de la fermentation réalisée dans un milieu synthétique pour la mise en évidence de la
production des enzymes par la souche Aspergillus sp. 12

» Une agrégation du mycélium, formant une colonie compacte chez la souche

Aspergillus sp. 61 (figure 9).

Figure 9 : Résultats de la fermentation réalisée dans un milieu synthétique pour la mise en évidence de la
production des enzymes par les souches Aspergillus sp. 61

> Ainsi, le contenu de chaque erlenmeyer a été filtré afin d’obtenir un filtrat susceptible
de contenir I'enzyme. Par la suite, un dosage a été effectué et I’activité a ét¢ mesurée

pour chagque enzyme, les résultats obtenus sont montrés dans le graphique ci-dessous :
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Figure 10 : Histogramme représentatif des activités enzymatiques des souches Aspergillus sp. 61 et Aspergillus
sp. 12

> Activité lipolytique

La mesure de I’activité lipolytique a été réalisée par la méthode de titration, ou le
changement de couleur et sa stabilité indique le point d'équivalence (Veq NaOH). Les résultats
obtenus montrent que la souche Aspergillus sp. 12 n’a pas produit de la lipase, tandis que la
souche Aspergillus sp. 61 a révélé une activité lipolytique (15,58 U/ml) confirmant les
résultats déja observés sur boites.

Une étude réalisée par Mejia et al. (2024) a évalué la capacité de neuf souches
fongiques a produire la lipase par fermentation submergée, en utilisant un milieu synthétique
contenant du KH,PO,4, K;HPO,4, MgSO,, (NH4),SO4, NaCl, CaCl,, de I’extrait de levure, la
peptone et de I’huile d’olive comme source d’induction (induction ou source de carbone).
Parmi les souches testées, Trichoderma koningiopsis Th003, Beauveria bassiana Bv062 et
Bv064, Metarhizium anisopliae Mt04, M. robertsii Mt015 et M. brunneum CA-3 se sont
révélées incapables de produire des lipases dans les conditions expérimentales précédentes, ce
qui est le cas pour la souche Aspergillus sp. 12 étudiée dans notre étude. Par contre, la souche
Trichoderma harzianum Th180 a présenté la plus forte activité lipolytique parmi les souches
testées, atteignant la valeur 0,24 = 0,03 U/ml. Cette valeur est inférieure a celle obtenue par
notre souche Aspergillus sp. 61 qui a démontré une activité lipolytique élevée, mesurée de
15,58 U/ml.

L’étude établie par Abubakar et al. (2024) a évalué la production de lipase par Bacillus
subtilis et Pseudomonas aeruginosa dans un milieu de culture contenant 1’huile d’olive,
CaCl,.2H,0, NaCl, NH4H,PO,4, MgS0,.7H,0, la peptone ainsi que deux gouttes de Tween 80
utilise comme agent émulsifiant. L activité lipolytique a été déterminée dans le surnageant a

I’aide d’une méthode titrimétrique. Les résultats ont mis en évidence la capacité des isolats
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bactériens a produire la lipase avec une activité de 3,08 x 102 + 0,08 U/ml pour B. subtilis et
de 3,37 x 102 £ 0,12 U/ml pour P. aeruginosa. Ces valeurs sont supérieures a celle obtenue
dans notre étude.

» Activité amylolytique

La détection de la production d'a-amylase a été réalisée par la méthode DNSA. La
mesure de l'absorbance effectuée a 1’aide du spectrophotometre, et le calcul de ’activité
amylolytique pour chaque souche ont montré que la souche Aspergillus sp. 12 n’a pas la
capacité a produire 1I’a-amylase. Alors que la souche Aspergillus sp. 61 a présenté une activité
amylolytique mesurée de 512 U/ml, confirmant les résultats déja observés sur boites.

Une étude menée par Bellaouchi et al. (2021) a porté sur 1’évaluation quantitative de
I’activité amylasique dans des flacons contenant un milieu de culture enrichi en sels minéraux
(NaNO3;, MgS0,4.7H,0, KCI, KH,PO,4, FeS0,4.7H,0 et CaCl,) avec 1% d’amidon comme
substrat. L’activité amylolytique de la souche Aspergillus niger ASP2 a été quantifiée dans le
surnageant a ’aide de la méthode DNS. Les résultats ont révélé une capacité notable de
production d’amylase.

Une autre étude réalisée par Qureshi et al. (2004) concernant la production d’amylase
par différentes especes fongiques cultivées en fermentation submergée dans un milieu minéral
contenant du glucose ainsi que divers sels minéraux : KH,PO,, FeS0,4.7H,0, MgS0,4.7H,0,
ZnS04.7H,0, MnCl,.2H,0, CaCl,.2H,0 et NH;NO;. Dans cette étude, les chercheurs ont
comparé la production d’amylase dans ce milieu avec et sans supplémentation en sucres. Les
résultats ont montré que, sans ajout de sucre, la production d’amylase était relativement faible
: 1,36 U/ml pour Aspergillus fumigatus, 0,91 U/ml pour A. niger et 0,77 U/ml pour
Myrothecium geophilum. En revanche, en présence de sucre, ’activité amylolytique
augmentait significativement pour les mémes souches, atteignant respectivement 34,4 U/ml,
25,6 U/ml et 17,4 U/ml. Ces résultats indiquent que ces champignons sont capables de
produire de I’amylase, bien que leur rendement varie selon les conditions de culture.

En comparant notre résultat avec le résultat obtenu en présence de sucre dans le milieu, notre
souche Aspergillus sp. 61 a présenté une activité amylolytique nettement supérieure,
atteignant 512 U/ml.

De méme, 1’étude effectuée par Abubakar et al. (2024) qui vise a étudier la production
d’amylase par des isolats fongiques utilisant I’amidon soluble comme substrat dans un milieu
basal contenant du NaNQOj3, du MgSQO,4.7H,0, du FeSOy, ainsi que de 1’amidon soluble. Les

résultats ont révélé une activité amylolytique mesurée de 7,30 U/ml/min pour Aspergillus
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niger, 7,45 U/ml/min pour A. flavus et 7,05 U/ml/min pour Fusarium spp. Ce qui confirme
leur capacité a produire cette enzyme.
A titre comparatif, notre souche Aspergillus sp. 61 a montré une activit¢ amylolytique

supérieure.

4 Valorisation des déchets agroalimentaire pour la production de lipase et d’a-

amylase en fermentation liquide

Pour déterminer la capacité d’Aspergillus sp. 61 & produire la lipase et 1’a-amylase
dans un milieu a base d’écorce de grenade et de pelures de mandarine une expérience a été
réalisée.

Le dosage de ’activité amylolytique a montré une activité mesurée de 82,11 U/ml ce
qui signifie que ces déchets sont utilisés comme substrat par cette souche pour son
développement favorisant ainsi la production de cette enzyme, ce qui est en accord avec
I’étude réalisée par Hadia et al. (2019) concernant la production d’amylase par Aspergillus
niger FCC-ASQ-06 sur différents déchets de fruits (peau de banane, peau d'orange, citron) et
de légumes (peau de pois). La production maximale d’amylase était de 4,43 U/g lorsque la
peau de banane a été utilisée comme source de carbone.

Le dosage de I’activité lipolytique a montré une activité mesurée de 14,16 U/ml ce qui
signifie que ces déchets répondent aux besoins nutritionnels de la moisissure ainsi ils
favorisent la production de cette enzyme, c’est le cas de 1’étude de Qureshi et al. (2017) sur la
production de lipase par Penicillium expansum CMI 39671, ou ils ont testé différents types de
pelures de fruits (orange, banane, papaye, citron, pomme). lls ont observé une meilleure

activité lipolytique atteignant 1266 U/g dans le milieu a base de pelures d'orange.
5 Optimisation des conditions de culture pour la production de ’enzyme

5.1 Conception expérimentale selon le plan de Plackett-Burman

Dans le but d’optimiser la production conjointe d’a-amylase et de lipase par la souche
Aspergillus sp. 61, le plan de Plackett-Burman (PBD) a été utilis¢ comme une méthode
statistique pour évaluer simultanément l'effet de plusieurs variables (huile d’olive, amidon,
extrait de levure, pH et sels minéraux) afin d’identifier celles qui influencent positivement et
de maniere significative les trois réponses (biomasse, a-amylase et lipase). Les résultats sont

regroupés dans le tableau (11)
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Tableau 11 : Quantification de la biomasse, de I’a-amylase et de la lipase produites selon le plan de Plackett-

Burman.
Activité Activite
Essais | X1 | Xo | X3 | Xa | X5 | Xe | X7 | Biomasse | amylolytique | lipolytique
(afl) (U/ml) (U/ml)
1 +1 | +1 | +1 | -1 | +1 | -1 -1 3,07320 188,02692 16,25
2 1|41 | +1 | +1 | -1 | +1|-1| 181616 182,80395 12,16
3 1| -1 | 1 +1 | +1 | -1 | +1 | 2,47670 248,091075 9,66
4 +1 -1 -1 | +1|+1]+1 | -1 2,12547 89,95115 15,33
5 1| +1 | -1 -1 |41 | +1 | +1| 6,32330 168,2957 14
6 +1 -1 | +1 ] -1 | -1 |41 +1 5,08994 126,51194 13,83
7 +1 | +1 | -1 [ +1 | -1 | -1 | +1 9,43750 87,0495 12,41
8 -17-1(-1,-1}-1]-1)|-1 1,95335 67,89861 14,16

Les facteurs : X; : Huile d’olive, X, : Amidon, X3 : Extrait de levure, X, : Erreur, Xs : pH,

X : Erreur, X7 : Sels ; (+1) : Niveau supérieur, (-1) : Niveau inférieur.
5.1.1 Effet des facteurs testés sur la production de la biomasse

Dans cette étude, 1’essai numéro sept a présenté une production de biomasse maximale
de 9,43 g/L. Ce résultat peut s’expliquer par la présence de certains composants : 1’huile
d’olive, I’amidon et les sels qui ont montré un effet significatif positif lorsqu’ils sont utilisés a
leur niveau supérieur. Ainsi, par la présence de I’extrait de levure qui a présenté un effet
significatif négatif, et le pH qui n’a présenté aucun effet significatif a leur niveau inférieur.
Cela montre que la souche Aspergillus sp. 61 utilise I’huile d’olive et ’amidon comme
sources de carbone et les sels pour répondre a ses besoins nutritionnels essentiels a son
développement. En revanche, 1’essai numéro 2 a montré la production de biomasse la plus
faible (1,81 g/L), en raison de la présence de I’huile d’olive et les sels a leur niveau inférieur.

Pour I’effet sur la biomasse, le coefficient de détermination (R? = 99,31% ; R2-ajusté =
97,59%) atteste de la validité du modéle. L’ajustement du modéle polynomial a été évalué a
I’aide des coefficients de détermination R? et R ajusté (Keharom et al., 2016).

Les résultats statistiques présentés dans le tableau (12) valident la significativité du modeéle.
Une valeur de F de 57,63 indique sa pertinence, et une valeur de P de 0,017 confirme la

significativité des termes du modele.
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Tableau 12 : Analyse statistique des facteurs étudiés selon le plan de Plackett-Burman (PBD) pour la production
de biomasse par Aspergillus sp. 61.

Source Coefficient | Valeurde | Valeurde | Valeur de
T F P
Modele - - 57,63 0,017
constante 4,037 27,03 - 0,001
Huile d’olive 0,895 5,99 35,87 0,027
Amidon 1,126 7,54 56,78 0,017
Extrait de -0,923 -6,18 38,18 0,025
levure

pH -0,537 -3,60 12,94 0,069
Sels 1,795 12,02 144,39 0,007

Valeur de T : Valeur du test de Student ; Valeur de P : Valeur de probabilité (effet
significatif pour (P < 0,05).

Parmi les facteurs examinés, quatre facteurs ont exercé une influence significative sur
la production de biomasse (figure 11). Les sels minéraux (MgSO,4, NaNO3z, KH,PO,, FeSQy,
KCL et CaCl,) ont I’effet le plus significatif (P=0,007). Pareil pour I’étude réalisée par
Swetha et al. (2013) qui ont trouvé que l'utilisation d’une solution saline a un impact positif
sur la croissance de Piriformospora indica.

Au contraire, 1’étude réalisée par Bennamoun et al. (2004) illustre que la présence d’éléments
minéraux dans le milieu de culture (CaCl,, MgSO,4.7H,0, FeSO4, MNSO, et ZnSO,4) n’a pas
d’effet significatif sur la croissance d’Aspergillus oryzae.

L’amidon considéré comme une source de carbone a présenté un effet significatif
(P=0,017). Ceci est en accord avec 1’étude effectuée par Calderon et al. (2003) qui ont utilisé
I’amidon comme source d’énergie. De méme, pour 1’étude de Dercova et al. (1992) qui a
montré que ’amidon utilisé comme source de carbone, favorisait le développement de la
biomasse.

L’extrait de levure quant a lui a présenté un effet significatif mais négatif (P=0,025).
Bennamoun et al. (2003) ont montré que la présence de I’extrait de levure ne présente aucun
effet sur la croissance de d’Aspergillus oryzae.

L’huile d’olive a montré un effet significatif positif (P=0,027) sur la production de la
biomasse par Aspergillus sp. 61. En effet, Elhussiny et al. (2023) trouvent également que
I’huile d’olive influence de manicre significative la croissance de Rhizopus stolonifer
1laNRC11.

A Topposé, une autre étude réalisée par Elhussiny et al. (2023) concernant la souche
Aspergillus flavus NDAO4a ou I’huile d’olive a eu une influence non significative sur la

production de la biomasse.
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Droite de Henry des effets normalisés
(réponse = Biomass; o = 0,05)
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Figure 11 : Droite de Henry illustrant I’effet de chacun des facteurs du plan de Plackett-Burman sur la
production de la biomasse pour un niveau de test o. = 0,05.

La variation du pH de 4,5 a 5,5 a montré un effet négatif sur la biomasse mais qui est

non significatif (P > 0,05), effectivement, il est connu que les champignons filamenteux
préferent les milieux tamponnés acide pour leur croissance. Selon 1’étude de Djekrif-
Dakhmouch et al. (2006), la variation du pH de 5 a 6 a présenté un effet négatif sur la
production de biomasse chez la souche Aspergillus niger entrainant sa réduction.
Le diagramme du Pareto des effets normalisés (Annexe 5) illustrant 1’effet de chacun des
facteurs du plan de Plackett-Burman sur la production de la biomasse pour un niveau de test a
= 0,05 (Les barres traversées par la ligne rouge (valeur de T = 4,30) indiquent des effets
significatifs).

Les données obtenues ont été soumises a une analyse de régression, permettant de
générer une équation polynomiale du premier degré décrivant la production de la biomasse en
fonction des variables indépendantes :

Biomasse = 4,037 + 0,895 X; + 1,126 X, — 0,923 X5 + 1,795 X,

5.1.2 Effet des facteurs testés sur la production de I’a-amylase

Dans notre étude, I’activité enzymatique la plus élevée a été observée lors de 1’essai
trois, avec une valeur de 248,09 U/ml. Ce résultat a été obtenu lorsque les sels, le pH et
I’extrait de levure étaient a leur niveau maximal, tandis que I’huile d’olive et ’amidon étaient
maintenus a des niveaux inférieurs.

A P’inverse, I’essai huit a présenté 1’activité la plus faible, mesurée de 67,89 U/ml. Dans cet
essai, I’huile d’olive, I’amidon, extrait de levure, pH et les sels sont maintenus a leur niveau

minimal, sachant que I’extrait de levure et le pH sont les facteurs qui ont un effet significatif
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positif sur la production enzymatique, ce qui a entrainé une diminution de la production d’a-
amylase.

Dans cette étude, les valeurs de coefficient de détermination (R? = 98,24% ; R2-ajusté
= 93,84%) ont confirmé la validité du modele.
Le tableau 13 présente les résultats de I’analyse statistique des réponses, permettant de
confirmer la significativit¢ du modele. La valeur de F du modéle est 22,32 illustrant la
pertinence du modele et la valeur de P est 0,043 indiquant que le modéle est significativement

fiable pour cette optimisation.

Tableau 13 : Analyse statistique des facteurs étudiés selon le plan de Plackett-Burman (PBD) pour la production
d’a-amylase par Aspergillus sp. 61.

Source Coefficient Valeurde T | Valeurde F | ValeurdeP
Modele - - 22,32 0,043
constante 144,83 26,51 - 0,001
Huile d’olive -21,94 -4,02 16,14 0,057
Amidon 11,72 2,14 4,60 0,165
Extrait de levure 41,53 7,66 57,79 0,017
pH 28,76 5,27 27,72 0,034
Sels 12,66 2,32 5,37 0,146

Valeur de T : Valeur du test de Student ; Valeur de P : Valeur de probabilité (effet
significatif pour p <0,05).

Parmi les facteurs testés, deux ont montré un effet significatif sur la production
d’amylase : le pH et I’extrait de levure (figure 12). Ce dernier présente un effet significatif sur
la production de I’amylase (P = 0,017). En effet, I'extrait de levure est une excellente source
d’azote et de facteurs de croissance. Ait Kaki et al. (2012) montrent par le biais de leurs
travaux que l'ajout de I’extrait de levure favorise la synthése de 1’a-amylase. Bennamoun et
al. (2004) indiquent que la source azotée représentée par 1’extrait de levure exerce un effet
positif et significatif sur la production de 1’a-amylase par Aspergillus oryzae (Ahlburg) Cohen
1042.72.

La variation du pH du milieu de 4,5 a 5,5 a présenté un effet significatif positif (P =
0,034) ce qui illustre son influence sur la production d’a-amylase. Alors que Ait Kaki et al.
(2017) trouvent que la variation du pH dans I’intervalle 5,0 et 6,0 n'a pas d’effet significatif
sur la production de I’a-amylase par Rhizopus oryzae Strain FSIS4.

Dans leur étude sur la production de cette enzyme par Aspergillus niger ATCC 16404,
Djekrif-Dakhmouche et al. (2006) ont rapporté que la variation du pH de 5 a 6 favorise la
production de 1’a-amylase neutre (pH 6), avec une augmentation de 21%. En revanche, cette

variation a un effet négligeable sur 1’a-amylase acide (pH 5) dont le pH optimal est de 5.
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L’huile d’olive présente un effet négatif non significatif sur la production d’a-amylase
par la souche Aspergillus sp 61.

L’amidon connu par son influence sur la production d’a-amylase semble avoir un effet
non significatif dans ce cas d’étude (p > 0,05). Cela suggere que I’enzyme n’est pas inductible
et que la souche Aspergillus sp. 61 n’a pas exploité I’amidon efficacement, ce qui signifie que

I’enzyme est produite indépendamment de la présence du substrat.

Diagramme de Pareto des effets normalisés
(réponse = Amylase; o = 0,05)
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Figure 12 : Diagramme de Pareto des effets normalisés illustrant 1’effet de chacun des facteurs du plan de
Plackett-Burman sur la production d’a-amylase pour un niveau de test o = 0,05

De plus, les sels minéraux (MgSQO,4, NaNO3;, KH,PO,, FeSO4, KCL et CaCl,) n’ont
pas montré une influence significative sur la production d’a-amylase par Aspergillus sp. 61
comme c’est illustré par Droite de Henry illustrant (Annexe 5). Ce résultat contraste avec
celui rapporté par Djekrif-Dakhmouche et al. (2014), qui suggérent que les sels (KH,POy,
KoHPO4, MgSO,4.7H,0 et CaCl,.6H,0) exercent un effet significativement positif sur la
production d’a-amylase conduisant a une augmentation de 1’activité enzymatique.

Parmi les variables testées, 1’extrait de levure et le pH ont montré une influence
significative (P < 0,05) sur la production d’a-amylase par la souche Aspergillus sp. 61, avec
des valeurs de P de 0,017 et 0,034 respectivement.

De ces résultats, 1’équation de la production de I’a-amylase s’écrit :

Amylase = 144,83 — 41,53 X5 + 28,76 Xs
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5.1.3 Effet des facteurs testés sur la production de la lipase

L’étude de I’optimisation de la production de la lipase par la souche Aspergillus sp. 61
a I’aide du plan Plackett-Burman a révélé des coefficients de détermination faibles (R% =
64,14% ; R2 ajusté = 0,00%), indiquant la non significativité du modéle.

Les résultats statistiques présentés dans le tableau 14 confirment que le modéle n’est
pas significatif. En effet, une faible valeur de F (0,72) témoigne du manque de la pertinence
de ce modele, tandis qu’une valeur de P = 0,671, celle-ci est supérieure au seuil de 0,05

confirmant ainsi 1’absence de significativité du modele.

Tableau 14 : Analyse statistique des facteurs étudiés selon le plan de Plackett-Burman (PBD) pour la production
de lipase par Aspergillus sp. 61

Source Coefficient Valeurde T | Valeurde F | ValeurdeP
Modele - - 0,72 0,671
constante 8,125 15,92 - 0,004
Huile d’olive 0,650 1,27 1,62 0,331
Amidon 0,150 0,29 0,09 0,796
Extrait de levure -0,275 -0,54 0,29 0,644
pH 0,225 0,44 0,19 0,702
Sels -0,600 -1,18 1,38 0,361

Valeur de T : Valeur du test de Student ; Valeur de P : Valeur de probabilité (effet
significatif pour P < 0,05).

Les facteurs étudiés dans cette expérience : I’huile d’olive, I’amidon, I’extrait de
levure, le pH et les sels présentent respectivement des valeurs de P égales a 0,331 ; 0,796 ;
0,644 ; 0,702 et 0,361, toutes supérieures au seuil de signification de 0,05. Cela n’indique
qu’aucun de ces facteurs n’a un effet statistiquement significatif sur la production de la lipase.
Cette absence d’effet est également illustrée dans le diagramme de Pareto des effets
normalisés (Annexe 5).

De ces résultats, 1’équation de la production de la lipase s’écrit :

Activité lipolytique = 8,125 + 0,650 X; + 0,150 X, — 0,275 X5 + 0,225 X5 — 0,600 X,
5.2 Conception expérimentale selon le Plan Composite Central

La méthodologie des surfaces de réponse (RSM) est un ensemble de méthodes
statistiques et mathématiques visant a ajuster des modéles empiriques aux données issues d’un
plan expérimental (Bezerra et al., 2008).

Dans le but de definir les optimums des deux parameétres préalablement sélectionnés
(extrait de levure et pH) pour améliorer la production d'a-amylase par Aspergillus sp. 16, la
méthodologie de surface de réponse (RSM) a été appliquée par le biais du plan composite
(CCD) afin d’analyser les interactions entre les deux variables expérimentales étudiées
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(Pextrait de levure et le pH du milieu). Le plan CCD comprend onze essais, dont les détails et
les activités amylolytiques correspondantes qui varient de 60,20924 a 692,7689 U/ml sont
présentés dans le tableau 15.

L’optimisation des conditions expérimentales a 1’aide du plan composite central a permis de

multiplier par huit le rendement enzymatique de 1’a-amylase.

Tableau 15 : Matrice du Plan CCD a deux facteurs comportant 11 essais, avec les activités amylolytiques
mesurées et exprimées en U/ml.

Essais | Extrait de levure pH (X2) Activité enzymatique
(X1) (U/ml)
1 -1 -1 181,3531
2 1 -1 523,7478
3 -1 1 60,20924
4 1 1 182,804
5 -1,414 0 87,0495
6 1,414 0 692,7689
7 0 -1,414 520,8462
8 0 1,414 77,61914
9 0 0 200,9393
10 0 0 231,4066
11 0 0 330,7881

Les résultats du plan CCD présentés dans le tableau 16, révelent une valeur de F de
7,09 et une valeur de P égale a 0,025, elle est inférieure a 0,05 montrant que le modéle est
statistiquement significatif (Van den Bergh et al., 2020). La valeur de probabilité P détermine
la signification (Kim, 2017), ces deux valeurs illustrent I'effet des termes du modeéle sur la
réponse.
Une valeur élevée de F et une faible valeur de P indique une signification statistique plus

marquée (Mehmood et al., 2018).

Tableau 16 : Coefficients de régression du modéle quadratique de surface de réponse généré a partir du plan
CCD pour I’optimisation de la production d’a-amylase par Aspergillus sp. 16

Terme Coeff Coeff Valeurde T | Valeur de P
ErT

constante 254,4 60,5 4,20 0,008
Extrait de 233,6 52,4 4,46 0,007

levure

pH -192,5 52,4 -3,67 0,014
Extrait de 81,7 88,2 0,93 0,397
levure*Extrait

de levure

pH*pH -9,0 88,2 -0,10 0,923
Extrait de -110 105 -1,05 0,342
levure*pH
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Coeff : coefficient ; Coeff ErT: erreur standard du coefficient ; Valeur de T : valeur
du test de Student ; Valeur de P : valeur de probabilité (Effet significatif pour P < 0,05).

Le modéle mathématique décrivant la relation entre 1’activit¢ amylolytique et les
variables indépendantes (I’extrait de levure et le pH), est représenté par le polynéme du
second degré proposé dans 1’équation ci-dessous :

Activité amylolytique = 254,4 + 233,6 X; — 192,5 X,

L’analyse statistique a permis de déterminer une valeur du coefficient de

détermination R2 de 87,65%, indiquant que le modele utilisé est adéquat pour la production
d’a-amylase par la souche Aspergillus sp. 16.
L’analyse de la variance (ANOVA) présentée dans le tableau 17 a permis d’évaluer 1’effet des
différents parameétres et I’effet de leurs interactions sur la production d’a-amylase. Les deux
facteurs étudiés : ’extrait de levure et le pH du milieu, présentent un effet significatif sur la
production de cette enzyme avec des valeurs de P égale a 0,007 et 0,014 respectivement.
Elles sont inférieures a 0,05. En revanche, les interactions entre ces facteurs (Extrait de
levure*Extrait de levure ; pH*pH ; Extrait de levure*pH) n’ont aucun effet significatif et
présentent des valeurs de P égale a 0,397 ; 0,923 et 0,342 respectivement. Ces valeurs sont
supérieures a 0,05.

Tableau 17 : Analyse de la variance (ANOV A) du modéle CCD appliqué a I’optimisation de la production d’a-

amylase.
Source DL SomCar | CM ajusté | Valeur | Valeur de
ajusté de F P
Modele 5 389721 77944 7,09 0,025
Linéaires 2 366532 183266 16,68 0,006
Extrait de levure 1 218321 218321 19,87 0,007
pH 1 148211 148211 13,49 0,014
Carré 2 11112 5556 0,51 0,631
Extrait de levure*Extrait de levure 1 9431 9431 0,86 0,397
pH*pH 1 113 113 0,01 0,923
Interaction a deux facteurs 1 12078 12078 1,10 0,342
Extrait de levure*pH 1 12078 12078 1,10 0,342
Erreur 5 54934 10987 - -
Inadéquation de 1’ajustement 3 45712 15237 3,30 0,241
Erreur pure 2 9222 4611
Total 10 444655

DL : degré de liberté ; SomCar ajusté : sommes des carrés ajustées ; CM ajusté : carré

moyen ajusté ; Valeur de F : valeur du test de Student ; VValeur de P : valeur de probabilité.

Le diagramme de Pareto des effets normalisés (figure 13) montre I’effet des facteurs et
des interactions sur la production d’a-amylase par Aspergillus sp. 16. L’extrait de levure a
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présenté I’effet le plus significatif avec une valeur de T égale a 4,46. Ce résultat est similaire a
celui obtenu par d’Ait Kaki El-Hadef EI-OKki et al. (2016) qui ont montré que I'extrait de
levure exerce un effet significatif sur la production d’a-amylase, il augmente la production de
cette enzyme par la souche Rhizopus oryzae Strain FSIS4.

Le pH du milieu a montré un effet significatif négatif mesuré de -3,67 ce qui est en
accord avec 1’étude menée par Tamilarasan et al. (2012) ou la variation du pH (6-7) a présenté
un effet significatif sur la production d’amylase par la souche Aspergillus oryzae MTCC
1847. lls ont constaté une faible activité amylolytique a pH bas, avec une augmentation
marquée aux pH élevés. Ainsi que 1’étude de Mustafa et al. (2016) qui a montré que le pH
exerce une influence significative sur la production d’amylase (p < 0,05) par Aspergillus
flavus NSH9. IIs ont montré que ’activité enzymatique maximale a été observée a un pH de
6,5.Au contraire, I’étude de Samuel et al. (2017) a montré que le pH n’a pas un effet
significatif sur la production d’amylase par la souche Aspergillus niger (valeur de P égale a
0,9684 supérieur a 0,05).

Bien que le pH ait montré un effet positif sur la production enzymatique dans le plan
de Plackett-Burman, cette approche se limite aux effets linéaires. En revanche, le plan
composite central, qui prend en compte les effets quadratiques, a révélé une relation non
linéaire. Le coefficient négatif observé suggére qu’au-dela d’un certain seuil, 1’augmentation
du pH entraine une diminution de la production enzymatique, indiquant ainsi 1’existence
d’une valeur optimale a ne pas dépasser. Cela souligne I’intérét des approches RSM pour

affiner I’optimisation des conditions de culture.
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Diagramme de Pareto des effets normalisés
(réponse = Activité enzymatique; a = 0,05)
Terme 2871
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Figure 13 : Diagramme de Pareto des effets normalisés illustrant I’impact des facteurs combinés issus du plan
CCD sur la production d’a-amylase, avec un niveau de signification de a = 5%.

L’analyse des surfaces de réponse et des graphiques de contours est considéré comme
un outil efficace pour établir les parameétres opératoires idéaux et atteindre les niveaux de
réponse recherchés (Algadi et al., 2012).

Le graphique de contour 2D de I’activité amylolytique (Figure 14) illustre 1’effet
quantitatif ainsi que les interactions entre les facteurs ayant le plus d’influence sur la
production d’a-amylase. Ces facteurs ont été identifiés a partir du plan de Plackett-Burman
(PBD) (Chaib et al., 2025). Dans notre étude les deux facteurs ayant une influence sur la
production d’a-amylase sont I’extrait de levure et le pH.

Ce graphique permet de déterminer les conditions optimales de 1’expérience ainsi, il
indique que la production d’a-amylase augmente lorsque le facteur extrait de levure est dans
son niveau supérieur et le pH est dans son niveau inférieur. La zone vert foncé indique les

conditions optimales de la production de cette enzyme.
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Figure 14 : Graphique de contour 2D montrant 1’effet des interactions entre 1’extrait de levure et le pH

Le graphique de surface de réponse 3D permet de mieux visualiser et comprendre
I'interaction entre les variables codées et les réponses (Saxena et Singh, 2014). 1l constitue une
représentation graphique de I’équation de régression relative au rendement en a-amylase.
met en évidence ’effet de I’interaction entre les paramétres (extrait de levure et le pH) sur la
réponse qui est I’activité amylolytique, tout en permettant d’identifier leurs niveaux optimaux.
D’aprés ce graphique (Figure 15) on constate que la valeur optimale de ’activité amylolytique

est obtenue a une valeur minimale du pH et une valeur maximale d’extrait de levure.

750
Activité enzymatique s

250

0

Extrait de levure

Figure 15 : Graphiques 3D de surface de réponse représentant I’influence des interactions entre les trois facteurs
significatifs ainsi que leurs niveaux optimaux sur la production d’a-amylase par Aspergillus sp. 61
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5.2.1 Optimisation de la réponse

L’analyse du graphique d’optimisation de la réponse (Figure 16) a permis d’identifier
les conditions optimales pour la production d’a-amylase. Les valeurs optimales prédites des
deux facteurs sont : un niveau élevé d’extrait de levure (+1,414), correspondant a 3,41%, et
un niveau faible de pH (-1,414), ce qui implique de maintenir le pH du milieu a 4. Ces

conditions permettent de prédire une activité amylolytique optimale de 863,1221 U/ml.

Ootimal Extrait pH
i Max 14140 1.4140
D:1.000 [1,4140] [-1.4140]
Min =1.4140 =1.4140
I
Activité
Maximum
y = 863.1221
d = 1,0000

Figure 16 : Graphique d’optimisation de la réponse (les lignes rouges verticales représentent les niveaux actuels
des facteurs ; la ligne bleue horizontale indique la valeur de la réponse associée a ces niveaux ; Y : valeur prédite
de lactivité amylolytique maximale ; d : fonction de désirabilité individuelle).
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Conclusion générale

Dans cette étude, deux souches fongiques appartenant au genre Aspergillus ont été
soumises a un criblage qualitatif et quantitatif afin d’évaluer leur capacit¢ a produire
simultanément deux enzymes clés : la lipase et I’a-amylase. Les résultats ont montré que la
souche Aspergillus sp. 61 présentait une aptitude remarquable a produire simultanément ces
deux enzymes. Elle a ainsi été identifiee comme la souche la plus performante.

Le plan (PBD) a permis d’identifier le pH et ’extrait de levure comme facteurs
influencant significativement sur la production d’o-amylase. Aucun facteur n’a affecté la
production de lipase, suggérant une inadéquation du modeéle pour cette enzyme.

L’optimisation des conditions expérimentales a 1’aide du plan composite central a
permis de multiplier par huit le rendement enzymatique de 1’a-amylase

Le plan (CCD) a permis de déterminer les conditions optimales de production de I’a-
amylase avec un pH de 4 et une concentration d’extrait de levure de 3,41 %, ce qui peut
prédire une valeur de I’activité amylolytique de 863,1221 U/ml.

L’utilisation des écorces de grenade et de mandarine constitue alternative intéressante
en tant que source de carbone pour la production de 1’a-amylase et de la lipase par Aspergillus

sp. 61, contribuant a une valorisation biotechnologique a moindre codt.

Afin de consolider et approfondir ces résultats, les perspectives suivantes sont proposées:

o
AS

% Une piste a envisager serait l'utilisation de modeles expérimentaux alternatifs ou de
nouvelles conditions de culture pour mieux cerner les facteurs influengant la
production de lipase.

¢+ Tester différents substrats agro-industriels (ex.: son de blé, résidus de fruits) pour une
production a moindre codt.

» Passer a une échelle pilote (bioréacteur) pour valider I’optimisation en conditions
controlées.

% Evaluer la purification partielle ou totale des enzymes pour une meilleure
caractérisation biochimique.

% Explorer les applications industrielles des enzymes produites (formulation de

détergents, industrie alimentaire, etc.).
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Annexe 1 : Réactifs

Annexes

Réactif Formule chimique
Sulfate de magnésium MgSO,
Nitrate de sodium NaNOs
Dihydrogénophosphate de potassium KH,PO,
Sulfate ferreux FeSO4
Chlorure de potassium KCL
Chlorure de calcium CaCl,
Acide 3,5-Dinitrosalicylique (DNSA) C7H4N,04
Amidon (CeH1005)n
Acide citrique CsHgO7
Phosphate de sodium dibasique Na;HPO,
Huile d’olive Ci18H3402
Ethanol C2HsO
Acétone CsHesO
Phénolphtaléine C20H1404
Hydroxyde de sodium NaOH
Rouge de phénol C19H1405S
Tartrate double K+ Na+ C4H40sKNa.4H,0
Maltose C12H2,014
Carbonate de sodium Na,COs
lodure de potassium KI

Diiode

I,
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Annexe 2 : Préparation des milieux de culture

> YPSA (yeast extract peptone soluble starch agar)

Dissoudre dans 1 litre d’eau distillée :
Amidon soluble : 20 g

Peptone : 10 g

Extrait de levure : 5 g

Agar:20g

Stériliser a I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.

» Solution de Lugol
Dissoudre dans 100 ml d’eau distillée :
lIode(l): 1g
lodure de potassium (KI) : 2 g

> Milieu a base d’huile d’olive

Dissoudre dans 1 litre d’eau distillée :
Huile d’olive : 10 ml

Rouge de phénol : 0,1 g

Chlorure de calcium (CaCl2) : 5 g

Agar:20g

Ajuster le pH a 7,3-7,4 avec une solution de NaOH 0,1 N

Stériliser a I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.

» PDA (Potato Dextrose Agar)

200 g de pommes de terre (non pelées) ont éte bouillies dans de I'eau pendant 30 minutes

a 1 heure, puis le bouillon obtenu a été filtré. Ensuite, de I'eau a été ajoutée au filtrat jusqu'a

obtenir un volume total de 1000 ml. Par la suite, 20 g de dextrose (D-glucose) et 20 g d'agar-

agar ont été incorporés, et I'ensemble a été homogénéisé. Enfin, un autoclavage a été réalisé.
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Annexe 3 : Milieux de fermentation pour la production enzymatique

» Milieu synthétique
Dissoudre dans 300 ml d’eau distillée :
MgS0.: 0,15 g.
NaNOs: 0,9 g.
KH2PO4: 0,3 g.
FeSO. : 0,003 g.
KCI:15¢.
CaCl»: 0,03 g.
Répartir 50 ml par erlenmeyer.
Ajouter : 2,5 ml d’huile d’olive Pour la lipase, 1 g d’amidon Pour I’a-amylase.
Autoclaver a 121°C pendant 15 min.

> Milieu de fermentation a base de déchets agroalimentaires pour la production

d’a-amylase et de la lipase
Un milieu de culture a base de déchets de fruits a été préparé en mélangeant 50 ml

du filtrat de pelures de grenade avec 50 ml de filtrat d’écorces de mandarine, complétés par 50
ml d’eau distillée. Le mélange obtenu a été homogénéisé a I’aide d’un agitateur magnétique.
Par la suite, 50 ml de ce mélange est transféré vers des erlenmeyers. Ensuite, les milieux ont

subi un autoclavage.
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Annexe 4 : Méthodes analytiques

Détermination de I’activité de I’a-amylase (Méthode de Bernfeld, 1955)

» Principe

L’activité de I’a-amylase est évaluée par sa capacité a hydrolyser I’amidon, entrainant
la libération de maltose. Ce dernier est quantifié par une méthode colorimétrique basée sur
I’utilisation de I’acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA), qui réagit avec les sucres réducteurs
pour produire une coloration mesurable. L’intensit¢ de la couleur obtenue est directement

proportionnelle & la concentration de maltose formée.
» Préparation du substrat

Dissoudre 1 g d’amidon de pomme de terre dans 100 ml de tampon phosphate (pH 5).
» Préparation du réactif DNSA

Dissoudre dans 50 ml d’eau distillée :

DNSA:0,5¢

NaOH (2N) : 10 ml

Tartrate double de potassium et de sodium : 15 ¢
Homogénéiser et ajuster a 50 ml avec de 1’eau distillée.

» Courbe d’étalonnage
Préparer une courbe d’étalonnage en utilisant des solutions standards de maltose.

L’absorbance est mesurée a 540 nm.
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage de maltose

Détermination de I’activité de la lipase
> Principe
L’activité enzymatique de la lipase est estimée par sa capacité a hydrolyser les lipides,
conduisant a la libération d’acides gras libres. La quantification de ces acides gras est réalisée
par titration a ’aide d’une solution de NaOH 0,05 N. Le point d’équivalence est identifié par
un virage de couleur de I’indicateur utilisé.
> Préparation de substrat
Préparation d’une émulsion stable par homogénéisation de 25 ml d’huile d’olive avec 75
ml de solution de gomme arabique a 7 %.
> Préparation de phénolphtaléine 1%
Dissoudre 0,2 g de la phénolphtaléine dans 20 ml éthanol.

> Préparation d’NaOH (0,05N)
Dissoudre 0,5 g d” NaOH dans 250 ml d’eau distillée.
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Annexe 5 : Résultats statistiques

Diagramme de Pareto des effets normalisés
(réponse = Activité lipolytique; a = 0,05)

Terme 4,303
H Facteur MNom
i A Huile olive
A ' B Amidon
B < Extrait de levure
1 D pH
E E Sels
1
E H
H
:
< H
:
:
D :
1
1
1
H
B H
:

2 3 4
Effet normalisé

Figure 2 : Diagramme de Pareto des effets normalisés illustrant I’effet de chacun des facteurs du plan de

Plackett-Burman sur la production de lipase pour un niveau de test a = 0,05.

Diagramme de Pareto des effets normalisés
(réponse = Biomass; a = 0,05)

Terme 4,30
H Facteur Nom
A Huile olive
E B Amidon
C Extrait de levure
D pH
E Sels

Effet normalisé

Figure 3 : Pareto des effets normalisés sur la production de la biomasse
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Droite de Henry des effets normalisés
(réponse = Amylase: a = 0,05)
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Figure 4 : Droite de Henry illustrant 1’effet de chacun des facteurs du plan de Plackett-Burman sur la production
d’a-amylase pour un niveau de test o = 0,05.
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Résumé

Résumé

Les enzymes sont des biocatalyseurs largement utilisés pour leurs nombreuses applications
biotechnologiques et industrielles. Les micro-organismes, en particulier les champignons
filamenteux, constituent une source principale de production enzymatique en raison de leur
rendement élevé et de la facilité de leur culture. Cette étude vise la production et
I’optimisation de deux enzymes d’intérét industriel : la lipase et I’a-amylase, a partir de deux
souches du genre Aspergillus. Un criblage qualitatif, suivi d’une analyse quantitative en
milieu liquide, a permet d’identifier la souche Aspergillus sp. 61 comme la plus performante.
Une fermentation en milieu submergé a été realisée, utilisant des déchets agroalimentaires
(pelures de grenade et de mandarine) comme substrat. La souche selectionnée a montré une
production enzymatique significative, atteignant environ 14,16 U/ml pour la lipase et 82,11
U/ml pour I’a-amylase. L’optimisation a été conduite selon les plans Plackett-Burman (PBD)
et composite central (CCD) dans le cadre de la méthodologie de surface de réponse (RSM).
Cinq facteurs incluaient 1’huile d’olive, I’extrait de levure, I’amidon, le pH et les sels ont été
criblés. L’analyse statistique du plan Plackett-Burman a permis de sélectionner ’extrait de
levure et le pH comme facteurs significatifs pour la production d’a-amylase. Aucun effet
significatif n’a été observé concernant la production de lipase. L’optimisation des conditions
expérimentales a I’aide du plan composite central a permis de multiplier par huit le rendement
enzymatique de I’a-amylase. Le plan CCD a permis de detecter les conditions optimales
(extrait de levure : 3,41%, pH : 4) pour une production maximale d’a-amylase ce qui peut
prédire une valeur de I’activité amylolytique de 863,1221 U/ml. La stratégie proposée conduit
a une récupération enzymatique performante, facile a réaliser et peu codteuse.

Mots clés : a-Amylase, Lipase, Aspergillus sp. 61, PBD, CCD.



Résumé

Abstract

Enzymes are biocatalysts that are widely used for their many biotechnological and
industrial applications. Microorganisms, in particular filamentous fungi, are a major source of
enzyme production due to their high yield and ease of cultivation. The aim of this study is to
produce and optimise two enzymes of industrial interest: lipase and a-amylase, from two
strains of the genus Aspergillus. Qualitative screening, followed by quantitative analysis in
liqguid medium, identified the Aspergillus sp. 61 strain as the most efficient. Submerged
fermentation was carried out using agri-food waste (pomegranate and mandarin peel) as a
substrate. The selected strain showed significant enzyme production, reaching around 14,16
U/ml for lipase and 82,11 U/ml for a-amylase. Optimisation was conducted according to
Plackett-Burman (PBD) and Central Composite Design (CCD) within the framework of
Response Surface Methodology (RSM). Five factors including olive oil, yeast extract, starch,
pH and salts were screened. Plackett-Burman design statistical analysis selected yeast extract
and pH as significant factors for a-amylase production. No significant effect was observed for
lipase production. The optimization of experimental conditions using the Central Composite
Design (CCD) led to an eightfold increase in the enzymatic yield of a-amylase. The CCD
design made it possible to identify the optimal conditions (yeast extract: 3,41%, pH: 4) for
maximum o-amylase production, which could predict an amylolytic activity value of
863,1221 U/ml. The proposed strategy leads to efficient enzymatic recovery that is easy to
carry out and cost-effective.

Keywords: Biomass, lipase, a-amylase, Aspergillus sp. 61, PBD, CCD.
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