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Résumé

Les essais de la production d'éthanol a partir de la biomasse lignocellulosique du palmier
dattier ont été initiés par un isolement fongique. Un total de 42 isolats fongiques issus de la
palme seche et de 14 isolats d’origines sol subaquatique du Barrage de Djorf Torba (Béchar).
L’isolement fongique a été suivi par un criblage sur milieux solides de 1’exo- et endo-glucanase.
Deux souches (Shz/s et Shasz) ont été sélectionnées comme étant les plus performantes avec un
El entre 1,07 et 1,16. Les analyses moléculaires des souches Shz et Sbaz ont permis de les
identifier comme étant Aspergillus iranicus isolat MS-34 et Talaromyces verruculosus isolat
MS-43 respectivement. La caractérisation de la biomasse a montré que la palme est composée
d’une faible proportion en matic¢re azotée (0,028 %). Le prétraitement par KOH s’est révélé
efficace avec une libération de cellulose jusqu’a 1276,11 mg/l. Tandis que le rendement en
sucres dans les milieux d’hydrolyse a atteint 197,84 mg/l a P-KOHsgy%, mais la CMCase, la
FPase et la concentration en protéines étaient a leurs maximums dans le  P-KOH2o% a raison
de 11,29 Ul/ml, 4,76 Ul/ml et 6,18 mg/ml respectivement. La cinétique enzymatique a montré
une forte activité endoglucanase et exoglucanase chez A. iranicus isolat MS-34. A I’inverse,
I’activité B-glucosidase et la teneur en protéine se sont montrées plus importantes avec la souche
T. verruculosus isolat MS-43. Les activitrés les plus optimales de la CMCase et FPase ont été
trovées a 60°C, alors que I’activité optimale de la FPase de. A. iranicus isolat MS-34 a été
trouvée a 50°C. Ces activités sont optimales a un pH 4.0 pour les activités d’A4.iranicus, 6.0
pour I’FPase et 8.0 pour la CMCase de T. verruculosus. La mixture enzymatique des deux
souches qui a été utilisée pour I’hydrolyse de la palme a montré des activités enzymatiques plus
importantes que celle de monoculture avec un rendement en saccharification de 64,9 %. La
fermentation des hydrolysats a permi d’obtenir un rendement maximal en éthanol de 2,04 g/l et

qui a été estimé comme un rendement de 15,33 % par rapport a la biomasse initiale.

Mots clés : Valorisation, Résidus du palmier dattier, cellulases, prétraitement,

hydrolyse, moisissure cellulolytique, bioéthanol.




Abstract

Attempts of ethanol production from date palm lignocellulosic biomass was initiated by
the isolation of 42 fungal isolates from dry palm and 14 others isolated from Djorf Torba dam
underwater soil (Béchar). Isolation of these strains was followed by exo- and endoglucanase
screening on solid medium. Two strains (Sbzs and Shaz) were selected as efficient with an El
between 1.07 and 1.16. Using the molecular tools, the strains Sb3/4 and Sb4/3 were identified
as Aspergillus iranicus isolate MS-34 and Talaromyces verruculosus isolate MS-43,
respectively. The biomass characterization has shown that the palm contained | low nitrogenous
material (0.028 %). The pretreatment with KOH turned out to be effective with cellulose release
up to 1276.11 mg/l. While the yield of sugars in P-KOHsos hydrolysis medium reached 197.84
mg/l, but CMCase, FPase and protein concentration were at their maximum in the P-KOH2o
at the rate of 11,29 Ul/ml, 4.76 Ul/ml and 6.18 mg/ml respectively. Enzymatic kinetics showed
a higher exo- and endoglucanase activity in A. iranicus isolat MS-34. Conversely, the -
glucosidase activity and the protein content were higher with products from T. verruculosus
isolate MS-43 strain. Optimal activities of CMCase and FPase were found to be at 60 °C, while
that of the FPase of A. iranicus isolate MS-34 was at 50 °C. In addition, the optimal activity
with A. iranicus was at pH 4.0 while for FPase and CMCase of T. verruculosus the optimal
activities were at pH 6.0 and 8.0, respectively. The enzymatic mix of the two strains used for
the hydrolysis of the palm, showed a better enzymatic activity compared to monoculture with
64.9 % of saccharification yield. Hydrolysate fermentation has recorded a maximum ethanol

yield of 2.04 g/l, which was estimated to 15.33 % of initial biomass yield.

Key words: Valorization, Date palm residues, cellulases, pretreatment, hydrolysis,

Cellulolytic fungal, bioethanol.
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Introduction générale

Au cours de ces dernicres décennies, 1’augmentation de la demande énergétique a connu
un rebond extraordinaire partout dans le monde. Les conséquences de la surconsommation des
carburants fossiles entrainent leur raréfication progressive a la fois en production et en
découvertes de nouveaux gisements importants. Par ailleurs, a cause de I’importante
implication de leur utilisation dans la dégradation environementale, des appels a des réductions
d’utilisation et de remplacement de ce type d’énergie sont de plus en plus réclamés par la
communauté interenationale. Face a 1’épuisement des réserves qui ne sont pas pérennes, les prix
ont excessivement augmenté pour devenir inaccessibles a une fraction de la population dans de
nombreux pays. Devant ces sérieux problémes la recherche de sources alternatives d'énergies

durables s’impose et fait 1’objet de nombreuses recherches et innovations.

Dans ce contexte, les voies alternatives au pétrole sont diversifiées : les énergies
solaires, éolienne, marine ou I’hydrogéne constituent des exemples d’énergies renouvelables de
plus en plus développées. Cependant, dans la nature, il existe un moyen de capter et de stocker
I’énergie par photosynthése sous forme d’une biomasse. L’avantage de cette derniére est sa
capacité a générer des carburants aux propriétés analogues a celles du pétrole, ¢’est-a-dire que
le carburant est concentré dans un état liquide léger. lls sont désignés par agro-carburants ou

biocarburants.

La production du bioéthanol comme biocarburant par procédé de fermentation présente
des avantages significatifs. Selon un rapport de l'administration américaine, le taux de
production de bioéthanol en 2050 sera 50 fois supérieur a celui de 2004 (Ganguly et al., 2021).
Sur le plan économique, I’éthanol de deuxiéme génération issu de source lignocellulosique

s’avere plus prometteur (Grippi et al., 2020).

A T’échelle mondiale, I'Algérie est 1’un des grands pays qui cultive le palmier dattier et
le premier pays en Afrique du Nord (Rahman et al., 2022), avec plus de 19 millions de palmiers
en 2023 (APS, 2023). On estime que chaque palmier produit un total de 10,8 a 13,5 kg de
palmes par an (Chehma et Longo, 2001), ce qui équivaut a 0,172 et 0,216 million de tonnes
de poids brut de palmes seches par an. Ce majeur residu agricole algérien pourrait
potentiellement étre une matiere premiere intéressante a faible codt pour la transformation en
biocarburant. Cependant, la valorisation de toute matiére lignocellulosique nécessite une étape
de pretraitement pour degrader le complexe récalcitrant constitué de la lignine et
I’hémicellulose (Bendaoud et al., 2023). L’élimination de ces barriéres rend la cellulose
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accessible pour son hydrolyse qui génére des sucres simples fermentescibles pour la production
de bioéthanol.

Le prétraitement alcalin a été largement étudié et il s'est averé efficace pour différent types de
biomasse. L’utilisation de I’hydroxyde de potassium (KOH) comme prétraitement chimique
alcalin a fait I'objet de récentes études en raison de sa forte activité en délignification (Jaffar et
al., 2016 ; Zahoor et al., 2021).

Des lors que la cellulose devient accessible, des enzymes d’origines microbiennes
peuvent agir pour I’hydrolyser en glucose. Sous sa forme de complexe enzymatique, la cellulase
est I’enzyme responsable de la dégradation de cellulose. Plusieurs sous-types de cellulase se
distinguent selon son mode d’action vis-a-vis du substrat en endoglucanases (EC 3.2.1.4),
exoglucanases (EC 3.2.1.74 et EC 3.2.1.91) et B-glucosidases (EC 3.2.1.21) (Shah et al., 2019 ;
Hebal et al., 2021).

Il est clairement établi que les champignons filamenteux microscopiques jouent un réle
essentiel dans le recyclage des matiéres organiques a travers la diversité d'enzymes qu’ils
produisent naturellement. Aspergillus niger, Aspergillus fumigates, Alternaria sp.,
Cladosporium sp...etc sont les champignons cellulolytiques les plus étudiés et les plus
employés en industrie. (Roussos et Raimbault, 1982 ; Dashtban et al., 2011 ; Meena et al.,
2018). Les cellulases fongiques sont bien plus simples que celles produites par les bactéries, et
ceci est di a la présence de deux domaines qui sont le domaine catalytique et le domaine de
liaison a la cellulose, ce qui facilite leur utilisation (Srivastava et al., 2019). Il existe diverses
applications de cellulases fongiques, telles que I’industrie alimentaire (clarification des jus,
améliorateur de texture et de la qualité du produit, production des boissons alcooliques) et
I’industrie du textile et du papier ; elles sont également utilisées dans la fabrication des

détergents et dans 1’agriculture.

En biotechnologie, la recherche vise a développer la biomasse fongique
lignocellulytique par I’intégration de nouvelles souches fongiques extrémement actives. De ce
fait, la sélection et I’identification de nouvelles espéces performantes sont I’un des moyens les

plus efficaces (Leng, 1996).

L’hypothese générale de recherche porte est que la palme seche du palmier dattier
constitue une bonne matiere organique hydrolysable en sucres fermentescibles. Les

champignons cellulolytiques se trouvent souvent sur des végétaux et aussi dans des endroits
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humides. C’est la raison pour laquelle nous les avons recherché et tenté de les isoler a partir des
échantillons de la palme et dans le sol subaquatique du barrage de Djorf Torba. Par la suite, ces
souches fongiques sélectionnées, ont été exploitées pour hydrolyser la poudre de la palme seche
traitée et non traitée pour produire du glucose. Le sucre obtenu est par la suite fermenté par la
levure industrielle Saccharomyces cerevisiae. Enfin a 1’issue de cette fermentation le rendement

en bioéthanol est évalué.

Dans cette étude qui vise I’utilisation des résidus du palmier dattier comme matiére
premiére disponible pour la production du bioéthanol, les objectifs spécifiques sont déclinés

comme suit :

- Etude de la composition chimique de la biomasse (la palme seche) a hydrolyser ;

- Isolement des souches fongiques possédant des activités cellulasiques ;

- ldentification des isolats et sélection des souches cellulolytiques les plus performantes dans
I’ensemble des moisissures ;

- Identification moléculaire des souches cellulolytiques performantes ;

- Prétraitement de la biomasse du palmier dattier a hydrolyser ;

- Tests d’hydrolyse de cellulose contenue dans la palme du palmier dattier par les souches
fongiques sélectionnées ;

- Evaluation des activités enzymatiques des deux souches fongiques dans les milieux
d’hydrolyse ;

- Etude de la cinétique des enzymes cellulolytiques et caractérisation de leurs activités
enzymatiques ;

- Transformation de cellulose de la palme seche en sucre fermentescible a 1’aide des extraits
enzymatiques des deux souches fongiques ;

- Essais de la fermentation et la production du bioéthanol et évaluation du rendement en
bioéthanol.

Le manuscrit de cette présente thése est structuré en trois chapitres. Le premier chapitre
est dédié a une synthése bibliographique. Cette derniére englobe des généralités sur le palmier
dattier et ’exploitation de ses sous-produits ; structure, composition et dégradation de la
lignocellulose ; le bioéthanol de deuxieéme génération et le processus de fermentation ; I’enzyme
cellulase d’origine fongique, sa classification et son mode d’action et en dernier lieu, les
avantages et les incovénients du bioéthanole de 2°™ génération. Le second chapitre détaille

I’étude expérimentale et les différentes méthodes utilisées durant la réalisation de cette étude.

Le troisieme chapitre est consacré a la présentation des résultats obtenus et la

discussion. Nous terminons ce manuscrit par une conclusion et des perspectives de recherche.
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1.1 Palmier dattier et ses co—produits

I. 1.1 Généralités sur le palmier dattier

Le palmier est un élément d’une vaste famille végétale de presque 3000 espéces. Il
appartient a une des plus importantes familles parmi la classe des Monocotylédones C’est la
famille des PALMAES (Albano, 2006) (Tableau 1.1). L’aspect botanique du palmier dattier
(Phoenix dactyliferae L.) a été décrit dans plusieurs ouvrages (More et White, 2005 ; Albano,
2006).

Tableau 1.1 : Classification botanique du palmier dattier (Albano, 2006 ; Krueger, 2021).

Embranchement : SERMAPHYTES (plante a graines)
Sous-embranchement : | ANGIOSPERMES (plante a fleurs)
Classe : MONOCOTYLEDONES

Ordre : ARECALES

Famille : ARECACEAE (PALMAE)
Sous-famille : Coryphoidées

Genre : Phoenix

Espece : Phoenix dactyliféra L.

C’est un arbre arborescent a tronc monopodique (Figure 1.1), d’une hauteur qui peut
dépasser les 20 métres (Albano, 2006). Son stipe marqué de cicatrices foliaires comprend des
faisceaux libéroligneux qui relient chaque racine a une palme donnee. 11 est doté d’un simple
bourgeon terminal ou zone de croissance en longueur. Le stipe est marqué de cicatrices foliaires.

Le systéeme radiculaire qui se présente en quatre zones (I, 11, 111, 1) d’enracinement est
tres développé. 1l comprend une racine primaire unique et temporaire et des racines secondaires
gréles, longues, obliques ou horizontales, parfois aériennes. Le bulbe, ou plateau racinal, est
volumineux et émerge en partie au-dessus du niveau du sol (Toutain, 1967 ; Boulanouar,
2015).

Les palmes (djerid) sont insérées, en hélices trés rapprochées, sur le stipe par une gaine
pétiolaire bien développée (cornaf) enfouie dans un fibrillium, feutrage appelé lif ; leur pétiole
(rachis) est semi-cylindrique, épineux vers la base (chouque) et constamment dure ; le limbe,
entier et fripé au début de la croissance, se développe ensuite, découpé en folioles ; sa nervation

est pennée. Le limbe des folioles a cuticule épaisse est toujours coriace et recouvert d'une mince
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couche de cire. La nervure de chaque foliole fait saillie a la face inférieure, les folioles sont
redupliquées (Toutain, 1967).

Inflorescence dioique, les fleurs méles sont courtes en grappes dressées, les fleurs
femelles sont tombantes et a pétales brunes. Le fruit consiste en une graine de 3-7 cm comestible
et sucrée (More et White, 2005).
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Figure 1.1 : Présentation schématique du palmier dattier (Boulanouar, 2015).

1.1.2 Palmeraie de la Saoura

La vallée de la Saoura jalonnée de luxuriantes oasis (Igli, Béni Abbés, Louata...etc.),
dispose d’une certaine abondance d’eau. Elle résulte de la jonction des oueds Guir et la

Zouzfana qui représente un principal cours d’eau du Sahara Nord Occidental de 1’ Algérie. Elle
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est bordée a I’Est par le Grand Erg occidental, a 1’ouest par la Hamada du Guir (Mio-Pliocene)
et la Petite Hamada (Merzougui et al., 2007). Sa capitale Béchar occupe une position avantagée
surtout par sa position géographique qui la situe en plein coeur des différentes liaisons qui
traversent le désert du Sahara et surnommeée "la porte du désert”. Ainsi, il est connu que la
palmeraie de Béchar est I’une des plus importantes de la Saoura (Benyoucef, 2012). Selon
Algérie Presse service (2017), les communes de la wilaya de Béchar et Béni Abbes s’étendent
sur 4.509 hectares et hébergent 657.850 palmiers.

1.1.3 Domaines d’exploitation des résidus du palmier dattier

Outre sa production de dattes pour I’alimentation humaine, le palmier dattier offre une
large gamme de sous-produits exploités par la population saharienne (Chehma et Longo,
2001), a savoir :

v Les dattes non consommables se transforment en vinaigre, levures, et sirop par
fermentation microbiologiques ;

v' Lafarine de dattes peut étre utilisée dans la panification ;

v Production des bio-alcools a partir des déchets de dattes riches en sucres
fermentescibles (Kaidi et Touzi, 2001) ;

v Production de biomasse et protéines d’organisme unicellulaires (P.O.U) qui
constituent une voie potentiellement importante pour résoudre les problémes cruciaux
poseés par le déficit en protéines alimentaires (Bessah et Touzi, 2001), I’exemple de la
culture Saccharomyces cerevisiae sur un milieu a base de dattes (Espiard, 2002) ;

v"Jus de dattes, par extraction, utilisé comme sucrerie ;

v’ Tronc d’arbre, utilisé dans 1’ébénisterie traditionnelle, bois de chauffage et charpentes
de batiments ;

v’ Palmes séches, utilisées comme clétures, brises vent, dans la confection de couffins,
de chapeaux, etc., ils peuvent méme servir en industrie de papier ;

v" Les régimes de dattes, comme balais traditionnels, et comme combustibles ;

v" Le lif pour la confection des semelles de sandales ;

v Le laghmi, boisson trés recherchée par la population locale, représentant la séve qui
s’écoule du stipe ;

v Les noyaux de dattes, outre leur utilisation pour les nouvelles plantations, constituent une
biomasse locale, disponible et bon marché. Ses potentialités d’utilisation sont immenses
et peuvent intéresser les différents secteurs de 1’activité humaine telle les industries agro-

alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques (Lecheb, 2010) ;
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v Les sous-produits les plus utilisés dans I’alimentation de bétail sont principalement,

les déchets de dattes, puis viennent les pédicelles de dattes et les palmes seches.

1.2 Composition de la lignocellulose et structure de cellulose
1.2.1 Lignocellulose

Les hydrates de carbone des biomasses lignocellulosiques sont séparés en deux
catégories : les hydrates de carbone non structuraux comme les monosaccharides, les
oligosaccharides et les polysaccharides de réserves et les hydrates de carbone structuraux (dont

la dénomination plus commune de « polysaccharides structuraux » (Godin et al., 2011)

La paroi cellulaire des biomasses lignocellulosiques est constituée d’une grande
diversité de ces polysaccharides structuraux qui sont divisés en différentes catégories : la
cellulose, les hémicelluloses et les pectines (Figure 1.2). Ces composes sont liés a des protéines
pariétales (riches en acides aminés, soit de type hydroxyproline, soit de type thréonine-
hydroxyproline, ou de type glycine) et a des polyphénols, plus particulierement la lignine
(Poirier, 2004).

Les polysaccharides structuraux et la lignine sont les constituants les plus abondants
dans la paroi cellulaire (Figure 1.3). Ces macromolécules s’entremélent et forment une structure
tridimensionnelle complexe et trés résistante, maintenue par des liaisons hydrogéne et des
liaisons covalentes qui résistent aux attaques de phyto-pathogénes et qui conférent de la rigidité
aux plantes (Wertz, 2010). La proportion et la nature de chacune des macromolécules sont en

fonction de I’origine botanique de la mati¢re (Saidi, 2011) (Tableau 1.2).
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Figure 1.2 : Organisation des polysaccharides structuraux et de la lignine dans les parois

cellulaires des biomasses lignocellulosiques (adapté de Zhang, 2008 in Godin et al., 2011)

m Autres mLignine = Hemicellulose = Cellulose

Figure 1.3 : Composition typique de la biomasse lignocellulosique (Wertz, 2010).

Tableau 1.2 : Composition de biomasse lignocellulosique (Sun et Cheng, 2002)

Cellulose (%) Hémi-Cellulose (%) Lignine (%)
Bois dur 40-55 24-40 18-25
Bois tendre 45-50 25-35 25-35
Pailles 30-43 22-35 15-23
Herbes 25-40 35-50 10-30
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1.2.2 Structure de polysaccharide « cellulose »

La cellulose est constituée par un enchainement de cycle glucopyranose. Ce sont des
unités de D-glucopyranoside réunies par des liaisons (1— 4) dans de longues chaines non
ramifiées (Solomons et Fryhle, 2000). Les liaisons sont de type B-glucosidiques (C1(B)-C4),

de sorte que le motif principal répété « n» fois, correspond a la structure du f-cellobiose
(Jamart et al., 2006) (Figure 1.4)

OH

OH
B OH
0 ; T
0 &\ ; 0o P ;
HO \ 2 = ¥ 0 W, i
OH a4 W \ #.07
. b aie o

Qlucose \—’\/\/

glucose

glucose

Figure 1.4 : Structure -cellubiose (Jamart et al., 2006)

La valeur de n n’est pas connue avec précision (les méthodes de détection de la masse
moléculaire utilisable sont imprécises et risquent de provoquer une dégradation partielle des
chaines) (Figure 1.5), mais on considere 1500 comme une valeur vraisemblable, ce qui

correspond a une masse moléculaire de 1’ordre de 500 000.

[~ B(1—4)  6CH,0H

6 CH,0H

Figure 1.5 : Portion d’une chaine de cellulose. Les liaisons glucosidiques sont de
type B (1- 4) (Solomons et Fryhle, 2000).
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La cellulose est insoluble dans I’eau, mais son hydrolyse compléte, (par ébullition avec
un acide dilué ou par voie enzymatique) donne du cellobiose puis du glucose (Jamart et al.,
2006). En effet, les propriétés de la cellulose dépendent de la taille du polymeére, qui dépend de

I’age de la cellule (Tableau 1.3). Plus la cellule vieillit plus le polymere sera important.

Tableau 1.3 : Propriétés physiques et chimiques de la cellulose (Jamart et al., 2006)

Propriétés de la cellulose

Propriétés physiques Propriétés chimiques

e Résistance mécanique (la résistance | e Totalement insoluble dans la plupart des
d’un fil de cellulose est identique a solvants ;
celle d’'un fil de cuivre de méme | e Molécule hygrophile qui absorbe de I’eau
diametre) ; sans étre soluble ;

o Déformable ce qui confere une certaine | e Résistance aux attaques chimiques et
souplesse et élasticité a la membrane ; enzymatiques ;

e Perméabilité au gaz et a ’eau, grace a

Biodégradation liée a la cellulase.
une structure capillaire des

microfibrilles.

1.3 Concept de la dégradation de la biomasse lignocellulosique (BLC)

La lignocellulosique est considérée comme une source d’énergie renouvelable
(Typesetting et al., 2007). Les ressources de biomasse lignocellulosique proviennent des
résidus agricoles et forestiers et des sous-produits de transformation du bois, qu’il s’agisse de
plantes ligneuses ou de plantes herbacées. Comme nous avons cité auparavant, la cellulose,
I’hémicellulose et la lignine sont les composantes principales de la lignocellulosique. La
cellulose et ’hémicellulose peuvent étre hydrolysées par des enzymes ou par des produits
chimiques en sucre simple, ensuite, ce dernier converti par processus biologique en bio-alcool.
En effet, ces trois composantes peuvent aussi étre converties en gaz ou syngas (gaz de synthese)
par le processus de gazéification. Ainsi, La conversion des syngas donne de 1’éthanol et de

1’éther (Drapcho et al., 2008).
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1.3.1 Voies de conversion de la BLC

La conversion comprend deux procédures : ’hydrolyse de la cellulose dans la matiére
lignocellulosiques en sucres reducteurs fermentescibles et la fermentation des sucres en éthanol
(Sun et Cheng, 2002). Deux voies se dessinent pour transformer la biomasse lignocellulosique
en biocarburant: la voie thermochimique et la voie biochimique. La conversion
thermochimique implique essentiellement la gazéification, ou autres procedés thermiques de la
biomasse, suivie de la synthése catalytique ou de la formation du gaz ou du liquide qui en résulte
en biocarburants. Tandis que, la conversion biochimique implique essentiellement I'nydrolyse
des polysaccharides de la biomasse, et la fermentation des sucres qui en resultent en éthanol
(Wertz, 2010). Toutefois, avec le développement des procédés de conversion de la biomasse
lignocellulosique en éthanol, les voies de conversion sont regroupées en : voie physique,
chimique, biologique et multiple (hybride), la Figure 1.6 présente une synthese sur les
différante prétraitements. Les stratégies de prétraitements hybrides sont généralement plus
efficaces dans I’amélioration de la digestibilit¢ de la BLC, ils sont souvent utilisés pour

concevoir des technologies avancées de prétraitement. (Abdou Alio, 2020).

¢ Réduction dela :
taille Prétraitement Prétraitement \ * Acide

e Ultrason Physique chimique : /s\(l)?:::ts
¢ Microonde

Biomasse
lignocellulosique

¢ Microorganismes

e Métabolites » explosion a

la vapeur
¢ Eauchaude
e Oxidation
humide

Figure 1.6 : Voies de conversion de la BLC
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1.4 Bioéthanol de deuxiéme génération
1.4.1 Ethanol et ses utilisations

L’¢thanol ou I’alcool éthylique, est un composé chimique dont la formule moléculaire
CH3-CH2-OH. Il n’est rien de plus que 1’alcool contenu dans les boissons alcoolisées qui sont
fabriquées depuis la nuit des temps. L’éthanol est le biocarburant liquide le plus utilisé
(Typesetting et al., 2007 ; Demirbas, 2008), il est le produit de la fermentation des sucres.
Cependant, Le bioéthanol est de I’éthanol élaboré a partir de biomasse, autrement appelé
éthanol cellulosique (Van Heiningen, 2006 ; Srivastava et al., 2017). Le tableau 1.4 illustre

les propriétés physico-chimiques de 1’éthanol.

Tableau 1.4 : Propriétés physico-chimiques de I’éthanol (Ruan et al., 2019)

Propriétés Ethanol
Formule C2Hs0H
Poids moléculaire 46,07 g.mol-1
Densité (densité relative) a 15 °C 106-110
Point de congélation -114°C
Point d’ébullition 78 °C
Pression de vapeur a 38 °C 15,9 kPa
Chaleur spécifique 2,4 kJ/kg/K
Viscosité a 20 °C 1,19 mPa.s
Pouvoir calorifique inférieur 21,1 kJ/L
Point d’éclair 13°C
Température d’auto-inflammation 423 °C
Limite inférieure d’inflammabilité 4,3 % vol
Limite supérieure d’inflammabilité 19,0 % vol
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L’¢éthanol est utilisé dans divers domaines et rentre dans la composition d’un grand
nombre de produits. Il est exploité comme solvant dans I’industrie des peintures et vernis, dans
la production de I’encre, les matiéres plastiques, les adhésifs, les explosifs, les parfums, les
cosmétiques, les produits pharmaceutiques et des produits alimentaires. En chimie, il est utilisé
comme précurseur pour la production de nombreux composés (acide acétique, acrylate d’éthyle,
acétate d’éthyle, éthers de glycol, éthylamine, éthyléne, éthersoxydes notamment ’ETBE
(éthyl- tert-butyl-éther)) (INRS, 2019).

Ainsi, le bioéthanol (éthanol obtenu produit a partir de matiéres premiéres végétales),
peut étre utilisé seul ou avec de I’essence comme biocarburant (Demirbas, 2008 ; Srivastava
et al., 2017 ; INRS, 2019) ; L’éthanol est actuellement proposé aux automobilistes, les
mélanges essence-éthanol renferment 5 a 85 % de bioéthanol selon le type du carburant et les
pays. Par exemple, les Etats-Unis, le Brésil et la chine sont les pays fortement engagés dans la
production des biocarburants (Tableau 1.5).

D’apres les projections, la production mondiale d’éthanol et de biodiesel augmentera
pour atteindre respectivement 140 milliards de litres et 55 milliards de litres en 2031, poussee
par I’expansion du marché dans les pays asiatiques qui encouragent la production intérieure a
I’aide de subventions, de crédits d’impots et de préts d’investissement assortis de faibles taux
d’intérét (OCDE/FAO, 2022). Les matiéres premieres utilisees pour la fabrication des
biocarburants varient selon les pays. Les matiéres premieres traditionnelles demeureront
prédominantes, méme si de nombreux pays sont de plus en plus sensibles a la durabilité du

secteur.
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Tableau 1.5 : Classement des pays producteurs de biocarburants et principales matiéres premieres (OCDE/FAOQ, 2022).

Rang (période de référence)

Principales matieres premieres

Pays
Ethanol Biodiesels Ethanol Biodiesels
Etats-Unis 1 (46.7 %) 2 (18.4 %) Mais Huile de soja, huiles de cuisson
usagees
Union européenne 4 (4.9 %) 1 (30.7 %) Betterave sucriére, blé, Huile de colza, huile de palme,
mais huiles de cuisson usagées
Breésil 2 (26.3 %) 4 (13.1 %) Canne a sucre, mais Huile de soja
Chine 3 (8.4 %) 8 (2.8 %) Mais, manioc Huiles de cuisson usagées
Inde 5 (2.9 %) 14 (0.4 %) Mélasse, canne a sucre, Huiles de cuisson usagées
mais, bleé, riz
Canada 6 (1.6 %) 13 (0.8 %) Mais, blé Huile de colza, huiles de
cuisson usagées, huile de soja
Indonésie 20 (0.1 %) 3 (17.5 %) Mélasse Huile de palme
Argentine 8 (0.9 %) 5 (3.6 %) Mélasse, canne a sucre, Huile de soja
mais
Thailande 7 (1.4 %) 7 (3.0 %) Mélasse, manioc, canne a Huile de palme
sucre
Colombie 14 (0.4 %) 11 (1.3 %) Canne a sucre Huile de palme
Paraguay 11 (0.5 %) 18 (0.02 %) Mais, canne a sucre Huile de soja
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1.4.2 Classification de I’éthanol
Selon le procédé de production utilis¢, on peut classer 1’éthanol selon son origine en
deux catégories : éthanol non renouvelable et éthanol renouvelable bio source de 1%, 2°M et

3°Mme génération (Figure 1.7).

Procédés de production de

I'éthanol
|
| 1
Ethanol Renouvelable Ethanol non Renouvelable
1ére Zémé 3éme Ethan_ol

génération génération génération synthétique

- Produit de plantes - Hyglrata\tion de
sucrees; - Biomasse | I'éthyléne;

- Produit de plantes lignocellulosique -mé r?#gss -Hydrogénation de

amylacées. I'acide acétique.

Figure 1.7 : Synthése des différents procédés de production d’éthanol (Abdou Alio, 2020).

1.4.2.1 Bioéthanol de 1¢" génération

L’éthanol de premiére génération est produit directement a partir des substrats riches en
sucre de certaines cultures (canne a sucre, betterave sucriere, etc) et en amidon (mais, orge, blé,
pomme de terre, etc.). La production est réalisée en convertissant le saccharose ou les
monosaccharides, en particulier le glucose en éthanol par fermentation grace a la métabolisation
par des micro-organismes (Lennartsson et al., 2014 ; De Almeida et Colombo, 2021) (Figure
1.8). Dans ce type de procédé, le prétraitement consiste principalement en une élimination des
impuretés et une désinfection des matiéres contenant du saccharose (Abdou Alio, 2020).
Cependant, cette base de matieres premiéres ne sera pas totalement durable, car de vastes

plantations de plantes destinées a la production d’éthanol entreront en concurrence avec la
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vables limitées, ce qui pourrait entrainer

Betterave (-
Canne a sucre A /;“ ;
g Fermentation /,' '\
ﬁ ﬁ ”," \\ é
< Mélange
Sucres o a l'essence
Ethanol
ETBE

Blé, mais, 3 Amidon
pomme de terre

Figure 1.8 : Description synthétique de la voie de
génération (IFPEN

1.4.2.2 Bioéthanol de 2™ génération

production de bioéthanol de premiere
, 2017).

Le bioéthanol de deuxiéme génération est produit a partir de ressources renouvelables

non alimentaires (Abdou Alio, 2020). Ce sont les

matieres premiéres lignocellulosiques, y

compris les plantes qui ne proviennent pas de cultures destinées a 1’alimentation, comme le

panic raide et les arbres, et les matieres résiduelles
municipaux, les résidus de transformation du bois et

Lennartsson et al., 2014 ; De Almeida et Colombo,

&

Voie thermochimique

ﬁ\
Synthdse

(comme les déchets solides, les déchets
les déchets agricoles) (Demirbas, 2008 ;
2021) (Figure 1.9).

=

= <

Résidus agricoles
(pailles) : Gaz de synthése Hydrocarbures n‘;‘;ﬂ;
et forestiers (gazéification)
ol & :
| Fermentation 9) .
) Cullures dédiées NG
l {\} (1aillis & croissance Vole blochimique Socres 6 rf‘:;".;, [
. (hicotne Ethanol 3
enrymatique)

Figure 1.9 : Classification des différentes voies d’obtention du bioéthanol de 2°™ génération
(IFPEN, 2017).
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La biomasse lignocellulosique est une matiére premiére intéressante ; étant donné
qu’elle constitue une ressource renouvelable de mani¢re durable. De plus, elle dispose
d’excellentes propriétés environnementales puisque sa transformation ne génére pas de rejet
important de dioxyde de carbone ou de soufre. Sur le plan économique, elle pourrait avoir un

potentiel important a cause de 1’augmentation constante des prix des combustibles fossiles
(Abdou Alio, 2020).

1.4.2.3 Bioéthanol de 3™ génération

Les algues marines sont la nouvelle alternative prometteuse pour la production de
bioéthanol, en fonction de leurs structures et de leur composition. L’avantage principal de cette
biomasse renouvelable c¢’est sa croissance rapide et durable (Razif et al., 2014 ; Kamyab et
al., 2016). Etant donné que les algues marines ont une teneur élevée en glucides dans leur
composition, elles sont capables de produire pres de 60 fois plus d’alcool que les autres matiéres
premiéres agricoles ou forestieres (Phwan et al., 2018). Toutefois, cet avantage majeur
s’oppose a un un défi qui limite son utilisation, car la présence du polymere hydrocolloide dans
la paroi cellulaire des algues, la rend plus solide et donc la nécessité d’un prétraitement couteux
(représente environ 20 % du colt de production) pour dégrader ces structures complexes
(Guedes et al., 2019) (Figure 1.10).

I_’i'l

Bioreactor

Syngas
Bioethanol

Pretteatment of
Algal biomass

Gasifier Bioreactor

Figure 1.10 : Description synthétique de la voie de production de bioéthanol de troisieme
génération (Razif et al., 2014)
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+ Les biocarburants de deuxiéme et troisieme génération comme le bioéthanol
sont également appelés biocarburants avancés, parce que les techniques ou mécanismes
utilisés dans leur production sont encore en phase de recherche et de développement, ou
en phase pilote ou d’adaptation pour la production a grande échelle (Drapcho et al.,
2008 ; De Almeida et Colombo, 2021).

+ Vu que notre recherche dans cette étude est liée a la production du bioéthanol
de deuxiéme génération, la synthése bibliographique qui suit va se focalisée sur les
procédés de production de Bioéthanol de deuxiéme génération et sur 1’hydrolyse

biologique de la biomasse.

1.5 Procédés de production de I’éthanol de 2°™ génération

Le processus de bioconversion de la biomasse lignocillulosique (BLC) en éthanol
comprend plusieurs étapes. La premiére étape est le prétraitement de la biomasse, suivie par
I’hydrolyse enzymatique biologique et en fin la fermentation et la récupération de 1’éthanol
(Figure 1.11). Une bonne combinaison de chaque étape est importante pour obtenir un

rendement plus élevé en bioéthanol d’une maniére rentable et durable (Saini et al., 2015).

Pentoses

Biomasse

lignocellulolosique —-—-‘ Prétraitement |— Fermentation — istillation

(BLC)
Lignine + cellulose I

L) I Hydrolyse

-,

enzymatique Ethanol

1Y

Production de
cellulase

Figure 1.11 : Principales étapes du processus de bioconversion de la BLC en éthanol
(Originale, 2023).
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1.5.1 Prétraitement de la BLC

Le prétraitement est une étape clef dans le processus de bioconversion car il est
nécessaire pour décomposer la structure de la lignine et des hémicelluloses, réduire la
cristallinité et augmenter la porosité de la cellulose afin de la rendre accessible aux enzymes et
permettre ainsi son hydrolyse. Comme nous avons vu dans la section 111.1, il existe plusieurs
méthodes de prétraitement. Chaque prétraitement a ses caractéristiques, ses avantages et ses

inconvénients.

1.5.1.1 Prétraitement physique

Il existe différentes méthodes mécaniques pour la réduction de la taille de la BLC
comme la fragmentation, le déchiquetage et le broyage. Ces méthodes visent a améliorer la
digestibilité, a augmenter la surface spécifique et a réduire le degré de polymérisation et la
cristallinité de la cellulose (Sun et Cheng, 2002 ; Saini et al., 2014). L’objectif du broyage est
de réduire les limitations de transfert de chaleur et de masse. 1l est plus efficace pour réduire la
taille des particules et la cristallinité de la cellulose. Par ailleurs, une autre forme de
prétraitement physique est suggérée, c’est la technique d’irradiation. Elle consiste a utiliser le
rayonnement gamma qui clive les liaisons f—1,4 glycosidiques, permettant d’obtenir une
surface plus grande et une cristallinité inférieure. Néanmoins, les techniques d’irradiation ont
été décrites comme inefficaces, lentes, colteuses en énergie et économiquement non viables
(Ogier et al., 1999 ; Abdou Alio, 2020)

1.5.1.2 Prétraitement chimique

Les méthodes de prétraitement chimiques impliquent généralement des techniques
hydrolytiques utilisant des acides et des alcalis, bien que des agents oxydants aient également
été envisagés (Tableau 1.6). L’utilisation de tels réactifs chimiques cause une dégradation
élevée des polysaccharides. Ainsi, les hémicelluloses de structure hétérogene et de faible degré
de polymérisation sont hydrolysées en premier. Quant a I’hydrolyse de la cellulose, elle est plus
difficile a cause de sa structure cristalline et son étroite association avec la lignine. Cependant,
une hydrolyse totale de la cellulose représente I’objectif principale de ces procédés, tout en

évitant la dégradation des sucres (Ogier et al., 1999 ; Mousdale, 2008).

Il a été rapporté que le prétraitement alcalin améliore efficacement le rendement
d’hydrolyse (Liu et al., 2015). La premiere action du prétraitement alcalin est la solvatation et

la saponification des liaisons esters intermoléculaires entre la lignine et I’hémicellulose et entre
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la lignine et la cellulose. De plus, le prétraitement alcalin peut provoquer un gonflement de la

cellulose, augmenter la surface spécifique, diminuer la polymérisation et déstabiliser la

structure de la lignine, comme il améliore 1’exposition de la cellulose aux attaques

enzymatiques et a la dégradation des autres glucides (Chandra et al., 2012 ; Liu et al., 2015).

Tableau 1.6 : Principaux méthodes du prétraitement chimique et physicochimique de la

BLC (Mousdale, 2008).

Phosphorique dilué sodium+ peroxyde

. L’exposition a
Vapeur d’acide P

sulfurique I’hydroxyde de

o sodium
Impregnation

, . Ammoniac aqueux
L’explosion a

I’acide sulfurique Hydroxyde du

) - calcium
L’explosion au
dioxyde de carbone

L’explosion au

dioxyde de soufre

Principes Solubilisation de Délignification et Délignification
I’hémicellulose élimination de
I’hémicellulose
Acide Alcalis Solvants
Sulfurique dilué Hydroxyde de Méthanol
Chlorhydrique dilué sodium Ethanol
Meéthodes ;
- Nitrique dilué Hydroxyde de Acétone
chimiques
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1.5.1.3 Prétraitement physicochimique

Ce prétraitement est un exemple des prétraitements hybrides. Dans cette catégorie de
prétraitement, des parametres physiques comme la température ou la pression sont combinés a
des traitements chimiques. Il est majoritaire dans les technologies de prétraitement, tel que le
prétraitement a la vapeur (ou explosion a la vapeur), le prétraitement a 1’eau chaude, le
prétraitement par oxydation humide, le recyclage par percolation de ’ammoniac, I’explosion a

I’ammoniac ou le prétraitement a I’ammoniac aqueux (Abdou Alio, 2020).

1.5.1.4 Prétraitement biologique

Contrairement aux autres types physiques et chimiques, le prétraitement biologique est
considéré comme un processus qui présente plusieurs avantages : faible consommation
énergétique, aucune exigence en matériels et inoffensivité pour 1’environnement (Mousdale,
2008 ; Abdou Alio, 2020). Par contre, la nécessité d‘une période de temps élevée pour la
degradation des polysaccharides réduit I’intérét pour ce type de prétraitement. Les
prétraitements biologiques sont principalement associés a I’action de champignons producteurs
d’enzymes capables de dégrader la lignine, I’hémicellulose et les polyphénols (Ogier et al.,
1999). C’est pourquoi, le choix de ou des microorganismes est d’une importance judicieuse
dans ce prétraitement. La BLC est soumise a I’action de champignons de la pourriture blanche
(Basidiomyceétes), de la pourriture molle et de la pourriture brune. Cette derniére attaque
principalement la cellulose, tandis que la pourriture blanche et la pourriture molle attaquent a
la fois la lignine et la cellulose via la production des enzymes peroxydases de lignine, les
polyphénol oxydases, les peroxydases dépendantes du manganese et les laccases (Fan et al.,
1987 ; Mousdale, 2008 ; Abdou Alio, 2020).

I.5.1.5 Facteurs influencant efficacité du prétraitement

Les prétraitements sont absolument indispensables pour I’obtention de bioéthanol car
ils augmentent de maniére considérable les rendements de I’hydrolyse de la cellulose. Selon
Sun et Cheng (2002), le rendement de 1’hydrolyse peut augmenter de 20 %, jusqu’a 90 % apres
le prétraitement. Cependant, un prétraitement efficace devrait améliorer la conversion des
sucres, eviter la dégradation ou la perte de glucides, ainsi que la formation de sous-produits
inhibiteurs de I’hydrolyse et la fermentation. Il devrait de plus étre rentable et reduit la demande
en énergie (Ogier et al., 1999 ; Sun et Cheng, 2002 ; Hu et al., 2008).
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1.5.2 Hydrolyse enzymatique

L’hydrolyse enzymatique de la cellulose est une réaction catalysée par un ensemble
d’enzymes spécifique appelées cellulases, produites par des bactéries ou des champignons. Les
produits de I’hydrolyse sont généralement des sucres réducteurs, notamment du glucose. Les
cellulases de type fongique sont les plus étudiées en raison de la capacité de ces micro-
organismes a générer des grandes quantités d’enzymes (Blackwell, 2011 ; LUbeck et Libeck,
2018). A l'inverse de I’hydrolyse chimique, I’hydrolyse enzymatique est réalisée dans des
conditions relativement douces (pH 4,8 ; température 50 °C) (Ogier et al., 1999 ; Azhar et al.,
2017 ; Abdou Alio, 2020). Cependant, I’hydrolyse enzymatique a une cinétique beaucoup plus
lente alors qu’il ne faut que quelques minutes dans le cas de I’hydrolyse chimique. De plus, le
produit final de I’hydrolyse enzymatique (le glucose dans la majorité du temps) inhibe I’enzyme

et finit par affecter le processus.

1.5.3 Fermentation

La fermentation est un processus anaérobique biologique dans lequel le sucre est
converti en alcool par 1’action des microorganismes. Il existe plusieurs microorganismes
capables de fermenter les glucides en bioéthanol (Demirbas, 2008). La levure Saccharomyces
cervisiae est le microorganisme le plus utilisé dans la fermentation des carbohydrates issus de
la BLC en raison de sa grande tolérance aux composes inhibiteurs et la variation dans le pH
(Azhar et al., 2017 ; Kovaleski et al., 2020). Cependant, cette levure ne peut pas convertir les
pentodes et les sucres provenant de I’hémicellulose en éthanol (Ogier et al., 1999). Trois types
de fermentation sont fréqguemment utilisés dans le processus de la production de bioéthanol.
L’hydrolyse et la fermentation séparées (SHF), la saccharification et la fermentation
simultanées (SSF) et la saccharification avec co-fermentation simultanées (SSCF). Dans la
SHF, I’hydrolyse de la BLC est séparée de la fermentation éthanoique, ce qui permet de réagir
I’enzyme a des températures élevées pour une meilleure performance. Tandis que, les
microorganismes de fermentation peuvent fonctionner a température modérée pour une
optimisation de la consommation des sucres (Azhar et al., 2017 ; Srivastava et al., 2019). En
revanche, plusieurs facteurs influencent la fermentation alcoolique, qu’ils soient physiques
(température, durée, pression), chimiques (inhibiteurs, pH, concentration initiale de

nutriments), qui peuvent nuire au rendement et a 1’efficacité de la fermentation (Kovaleski et
al., 2020).
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1.5.3.1 Facteurs influencant la production de bioéthanol
1.5.3.1.1 Température

La température affecte le taux de croissance de microorganisme. La température
optimale dans le processus de fermentation est de 20 °C a 35 °C. Pour S. cervisiae, la
température optimale est de 30°C. Certaines enzymes impliquées dans la fermentation sont
sensibles a I’¢lévation de la température, conduisant ainsi a la dénaturation de leurs structures

tertiaires et par conséquent & un blocage de I’activité enzymatique (Srivastava et al., 2019).

1.5.3.1.2 Inoculum
La charge microbienne initiale affecet le taux de consommation du sucre. En effet, plus

la charge de I’inoculum est faible, plus le taux de productivité de 1’éthanol dans la fermentation

sera faible (Azhar et al., 2017).

1.5.3.1.3 Durée de fermentation

La durée de la fermentation a un effet sur la croissance microbienne. Ainsi, un temps de
fermentation court entraine une fermentation inefficace en raison d’une croissance insuffisante
de MO. D’un autre c6té, une durée trop prolongée de la fermentation est nocive sur la croissance

microbienne en raison de la forte concentration de 1’éthanol (Azhar et al., 2017).

1.5.3.1.4 Agitation

Le taux d’agitation controle la perméabilit¢ des nutriments dans le bouillant de
fermentation et réduit I’inhibition de 1’éthanol sur les cellules. Plus la vitesse de 1’agitation est
élevée, plus la qualité d’éthanol produite est élevée. Le taux d’agitation courant est de 150 a
200 tr/min. Néanmoins, une vitesse d’agitation excessive n’est pas corrélée a une production

réguliére d’éthanol car elle limite les activités métaboliques des cellules (Zabed et al., 2014).

1.5.3.2 Inhibiteurs de la fermentation

Lors du prétraitement de la BLC et I’hydrolyse enzymatique, des composés inhibiteurs
peuvent étre formés. En effet, le xylose et le glucose peuvent étre dégradés respectivement en
furfural et en 5-hydroxymethyl furfural (HMF) (Figure 1.12). Les prétraitements génerent
également des acides aliphatiques comme I’acide acétique, acide formique et acide 1évulinique.
Ces altérations varient selon le prétraitement mais également selon sa durée et son intensité
(Ballerini, 2006 ; Didderen et al., 2008).
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Cellulose Hémicellulose Lignine
Acide Composes
Glucose Galaptose Mannose Xylose acétique phénoliques

HMF Furfural
' Légende:
/ \ Composants
Acide levuinique|  |Acide formique

Figure 1.12 : Origine des inhibiteurs de la fermentation éthanolique (Didderen et al., 2008)

1.5.4 Récupération de bioéthanol

Apres fermentation, 1’éthanol se trouve dans un mélange contenant principalement de
’eau, des composés provenant de la dégradation de la BLC, des substances ajoutées au cours
du procédé et des métabolites produits par les microorganismes. La concentration en éthanol
dans la solution est de ’ordre de 10 % (10 °GLY). Pour obtenir un alcool biocarburant, il faut
d’abord augmenter la concentration ethilique par distillation et rectification, avant de le

déshydrater pour éliminer toute trace d’eau (Didderen et al., 2008).

La distillation est le processus qui permet la séparation de 1’éthanol des autres éléments
qui se trouvent dans le mélange de fermentation dite le moQt. Cette opération de séparation qui
est basée sur la volatilité de I’alcool, permet de passer d’une solution de 10°GL a 94°GL en
éthanol. Cependant, 1’éthanol n’est pas le seul élément volatil présent dans le mout fermenté,
d’autres composés sont volatilisés lors de la distillation & savoir : des alcools, des acides gras,
des éthers, de I’eau et du CO,. L’ensemble de ces composés va donc se retrouver dans la phase
gazeuse avec 1’éthanol. Ce dernier subit alors des opérations complémentaires selon le marche
visé. Une déshydratation pour 1’usage carburant, rectification pour 1’industrie, rectification et

surfinage pour 1’industrie alimentaire (Ballerini, 2006).

1° GL : degré Gay-Lussac. Le degré alcoolique ou degré Gay-Lussac correspond au nombre de cm? éthanol pur
contenu dans 100 cm®d’un mélange eau et éthanol.
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La rectification est une opération au cours de laquelle I’alcool est purifié¢ a travers des
phases successives d’évaporation et de condensation. Tandis que, la déshydratation est le
passage de 1’éthanol par un tamis moléculaire, 1’éthanol est dit (anhydre). Un dénaturant y est
ajouté en petite quantité afin d’éviter qu’il ne soit commercialisé sur le marché de I’alimentation

humaine (Guzméan-Martinez, 2019).

1.6 Enzymes cellulolytiques fongiques
1.6.1 Champignons cellulolytiques

Les champignons filamenteux (moisissures) ont une grande importance dans
I’écosystéme par leur intervention dans les recyclages écologiques (Buee et al., 2009). Parmi
toutes les microorganismes cellulolytiques, les champignons sont responsables de 80 % de la
dégradation de la cellulose (Srivastava et al., 2019). De nombreux champignons sont capables
de pousser sur divers types de substrats et aident dans la décomposition de la matiére organique
complexe en matiere inorganique (minérale) utilisable par les végétaux (Nhan et al., 2021). Les
champignons cellulolytiques sont considérés comme facteur clé dans la creéation du compost de
bonne qualité. D’ailleurs, plusieurs travaux de recherches ont indiqué que I’application de ce
genre de champignon comme inoculum, augmente la capacité de la rétention d’eau et crée un
équilibre de rapport C/N dans les déchets cellulosiques (Sivaramanan, 2014 ; Nhan et al.,
2021).

Généralement dans les foréts, les champignons dans les phylums Ascomycota,
Basidomycota et Deuteromycota sont important dans la dégradation de cellulose (Srivastava
et al., 2019). Cependant, dans I’industrie les espéces des genres les plus préférées sont les
cellulases fongiques aérobies, telle que : Apergillus, Alternaria, Penicillium et Trichoderma
(Gil et al., 2009 ; Srivastava et al., 2019) (Figure 1.13).
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» Phanerochaete
chrysosporium

* Sporotrichum
thermophile

» Trametes versicolor

« Agaricus arvensis
* Pleurotus ostreatus

* Phlebia gigantean

Champignionde la

puteana
* Lanzites trabeum
* Poria placenta
» Tyromyces
palustris
« Fomitopsis sp.

Champignion de la
pouriturre brune

Figure 1.13 : Groupes des champignons de pourriture dotés d’une activité cellulolytique
(Photos réalisées par Thomas Reich?) (Bajpai, 2022).

2 https://totholz.wsl.ch/fr/galerie-photo.html
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1.6.2 Classification des cellulases et mode d’action

Etant donné que la cellulose est un polymeére cristallin non ramifié, plusieurs cellulases
sont nécessaires pour sa dégradation. Les cellulases hydrolysent les liaisons B-1,4-D-glucane,
libérant des cello-oligosaccharides, du cellobiose ou du glucose. Ainsi, la dégradation compléte
de cellulose est réalisée par un complexe enzymatique qui comprend des End-p-1,4-glucanases
(EG EC 3.2.1.4), des Cellobiohydrolases (CBH EC 3.2.1.91 et EC 3.2.1.176) et des B-
glucosidases (BGL EC 3.2.1.21) (Ghose, 1987 ; Colonia et Chagas, 2014 ; Bajpai, 2022)
(Figure 1.14). Ainsi, ces trois classes d’enzymes ne sont pas les seules enzymes impliquées
dans I’hydrolyse. Certains champignons produisent également d'autres enzymes pour favoriser
la décomposition de la cellulose, comme la cellodextrinase (EC3.2.1.74) qui peut éliminer le
disaccharide (cellobiose) du cello-oligosaccharide. En outre, cellodextrine phosphorylase (EC
2.4.1.49), cellobiose phosphorylase (EC 2.4.1.20) et cellobiose épimérase (EC 5.1.3.11) se sont
également avérées liés a la dégradation de la cellulose (Sharma et al., 2016 ; Wang et al.,
2020). En plus de celles-ci, les polysaccharides mono-oxygénases lytiques (LPMO) sont
également considérées comme des auxiliaires enzymes efficaces pour la dégradation de la
cellulose. Ces enzymes pourraient former un systeme de cellulase qui hydrolyse la cellulose par

action synergique (Harris et al., 2010 ; Morgenstern et al., 2014)
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Figure 1.14 : Mécanisme de biodégradation de la cellulose. EG : Endoglucanase, CBH :
Cellobiohydrolase, BGL ou BG : B-glucosidase (Wang et al., 2012).
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1.6.2.1 Endoglucanases (EG)

Les EG rompent les liaisons internes de la chaine ‘: ':
polysaccharide (les liaisons glucosidiques p-14), d’'une # S SSS 800660606606

TP . . .. 0000000000000
facon aléatoire, réduisent ainsi le degré de la polymérisation S 8800000000000 0
du substrat avec libération de cellodextrines, de la (’o (’o

cellobiose et du glucose (Wang et al., 2012) (Figure 1.15). . )
Figure 1.15 : Action de I’endoglucanase

L’endoglucanase est active sur les celluloses solubles. .
& (EG) sur le brin de cellulose

L’action des EG a pour effet de créer de nouvelles extrémités (Mondal et al., 2022)

non réductrices qui sont des sites réactifs pour la CBH
(Hasper et al., 2002).

1.6.2.2 Exoglucanases (CBH)

<BH <BH <BH

. @@ @
Ces enzymes attaquent les polymeéres de cellulose eee® Y X A A
o000 OOROGORDOPDOBDS

par les extrémités non réductrices et libérent des résidus .... 0000000 Geee
. . . ]

cellobioses (Didderen et al., 2008) (Figure 1.16). LaCBH o o

seule n’est pas active sur la cellulose cristalline et les Figure 1.16 : Action de

celluloses solubles (carboxymeéthylcellulose) (Sun et al., Icellobiohydrolase (CBH) sur le brin

2002). de cellulose libérant de cellobiose.
(Mondal et al., 2022)

) BGCL BGL 8oL
1.6.2.3 B-glucosidases (BG) .‘. 00®® 400 .‘. : g

Les B-glucosidases hydrolysent les cellobioses pour ®#® @& S8 Soeeeeees

®
*® %o o.‘.ofo e
8oL

libérer le glucose. Selon Saradouni et al (2004) (Figure
8GL  BoL

1.17), La BG est I’enzyme clé dans ’efficacité¢ de la
Figure 1.17 : Action de B-glucosidases

(BGL) sur la cellobiose. (Mondal et
al., 2022)

biodégradation de la cellulose.

1.6.3 Mécanisme d'induction de cellulase

La premicre étape dans le mécanisme de I’induction enzymatique chez les champignons,
est de détecter une source de carbone externe. Selon les sources de carbone disponibles, la
production de cellulase est régulée au niveau de la transcription chez les champignons, et ce
n'est que lorsque des polysaccharides végétaux tels que la cellulose sont fournis comme sources
de carbone que le champignon commence a produire ces enzymes en grande quantité

(Vazquez-Montoya et al., 2019).
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Par contre, lors de l'utilisation des sources de carbone facilement métabolisees comme
le glucose, la production de ces enzymes est inhibée (Wang et al., 2020). C’est pourquoi, il est
suggeré que plusieurs voies de transduction du signal responsables de chacun de ces inducteurs
pourraient controler I'expression de la cellulase (Kubicek et al., 1993 ; Wang et al., 2020). Par
exemple, la protéine G hétérotrimérique GanB (alpha)-SfaD (beta)-GpgA (gamma) est un
capteur de source de carbone qui contréle la signalisation CAMP/PKA en réponse au glucose
(Lafon et al., 2005). Le GanB peut étre impliqué dans la détection de diverses sources de
carbone et I'activation ultérieure de la transduction du signal en aval. De plus, il a été confirme
que HxtB, un transporteur de glucose et de xylose, se localise dans la membrane plasmique et
peut jouer un role dans la signalisation et le métabolisme du glucose dans son propre flux (Dos
Reis et al., 2017).

Aussi, la protéine kinase PskA a une fonction importante dans le contrdle du flux de
sucre et du métabolisme (Rutter et al., 2002). Cependant, les capteurs de source de carbone, le
transport ultérieur et les voies de signalisation cellulaire restent encore largement obscurs
(Wang et al., 2020).

1.6.4 Mécanismes de régulation moléculaire de I'expression des génes de la cellulase

La dégradation efficace des polysaccharides de la paroi cellulaire des plantes nécessite
la sécrétion massive de diverses cellulases et un systéme de régulation complexe pour contréler
les génes liés a la cellulase. Ces génes sont régulés par plusieurs facteurs de transcription
(Tableau 1.7) qui sont les cibles potentielles de la manipulation génétique de la production de
cellulase (Sukumaran et al., 2021 ; Mondal et al., 2022).

Tableau 1.7 : Principales fonctions des facteurs de transcription impliqués dans

I’expression de la cellulase chez les champignons.

Facteur de Fonctions Souches Références
transcription fongiques
XInR/ Xyrl Les principaux activateurs Aspergillus sp., | VanPeijetal., 1998
transcriptionnels des génes codant pour )
les enzymes cellulases (cbhl, cbh2, egl1 | T- Meesel Stricker et al., 2006
et bgll).
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BgIR

Régulateur positif de I'expression des
genes codant pour la BGL ;

Réprésseur des genes CBH et EG.

T. reesei

Liuetal., 2019

CIbR

Régule les genes codant pour la cellulase
induite par la cellulose et la cellobiose.

A. aculeatus

Kunitake et al., 2013

Ace3

Clr-3

L’augmentation de 1'expression du geéne
de la cellulase.

T. reesei

Mondal et al., 2022

PacC/Pac

Stimuler ou empécher la production de
cellulase selon la variation du pH

Impliqué dans des fonctions cellulaires

A. nidulans
T. reesei

N. crassa

Wang et al., 2020

Martins et al., 2020

Clr-1/ Clr-2

L'activation du CIr-1 nécessite la
présence d'un inducteur cellobiose,
stimule I'expression de bgl ;

Clr-2 ne nécessite aucun inducteur pour
son activation mais sa suppression
pourrait empécher [l'utilisation de la
cellulose comme source de carbone.

N. crassa

Mondal et al., 2022

HapB/C/E
Hap2/3/5

Hap2/3/5

Permettent une expression modérée des
genes cellulases et xylanases (cbh2 et
Xyn2)

Aspergillus spp
T. reesei

N. crassa

Kim et al., 2020

CreA/Crel

Régulation de la répression des
catabolites de carbone (CCR) ;

Supprime la transcription des geénes
codant pour les enzymes impliquées
dans le métabolisme des polysaccharides
plus complexes.

T. reesei
A. nidulans

P. oxalicum

Hu et al., 2021

AZF1

Régulateur positive de I'activité de BGL
et CBH

T. reesei

A. nidulans

Antonieto et al.,
2019
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La plupart des facteurs de transcription impliqués dans ces mécanismes de régulation
appartiennent a la famille des clusters binucléaires zinc Zn2Cys6- qui a ce jour, ne s'est avérée
spécifique qu’aux champignons (Wang et al., 2020) (Figure 1.18). Le régulateur de xylanase
XInR, est un régulateur positif de type Zn2Cys6- spécifique aux champignons, a été d'abord
identifié chez A. niger puis son géne orthologue a été isolé et désigné Xyrl chez T. reesei (Van
Peij et al., 1998 ; Stricker et al., 2006). Certaines études ont démontré qu'il régule I'expression
non seulement des génes cellulolytiques mais aussi des génes xylanolytiques (Mondal et al.,
2022). 1l a été rapporté que la suppression du géne Xyrl entrainait une diminution importante
des niveaux d'expression des principaux génes xylanolytiques (xynl et xyn2) et des genes
cellulolytiques (cbhl, cbh2, egll et bgll), méme dans des conditions de culture d'induction
(Stricker et al., 2006).

La cellulose et le xylane sont les polysaccharides les plus abondants dans la nature ; par
conséquent, XInR/Xyrl est un régulateur essentiel dans le processus d'utilisation de la
biomasse. En plus de la dégradation des polysaccharides, XInR/Xyrl régule également
I'expression d'enzymes (D-xylose réductase, XyrA) impliquées dans la premiére étape de la
voie catabolique des pentoses, qui est la principale voie de conversion du L-arabinose et du D-
xylose (Wang et al., 2020).

Ainsi, il existe un autre facteur de transcription capable de détecter la source de carbone
externe, c’est le régulateur de la B-glucosidase BgIR (Liu et al., 2019). Ce régulateur est
également impliqué dans la détection de la cellobiose, mais le mécanisme spécifique de son
action n'a pas été étudié en profondeur et nécessite une exploration plus approfondie (Nitta et
al., 2012).

De méme pour le facteur CIbR de type Zn2Cys6-, qui est impliqué dans la dégradation
de la cellulose et de la cellobiose chez A. aculeatus. De plus, il s’est avéré qu’il induit
I'expression de plusieurs genes cellulolytiques, tels que la Fll-carboxyméthyl cellulase (cmc2)
et la Flll-avicelase (cbhl) (Kunitake et al., 2013).
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Figure 1.18 : Schéma de la régulation transcriptionnelle des genes codant pour les enzymes

cellulolytiques chez les champignons (Mondal et al., 2022).

1.6.3 Applications biotechnologiques des cellulases

Les enzymes cellulases ont une application diversifiée dans différentes filieres, comme

I’agriculture, I’alimentation, la fermentation et I’industrie. (Tableau 1.8)
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Tableau 1.8 : Filiére d’application de I’enzyme cellulase. (Bhat, 2000 ; Singh et al., 2007 ;

Naraian, 2019)

Filiere

Applications

Agriculture

Amélioration des cultures en croissance par la combinaison
enzymatique de la cellulase, pectinase et ’hémicellulase ;
Résistance aux maladies végétales par dégradation de la paroi

cellulaire du pathogene.

Bioconversion

Transformation de la BLC en produits utiles tel que les
biocarburants (éthanol et méthanol) ;

Transformation aussi en acides organiques, lipides et
protéines ;

Amélioration de la performance des ruminants et préservation

d’un fourrage de haute qualite.

Fermentation

Amélioration de maltage, brassage, pressage et la fermentation
primaire grace a I’activité cellulosique ;
Réduction de la viscosité du modQt, ce qui rend la filtrabilité

plus faisable.

Alimentaire

Clarification, stabilisation et augmentation du rendement des
jus des fruits et legumes ;
Les enzymes telles que la cellulase et I’hémicellulase trouvent

¢galement une application dans I’extraction de I’huile d’olive.

Pate et papier

La cellulase agit comme co-additif dans des procédés tels que
le blanchiment de la pate et dépulpage biomécanique ;
Amélioration des propriétés de la fibre ainsi que sa brillance ;
Amélioration du drainage dans la pate a papier ;

Réduction dans 1’énergie et dans le chlore ;

Aide dans la production des produits biodégradables comme le

carton et les serviettes hygiéniques.

Textile

La cellulase est connue pour améliorer la qualité et la stabilité
des tissus par bio-stanisation des jeans et biopolissage ;
Amélioration de 1’absorption de I’adoucissement par les fibres

des vétements ;
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- Embellissement de la brillance des couleurs avec élimination
de I’excés de colorant présent dans les tissus ;

- Utilisation dans le polissage du coton et d’autres tissus.

Savants et détergents | La cellulase est utilisee avec les lipases et les protéases dans
plusieurs détergents ;

- Augmente I’efficacité du détergent a éliminer les saletés dans
les vétements ;

- Donne une brillance et ressortie les couleurs des vétements.

1.7 Avantages et inconvénients du bioéthanol de 2¢M génération

Comme toute énergie renouvelable, le bioéthanol de deuxieme génération présente des
avantages et des inconvenients tant sur le plan environnemental que sur le plan économique et

technologique.

1.7.1 Avantages

= Une ressource abondante et renouvelable
Le bioéthanol de 2°™ génération est produit & partir de la biomasse lignocellulosique
qui est une source disponible et abondante provenant des déchets agricoles, des résidus
forestiers et d'autres sources de biomasse.

» Reéduction des déchets agricoles

L’agriculture est I’un des plus grands secteurs biologiques qui produit la plus grande
biomasse (FAO, 2022). En conséquence, les statistiques de production agricole ont enregistré
une augmentation de 50 a 60 % dans la production mondiale de culture primaire entre I’année
2000 et 2020. (FAO, 2022 ; USDA, 2023). Malheureusement, cette croissance de la production
a créé la génération d’énorme quantité de déchets. Etant donné que ’on estime que les déchets
agricoles doubleront d’ici 2050 pour atteindre 4 milliards de tonnes dans les pays développés
et en voie de développement (Yevich et Logan, 2003 ; Duque-Acevedo et al., 2020), le
bioéthanol de 2°™ génération est une technologie innovante de transformation et de réduction

des déchets agricoles.
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= Réduction des émissions de gaz a effet de serre

L’utilisation du bioéthanol permet de réduire la dépendance aux combustibles
fossiles et de contribuer a la transition énergétique. Ainsi, Le bioéthanol produit a partir de
la biomasse lignocellulosique peut réduire les émissions de gaz a effet de serre par rapport
aux carburants fossiles, et cela est d & deux raisons : la premiere est la photosynthése qui
absorbe le CO2 pendant la croissance de la biomasse quant a la deuxiéme, c’est du fait que
la combustion de 1’éthanol est beaucoup plus propre que celle de I’essence. En termes de
rejets, il est aux environs de 50 % de moins pour le CO2, 30 % de moins pour NOx (Oxyde
d'azote) et plus de 90 % de réduction pour les particules fines qui sont nocives pour la santé
(Eplaque, 2023).

= Un prix moins cher a la pompe
En Europe, I’éthanol est généralement moins cher que I'essence a la pompe, ce
qui peut constituer un avantage économique pour les consommateurs. En France, I’E85
(carburant contient 85 % d’éthanol pour 15 % d’essence) est d’environ 2 fois moins
cher que I’essence (Eplaque, 2023).
»  Absence de compétition entre I’'usage alimentaire et énergétique
Contrairement aux biocarburants de 1% premiére génération produits a partir
des cultures alimentaires, la production de bioéthanol de 2°™ génération ne crée pas de

concurrence directe avec ces cultures.

1.7.2 Inconvénients

= Une Technologie bien colteuse

La production de bioéthanol a partir de biomasse lignocellulosique nécessite des
technologies et des machines avancées pour realiser le prétraitement de la biomasse,
I'nydrolyse enzymatique et la fermentation alcoolique (Didderen et al., 2010). Par
exemple : les bioréacteurs a grande échelle. Les températures et le pH optimaux pour
I'nydrolyse enzymatique et la fermentation peuvent étre différents, ce qui peut entrainer des

inefficacités dans le processus de production.

» Besoin de lutilisation des micro-organismes généetiqguement modifiés (MGM)

Les processus de I’hydrolyse et de la fermentation peuvent faire appel a des micro-
organismes génétiquement modifiés (MGM), capables de supporter la variation de la
température, du pH, des différents composants du milieu ou des MGM capables de donner

un meilleur rendement ou de fermenter des sucres simples non fermentescibles comme la
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xylose (Limayem et Ricke, 2012). Ce qui peut susciter des préoccupations en matiere de
sécurité et d'acceptation sociale.

= Besoin de prétraitement
Etant donné que la lignocellulosique est une biomasse tres complexe, son
prétraitement est primordial avant son utilisation dans la production du bioéthanol, ce qui

peut augmenter les colts et la difficulté du processus.
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I1.1 Echantillonnage
11.1.1 Biomasse lignocellulosique

La biomasse utilisée dans cette étude est une masse des palmes séches issues d’un
palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) de la variété Fegousse (Figure 11.1). Cette variété de

palmier est la plus abondante dans les oasis sahariennes de la wilaya de Béchar.
11.1.2 Zone d’étude

Les échantillons utilisés pour isoler les souches fongiques sont prélevés de deux
biotopes différents. Le premier biotope est une palme séche de palmier dattier (Phoenix
dactylifera L.) issu d’une palmeraie de la région Jedida, située a 70 km de la wilaya de Béchar
(31°46'28"N, 1°45'10"E) (Figure 11.2). Le deuxieme biotope est le sol subaquatique du barrage
de Djorf Torba situé¢ a 50 km a I’ouest de la ville de Béchar (31°30'21"N, 2°46'24"E) (kabour,
2016) (Figure 11.2).

I1.2 Caractérisation de la biomasse a hydrolyser

11.2.1 Matiere séche (MS)

La maticre seéche est habituellement obtenue par dessiccation de 1’échantillon dans une
¢tuve préalablement réglée a 105 °C jusqu’a obtention d’un poids constant (Laouar et al.,
2021). La teneur en MS est exprimée en pourcentage (%) en fonction du poids de I’échantillon

brut selon la formule suivante :
e MS% =100-H%

- MS : Taux de matiére séche du substrat en % ;
- H: Taux de I’humidité en %.

D’ou I’Humidité est calculée selon 1’équation suivante :

E-M
H% =——— x 100
E

- E : Poids initial de la prise d’essai en g ;

- M : Poids de la prise d’essai apres étuve en g.
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Figure 11.1. Site de prélevement des échantillons de la palme seche du palmier dattier
(Phoenix dactylifera L.), variété Fegousse de la palmeraie de Jedida, wilaya de Béchar,
Algérie (Originale, 2022)
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Figure 11.2 : Localisation des sites de prélevement des échantillons de la palme seche du
palmier dattier et du sol subaquatique du barrage de Djorf Torba de la wilaya de Béchar,
Algérie (Originale, 2022)
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11.2.2 Matiéere organique et Minérale (MO et MM)

La teneur en cendre brute est obtenue apres incinération de 5 g de matiere séche de
1’échantillon dans un four a moufle a une température de 550 °C (Halidou et al., 2022). Ainsi
La perte du poids apres la calcination des échantillons permet de déterminer les proportions
pondérales de la matiere organique et de la matiére minérale qui sont exprimées en % selon les

équations suivantes :

= Matiére organique (MO)

E-M
MO% =—_  *100
E

- E : Poids initial de I’échantillonen g ;

- M : Poids de I’échantillon aprés incinération en g.

= Matiere minérale (MM)

La teneur en matiére minérale est représentée par la formule suivante :
e MM% =100 - MO%

11.2.3 Cellulose Brute (CB)

La teneur en cellulose brute est quantifiée selon la méthode de Weende (AFNOR.,
1993). Elle consiste a effectuer deux hydrolyses successives. 1,5 g de matiére séche a été soumis
a une hydrolyse acide (H2SOa, 0,26N) et une autre basique (KOH, 0,23N) pendant 30 minutes
a chaqu’une d’elles. Apres hydrolyse, les échantillons ont été étuvés a 105 °C, puis calcinés a
550 °C dans un four a moufle. Ainsi, La cellulose brute est déterminée par gravimétrie selon la

formule suivante :
CB% = ——  x 100

- CB: Cellulose brute exprimée en % par rapport a la matiere seche ;
- MS : Matiére séche exprimée en % ;

- Pse: Poids de I’échantillon a la sortie de I’étuve en g ;

- Psf: Poids de I’échantillon a la sortie du four a moufle en g ;

- Pe: Poids de la prise d’essais en g.
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11.2.4 Dosage d’azote

La méthode utilisée pour le dosage d’azote dans la palme est celle de Kjeldhal (ISO
1817, 2009). Dans un tube de minéralisation, 5 g de de la palme seche en poudre ont été
incorporées avec une pincée de catalyseur (sulfate de cuivre et de potassium) et 15 ml d’acide
sulfurique (H2SO4) concentré. Ensuite, la digestion a été effectuée par chauffage progressif
pendant 5 h. D’abord, la température a ét¢ ajustée a 150 °C pendant 10 min, puis elle a été
augmentée jusqu'a 250 °C et 10 minutes plus tard & 350 °C. Une fois la minéralisation terminée,
la solution limpide obtenue a été diluée a été diluée dans un volume final de 100 ml avec de
I’eau distillée pour éviter une forte réaction lors de 1’ajout de la soude.

La distillation a été réalisée dans un distillateur semi-automatique, dont I’ajout de la
lessive de soude a 35 % s’est fait automatiquement pour libérer I’ammoniac (NH3). Ce dernier
a €té entrainé par la vapeur d’eau dans un erlenmeyer contenant une solution d’acide borique a
25 % et du rouge de methyle comme indicateur du pH. L’ammoniac a été alors titré par acide

sulfurique 0,02 N et la teneur en azote total est déterminée par la formule suivante :

V/V'x(N-N")x0,05%x 14
p

-V :Volume de la solution minéralisée (ml) ;

N (%)=

- V' :Volume de la solution de soude ajoutée (ml) ;
- N : Quantité d’acide sulfurique lue aprés titrage (ml) ;
- N’ : Volume de I’acide sulfurique dépensé dans le titrage du témoin (ml) ;
- P :Poids de la prise d’essai (g).
La teneur en protéines est calculée en multipliant le taux d’azote total N (%) par le coefficient

6,25.

Teneur en protéine = N (%) % 6,25

11.2.5 Dosage des éléments minéraux

Le dosage des éléments minéraux de la palme a été précédé par le broyage a sec de
I’échantillon (la palme séche) jusqu’a obtention d’une poudre. Les prises d’essai ont été pesées
dans des creusets en porcelaine et incinérées dans le four a moufle a 550°C. Les cendres

obtenues ont été ensuite traitées a I’acide chloryhdrique HCI (2N), puis apres digestion en bain

40




Chapitre Il : Matériels et Méthodes

marie pendant une demi-heure, la solution a été récupérée avec une quantité d’eau distillée

jusqu'a I’obtention d’un volume final de 50 ml.

Le dosage du calcium (Ca) et du magnésium (Mg) a été effectué au spectrophotometre
d’absorption atomique (SAA) (Diagayété et Schenkel, 1986 ; Pauwels et al., 1992). Le sodium

(Na) et le potassium (K) ont été doses au photometre de flamme (Annexe 2).
11.3.1 Analyse chimique de la zone d’échantillonnage

En considérant que la palme séche représente le premier biotope dont on a isolé les
souches fongiques, sa composition chimique est représentée dans la section 11.1 (Etude de la
composition chimique de la biomasse a hydrolyser). Pour le deuxieme biotope qui est le sol
subaquatique du barrage Djorf Torba de la wilaya de Béchar, I’analyse a été portée sur les
¢chantillons de I’eau brute de ce barrage, qui ont été prélevés durant les mois de Mars, Avril,
Mai, Juin, Juillet et Aodt de I’année 2021. Toutes les analyses ont été effectuées au niveau du
laboratoire de la direction des eaux avec I’assistance de 1’ingénieur de laboratoire. Les
techniques utilisées sont décrites dans le Journal Officiel De La République Algérienne
(JORADP., 2011) Les échantillons ont subi différentes analyses physicochimiques a savoir
pH, taux de sel (TDS), taux de calcium, taux de magnésium dissous, chlorure, sulfate, sodium,

bicarbonate, les protocoles détaillés sont présentés dans I’Annexe 3.

11.3.2 Isolement des souches fongiques

Les trois échantillons de la palme séche sont divisés en trois parties : pétiole, rachis et
folioles. Chaque partie est répartie en trois lots (Figure 11.3). Les neufs lots ont subi un broyage
a1’aide d’un broyeur ¢électrique. Quant aux échantillons du sol subaquatique du barrage de Djorf
Torba, quatre échantillons ont été prélevés et mis dans des pots de polypropyléne stériles de

volume 50 ml (Figure 11.4).
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Figure 11.3 : Echantillon de la palme séche du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) de la
région de Béchar (Original, 2019)

Figure 11.4 : Echantillons du sol subaquatique du barrage de Djorf Torba de la wilaya de
Béchar (Original, 2019)
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11.3.2.1 Echantillons des palmes séches

5 g de chaque échantillon de la poudre de la palme ont été mis dans des flacons contenant
45 ml d’eau physiologique stérile. Les mélanges ont subi un malaxage a 1’aide d’un stomacher.
Les solutions obtenues ont été considérées comme des dilutions méres & 10X, A partir de chaque
solution mére des dilutions décimales (1072 jusqu’a 107%) ont été effectuées dans 9 ml d’eau
physiologique stérile. Chaque dilution correspond a un échantillon qui sera par la suite étalé a
la surface d’un milieu de culture a base de la gélose Potato Dextrose Agar (PDA) (Annexe 1).

Toutes les boites ont été Incubées a 25°C pendant 7 jours.
11.3.2.2 Echantillons du sol subaquatique du barrage de Djorf Torba

Une suspension de 1’échantillon est constituée par 1 g de sol subaquatique et 9 ml d’eau
physiologique stérile (dilution meére). La suspension a été agitée pendant 10 minutes a I’aide
d’un agitateur Vortex. Une série de dilution décimale (1072 jusqu'a 10#) a été ensuite préparée
a partir de la solution meére. 1 ml des dilutions de chaque échantillon a été étalé a la surface de
la gélose « PDA, MEA et CDA » puis incubée a 25°C durant 7 jours.

11.3.3 Purification et description des moisissures isolées

Dés leur apparition sur les milieux de culture, les colonies de moisissures ont été
repiquées sur géloses PDA supplémentées par 1 ml d’acide lactique a 25 %. Incubées a 25°C
pendant 7 jours. Les souches pures ont été regroupées en fonction des caractéristiques la
couleur du mycélium aérien, de la couleur du revers de la boite et de la production des

pigments diffusibles.
11.3.4 Conservation des souches fongiques isolées

Les souches fongiques pures isolées ont été maintenues avec deux types de
conservation (Botton et al.1990) :

*

% Conservation courte duree : toutes les souches ont été maintenues dans des tubes de
gélose PDA inclinés et stockés a 4°C jusqu’a leurs utilisations. La durée de cette
conservation ne devrait pas dépasser les trois mois.

% Conservation longue durée : Pour une conservation a -20°C, les spores ont été

récupérées par addition de 10 ml d’H2O stérile supplémenté de tween (0.1%) et

additionné de glycérol a 20 % comme agent cryo-protecteur.
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Le milieu gélosé PDA a été utilisé pour la sporulation de toutes les souches fongiques

isolées. Les spores ont été récupérées a partir de vieilles cultures incubées préalablement a 25°C

jusqu’a sporulation compléte des cultures fongiques.

11.3.6 Identification morphologique des différents isolats

L’identification des moisissures fait appel aux caractéristiques de la culture et de la

morphologie des colonies fongiques (Botton et al., 1990 ; Pitt et Hocking, 2009) :

= Caractéristiques de la culture : Ce sont les criteres macroscopiques tels que, la

vitesse de croissance, la texture, la couleur du thalle, la couleur du revers de la

culture, I’odeur, 1’exsudat et la présence d’un pigment diffusible (Chabasse et al.,

2002).

= Caractéristiques morphologiques : C’est 1’étude microscopique du mycélium,

c’est-a-dire la nature des organes différenciés (aspect des spores /conidies), les tétes

du mycélium et son cloisonnement.

L’identification morphologique réalisée par une étude microscopique a été effectuée par

la technique de « microculture » décrite par Haris en 1989. Cette technique consiste a inoculer

les spores des moisissures sur des lames munies de petits carrés de PDA solidifiés et les

recouvrir par des lamelles. Les spores ont été ensemencées sur les limites périphériques du

milieu pour leur fournir un potentiel d’oxygéne élevé afin qu’elles puissent germer. L’ensemble

a été conditionné dans une chambre stérile et humide (Figure 11.5) puis, incubé a 25 + 2°C

pendant 3 a 5 jours. Aprés incubation, les lamelles a la surface desquelles s’adhérent le

mycélium ont été transférées sur d’autres lames stériles contenant une goutte de lactophénol

pour étre observées au microscope.

Figure 11.5 : Identification microscopique des moisissures par la technique de microculture

d’Haris (1989).
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L’identification macroscopique a été réalisee en adoptant la technique de « single
sporing » décrite par Pitt et Hocking en 2009. Elle est basée sur la relation entre 1’activité de
I’eau du milieu de culture et la température d’incubation. Elle consiste a inoculer des spores
d’une culture jeune dans des tubes contenant une suspension semi solide a base de 0,2 % d’ Agar
et quelques gouttes de Tween 80. Ensuite cing milieux culturaux ont été ensemencés a partir de
cette suspension. La gélose PDA, la Gélose a I'Extrait de Malt (MEA), et une gélose a base de
nitrate de glycérol (G25N). Les quatre milieux ont été incubés a 25°C tandis que le milieu
Czapec extrait de levure agar (CYA) a été incubé a différentes températures : 5°C, 25°C et 37°C
(Annexe 1) (Figure 11.6).

() ) () ) ()

M.E.A 425°C G25N a2s5°C C.Y.A a5°C C.Y.A 4 25°C C.Y.A 4 37°C

Figure 11.6 : Mode d’ensemencement des différents isolats du genre Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium d’aprés Pitt et Hoking (2009).

La technique décrite ci-dessus concerne les espéces du genre Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium. De méme les espéces du genre Alternerai ont été identifiées par la technique
« Single spore » mais avec les milieux suivants (Pitt et Hocking, 2009) : PDA, MEA, G25N,
et le milieu Dichloran Chloramphénicol Peptone Agar (DCPA) ont été incubés a 25 °C tandis
que le milieu CYA a été incube a différentes températures : 5°C, 25°C et 37°C (Figure 11.7).

() () O

M.EAa25°C G25Na25°C D.CP.A a25°C CYAas°C CY.Aa25C CY.Aa37°C

Figure 1.7 : Mode d’ensemencement des différents isolats du genre Alternaria d’aprés
Pitt et Hoking (2009).
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11.4 Criblage et sélection des souches fongiques productrices de cellulase
11.4.1 Condition de culture

La mise en évidence de ’activité cellulolytique des moisissures isolées a été réalisée sur
deux types de milieux solides. La composition des deux milieux est similaire (0,3% NaNOs,
0.1% K2HPOQO4, 0.05% MgS04, 0.05% KCI, 0.05% peptone and 2% agar) sauf pour la source de
carbone qui differe. Le premier milieu gélosé est a base de 1% (p/v) de Cellulose brute, le
deuxiéme est a base de 1% (p/v) de Carboxymeéthyl Cellulose (CMC) (Kasana et al., 2008 ; Jo
et al., 2011 ; Colonia et Chagas Junior, 2014).

Les boites ont été inoculées avec un disque de mycélium (6 mm de diamétre) a partir

d’une culture mire de chaque isolat puis Incubée & 28°C pendant 5 jours.
11.4.2 Coloration au chromogenes

Le colorant indicateur de 1’activité enzymatique est le Rouge de Congo a 0,1% (Colonia
et Chagas Juanior, 2014 ; Hanne et al., 2014). Apres la période d’incubation, les cultures ont
été couvertes par la solution colorante pendant 30 min. Ensuite, la solution a été renversée et

les cultures ont été lavées au chlorure de potassium a 0,5 M pendant 10 min.
11.4.3 Calcul de ’indice enzymatique

L’apparition d’une zone claire autour des colonies fongiques indique la présence de
I’activité cellulolytique des isolats dans le milieu de culture. L’indice enzymatique est le rapport

entre le diametre de la colonie fongique et le diamétre du halo enzymatique (Herculano, 2011) :
El =@h/dc

El : Indice enzymatique ;
@h : Diameétre de la zone claire (halo enzymatique) en « mm » ;

@c : Diameétre de la colonie fongique en « mm ».

46




Chapitre Il : Matériels et Méthodes

I1.5 Identification moléculaire des souches cellulolytiques performantes

Les souches qui ont été sélectionnées dans le groupe des isolats celluloytiques « SBzys
et SB43 » ont subi une identification moléculaire qui a été réalisée par I’analyse comparative
des séquences ITS (amplification de fragments par I'utilisation des amorces ITS1 et ITS4) au
Laboratoire Paval, université de Grenoble Alpes, France.

11.5.1 Préparation des échantillons pour I’étude moléculaire

Les deux souches fongiques ont été ensemencées a raison de 10° spores/ml dans des
Erlenmeyers de 250 ml avec 100 ml de bouillon dextrose a la pomme de terre (PDB) puis
incubées pendant 72h a 25°C sous agitation et a 1’obscurité. Les cultures liquides ont par la
suite été filtrées a travers une membrane en nitrocellulose de 0,45um. Apres la filtration le
matériel fongique a été récupéré et congelé dans 1’azote liquide puis broyé et conservé a -80°C

pour extraction d’ADN ultérieur.
11.5.2 Extraction d’ADN

La méthode d’extraction de I’ADN par le protocole de Lee et al (2006) a été choisie.
0,2 g de mycélium a été ajouté a 800 pl de la solution lyse CTAB (Annexe 1). Ensuite 5 pl
RNase (10 mg/ml) ont été ajouté et la suspenssion a été incubée pendant une heure a 37°C. Les
protéines dans la suspenssion ont été soumises a I’action de la Proteinase K avec un volume de
10 pl (20 mg/ml) et incubées pendant 30 min a 65°C. Ainsi, le lysat a été supplémenté par 800
ul de solution phenol-chloroform-isoamyl alcohol a raison de 25/24/1(v/viv). Le mélange a été
inversé plusieurs fois jusqu’a I’obtention d’une émulsion, puis suivi par une centrifugation
(13,000 rpm/ 5min a 20°C) dont lequel la phase aqueuse a été transférée dans un nouveau tube
Eppendorf. 0,7 ml d’une solution froide de 2-propanol a été ensuite ajoutée pour précipiter
I’ADN fongique. Le précipita a subi une centrifugation (13,000 rpm/ 10 min & 4°C) avec
récupération du culot. Ce dernier a été rincé plusieurs fois avec I’éthanol 70 % puis séché a

I’aire libre. Par la suite I’ADN a été remis en suspension d’eau ultra-pure.

La vérification de la qualité de I’ADN a été faite par migration en gel d’agarose a 1 %
dilué dans tampon TAE (Annexe 1) et la concentration a été déterminée a I’aide d’un
spectrophotomeétre avec une absorbance de 260 nm.
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11.5.3 Amplification de ’ITS de ’ADNr nucléaire par la Polymérase Chain Reaction
(PCR)

La PCR est une réaction enzymatique qui permet I’amplification en chaine d’une région
spécifique de I’ADN pour I’obtention d’une grande quantité de ce fragment spécifique d’ADN
a partir d’une faible quantité initiale d’ADN (Mullis et Faloona, 1987).

Pour amplifier la région ITS1-5.8S-1TS2 (Figure 11.8) les amorces ITS 1 (5’-
TCCGTAGGTGAACCTGCGC-3) et ITS 4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) ont été
utilisees pour amplifier la région des génes codant pour I'ARNTr. Les réactiones de PCR ont été
effectuées dans un volume final de 50 puL contenant 5 ulL de matrice ADN, 1 uL de solution de
chaque amorce, 25 puL. EconoTaq PLUS GREEN 2X Master Mix et 18 uL eau distillée stérile.
L’amplification a été réalisée a I’aide d’un thermocycleur Eppendorf (Eppendorf Mastercycler)
et les parametres du cycle de la PCR comptent 30 cycles, dont les étapes sont la dénaturation
thermique de I'ADN a 95 °C suivies par une hybridation des amorces a 50 °C — 65 °C et une

élongation a 72 °C.
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Figure 11.8 : Diagramme schématique de I'ARNr avec localisation des amorces de la région

ITS des champignons composés des régions ITS1 et ITS2 séparées par le segment 5.8S. ITS1

et ITS4 sont des amorces sens et anti-sens largement utilisées pour amplifier I'ensemble de la
région ITS (Mazari et al., 2017).

A la fin de I’amplification, des fractions des produits PCR ont éte analysés par
¢lectrophorese sur gel d’agarose (1,5 %). D’ou I’ADN est révélé par une coloration au Bromure
d’éthidium visible sous une lampe UV. Les produits PCR ont été conservés a 4°C jusqu'a leurs
utilisations, ensuite purifiés a I'aide d’un kit de nettoyage Nucleospin (Machery Nagel, France),

selon les instructions du fabricant.
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11.5.4 Séquencage, alignement et arbre phylogénétique

Les échantillons d’ADN ont été¢ envoyés par le Laboratoire Paval (université Grenoble
Alpes, France) au laboratoire EUROFINS en Allemagne spécialisé pour le séquencage en. Les

séquences obtenues ont été utilisées pour la recherche de similarité en utilisant le logiciel

BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) dans la banque de genes NCBI. En revanche,
les logiciels MAFFT v.7.221 (2019) et BioEdit v.7.2.5 (2013) ont été utilisés successivement
dans I’alignement et le nettoyage des séquences. Le logiciel Megal 1software (version 11.0.10)

a été utilisé pour créer I'arbre phylogénique des deux souches « SB34 et SBas3 ».
11.6. Etude de I’hydrolyse de cellulose contenue dans la palme du palmier dattier

11.6.1 Prétraitement de la palme

La palme seche a subi un broyage en poudre a I’aide d’un moulin électrique. Ensuite 25
g de cette poudre a été mis dans des erlenmeyers contenant 250 ml d’eau distillée stérile. Des

concentrations en KOH ont été ajoutées avec précaution a raison de 0 % (témoin), 10 %, 20 %

et 50 % (g KOH/g palme séche) dans chaque erlenmeyer. Le tout a ét¢ mélangé jusqu’a
homogénéisation puis incubé a 20°C. Apres 24h d’incubation, le mélange a été filtré a I’aide
d’un tissu stérile. Ainsi, La matiére solide obtenue a été lavée trois fois avec 100 ml d’eau
distillée stérile (Liu et al., 2015) (Figure 11.9). Il faut noter que la conservation de la palme

traitée s’est faite a 4°C pour une durée de 48h.

11.6.2 Dosage de cellulose libérée dans le prétraitement

Afin d’estimer la concentration de cellulose libérée dans le milieu, la méthode
colorimétrique de dosage des glucides par la méthode Anthrone (Leng et al., 2016) a été
utilisée. Cette méthode est applicable aux sucres réducteurs (Whistler et Wolfrou., 1962) et
non réducteurs (Scott et Melvin., 1957). Elle utilise un réactif composé de 0,5 g d'Anthrone
dissout dans 145 ml d'eau distillée, puis complété a 500 ml avec de l'acide sulfurique

concentrée.

Dans une série de tubes a essais, 1 g de chaque palme traitée au KOH (10 %, 20 % et

50%) plus le témoin (0%) ont été¢ mis dans 9 ml d’eau distillée. 1 ml de chaque solution a
analyser a été ajouté a 5 ml du réactif Anthrone. Comme témoin, I'eau distillée a été traitée de
la méme fagon que la solution analysée. Les tubes ont été soigneusement agités puis incubés

dans un bain-marie a 80°C pendant 20 minutes. Une couleur verte a été formée die a la présence
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des sucres. Apres refroidissement, la densité optique a été notée pour chacune des solutions a

620 nm. La liqueur contenant de I'eau distillée a été utilisée pour établir le zéro optique du

spectrophotometre.
Palmes séches . g
B Témoin Eau distiliée stérile
Palme séche
Pastilles de KOH
O Ppaime prétraitée
10 % KOH —
Incubation a 20 °C
pendant 24 h
\ 0
20 % KOH
Palme seche a
réduit en poudre > 2
i =
0 - i
50 % KOH
Y

J

Conservation de la

biomasse traitée a 4 °C

<
+

» &

Filtration dans la zone
stérile

Figure 11.9 : Schéma représentant les étapes de prétraitement de la palme séche (Original,

2023). Témoin : palme séche sans traitement, 10 % KOH : palme séche traitée avec une charge de

10 % de KOH, 20 % KOH palme seche traitée avec une charge de 20 % de KOH, 50 % KOH palme

séche traitée avec une charge de 50 % de KOH.
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Pour évaluer la teneur en un sucre donné, une courbe d’étalonnage a été établie pour ce
sucre. La gamme d’étalonnage a été préparée a partir d’une solution mere de cellulose (1g/1) et
des dilutions entre 0 & 800 mg/I de concentration (Tableau I1.1). La courbe d’étalonnage en

cellulose est présentée dans I’annexe 5.

Tableau 11.1: Preparation des dilutions de cellulose pour la réalisation de la courbe

d’étalonnage.

Tube Témoin 1 2 3 4 5

Volume (ml) pris de 0 1 2 3 4 8

la solution mere (1
g/l)

Eau distillée (ml)

10 9 8 7 6 2
Volume de solution a 1 1 1 1 1 1
analyser (ml)
Réactif Anthrone (ml) 5 5 5 5 5 5
Concentration finale 0 100 200 300 400 800

en mg/I

11.7 Hydrolyse de la cellulose contenue dans la palme traitée par Aspergillus iranicus isolat
MS-34 et Talaromyces verruculosus isolat MS-43

Le milieu de production utilisé est le milieu Mandels et Weber, (1969). La poudre de
palme seche a été utilisée comme source unigue de carbone dans les quatres expériences a raison
de 1%. La fermentation immergée a été réalisée dans des fioles jaugées stériles de 500 ml a
raison de 250 ml de milieu stérile. Ensuite, le milieu de production a été inoculé avec 10°
spores/ml a I’aide d’une cellule de Malassez. La température a ét€¢ maintenue a 25°C, pH 5,5 et
I'agitation était de 150 tours/min. Les échanges d'air étaient assurés par des pipettes Pasteur
stériles qui étaient insérées dans le bouchon des fioles, les prélevements étaient effectués par
une tubulure stérile attachée a une seringue. Des prélévements quotidiens ont été effectués

pendant 10 jours.
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Les échantillons utilisés pour le dosage des protéines et le dosage des activités
enzymatiques ont été centrifugés a 4000 G pendant 10 minutes a 4°C. Le surnageant obtenu

représente 1’extrait enzymatique. Toutes les expérimentations ont été réalisées en triplicata.
11.7.1 Mesure du pH

Le pH des échantillons du milieu d’hydrolyse a été mesuré a trois reprises a I’aide d’un

pH métre de type ADWA (AD1030) préalablement étalonné.
11.7.2 Dosage des sucres réducteurs

Le dosage des sucres réducteurs a été effectué selon la méthode Anthrone (Leng et al.,
2016) (voir section 11.5.2). Ce test a été précédé par une précipitation des échantillons a I'acétate
de plomb (10 %) et au bicarbonate (0,1 mg/l). La courbe d’étalonnage en glucose figure dans
I’Annexe I1.4. Elle a été tracée selon la gamme d’étalonnage qui est présentée dans le tableau

en dessous (Tableau 11.2).

Tableau I1.2 : Préparation des dilutions de glucose pour la réalisation de la courbe d’étalonnage

des sucres réducteurs par Anthrone.

Tube Témoin 1 2 g 4 5
Volume (ml) pris de 0 05 1 1,5 2 2,5
la solution mere
(1 g/
Eau distillée (ml) 10 95 9 8,5 8 7,5
Volume de solution a 1 1 1 1 1 1
analyser (ml)
Réactif Anthrone (ml) 5 5 5 5 5 5
Concentration finale 0 50 100 150 200 250

en mg/l

11.7.3 Dosage des protéines

La teneur en protéines a été déterminée par la méthode de Bradford (1976). Cette

méthode est I'une des méthodes les plus courantes pour mesurer la concentration des protéines
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en solution avec lI'albumine du serum bovin (BSA) cristalline comme standard (Annexe 4). Elle
repose sur la liaison du colorant bleu de Coomassie (G250) aux protéines (acides aminés
basiques et aromatiques). La forme anionique (liée) du colorant est bleue et possede un spectre
d’absorption maximale estimée a 595 nm. Le changement d'absorbance est proportionnel a la

quantité du colorant lié, indiquant donc la concentration en protéines dans I'échantillon.

L’estimation de taux des protéines a ét¢ effectuée au premier, cinquieme et dixiéme jour.
Le dosage a été realisé en ajoutant a 1 ml de chaque échantillon (surnageant) 2 ml de colorant
Bradford. Le mélange a été incubé a température ambiante a 1’obscurité pendant 15min afin
que I’équilibre de fixation protéines-colorants s’établisse. La teneur en protéines a été
déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage (Annexe 5) tracée selon le tableau d’étalonnage

suivant : (Tableau 11.3).

Tableau 11.3 : Préparation des solutions étalons pour le dosage des protéines.

Tube Témoin 1 2 3 4 5
Volume (ul) pris de la 0 20 40 60 80 100
solution mere
(1 mg/ml)
Eau distillée (W) 1000 980 | 960 940 920 900
Volume de solution a 1 1 1 1 1 1
analyser (ml)
Réactif Bradford (ml) 2 2 ) y) 2 2
Concentration finale 0 20 40 60 80 100
en pg/mi
Concentration en 0 0.02 0,04 0,06 0,08 0,1
mg/ml

11.7.4 Dosage de ’activité enzymatique

Le dosage des activités enzymatiques a été effectué a la fin de I’hydrolyse.

e Activité papier filtre (FPase) : Elle détermine ’activité totale dans un complexe
cellulasique selon la méthode de Ghose (1987). Son principe est basé sur la mesure

du pouvoir réducteur des sucres libérés lors de I’hydrolyse d’un substrat cellulosique.
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Le melange réactionnel a été constitue de la solution enzymatique (0.5 ml), de tampon
citrate 0.1 M, pH 4.8 (1 ml) et 50 mg de papier filtre (Whatman N° 1) de 1x6 cm,
incubé a 50°C, pendant 60 minutes.

e Activite Endoglucanase (CMCase) : ¢’est pour la détermination de 1’endo 1,4-R-D-
glucanase (EC 3. 2. 1. 4.) Elle a ét¢ mesurée dans un volume total de 1,5 ml d’un
mélange réactionnel contenant 0.5 ml d’extrait enzymatique dilué dans un tampon
citrate 0.1 M, pH 4.8 et 0.5 ml d’une solution de CMC a 1% (p/v) préparée dans le
méme tampon que 1’extrait enzymatique. Le mélange est incubé a 50°C pendant 30
minutes.

Le glucose libéré de I’hydrolyse du papier filtre et du CMC a été mesuré selon la
méthode de Miller (Miller, 1959) par une réaction colorimétrique due a la présence du DNS
(acide dinitrosalicylique) qui joue le réle d’oxydant et le glucose étant le réducteur (Annexe 4).
L’absorbance est déterminée a 540 nm. Ainsi, La concentration en glucose a été déterminée a
partir d’une courbe d’étalonnage de glucose (Annexe 5). Tandis que, la préparation de la

gamme d’étalonnage est présentée dans le tableau 11.4.

Tableau I1.4 : Préparation des dilutions de glucose pour la réalisation de la courbe

d’étalonnage par méthode DNS.

Tube Témoin 1 2 3 4 5 6
Volume (ml) pris 0 0,5 1 2 3 4 5
de la solution mere
(1 g/)
Eau distillée (ml) 10 9,5 9 8 7 6 5
Volume de solution 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
a analyser (ml)
Réactif DNS (ml) 1 1 1 1 1 1 1
Procédure dans la Chauffage au bain Marie a 100°C pendant 5 min
préparation
Eau distillée (ml) 7,5 7,5 7,5 75 7,5 7,5 7,5

ajoutée apres
refroidissement

Concentration 0 50 100 200 300 400 500

finale en mg/I
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L’activité enzymatique a été calculée en unité internationale par ml (Ul/ml). Une unité
enzymatique (Ul/ml) est définie comme étant la quantité d’enzyme nécessaire pour libérer

1 pumol de glucose /min :

e FPase : (mg de glucose libéré /0,18016 mg/umol) / (0,5 ml x 60 min)
= umol mint mI*t = Ul/ml.
e CMCase : (mg de glucose libéré /0,18016 mg/umol) / (0,5 ml x 30 min)

e =pmol min-1 mi-1 = Ul/ml.

11.8 Etude de la cinétique de la cellulase produite par Aspergillus iranicus isolat MS-34 et
Talaromyces verruculosus isolat MS-43 en batch-fermentation

Le milieu utilisé¢ est le méme que le milieu de d’hydrolyse de la palme seche, a
I'exception de la source de carbone qui est remplacée par 1% de CMC. Les parametres de
culture (pH, température, concentration d'inoculum et durée de fermentation) sont les mémes

que pour la fermentation précédente.

Les parametres étudiés durant toute la période de fermentation dans cette cinétique
sont : le pH, le dosage de glucose par méthode DNS, le dosage des protéines et le dosage des

activités enzymatiques (Annexe 4 et 5).
11.8.1 Dosage des activités enzymatiques

% Le dosage des activités FPase et CMCase est décrit dans la section 11.6.4.

% Activité p-glucosidase : la méthode utilisée pour déterminer cette activité est celle
proposée par Klyosov et Rabinowitch (1980), modifiée par Oliveros et al. (2014).
Pour chaque échantillon trois tubes a essai ont été utilisés. Le premier tube contenait
une solution cellobiose 15 mM, un tampon citrate pH 4,8 et de 1’eau distillée, le
deuxieme tube contenait un volume de I’extrait enzymatique et deux volumes d’eau et
le troisieme tube contenait une solution cellobiose, le tampon citrate et 1’extrait
enzymatique. Tous les tests ont été effectués a trois répétition. Les solutions ont été
homogénéisées a I’aide d’un vortex puis incubées a 50°C pendant 30 min. La quantité
de glucose libérée a été mesurée selon la méthode de DNS par soustraction des
absorbances des blancs de celle de I’échantillon. Cependant, I’activité f-glucosidase a

été déterminée selon 1’équation d’Afolabi (1997) :
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e p-glucosidase (Ul/ml) = Glucose (mg) x 0,0926.
Ici : 1.0 mg glucose = 0.5/ (0.18016 mg/pumol x 1.0 ml x 30 min)
= umol min*t mIt =0.0926 Ul/ml

+ Mesure de la viscosite du CMC : Parmi les méthodes utilisées pour determiner
I’activité cellulasique, c’est la technique de viscosimétre (Klyosov et Rabinowitch,
1980 ; Ghose, 1987 ; Shuangqi et al., 2011). C’est une détermination de la réduction
du milieu CMC par le viscosimétre rotatif. Elle est basee sur la fonction des enzymes
qui raccourcissent la longueur des chaines polysaccharidiques de cellulose dans une
solution visqueuse en la rendant moins visqueuse. La viscosité des solutions a été
mesurée a température de 30°C et a une vitesse de rotation de 30 rmp en utilisant le
rotor N° :1 (<100 mPa.s) (Annexe 6). Les mesures ont été effectuées a l'aide d’un
viscosimetre automatique FUNGILAB type V-PAD/142002 (Figure 11.10).

Figure 11.10 : Mesure de la viscosité des cultures a base du CMC avant et apres hydrolyse

enzymatique avec le viscosimetre automatique (FUNGILAB) (Original, 2023)
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11.8.2 Caractérisation des activites enzymatiques
11.8.2.1 Effet du pH

L’¢étude de la variation des activités enzymatiques en fonction du pH a été mesurée a
50°C de chaque enzyme (CMCase et FPase) pour une gamme de pH de 3.0 a 8.0. Trois types
de solutions tampon ont été utilisés pour suivre les effets du pH sur les activités enzymatiques :
tampon citrate 0.1 M pour les pH 3.0 et 4.0, le tampon citrate-phosphate 0.1 M pour les pH de
5.0, 6.0 et 7.0, le tampon phosphate 0.2 M pour le pH 8.0 (Annexe 1).
11.8.2.2 Effet de température

L'enzyme brute dans le surnageant de culture a été utilisée pour la caractérisation des
activités spécifiques de la CMCase et de la FPAase. Les échantillons ont été incubés a
différentes températures, soit 40, 50, 60, 70 et 80 °C pour examiner la température optimale de

I'activité enzymatique dans un tampon citrate (0,1 M, pH 4,8).
11.9. Production de Bioéthanol
11.9.1 Production de ’enzyme brute

La production d’enzyme a été effectuée selon la méthode de fermentation submergée.
Le milieu de fermentation a été constitué par 2 L de milieux Mandel avec CMC a raison de 1%
comme source unique de carbone. Le pH a €té ajusté a 5,5 et la température a été maintenue a
30°C avec une agitation de 150 tours/minute. Les échanges d’air ont été assurés par la présence
d’une pipete pasteur en verre fixé dans le bouchon des fioles. Dans ces conditions, I’oxygene
dissous dans le milieu de culture ne va pas étre inférieur a 20 % de la saturation en air. Les
deux souches sélectionnées ont été inoculées séparément a raison de 107 spores par ml de milieu.
La production de I’enzyme s’est poursuivie pendant 10 jours. A la fin de la fermentation, une
centrifugation a 4000 G pendant 10 minutes a été réalisée. Le surnageant constitue 1’extrait

enzymatique brut, il sert pour I’hydrolyse de poudre de la palme traitée et non traitée.
11.9.2 Dosage des activites cellulolytiques dans le mixte enzymatique

Pour obtenir une hydrolyse optimale de notre substrat végétale, nous avons mixé les
extraits enzymatiques des deux souches fongiques sélectionnées. Aussi, ’activité exo-
glucanase, endo-glucanase, et B-Glucosidase a été déterminée dans le mixte enzymatique selon

les méthodes citées préecédemment dans la section 11.6.4 et 11.7.1
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11.9.3 Hydrolyse enzymatique de la palme

La méthode utilisée dans cette expérience est celle de Winarsih et Siskawardani
(2020) avec modification. Les échantillons utilisés dans 1’hydrolyse enzymatique sont palme
non traitée et palme traitée avec 20 % de KOH. 20 g de chaque échantillon a été mélangé avec
400 ml de mixte enzymatique et 400 ml du tampon citrate (0.1 M, pH 4.8). Ensuite, incubation
du mélange a 60 °C pendant 4 jours avec une faible agitation. Le surnageant de I'hydrolysat a
été recueilli par centrifugation a 3 420 G pendant 10 minutes (Sriariyanun et al., 2019). Un
dosage des sucres réducteurs a été effectué selon la méthode de DNS (Miller, 1959). Le
rendement en saccharification représenté par la conversion de la cellulose en glucose apres

processus d’hydrolyse enzymatique a été calculé selon la formule suivante de Nurul Adela et

al. (2015) :

% Rendement en saccharification (%0) : [Glucose] / [Cellulose initiale] x 100
% [Glucose] : Concentration de glucose a la fin de I’hydrolyse enzymatique.

% [Cellulose initiale] : Concentration en cellulose initiale.

11.9.4 Fermentation du surnageant de I’hydrolysat

La levure Saccharomyces cerevisiae industrielle de la marque Eagle (pays de production
: Egypte, date de fabrication :19/04/2022, date de péremption : 18/04/2024) a été ajoutée a
raison de 0,5 % (p/v) (Winarsih et Siskawardani, 2020) dans le milieu de fermentation qui
était composé par un volume d’hydrolysat et un volume de milieu d’enrichissement (composé
de 6 g extrait de levure, 0,5 g MgSO4, 7H20, 1 g de KH2POg4, 1 g glucose et le pH était ajusté a
5,5) (Sriariyanun et al., 2019). Les cultures de levure ont été placées dans un agitateur-

incubateur a 150 tours/min a température 30°C, pendant 72 heures.
11.9.5 Estimation du taux d’éthanol produit

A la fin de la fermentation, 1’é¢thanol a été mesuré avec 1’appareill EXAO-JEULIN
(Figure 11.11). Le capteur éthanol de cet appareil est associé a une sonde qui permet de mesurer
une concentration d'éthanol dans I'eau en mg/L. 1l est particulierement adapté aux manipulations

du metabolisme cellulaire tel que la fermentation alcoolique des levures.

La sonde éthanol a été préalablement étalonnée selon la procédure d’étalonnage
indiquée dans le guide de I’appareil. La lecture des résultats a été faite a 1'aide d'un systeme

d'acquisition sur ordinateur. Ainsi, le pourcentage du rendement en bioéthanol est le rapport
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entre la concentration de 1’éthanol (g/I) obtenu et le rendement théorique en éthanol (g/l)

multiplié par cent.

Figure 11.11 : Mesure du taux d’éthanol aprés fermentation (1) : capteurs éthanol, Oz et CO; ;
(2) : Interface Foxy ; (3) : sonde éthanol ; (4) : ordinateur connecté a I’interface Foxy ; (5) :

les solutions a analyser (Originale, 2022)

11.10 Analyse statistique
L’analyse de la variance « ANOVA » a été utilisée pour les tests suivants :

- Comparaison de la quantité de cellulose libérée dans chaque prétraitement ;

- Comparaison du taux des sucres libérés dans les cultures submergées des
deux souches avec les différents prétraitements ;

- Effet de la température sur les activités cellulolytiques d’Aspergillus iranicus isolat
MS-34 et Talaromyces verruculosus isolat MS-43 ;

- Effet du pH sur les activités cellulolytiques d’Aspergillus iranicus isolat MS-34 et
Talaromyces verruculosus isolat MS-43.
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I11.1 Caractérisation de la palme séche du palmier dattier
Les résultats de 1’é¢tude chimique sur la poudre séche de la palme du palmier dattier

(Phoenix dactylifera L., variété Fegousse) sont raportés dans les tableaux 111.1 et 111.2.

Tableau 111.1 : Composition chimique de la palme séche du palmier dattier (Phoenix

dactylifera L.) variété Fegousse. Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes técarts-

types. N=3.
Unité Pourcentage massique (%0)
Parametres
, H MS MO MM CB MAT
analysés

1,0733 98,92 92,12 07,87 37,2 0,0284

Palme seche
10,055 10,055 10,40 10,40 11,249 10,0149

e H : humidité ; MS : matiére seche ; MO : matiére organique ; MM : matiére minérale ; CB:

cellulose brute ; MAT : matiére azotée totale.

Il a été constaté que le taux de la matiére organique « MO » (92,12 % £0,40) est bien
superieur a celui de la matiére minérale « MM » (7,87 % £0,40) (Tableau 111.1). De plus le
taux en matiére azotée « MAT » s’est avéré trés faible (0,0284 % +0,0149). En conséquence,
la teneur en protéine était de 0,177 %. En comparant ce résultat au fourrage destiné a
I’alimentation animale dont la teneur en protéines contient au moins 16 % (FAO, 2019), la
teneur protéique de la palme du palmier dattier est exessivement faible. Ce faible taux en MAT
n’est pas spécifique a la variété Fegousse puisqu’il a également été¢ observé dans 1’étude de
Chehma et al. (2000) lors de I’analyse des palmes séches issues de deux variétés de dattes qui

sont Deglet Nour et Ghars.

Concernant la composition minérale de la palme étudiée, quatre éléments minéraux ont
été analysés (Ca?*, Mg?*, Na* and K*) (Tableau 111.2). La concentration du calcium (Ca?*) s’est
avérée la plus élevée (14,40 +0,45 mg/g), suivie par la concentration du magnésium (Mg?*)
(5,26 £0,36 mg/g).
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Tableau 111.2 : Composition minérale de la palme séche du palmier dattier (Phoenix

dactylifera L.), variété Fegousse. Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes +écarts-

types. N=3.
Unité Elément minérale
Ca2t Mg2* Na* K*
mg/g 14,40 5,26 1,60 2,09
+0,45 +0,36 0,12 10,04
% 1,44 0,52 0,16 0,20

L’examen des données bibliographiques concernant la teneur en minéraux montre que
les intervalles sont de 0,12 a 0,53 % pour le calcium, de 0,005 a 0,39 % pour le sodium et de
0,07 a 1,10 % pour le potassium (El-Shurafa, 1984). D’une maniére générale, les taux des
minéraux mesurés pour la variété Fegousse sont conformes avec les résultats bibliographiques
sauf pour le Calcium qui a enregistré une teneur plus élevée. L’étude de Kolsi-Benzina (2008)
a montré que cette variation peut étre die a plusieurs facteurs, tels que I’effet de la région et la
position du palmier. De plus, la teneur en minéraux varie selon le stade de maturation, le
cultivar, les conditions environnementales et les pratiques agronomiques (Al-Farsi et Lee,
2008 ; Tripler et al., 2011 ; Dghaim et coll, 2021)

La teneur en cellulose brute représentée par la matiere organique restant insoluble apres
traitement acide et alcalin était de 37,2 %. Alors que, dans les résultats d’Almi et al (2015), le
pourcentage de la teneur brute en cellulose dans le pétiole, le rachis et les folioles est de 23,97
%, 54,02 % et 49,00 % respectivement. Cela pourrait correspondre a une teneur en cellulose
brute dans leurs échantillons de la palme (42,33 %), qui est lIégerement supérieure a notre
résultat. De méme pour I’analyse de Nasser et al (2016), les valeurs de la teneur en cellulose
brute est de 32,8% a 47,5%. Toutefois, il a été signalé que la composition des résidus du
palmiers dattiers contient moins de cellulose que d’autres résidus lignocellulosiques (BledzkKi

et al., 1996).
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I11.2 Analyse chimique de I’eau brute du barrage

Etant donné que les souches fongiques étudiées dans ce travail proviennent d’un sol
subaquatique de la région de Kenadsa (Barrage de Djorf Torba), des analyses chimiques ont été
effectuée chaque mois durant 6 mois sur I’cau brute pour faire un état de lieu de notre zone
d’¢échantillonnage. Pour cela, cinq critéres ont été étudiés : Salinité, sodium, alcalinité, dureté,
et pH. Les principaux sels responsables de la salinité de I’eau sont les sels du calcium (Ca?"),
du magnésium (Mg?*), du sodium (Na*), les chlorures (CI), les sulfates (SOs*) et les
bicarbonates (HCO®") (Figure I11.1 et 111.2). De ce fait, une valeur élevée de la salinité signifie

une grande quantité d’ions en solution.

120 - 111.6
= 100 -
[@)]
e 78
S 80 1
2 ——Ca+2
©
= . 1
c 60 59 7 —0—M(+2
e Na+
§ 40 +
O T T T T T 1
Mars Avril Mai Juin Juillet Aout

Période d'analyse par mois

Figure 111.1 : Concentration en cations de 1’eau brute du barrage durant la période Mars —
Aot (2021)

Les échantillons de 1’eau brute du barrage ont enregistré un taux de chlorure qui dépasse
les normes Algériennes recommandées par le JORA (2011) (>200 mg/l). La valeur maximum
enregistrée en mois d’ Aot est de 638,1 mg/l. Selon la grille de qualité des eaux de surface
(Annexe 7), le magnésium, le calcium, le sulfate et les bicarbonates semblent étre dans les
normes. En ce qui concerne le pH, on peut dire que 1’eau brute du barrage est une eau alcaline

puisqu’elle est supérieure a pH 7 pendant toute la période d’analyse (Figure 111.3).
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Cette alcalinité d’eau peut favoriser le développement des populations bactériennes plus
que celui des populations fongiques, qui sont plutot acidophiles (pH optimum entre 4 et 6)
(Nicklin et al., 2000). Cependant, Botton et al. (1990) ont mis en évidence une croissance dans

une large gamme de pH de 4.5-8.0 pour les moisissures.
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Figure 111.2 : Concentration en anions de 1’eau brute du barrage durant la période Mars —

Aot (2021)
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Figure 111.3 : Evolution du pH de I’eau brute du barrage durant la période Mars — Ao(it
(2021)
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Figure 111.4 : Taux des sels de 1’eau brute du barrage durant la période Mars — Aodt
(2021)

Les résultats montrent une élévation légere dans le taux des sels (TDS) des échantillons
d’eau (Figure I11. 4). Cette légére salinité peut étre expliquée par I’effet de la sécheresse due a
la diminution de la précipitation, par le réchauffement climatique entrainant une évaporation
augmentée, la désertification et la dégradation des sols. D’autant plus, les dépots continuels de
sédiments entrainent un élargissement de la surface du barrage Djorf-Torba qui accentue
I’évaporation de 1’eau (Kabour et al., 2015).

D’aprés Gunde-Cimerman et Zalar (2014), depuis plusieurs décennies les
champignons ont été reconnus comme xeérophiles ou xérotolérants, cela veut dire qu’ils sont

capables de croitre dans un environnement a faible activité d’eau (Aw).
111.2.2 Isolement et purification des isolats fongiques

On rappelle que les échantillons sont de deux biotopes totalement différents. Le premier

biotope est de nature séche, le deuxieme biotope est humide (sol subaquatique).

L’isolement des souches fongiques a partir des échantillons des palmes séches a permis
d’obtenir 42 isolats, dont la majorité des isolats se localise dans la partie pétiole. Il est a noter
que plus on s’¢loigne du tronc la densité fongique diminue (Tableau 111.3)
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Tableau 111.3 : Isolement des souches fongiques a partir des différents échantillons.

Origine Milieu Dilution Nb de colonies
Palme séche, PDA 1072 15 (S1, S2, Sa, Sa, Se, Sa1,
partie Pétiole S23 S24, S25, S26, S27, S29,

S30, Ss1.S32)
103 4 (Ss, S7, S19, S20)
CDA 102 3 (S22, S28, S33)
Agar blanc 107 Abs
Palme séche, PDA 102 9 (Se, S11, S12, S35, S3s,
partie Rachis Ss7, Sss, Sz9, Sao)
107 3 (S10, S13, S14)
CDA 1072 1(S3s)
Agar blanc 107 1(Ss)
Palme séche, PDA 102 3 (S17, S1s, S12)
partie Foliole 1073 1 (Saz)
CDA 107 Abs
Agar blanc 1072 2 (S1s, S16)
Sol du barrage 1 PDA 10t 2 (Sbys, Sbyp)
(profondeur d’eau 1072 1 (Shis)
5cm) 103 Abs
Sol du barrage 2 PDA 10t 1 (Shy
(profondeur d’eau 107 Abs
10 cm) 103 Abs
Sol du barrage 3 PDA 10t 2 (Sbay1, Shar)
(profondeur d’eau 107 1 (Sbaa)
15 cm) 103 1 (Shass)
Sol du barrage 4 PDA 10t 4 (Sbasz, Sbas, Sbaa,
(profondeur d’eau Shays)
20 cm) 1072 1 (Shass)
103 1 (Sban)

e Abs : absence de colonies
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Alors que I’isolement a partir des échantillons du sol du barrage de Djorf Torba a permis
d’isoler 14 isolats fongiques de couleurs et de structures différentes (Tableau 111.4 ; 111.5).

La répartition disproportionnée des souches fongiques dans les échantillons des palmes
seches démontre que les parties pétioles hébergent plus de souches fongiques que les parties
Rachis et folioles. Cela peut étre lié a la composition et la position des différentes parties dans
la palme.

111.2.3 Identification des souches isolées

L’utilisation des caractéristiques de détermination décritres par Ramirez (1982), de
Botton et al. (1990) et de Pitt et Hocking (2009) a permis d’identifier les souches isolées.

111.2.3.1 Identification du genre

Les observations des structures microscopiques caractéristiques des souches fongiques
isolées telles que le mycélium, les conidiophores et les conidies ont permis d’identifier les
genres auxquels appartenaient les isolats. Ainsi, 4 genres de moisissures ont été mis en évidence
(Tableau I11. 5). Le genre Alternaria, le genre Aspergillus, le genre Cladosporium et le genre

Penicillium.
111.2.3.2 Identification des espéces

Les observations des caractéristiques structurales des colonies fongiques telles que
I’aspect du mycélium, la surface des colonies, la couleur du mycélium et du revers de la boite
ainsi que la présence ou I’absence des pigments ont peremis d’identifier les espéces des souches

isolées.
Parmi les especes fongiques identifiées selon les clefs d’identification :

e A flavus
Les colonies d’A. flavus cultivées sur le milieu CYA a 25°C et 37°C sont supérieures
ou égales a 35 mm de diametre. Elles sont planes, denses, poudreuses, envahissantes, veloutées
sur les zones marginales et floconneuses au centre avec une couleur jaune. Il n’ y a pas de
croissance a 5°C. Sur le milieu G25N, les colonies sont floconneuses avec une couleur blanche,
leur diamétre moyen varie entre 25 mm a 40 mm. Sur le milieu MEA, les colonies présentent
une couleur jaune verdatre qui vire au vert olive apres 14 jours d’incubation. Le diamétre moyen

en fin de période d’incubation est de 50 a 70 mm.
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Tableau I11.4 : Caractéres macroscopiques des souches fongiques isolées.

Fructification | Caractéri- Surface Pigment de
Genre avec dctitieat ! . g Vue d’ensemble Revers de la boite
Code des souches sation de la revers de la
Correspondants Golanie boite
Alternaria Vert olive | Veloutée et| Planea | Centre
S24, Sa27 centre gris | flocon- flexueuse | marron et
neuse contour
brun
Aspergillus Vert foncé | Poudreuse | Plane Pale
Ss, S4, Se
S0, S22 Szs, Sas, | Vert Poudreuse, | Plane Incolore
Sas, Sa7, Sa1, Saz (absence de
pigments)
Cladosporium | Petite Floconneuse| Plane Pigment
colonie a poudreuse marron
SS, Sg, 830, 833 brune
olivatre olivatre
Penicillium Vert pale Floconneuse| Plane Incolore
S1, S2, Ss, (absence de
igments
S7, Swo Pig )
Vert pale Floconneuse| Plane .
, Pigment
entouré par | au centre
un cercle avec une jaune
blanc zone .
orangé
granuleuse
Sas, Sao Vert _
entouré par | Granuleuse | Plane Pigment
un cercle jaune
blanc
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Tableau I11. 5 : Caracteres microscopiques des souches fongiques isolées.

Code de la

souche

Genre

Aspect microscopique du

genre

Photos de ’aspect

microscopique du genre

Soa, S27

Alternaria

- Conidiophores a croissance
sympodiale

- Conidies marron en
chaines courtes
irrégulierement ramifiées

- Acropétales s’allongeant
au sommet, cloisonné
longitudinalement et
transversalement

S3, S4, Se
S20, S22 S23, Sas,
Sss, S37, Sa1, Saz

Aspergillus

- Mycélium cloisonné

- Plusieurs Conidiophores,
dressés non ramifiés,
terminés en vésicules

- Conidies de couleurs
variées en chaine divergente
- Phialides formés
directement sur les vésicules
-Paroi des cellules épaisses

Ssg, So, S30, S33

Cladosporium

- Hyphes cloisonnés bruns

-Conidies unicellulaires
ellipsordales de couleur brun
pale a brun foncé et ont un
hile foncé

- Conidophore porte des
renflements terminaux et
intercalaires

S1, Sz, Ss S7, S10
S3s, S40

Penicillium

- Conidiospores isolés,
simples ou ramifiés,
terminés par un pénicille

- Phialide branché
directement a I’extrémité du
conidiospore

- Conidies en chaine de
forme globuleuse ou
cylindrique
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e A. parasiticus
Les colonies d’A. parasiticus sont caractérisées par une croissance a 25 et 37°C. Sur
milieu CYA les colonies sont planes, denses et veloutées, de couleur blanche virant au jaune
verdatre aux extrémités, elles ont un diameétre qui varie entre 41 et 50 mm avec absence de
croissance a température basse (5°C). Sur le milieu Glycérol Nitrate Agar a 25°C, le diameétre
est presque le méme avec une couleur blanche et jaune au centre. Sur le milieu MEA a 25°C

les colonies ont un diameétre de 43 a 50 mm de couleur vert foncé et trés dense.

= A niger

Les diamétres des colonies sur les mileux CYA et MEA varient entre 45 mm a 55 mm
et parfois couvrant toute la boite de Pétri. La structure est plane, veloutée avec un mycélium
blanc surmontée par une couche brune foncée a noire. Les colonies sont généralement plus
petites que celles sur milieu CYA variant de 30 a 35 mm de diameétre et sur G25N de 35 a 37
mm de diameétre, planes, veloutées, avec un mycélium blanc ou jaune pale. Une absence de

croissance a 5°C.

= A terreus

Les diametres des colonies cultivées sur le milieu CYA de 33 a 40 mm de diamétre,
elles sont planes, basses, veloutées et denses. Le mycélium est blanc et sur CYA a 37°C brun
entouré par une couleur grisatre. Colonies sur MEA de 35 mm a 40 mm de diameétre sont
similaires a celles sur CYA. Colonies sur G25N de 22 a 30 mm de diamétre sont planes, revers

marron et pas de croissance a 5°C.

= P. frequentans

Les diameétres des colonies cultivées sur le milieu CYA a 25°C est de 34 a 40 mm de
diametre, elles sont planes avec une texture de surface veloutée, mycélium blanc entouré par
une couleur verte avec un pigment soluble jaune vif et un revers jaune péle. Le diamétre des
colonies cultivées sur le milieu MEA est de 25 a 35 mm, elles sont veloutées, planes mycélium
blanc visible aux centres seulement. Le diameétre des colonies cultivéessur le milieu G25N est

de 24-25 mm. Il n’ya pas de croissance a 37°C ni a 5°C.
= C. cladosporoides

Les diamétres des colonies cultivées sur le milieu CYA a 25°C est de 37 mm, et de 25

mm et 34 mm a 73°C cultivees sur le milieu CYA et MEA, respectivement. La couleur des
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colonies est noire mouchetée avec un revers vert pale a grisatre et une croissance lente. La

structure de la colonie est dense veloutées et il n’y a pas de croissance sur 5°C.

= A alternata

Les diamétres des colonies cultuvees sur le milieu CYA et MEA est de 50 mm a 62 mm
respectivement. Elles sont planes avec une floculation profonde, le mycélium blanc au début
puis il devient gris au centre entouré par une couleur verte grise. Un revers brun aux alentours
de la colonie et marron foncé. Le diamétre des colonies cultivées sur G25N est de 15-22 mm,

elles sont de couleur vert olive. Il y a absence de croissance 37°C et a 5°C.

Les résultats de I’identification des isolats fongiques ont montré une diversité du genre
et d’espéces. Les especes appartenant au genre Aspergillus étaient les plus dominantes. D’apres
Pitt et Hocking (2009), les especes de ce genre sont les plus abondantes dans le monde, suivies
par les especes du genre Penicillium et Fusarium. Selon le méme auteur, cette dominance est
dle a sa capacité de se développer a des températures élevées et une faible activité d’eau Aw.
A. niger, A. flavus, A. parasiticus, A. terreus, sont des especes reconnues par leurs productions
des mycotoxines et comme agents d’altération des céréales, des noix, des graines, des fruits et

l[égumes.

Bien que les deux genres Aspergillus et Penicillium causent d’énormes pertes
économiques en tant qu’agents de détérioration alimentaire, la présence des espéces de genre
Pénicillium dans les aliments est plus ou moins accidentelle. P. frequentans, connus au paravent
sous le nom P. glabrum est une espece non mycotoxinogene rencontrée fréquemment dans le
blé, la farine, le soja, les arachides et aussi dans les produits a base de viande (Domsch et al.,
1980 ; Pitt et Hocking, 2000).

Cladisporium est un genre couramment isolé et souvent dominant dans la microflore
aéroportée. Les especes de ce genre se présentent a la fois comme saprophytes et comme agents
pathogénes des plantes (Crouse et al., 2007). C.cladosporoides a été isolé dans une grande
gamme d’aliments y compris les légumes et fruits frais, le blé, la farine, le riz, la viande fraiche

et congelee, les noix et méme le poisson (Pitt et Hocking, 2019).

A TDinverse, les espéces appartenanat au genre Ulocladium, connu sous le nom
Alternaria, sont rarement trouvées dans les aliments. Elles ont été isolées a partir des noisettes,

des noix, du pistache, d’orge et d’arachides (Pitt et Hocking, 2000).
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111.3 Criblages et sélection des souches fongiques productrices des cellulases

La quantification et I’obtention des cellulases fongiques sont des objectifs difficiles a
atteindre (Stephen et al., 2003). De ce fait, deux milieux solides ont été mis utilisés pour
permettre le criblage de 56 isolats fongiques. Un milieu solide contenant du
carboxymethylcellulose (CMC) pour une sélection primaire et un deuxiéme milieu solide
contenant de la cellulose Avicel (cristallin) (CA) pour une sélection secondaire des souches

cellulolytiques performantes. Seules les souches ayant répondu positivement aux deux tests ont

été selectionnees. Elles sont présentées dans le Tableau I11. 6 et la Figure I11. 5.

Tableau I11.6 : Diamétres des colonies et des halos d’hydrolyse obtenus sur milieu CMC et

CA avec indice enzymatique des isolats cellulolytiques. Les résultats sont exprimés en valeurs

moyennes técarts-types avec N=4.

Code Diametre | Diametre Indice Diametre | Diametre Indice
isolat colonie halo en | enzymatique | colonie halo en | enzymatique
fongique | en CMC CMC CMC en CA CA CA

Sbaa 54,5 mm 4 mm 1,073 52 mm 1 mm 1,019
10,5 0,1 0,1 10,1

Sbasz | 4525mm | 3,5mm 1,077 40,3 mm | 6,5mm 1,16
0,7 0,5 + 0,57 +05

So/18 77 mm 1,5mm 1,019 Abs Abs /
+0,1 £0,5

S11/18 255mm | 85mm 1.33 Abs Abs /
+05 +05

S1o118 20 mm 11.5 1.57 Abs Abs /
0.1 0.5

Abs : absence
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Témoin

Figure 111.5: Evaluation de ’activité enzymatique des isolats cellulolytiques sur milieux CMC (carboxymethyl-cellulose) et

milieu CA (cellulose Avicel) a 25°C apres 5 jours d’incubation.

72




Chapitre 111 : Résultats et Discussion

La méthode de screening en milieux solide avec des chromogeénes indicatifs a été
souvent utilisée pour la détection des cellulases produites par des microorganismes a
potentiel biotechnologique (Kasana et al., 2008 ; Jo et al., 2011 ; Colonia et Chagas
Janior, 2014). Utilisant cette méthode nos résultats ont montré que 9 % des isolats fongiques
testés ont répondu positivement au screening. Deux entre eux (Sbas/s et Shas3) ont été isolés
des échantillons du sol subaquatique du barrage Djorf EI Torba et les quatres restantes sont
isuus de la palme du palmier dattier. Le criblage réalisé en milieu CMC a présenté une
dégradation du colorant rouge Congo, le halo enzymatique passe du rouge a I'orange (Figure
I11. 5), Tandis que pour le milieu CA la dégradation de la couleur est jaune. A savoir, Les
indices enzymatiques supérieurs & 1,0 représentent clairement la sécrétion enzymatique a
I'extérieur de la colonie et quant a ceux avec des valeurs inférieures a 1,0 ils définissent la

croissance de la colonie supérieure au halo enzymatique.

Les résultats obtenus ont aussi permis de révéler une variabilité significative au sain
de ces champignons cellulolytiques. Il apparait clair que les souches isolées a partire de la
palme n’ont pas pu se développer sur le milieu minéral a base de cellulose Avicel car elles
ne possédent pas une activité Exoglucanase (CBH), contrairement aux deux souches issues
du barrage qui exhibent une bonne activité CBH (Elsb3/2: 1,019 ; Elspbarz; 1,16). Cependant,
I’activité Endoglucanase (EG) la plus élevée était observée chez 1’isolat de la palme Si2/18
avec un indice enzymatique EI : 1,5. Selon des études antérieures, une hydrolyse efficace de
la cellulose est déterminée par la coopération des trois types d'enzymes (Shuangqi et al.
2011). Cependant, selon Zhang et al. (2006) et Miklaszewska et al. (2016), le rdle le plus
important dans le processus est d aux endoglucanases (EG) et exoglucanases (CBH). De ce
fait les deux isolats fongiques des sols subaquatiques ont été seélectionnés pour les

expériences qui suivent.

Comparé a d'autres résultats, les plus grands halos de criblage obtenus sur milieu
CMC avec le chromogene Rouge de Congo étaient de 40 mm et dans le milieu Avicel de 51
mm en utilisant des champignons filamenteux isolés des sols (Colonia et Chagas Junior,
2014). Dans I’étude de Kwon et al., 2007 le plus grand diametre de la zone claire avec des

Fusarium spp était de 25 a 40 mm seulement.

Egalement, 1’étude de Miklaszewska et al. (2016) présente 1’indice enzymatique
(EI) de plusieurs genres et espéces fongiques a activité cellulolytique dont le groupe des

Penicillium sp. (26 isolats) avait une moyenne d’EI égale a 1,12. Pour le groupe
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d’Aspergillus (A. fumigatus, A. nidulans, A. flavus, A. sydowii, Aspergillus spp.) I’El variait
entre 0,95 et 1,94 et pour les Trichoderma spps. (16 isolats) la moyenne de El était de 0,67.

111.4 Caracteérisation des deux souches cellulolytiques sélectionnées

111.4.1 Caractérisation phénotypique

Comme il a été cité auparavant, le screening en milieu solide a permis de choisir deux
isolats a activité cellulolytique supérieure. Le profil phénotypique de chaque isolat est

comme suit :

1. Isolat Sbsus

Cette souche a été isolée du sol subaquatique du barrage Djorf-Torba. Le mycélium
obtenu apres croissance sur milieu gélosé PDA, MEA, CYA et G25N est de couleur blanche
a blanc cassé (Figure 111.6), une texture de surface veloutée floconneuse au centre, le revers
beige au miel. Néanmoins, dans les cultures matures la couleur de mycélium devient jaune.
Une faible sporulation, absence de sclérose et de pigment soluble. Ainsi, le diametre des
colonies différe d’une gélose a une autre : il est de 28-31 mm dans le PDA ; 18-23 en MEA ;
18-22 dans CYA a 25°C ; 21-25 dans CYA a 37°C et aucune croissance fongique a 5 °C.

Sous microscope photonique, 1’isolat Shzi présente les caractéristiques du genre Aspergillus.

Figure 111.6 : Aspergillus sp. (Isolat Shzs). (a) colonie sur gélose PDA apres 7 jours

d’incubation a 25°C. (b) revers de la colonie. (c) conidiophore. (d) conidies.
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2. lIsolat Sbas

Cette souche a été aussi isolée du sol subaquatique du barrage Djorf-Torba. Les
colonies obtenues apres culture sur les milieux gelosées PDA, MEA, CYA et G25N sont
denses avec une structure granuleuse. Sur le milieu PDA la colonie est de couleur verte et
un contour blanc, revers jaune brun a brun foncé. Sur les milieux CYA et MEA le centre de
la colonie est un vert olive entouré par un vert claire. Sur G25N les colonies sont blanches.
Parfois les colonies produisent une pigmentation rouge brique avec un revers de couleur
rouge vif (Figure 111.7). Le diametre sur les différents milieux géloses est comme suit :
MEA : 30-35 mm G25N 25°C : 23 mm ; CYA a 25°C diametre des colonies : 18-22 mm ;
CYA a37°C : 24-25°C, absence de croissance sur 5°C.

(d) (€

Figure 111.7 : Penicillium verrucosum (Isolat Shas3). (a) colonie sur gélose PDA aprés 7
jours d’incubation a 25°C. (b) pigmentation produite sur PDA (c) revers de la colonie. (d)

structure de fructification. (e) conidies.

Les résultats obtenus par les tests d’identification classique ne permettent pas de faire
une caractérisation précise de I’espece. Selon les clés d’identification citées auparavant, la
souche Shzs présente les caractéristiques les plus proches a A. candidas et A. niveus. A
I’opposé de Sbays, la présence de pigmentation rouge dans les cultures de la souche Sha;z a

permis de I’identifier comme une P. verrucosum.
111.4.2 Caractérisation moléculaire

Afin de confirmer I’identification des souches cellulolytiques, Aspergillus spp. isolat
Sh3/4 et Penicillium verrucosum isolat Shsss une identification moléculaire a été effectuée.
Pour cela, les amorces ITS 1 et ITS 4 ont été utilisées dans 1’amplification par PCR et les

produits obtenus ont eté séquences. Ces séquences ont eté utilisees pour réaliser un Apres
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BLAST sur la banque génique Genbank, suivi par alignement et nettoyage des séquences.
Les données obtenues ont révélé que parmi toutes les séquences détectées, la plus grande
similarité (99,82 %.) de la souche Aspergillus spp. isolat Sb3/4 était avec la souche
Aspergillus iranicus DTO 203-D7 (Genbank KP987077.1).

Tandis que, la souche Penicillium verrucosum isolat Sha/ était similaire a 1’espéce
Talaromyces verruculosus strain CPO MARH6 (Genbank MN944729.1) avec un

pourcentage d’identité nucléotidique de 99,62 %.

Les séquences issues des nouvelles souches de l'espéce Aspergillus iranicus et
I’espéce Talaromyces verruculosus sont déposées dans la base de données NCBI GenBank,

sous le numéro d'accession suivant :

v Aspergillus iranicus isolat MS-34 : OL823064.1
v Talaromyces verruculosus isolat MS-43 : 0Q789265.1
111.4.3 Analyses phylogénétiques

Les analyses phylogénétiques ont été produites a partir des données du BLAST et
I'alignement des séquences a l'aide du MEGAL11 (Tamura et al., 2021) avec la méthode de
Neighbor Joining (Saitou et Nei, 1987). Le pourcentage d'arbres répliqués dans lesquels les
taxons associés se sont regroupés dans le test bootstrap (1000 réplicats) est indiqué sous les
branches (Figure 111.7 ; 111.8). Les deux arbres sont dessinés a I'échelle, avec des longueurs
de branches dans les mémes unités que celles des distances évolutives utilisées pour déduire
I'arbre phylogénétique. En ce qui concerne les distances évolutives, elles ont été calculées a
I'aide de la méthode a 3 parameétres de Tamura (Tamura, 1992). Ces analyses ont été
réalisées sur 41 séquences nucléotidiques pour A. iranicus isolat MS-34 et 45 séquences

nucléotidique pour Talaromyces verruculosus isolat MS-43.

Selon I’analyse phylogénétique, A. iranicus isolat MS-34 est phylogénétiquement
proche de I’espéce A. niveus, A. neoindicus, A. allahabadii et A. candidus (Figure 111.8).
Tandis que, Talaromyces verruculosus isolat MS-43 est étroitement lié a T. pinophilus, T.
oumae-annae T. adpressus et quelques souches de Penicillium sp. (Figure 111.9).
Cependant, les caractéristiques culturelles et micro-morphologiques peuvent étre différentes
d’une espéce a une autre. Les résultats taxonomiques dans 1’étude d’Arzanlou et al. (2016)
sont conformes a nos résultats d’analyse phylogénétique pour la souche A. iranicus isolat

MS-34. En revanche, I’étude de Yilmaz et al. (2014) illustre que 1’espéce Talaromyces
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verruculosus est bien liée a I’espece T. oumae-annae dans la classification de Talaromyces

section Islandici.
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Figure 111.8 : Position de la souche Aspergillus iranicus isolat MS-34 dans 1’arbre
phylogénétique. Réalisé dans MEGAX11 (2021)
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Figure 111.9 : Position de la souche Talaromyces verruculosus isolat MS-43 dans 1’arbre
phylogénétique. Réalisé dans MEGAX11 (2021)
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I11.5 Etude de I’hydrolyse de celluloses contenues dans la palme du palmier dattier
111.5.1 Estimation de cellulose libérée dans chaque prétraitement

L’objectif d’un prétraitement est de rendre accessible les différents composants de la
biomasse lignocellulosique. Dans notre cas, ¢’est pour augmenter I’exposition de la cellulose
de la palme séche aux attaques enzymatiques dans les milieux d’hydrolyses. Pour cela, trois
solutions alcalines de KOH (10 %, 20 % et 50 %) ont été utilisées en paralléle avec le témoin
(palme non traitée) pour vérifier, optimiser et évaluer I’efficacité du prétraitement sur

I’hydrolyse fongique de nos échantillons (Figure 111.10 et 111.11).

Les résultats dans la figure III.11 montrent une corrélation entre 1’augmentation
progressive des concentrations en KOH (0, 10, 20 et 50 %) et I'augmentation progressive de
la teneur en cellulose dans les milieux (539,44 mg/l, 897,22 mg/l, 1171,11 mg/l et 1276,11
mg/l). Il parait claire que la quantité¢ de cellulose libérée dans le milieu d’hydrolyse est
nettement influencée par le degré du prétraitement employé auparavant. Cette augmentation
est statistiquement significative selon 1’analyse effectuée par le test statistigue ANOVA avec
une valeur de p= 0,009 (P <0,05) (Annexe 8).

Il a été rapportédans plusieurs études que le prétraitement alcalin améliore
efficacement le rendement d'hydrolyse de nombreuses biomasses (Sun et al., 1995 ; Kim et
Holtzapple, 2005 ; Liu et al., 2015 ; Memon et Memon, 2020). Le prétraitement utilisé
dans cette étude a été choisi pour des échantillons ayant une teneur en cellulose comprise
entre 33 et 40 % (p/p) (Talebnia et al., 2010 ; Liu et al.,, 2015). En conséquence, le
prétraitement de nos échantillons de la palme séche qui contiennent 37,2 % de cellulose, s'est
avéré efficace. 1l a été observé que l'intensité de la couleur du liquide séparé dérivé du

traitement au KOH devenait plus sombre avec la séveérité du prétraitement (Figure 111.10).

Selon Liu et al. (2015), il existe une corrélation positive entre la teneur en lignine et
I’hémicellulose dans le filtrat noir et la charge initiale en KOH. Ce qui est expliqué par le
fait que le prétraitement a éliminé les composants amorphes comme la lignine et
I'némicellulose (He et al., 2008).
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/o Mixte palme séche et
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Figure 111.10 : Résultats de prétraitement alcalin de la palme séche.
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Figure 111.11 : Concentration de cellulose avant et apres prétraitement alcalin. Les

résultats sont exprimés en valeurs moyennes técartst-ypes. N=3.
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111.5.2 Hydrolyse de la palme seche par les souches A. iranicus isolat MS-34 et T.
verruculosus isolat MS-43

Dans le milieu minérale « Mandel » la poudre de la palme seche traitée et non traitée
a eté utilisée comme substrat cellulosique hydrolysable par les souches A. iranicus isolat
MS-34 et T. verruculosus isolat MS-43. Quatre parametres ont été mesurés dans cette
expérimentation : le pH, la concentration des protéines et sucres réducteurs et 1’activité

enzymatique. Les résultats sont présentés dans les planches 111.1, 111.2 et 111.3 (Annexe. 9).

Il a été observé que les quantités des carbohydrates ont atteint des valeurs maximales
a différentes périodes de fermentation dans les cultures submergées. Les valeurs maximales
dans I’hydrolyse avec la souche A. iranicus isolat MS-34 sont entre 51,90 et 61,90 mg/I dans
le témoin et dans le P-KOH 0% (palme seche traitée avec 10 % de charge KOH) enregistrée
apres 6 jours d’incubation. Contrairement a ces résultats, les deux prétraitements (P-KOHzo0
et P-KOHso%) ont montrré des valeurs maximales & partir du deuxiéme et quatriéme jour
d’incubation (Planche 111.1). En outre, la valeur maximale dans les cultures avec la souche
A. iranicus isolat MS-34 a atteint 197,84 mg/I.

En ce qui concerne les cultures avec la souche T. verruculosus isolat MS-43, les
valeurs maximales en sucres réducteurs sont enregistrées a partir du 4°™ et 6°™ jour, avec
des quantités légérement inférieures a celles obtenues avec des cultures de la souche A.
iranicus isolat MS-34 : 126,59 mg/l pour le témoin, 92,21mg/l pour P-KOH10%, 83,78 mg/I
pour P-KOH2g9 et 133,46 mg/l P-KOHsos. (Planche 111.2)

D’aprés I’evaluation statistique utilisant le test ANOVA a deux facteurs pour
comparer les taux les plus élevés des sucres libérés dans les cultures submergées des deux
souches avec les différents prétraitements (Annexe 8), a permis de révéler une différence
significative en fonction du type de 1’espéce fongique et du prétraitement employé. On dit
alors qu’il y a une interaction entre les 2 facteurs (F est trés supérieur a la valeur critique (>
0,05) et donc l'interaction est hautement significative. La probabilité (p-value) dans les

variations est inférieure a a (< 0,001) ce qui veut dire que 1’effet est hautement significatif.
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Planche 111.1 : Evolution du pH et de la concentration en carbohydrates (Ccarbohy) dans

les différents milieux d’hydrolyse avec la souche A. iranicus isolat MS-34. (A) : palme

séche sans traitement (témoin), (B) : palme seche traitée avec 10 % de charge KOH, (C)

palme séche avec 20 % de charge KOH, (D) palme seche traitée avec 50 % de charge

KOH. Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes +écarts-types. N=3.
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Planche 111.2 : Evolution du pH et de la concentration en carbohydrates (Ccarbohy) dans

les différents milieux d’hydrolyse avec la souche T. verruculosus isolat MS-43. (A) :

palme séche sans traitement (témoin), (B) : palme séche traitée avec 10 % de charge KOH,

(C) palme seche avec 20 % de charge KOH, (D) palme seche traitée avec 50 % de charge

KOH. Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes +écartstypes. N=3.
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Par rapport aux rendements en sucres réducteurs de la palme séche non traitée les
rendements en sucres réducteurs de la palme séche prétraitée au KOH ont été trouvés bien
plus supérieurs apres hydrolyse enzymatique. De méme, les rendements en sucres ont été
significativement améliorés avec l'augmentation de la proportion de KOH. Ce qui est
conforme aux résultats de Liu et al. (2015). De méme, Gong et al. (2020) affirme que la
charge en solide (sel de pretraitement) exerce des effets significatifs sur I'efficacité et le
rendement de la saccharification. Le rendement en sucre le plus élevé était de 197,84 mg/l a
50 % de charge de KOH. Cependant, la moyenne totale des quantités de sucre dans les

milieux P-KOH:o et P-KOHsoo était bien proche.

Quant au pH, une augmentation des valeurs dans les cultures submergées avec les
deux espéces a été observée. En effet le pH dans les cultures sans traitement varie dans un
intervalle de [5,5 & 6,6] ; Dans le milieu P-KOHao il était entre [6,1 a 7,2] ; Pour le milieu
P-KOH20% le pH était compris entre [6,5 a 7,2] et dans les cultures avec P-KOHsoy il était
entre [6,9 a 7,5]. Il est évidant que les moisissures peuvent se développer dans une large
plage de pH allant de pH 2 a pH 11. Comme il a été rapporté, la majorité des préparations
cellulolytiques étudiée ont un pH optimum variant de 3a 7 (Lynd et al., 2002) et que celles
d’origines fongiques ont une gamme plus limitée (pH de 4 a 5), contrairement aux cellulases
bactériennes dont le pH optimum est proche de la neutralité (Buchholz et al., 1983 ; Ben
Hmad et Gargouri., 2017).

Toutefois, des cellulases neutres et alcalines ont été isolées des bactéries alcalophiles
comme Streptomyces (Nakai et al., 1987), Bacillus (Horikoshi, 1991) et des mycéliums
comme les espéces Humicola et Aspergillus jinlinensis poussant a pH neutre (Schulein, 1997
; Panpan et al., 2020). Selon, Ben Hmad et Gargouri, 2017, les micro-organismes capables
de croitre et de produire des enzymes dans des conditions d'environnement difficile, ont plus
d’avantages pour la survie. De plus, dans de telles conditions, la compétition avec les autres

espéces est restreinte.

Les activités enzymatiques dans les milieux d’hydrolyse avec la palme traitée sont
illustrées dans la planche 111.3. Les deux souches fongiques ont exhibé des activités
enzymatiques importantes mesurées apres 10 jours d’incubation. L’activité endoglucanase
(CMCase) allait de 31,57.10"7 Ul/ml jusqu’a 112,97.101 UI/ml et ’activité cellulosique
totale (FPase) allait de 19,50.10 UI/ml jusqu’a 47,62.10*Ul/ml.
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Néanmoins, 1’activité enzymatique avec la souche A. iranicus isolat MS-34 était
supérieure a 1’activité enzymatique avec la souche et T. verruculosus isolat MS-43 dans les
différentes expériences de fermentation. Aussi, I’activité enzymatique dans le milieu avec le
P-KOH2o09% a été la plus importante. Ces résultats indiquent que les enzymes cellulases
peuvent étre produites en bonne quantité par ces souches fongiques (A. iranicus isolat MS-
34 et T. verruculosus isolat MS-43) sans apport de nutriments dans les conditions de la
fermentation submergée de la palme séche traitée au KOH. Cependant, la souche A. iranicus
s’est montrée meilleure pour la production de I'enzyme cellulase. Il est connu que les especes
d’Aspergillus sont de bonnes productrices des enzymes cellulases. Des études antérieures
ont rapporté une activité cellulase élevée chez A. niger (Mrudula et Murugammal, 2011) ;
A. aculeatus (Mhuantong et al., 2021) et A. fumigatus (Sarkar et Aikat, 2014).

De méme, I’espéce Talaromyces verruculosus a été étudiée pour son activité
cellulolytique dans plusieurs recherches scientifiques (Goyari et al., 2015 ; Jain et al.,
2018 ; 2020).

Pour la teneur en protéine dans I’extrait enzymatique, les résultats sont rapportés dans
la planche 111.4. Le taux de protéines le plus élevé de 6,18 mg/ml a été obtenu dans les
milieux d’hydrolyse avec le P-KOH2o%, apres 5 jours d’incubation avec la souche A. iranicus
isolat MS-34 (Planche 111.4. A). De méme pour la souche T. verruculosus isolat MS-43, le
taux de protéine le plus élevé (9 mg/ml) a été obtenu aprés 5 jours d’incubation mais dans
les milieux d’hydrolyse avec le P-KOHsgy (Planche 111.4. B). Selon une étude bien
antérieure de Roussos et Raimbault (1982), la biosynthese des protéines est paralléle aux
étapes de la cinétique de production des activités cellulasiques présentent dans le surnagent.
Ces protéines sont synthétisées essentiellement pendant la phase de multiplication active du

mycélium.
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Planche 111.4 : Teneur en protéine dans 1’extrait enzymatique des milieux d’hydrolyse
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43 (B). Les resultats sont exprimés en valeurs moyennes técarts-types. N=3.
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111.6 Etude de la cinétique de la cellulase produite par A. iranicus straine MS-34 et T.

verruculosus isolat MS-43 en batch-fermentation
111.6.1 Dosage des activités enzymatiques

L’hydrolyse enzymatique de la cellulose par les moisissures est un processus
complexe qui exige la participation de plusieurs enzymes: 1’Endoglucanase, la
Cellobiohydrolase, et la B-glucosidase. L’étude des cinétiques des productions enzymatiques
par la souche A. iranicus isolat MS-34 et la souche T. verruculosus isolat MS-43 a été
effectuée par fermentation sur milieu Mandel supplémenté de 1% CMC et avec un taux
d’inoculum de 10 spores/ml, incubé a 30°C sous agitation & 150 tours/min.

Les résultats rapportés dans le tableau 111.7, montrent une production enzymatique
progressive par les souches isolées avec un maximum obtenu apres 24 heures, 120 heures et
144 heures pour lactivité endoglucanase (22,18.101 Ul/ml), Pactivité B-glucosidase
(3,34.101 Ul/ml) et I’activité papier filtre (8,76.10°F Ul/ml) respectivement. La souche A.
iranicus isolat MS-34 a enregistré le taux d’activité maxial pour I’endoglucanase et FPase.
Cependant, la souche T. verruculosus isolat MS-43 avait une activité B-Glucosidase plus

importante.

L’activité enzymatique endoglucanase (CMCase) a atteint son maximum apres 24 h
d’incubation pour les deux souches fongiques (22,18.10"* Ul/ml avec A. iranicus isolat MS-
34 et 6,24.10°t Ul/ml avec T. verruculosus isolat MS-43), suivie par I’activité totale (FPase)
entre 72 h et 144 h (8,76.101 Ul/ml avec A. iranicus isolat MS-34 et 6,55.101 Ul/ml avec T.
verruculosus isolat MS-43) et I’activité B-glucosidase entre 96 h et 192 h d’incubation
(1,92.10°t Ul/ml avec A. iranicus isolat MS-34 et 3,34.10"1 Ul/ml avec T. verruculosus isolat
MS-43). 1l est connu que la durée d’incubation allant de 20 h & 40 h représente la phase de
la croissance active du mycélium. L’obtention d’une activité endoglucanase maximale apres
seulement 24 h d’incubation peut étre dle a la grande affinité des enzymes de nos souches
au substrat CMC. Ainsi, les endoglucanases représentent la premiere enzyme qui agit sur la
molécule cellulose selon sa fonction catalytique (Shah et al., 2019). Néanmoins, les
endoglucanases et les exoglucanases agissent d’une maniére synergique libérant du
cellobiose. Ce dernier est catalysé par la B-glucosidase (Saradouni et al., 2004 ; Silveira et
al., 2012 ; Mondal et al., 2022).
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Tableau I11.7 : Comparaison de la production de cellulases par Aspergillus iranicus isolat MS-34 et Talaromyces verruculosus isolat MS-43.

Souches Aspergillus iranicus isolat MS-34 Talaromyces verruculosus isolat MS-43
Activités enzymatiques (10 Ul mi-1) Activités enzymatiques (10t Ul ml-1)
Temps FPase Endoglucanase  B-Glucosidase pH FPase Endoglucanase  p-Glucosidase pH
(CMCase) (CMCase)
(heur)
12 h 0,81+0,25 1,67+0,17 1,23+0,07 6,09+0,31 3,7410,24 2,94+0,10 2,92+0,01 6,35+0,03
24h 7,54+0,96 22,18+0,18 1,57+0,08 5,85+0,12 3,94+0,29 6,24+0,40 3,12+0,06 6,09+0,01
48 h 5,74+0,7 15,14+0,16 1,61+0,07 6,195+0,21 3,06+0,16 5,7810,16 3,12+0,02 6,19+0,01
72h 6,79+0,68 9,70+0,23 1,80+0,07 6,365+0,24 6,55+0,25 4,20+0,03 3,22+0,01 6,34+0,01
96 h 8,27+0,40 18,54+0,04 1,92+0,21 6,6+0,25 2,83+0,16 4,64+0,17 3,24+0,01 6,40+0,04
120h 6,36+0,15 11,07+0,28 1,86+0,12 6,64+0,13 2,71+0,88 5,24+0,08 3,34+0,07 6,36+0,01
144h 8,76+0,98 8,32+0,32 1,60+0,10 6,73+0,18 3,80+0,05 5,5+0,16 3,08+0,02 6,35+0,02
168 h 6,24+0,17 7,48+0,09 1,11+0,05 6,83+0,21 3,85+0,02 5,51+0,04 1,43+0,05 6,35+0,14
192 h 7,69+0,19 4,59+0,11 1,00+0,04 6,82+0,3 3,01+0,30 5,04+0,04 1,48+0,01 6,69+0,02
216 h 7,87+0,56 7,08+0,23 1,30+0,10 6,79+0,13 2,92+0,08 4,59+0,08 1,66+0,04 6,49+0,01
240 h 6,37%0,12 4,07+0,40 1,10£0,05 6,740+0,28 2,79+0,91 3,73+0,07 1,59+0,05 6,43+0,04

Nb : Les résultats du tableau I11.7 sont exprimés en valeurs moyennes +écarts-types.
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Les resultats obtenus avec les souches que nous avons isolées montrent une supériorité
comparée aux resultats des travaux de Hidayat et al. (2021). Dans leurs conditionsl’activité
endoglucanase maximale était de 2,4.10-1 U/ml chez Trichoderma sp. PK1J2. Sp. G2J2.
Comme ils ont aussi enregistré une activité FPase maximale de 1,01.10"* U/ml, 0,83.10 U/ml,
0,48.101 U/ml et 0,45.10°* U/ml avec la souche Trichoderma sp. PK1J2, Aspergillus sp. FIG1,
Aspergillus sp. FNCC 6012 et Penicillium respectivement.

De méme, I’¢tude de Mohapatra et al. (2018) a rapporté une activité endoglucanase de
2,87.101 Ul/ml & 30°C avec une souche d'Aspergillus fumigatus autochtone isolée a partir des
déchets lignocellulosiques décomposés dans le sol. Cependant, auparavant Facchini et al.
(2011) ont signalé une activité endoglucanase de 5,5.10 Ul/ml avec la souche Aspergillus
japonicus, ce qui était supérieure a ’activité endoglucanase des deux souches présentées dans

cette étude.

D’autre travaux ont rapporté une activité papier filtre (FPase) voisine de 1’activité
trouvée dans notre étude : 2,76.10"1 Ul/ml avec A. fumigates (Sarkar et Aikat, 2014), 3,8.10*
Ul/ml avec la souche T. reesei (Nathan et al., 2014) et 12.10" Ul/ml avec une Penicillium sp
CPF2 (Syed et al., 2013). D’un autre coté, Devi et al. (2022), a signalé une activité FPase
(10,1.10" U/ml) proche de I’activité FPase maximale obtenue dans nos résultats (8,76.10

Ul/ml) avec la souche Trichoderma atroviride AD-130 et dans une fermentation submergée.

Pour ’activité B-glucosidase, différentes études ont rapporté des valeurs similaires a nos
résultats. Yu et al. (1998) ont obtenu une activité de 3,4.10°* Ul/ml avec T. reesei aprés une
précipitation de la cellulase. Cabezas et al. (2012) ont obtenu une activité B-glucosidase
maximale de 4,5.101 Ul/ml avec P. glabrum. De plus, dans 1’étude de Saha et al. (1994), une
souche A. pullulans cultivée en fermentation submergée a donné une activité B-glucosidase

maximale de 2,7.10°1 Ul/ml.

Penicillium verruculosum, renommé en 2011 comme Talaromyces verruculosus
(Samson et al., 2011), est connu depuis longtemps comme une espéce productrice supréme de
cellulase et d'extrolite antimicrobien (Szaké&cs et al., 1981 ; Solov’eva et al., 2005 ; Hu et al.,
2016). Cependant, Peu d'espéces de Talaromyces ont été étudiées, a 1’exception du systéme

cellulolytique de Talaromyces emersoni (Goyari et al., 2015).

89




Chapitre 111 : Résultats et Discussion

I111.7.2 Mesure de la viscosité du CMC

Afin de confirmer la présence de 1’activité cellulolytique de nos deux souches fongiques,
nous avons mesureé la viscosité du milieu de fermentation Mandel supplémenté de 1% CMC
avant et apres hydrolyse fongique (Figure 111.12). Les résultats ont montré une diminution dans
la viscosité des milieux d’hydrolyse (MCMC) avec les deux souches fongiques. La viscosité de
MCMC inoculé avec T. verruculosus isolat MS-43 a diminué de 7,04 mpa/s par rapport au
milieu d’initial (MCMC). En revanche, la diminution de la viscosité dans le MCMC inoculé
avec A. iranicus isolat MS-34 était de 12,86 mpa/s. Ces résultats sont conformes a ceux de
Thayer et al. (1984) et Lee et al. (2007). Les deux études ont démontré une diminution de la

viscosité avec augmentation des sucres réducteurs et cela en fonction du temps.

Selon Sharma et al. (2016), le changement dans la viscosité est lié a I’activité
endoglucanase du complexe enzymatique qui agit sur le degré de polymérisation du substrat
cellulosique. Ceci veut dire que nos résultats sont en corrélation avec les résultats
précédemment discutés dans la section (I11.6). L’activité endoglucanase de la souche A.
iranicus isolat MS-34 était la plus élevée, en conséquence la diminution de la viscosité dans le

MCMC inoculé avec cette souche est la plus importatne.
111.6.3 Estimation de la teneur en protéines

Les valeurs maximales de la concentration en protéines a enregistré son maximum chez
la souche T. verruculosus isolat MS-43 dés les 12 premiéres heures de fermentation avec une
teneur de 1,96 mg/ml et chez A. iranicus isolat MS-34 avec une teneur de 0,99 mg/ml & 24h
d’incubation (Figure 111.13). Cette augmentation est dle a la synthése acrue des protéines,
entre autres les enzymes (Leghlimi et al., 2013). Ensuite, une Iégeére fluctuation de la quantité
totale de proteine a été enregistrée a partir de 72 h jusqu’a 216 h. Cela est associé a la croissance
du mycélium dans le milieu de fermentation (Roméro et al., 1999). A 240 h, la concentration
de protéines a diminué jusqu’a atteindre 0,75 mg/ml avec la souche A. iranicus isolat MS-34 et
0,63 mg/ml avec la souche T. verruculosus isolat MS-43, suite a I’hydrolyse des protéines par
les protéases produites par le champignon en 1’absence de nutriment essentiel dans le milieu

(Roméro et al., 1999 ; Leghlimi et al., 2013).
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Figure 111.12 : Mesure de la viscosité des milieux hydrolysés par la souche A. iranicus isolat
MS-34 et T. verruculosus isolat MS-43 avant et aprés dix jours d’incubation. MCM : témoin

(milieu stérile). Les résultats sont exprimeés en valeurs moyennes técarts-types. N=3
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Figure 111.13 : Teneur en protéine dans 1’extrait enzymatique des milieux d’hydrolyse CMC
avec les souches A. iranicus isolat MS-34 et T. verruculosus isolat MS-43. Les résultats sont

exprimeés en valeurs moyennes *écarts-types. N=3
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I11.7 Caracteérisation des activités enzymatiques

Deux propriétés physico-chimiques de 1’extrait enzymatique brut de nos souches

fongiques ont été déterminées.
111.7.1 Activité enzymatique en fonction de la température

L’influence de la température sur les activités enzymatiques a été étudiée a différentes
températures (40, 50, 60, 70, et 80°C) (Planche II1.5). Les activités enzymatiques
endoglucanases ont ateint leurs valeurs maximales & 60°C pour les deux souches A. iranicus
isolat MS-34 et T. verruculosus isolat MS-43. Cependant, la valeur maximale dans 1’activité
papier filtre a été enregistrée a 50°C pour A. iranicus isolat MS-34 et 60°C pour T. verruculosus
isolat MS-43.

80 a 100 % de ’activité endoglucanase chez A. iranicus isolat MS-34 a été préservee
aux températures situées entre 40 a 60 °C et chez T. verruculosus isolat MS-43, elle a été situee
entre 60 a 70°C. Toutefois, ’endoglucanase est restée superieure a 50 % dans les differentes
températures (Planche 111.5.A). Cela peut indiquer une qualité de I’activité endoglucanase
produite par nos souches fongiques, qui est le maintien d’une bonne activité sur une large

gamme de température.

En revanche, plus de 50 % de I’activité papier filtre chez A. iranicus isolat MS-34 était
perdue avec I’augmentation de la température (> 50°C). Néanmoins, 1’activité papier filtre chez
T. verruculosus isolat MS-43 était bien réservée dans les différentes températures étudiées a

raison de 80 a 100 % d’activité enzymatique (Planche 111.5.B).

L’analyse statistique de la variance (ANOVA) des résultats, a démontré que la
température exerce un effet significatif sur les activités endoglucanase de A. iranicus isolat MS-
34 (F =8,39 p<0.001) et sur les activités endoglucanase de T. verruculosus isolat MS-43 (F=
20,88 p<0.001) (Annexe 8).

Pour I’activité papier filtre I’analyse statistique de la variance (ANOVA), indique que
la température exerce un effet significatif sur ’activité de A. iranicus isolat MS-34 (F =14,27
p<0.001). Par contre, I’effet de la température sur 1’activité papier filtre chez T. verruculosus
isolat MS-43 est faible (F= 5,6 p>0.001) (Annexe 8)
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Planche 111.5 : Effet de la variation de la température sur les activités enzymatiques
Endoglucanases (A) et Papier filtre (B), d’A. iranicus isolat MS-34 et T. verruculosus isolat

MS-43. Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes + écarts-types. N=3.
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Planche 111.6 : Effet de la variation du pH sur les activités enzymatiques
Endoglucanase (C) et Papier filtre (D), d’A. iranicus isolat MS-34 et T. verruculosus isolat

MS-43. Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes + écarts-types. N=3.
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Chez les champignons, la température optimale pour I'activité cellulolytique varie selon
I'espéce et le type de cellulase. Dans I'ensemble, elle s’est située entre 40 et 60 °C avec quelques
variations en fonction de I'espece et du systéeme de cellulase spécifique étudié (Krzysztof,
2019). La température optimale pour l'activité de la cellulase d’Aspergillus niger cultivée sur
des coquilles d'Arachides (Arachis hypogaea) s'est avérée étre a 40°C dans les travaux de
Sulyman et al. (2020), il en est de méme dans les travaux d’Ali et al. (1991) qui ont rapporté
une activité cellulase optimale par A. terrus et A. niger Z10 a la méme température. Cependant,
des titres élevés d'activité CMCase ont été observés a 30°C pour T. reesei (NCIM 1186) et
Penicillium sp. (Prasanna et al., 2016 ; Jampala et al., 2017). D’une maniére similaire pour
Aspergillus niger NCIM 1207 et Aspergillus flavus, la tempeérature optimale a été trouvée a
28°C (Gokhale et al., 1991 ; Sutaoney et al., 2020).

Comme pour les bactéries, il existe une minorité de souches fongiques dite thermophiles
connue par leur production d’enzymes stables et actives a des températures élevées (Krzysztof,
2019). Ainsi, les souches de I’espéce Talaromyces emersonii sont décrites comme des souches
fongiques a activité cellulolytique thermostable, avec une température optimale entre 60 et
70°C (Li et Papageorgiou, 2019). Nos résultats sont donc en parfait accord avec ceux indiqués
par Goyari et al (2015) pour la température optimale de I’activité enzymatique chez T.
verruculosus (60°C). En effet, les champignons producteurs de ce type d’enzyme sont des
candidats prometteurs dans 1’industrie qui utilise la cellulase a haute température dans la
conversion de la biomasse lignocellulosique et pour la production de biocarburants (Goyari et
al., 2015 ; Krzysztof, 2019 ; Li et Papageorgiou, 2019).

111.7.2 Activité enzymatique en fonction du pH

L’étude de la variation de I’activité endoglucanase et papier filtre en fonction du pH est
menée a 50°C. Le pH optimum des enzymes des deux souches a été déterminé (Planche 111.6).
Chez A. iranicus isolat MS-34 les activités enzymatiques étaient a leurs maximales a pH 4.0
(tampon citrate). Tandis que I’activité endoglucanase de la souche T. verruculosus isolat MS-
43 était & son maximale & un pH alcalin 8.0 (tampon phosphate) et 1’activité papier filtre a un

pH 6.0 (tampon citrate-phosphate).

L’étude statistique de la variance (ANOVA) des résultats (Annexe 8) révéle que le pH
exerce un effet significatif sur les activités endoglucanase (F = 21,92 p<0.001 pour A. iranicus
isolat MS-34 ; F =197,56 p<0.001 pour T. verruculosus isolat MS-43) mais son effet était faible
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avec ’activité papier filtre (F = 6,05 p>0.001 pour A. iranicus isolat MS-34, F = 4,16 p>0.001
pour T. verruculosus isolat MS-43).

Les enzymes sont des protéines qui peuvent étre largement influencées par le pH, chaque
enzyme a une gamme de pH optimal pour son fonctionnement, et le pH optimal est celui pour
lequel l'activité enzymatique est maximale. Les enzymes cellulolytiques produites par les
champignons ont un pH optimal qui varie selon les études. Selon Lynd et al. (2002) la plupart
des préparations cellulolytiques étudiées sont fonctionnelles dans un pH optimal qui varie de 3
a 7. D'autres études ont montré que le pH optimum des enzymes cellulolytiques est souvent
situé entre pH 4.0 et pH 6.0 (Leghlimi et al., 2013). A. flavipes avais montré des activités
CMCase et FPase maximales a pH 4,5 (Dina et Thankamani, 2023), de méme pour la souche
Aspergillus niger F8 isolée a partir d’un composte (Buragohain et al., 2016). Ainsi, les activités
les plus élevees ont été atteintes a pH 4 avec une souche d’A. oryzae dans 1’étude de Malvessi
et Silveira. (2004).

La souche T. verruculosus isolat MS-43 avait une activité cellulasique plus importante
a des pH neutres et alcalins. Les cellulases neutres et alcalines des micro-organismes ont un
intérét majeur comme enzymes industrielles (Ben Hmadet Gargouri, 2017). Bien que la
plupart des cellulases fongiques on des optimales de pH acide, il existe des exceptions, par
exemple les enzymes cellulases produites par Chaetomium sp. (Une souche d'origine marine)
dans des conditions alcalines a 50 °C avaient une stabilité et des activités plus élevées que dans
des conditions non alcalines (plage de pH testé entre 5 a 12). (Ravindran et al, 2010). De
méme, les endoglucanases de I’espéce Humicola insolens ont montré une activité optimale entre
pH 7 et 8,5 (Schulein, 1997).

Contrairement a nos résultats, 1I’étude de Fontes et al. (2023) a déterminé des conditions
optimales acides (pH : 2,8) lors de I'hydrolyse de la cellulose du papier filtre par une souche de
T. verruculosus. La majorité des recherches sur les cellulases de cette espéce utilise un pH
réactionnel entre 3.0 et 5.0 (Inoue et al., 2014 ; Talukdar, 2015 ; Jain et al., 2018). Cependant,
I’étude de Bharti et al. (2018) rapporte une activité maximale d'endoglucanase, de FPase et de

B-glucosidase a température 30 °C et a pH 6,0.
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111.8 Production de bioéthanol

Les extraits enzymatiques des deux souches fongiques ont été récupérés par
centrifugation a partir d’une fermentation submergée contenant de la cellulose sous forme CMC
a raison de 1% et avec un pH initial 5,5 et une température d’incubation de 30°C. Le mélange
des extraits enzymatiques bruts des deux souches a été utilis¢ pour I’hydrolyse de la palme

séche traitée et non traitée.
111.8.1 Dosage des activités cellulolytiques dans le mixte enzymatique

Les valeurs des activités exoglucanase (activité papier filtre), endoglucanase et p-

glucosidase du mixte enzymatique sont présentées dans le tableau 111.8.

En comparaison avec les résultats des activités cellulasiques dans 1’étude de la cinétique
de la cellulase produite par A. iranicus straine MS-34 et T. verruculosus isolat MS-43 en batch-
fermentation (section 111.7), le mixte enzymatique présente une activité endoglucanase et f3-
glucosidase plus élevée par rapport aux valeurs maximales présentées dans le tableau I11.7.
Cependant, I’activité endoglucanase (FPase) était presque identique a la valeur maximale

présentée dans le méme tableau.

Tableau I11.8 : Activité cellulasique du mixte enzymatique d’A.iranicus isolat MS-34 et T.

verruculosus isolat MS-43

Activité cellulasique du mixte enzymatique Ul ml?

Exoglucanase 0,89 +£0,31
Endoglucanase 6,18 + 1,89
B-glucosidase 1,37 £0,014

Nb : Les résultats du tableau I11.8 sont exprimés en valeurs moyennes técarts-types. N=3.

Pour améliorer le processus de I’hydrolyse de la cellulose, il existe plusieurs approches ;
parmi celles-ci, l'utilisation d'un mélange de cellulase de deux ou plusieurs espéces. Selon
I’étude d’Imai et al. (2004), un systeme enzymatique mixte de cellulase de T. viride et A. niger
a montré une activité hydrolytique améliorée par rapport aux systemes a enzyme unique. De

méme, Winarsih et Siskawardani (2020) ont rapporté une activité endoglucanase (1,99 Ul/ml)
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et B-glucosidase de (0,14 Ul/ml) inférieur a nos résultats et une activité exoglucanase (0, 96
UlI/ml) proche de nos résultats (Tableau IIIL.8) et cela dans un mixte d’enzymes brute de deux
espéces cellulolytiques (T. reesei et A. niger) pour I'nydrolyse des épis de mais. Ainsi, le
mélange de cellulase provenant de plusieurs espéces et/ou organismes peut former des systemes
enzymatiques plus efficaces et une saccharification du substrat éventuellement améliorée
(Baker et al., 1998 ; Wang et Sun, 2010).

111.8.2 Hydrolyse enzymatique et saccharification de la cellulose contenue dans la palme

Plusieurs études ont utilise des processus d'hydrolyse et de fermentation séparés dans
leurs analyses (Abdou Alio et al., 2020), similaires a ce qui a été réalisé dans cette étude.
L’hydrolyse enzymatique a été réalisée avec de la palme non traitée et la palme traitée puis un
dosage des sucres réducteurs a été effectué a la fin de chaque hydrolyse (Figure 111.14). La
teneur en sucre a atteint son maximale dans le milieu d’hydrolyse avec la palme traitée a 20 %
KOH (4830 mg/l). Tandis que, la teneur en sucre réducteur en milieu d’hydrolyse avec la palme

non traitée a atteint 2020,24 mg/I.

Les résultats obtenus montrent que le mélange enzymatique des deux souches fongiques
a été capable de convertir la cellulose de la palme en sucre réducteur dans les milieux
d’hydrolyses. Les meilleurs pourcentages de conversion de cellulose ont été obtenus avec les
essais contenant la palme traitée (52,7 %, 57,9 % et 64,9 %). Ces résultats apporetent la
démonstration que I’hydrolyse enzymatique de la cellulose a été améliorée grace au

prétraitement alcalin.

Néanmoins, ce qui a attiré notre attention est le fait que, les milieux d’hydrolyses avec
la palme non traitée ont présenté des saccharifications significatives de la masse
lignocellulosique avec un pourcentage de conversion de 25,5, 27,15 et 31,9 %. Cette
saccharification peut étre dle a différents facteurs, le broyage de la palme séche constitue en
lui-méme un traitement physique capable de libérer une quantité de cellulose. Selon plusieurs
études, le broyage post-traitement permet encore d’augmenter la digestibilité de la biomasse
lignocellulosique (Jin et al., 2006 ; Yehetal., 2010 ; Passicousset, 2019). De plus, La présence
de d’autre types d’enzymes capables de dégrader la biomasse lignocellulosique dans le
surnageant enzymatique (I’enzyme brute) peut étre un de ces causes. Selon Mardetko et al.
(2021), diverses espéces fongiques sont capables de dégrader la biomasse lignocellulosique

grace a leur cocktail enzymatique composé d'enzymes cellulolytiques et lignolytiques.
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m HP-KOH0%

2 i = HP-KOH20%

Concentration g/l

Essai 1 Essai 2 Essai 3

Figure 111.14 : Teneur en sucres réducteurs apres hydrolyse avec le mixte
enzymatique. HP-KOHoy : milieux d’hydrolyse avec de la palme non traitée ; HP-KOH200% :
milieux d’hydrolyse avec de la palme traitée a 20 % KOH. Les résultats sont exprimés en

valeurs moyennes + écarts-types. N=3.
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Planche I11.7 : Comparaison entre le rendement théorique et le rendement expérimental en
éthanol aprées 72 h de fermentation. (A) : rendement en éthanol avec la palme non traité ; (B) :

rendement en éthanol avec la palme traité a 20 % KOH
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Parmi les champignons qui sont connus pour leur sécrétion de ces enzymes :
Trichoderma reesei, Tremetes versicolor, Pleurotus ostreatus, Neurospora crassa, Aspergillus
oryzae, etc. (Acharyaetal., 2010 ; Irbe et al., 2014 ; Sajith et al., 2016). A savoir, un cocktail
enzymatique d’un ou plusieurs souches fongiques peut étre composé de la cellulase, de la
xylanase responsable de I’hydrolyse de 1I’hémicellulose, des phénols oxydases dont parmi
celles-ci, les peroxydases de lignine (LiP), les peroxydases de manganése (MnP) et les laccases
pour la dégradation de la lignine (Dashtban et al., 2010 ; Mardetko et al., 2021).

111.8.3 Fermentation alcoolique

La levure de boulanger a été utilisée pour la production de bioéthanol a partir de
I’hydrolysat de la palme traitée et non traitée. Aprés 72h d’incubation, la teneur en éthanol a
été mesurée par une sonde d’éthanol de I’appareil Exao-Jeulin. Les résultats sont présentés dans
la Planche 111.7.

A partir d’un taux de sucre réducteur entre 1898,29 mg/1 a 4830 mg/l, un rendement en
éthanol de 0,752 g/l a 2,04 g/l a été enregistré. A savoir, les sucres réducteurs obtenus par
hydrolyse de la lignocellulosique sont des pentoses (principalement xylose et arabinose), des
disaccharides (cellobiose) et du glucose. Ce dernier est facilement transforme en éthanol par la
levure S. cerevisiae qui est traditionnellement utilisée comme culture starter dans la production
d’éthanol en raison de son faible cofit et sa disponibilité (Azhar et al., 2017). Selon Ogier et
al. (1999), ainsi 1 g de glucose a un rendement de 1’ordre de 0,47 g d’éthanol avec la levure S.
cerevisiae. Ainsi, le rendement théorique a été calculé a partir des taux en sucres réducteurs

obtenus apres I’hydrolyse enzymatique.

Le rendement maximal en bioéthanol a été obtenu a partir de I’hydrolysat de la palme
traitée de 1’essai 3 avec une concentration 2,04 g/l (Planche 111.7 (B)) et un pourcentage de
rendement égale a 89,86 %. Pour les milieux de fermentation avec I’hydrolysat de la palme non
traitée, le meilleur rendement a été obtenu dans I’essai 1 avec une concentration 0,93 g/l
(Planche 111.7 (A)) et un pourcentage de rendement égale a 83,26 %. Cependant, le rendement
en éthanol par rapport a la biomasse lignocellulosique représentée par la poudre de palme a été
estime a des valeurs allant de 5,65 a 6,99 % pour la palme non traitée et de 12,78 a 15,33 %

pour la palme traitée.
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Le pourcentage de rendement en éthanol par rapport a la saccharification et qui varie de
83,26% a 92,2% montre que la majorité des sucres réducteurs a été assimilée par la levure
durant la fermentation et que les conditions opératoires et les étapes de chaque procédé ont
permis a la levure d’avoir des sucres simples fermentescibles comme une source de carbone

afin de produire le bioéthanol.

Dans une étude similaire de Winarsih et Siskawardani (2020), I’hydrolyse d'épis de
mais a l'aide d'un mélange d'enzymes brutes issues de T. reesei et A. niger a généré 6.4 g/l
d’éthanol qui est bien supérieur a nos résultats. Nos résultats sont aussi inférieurs a celui obtenu
avec la paille de blé (24,4 g/l) (Govumoni et al., 2013). Par ailleurs, I’étude de Boulal et al.,
(2018) sur la production de bioéthanol de deuxieme génération a partir des sous-produits des
palmiers dattiers avec des procédures physiqo-chimiques a permis d’obtenir un rendement en

alcool de 20 %. Ce qui est moyennement supérieur a notre rendement (15,33 %).

Il est important de noter que le rendement en bioéthanol de 2°™ génération dépend de
plusieurs facteurs, tels que le prétraitement employé, la procédure de transformation des sucres
complexes en sucres simples et la fermentation alcoolique (Ogier et al., 1999 ; Wang et Sun,
2010 ; Tseetal., 2021). La composition chimique et la qualité de la biomasse lignocellulosique
peuvent aussi influencer le rendement et I'efficacité du processus de production de bioéthanol
(Abdou Alio et al., 2020). Toutefois, il est important de prendre en considération le colt et
I'impact environnemental lors du choix d'un procédé de production de bioéthanol a partir de

biomasse lignocellulosique.
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Conclusion générale et perspectives

Ce travail a pour ambition, la valorisation des résidus du palmier dattier (Phoenix
dactylifera L.) pour la production du bioéthanol, en s’interrogeant si la palme séche du palmier
dattier constitue une bonne matiere hydrolysable en sucre fermentescible par des cellulases

d’origine fongiques, qui par la suite servira de substrats pour la production du bioéthanol.

La stratégie employée pour cette étude a été dans un premier temps d’isoler des
moisissures productrices d’endo- et d’exo-cellulases ; dans un second temps de sélectionner les
souches fongiques les plus performantes pour les utiliser dans la dégradation de la cellulose
contenue dans la palme du palmier dattier. Afin, d’optimiser les conditions d’hydrolyse, un
prétraitement alcalin de la matiére premiere a été employé. Enfin, 1’étude de la cinétique
enzymatique des souches sélectionnées, I’optimisation des activités enzymatiques et

I’évaluation du rendement en bioéthanol ont constitué la phase de valorisation de notre stratégie.

L’étape initiale a été consacrée a 1’étude de la composition chimique de la biomasse de
la palme séche. Cette derniére s’est révélée riche en matiére organique (92,12 %), équilibrée en
concentration minérale (7,87 %) et cellulosique (37,2 %) mais trés pauvre en matiere azotée
(0,0284 %). La seconde étape qui consistait a obtenir et caractériser des isolats fongiques
prevenant de deux différents biotopes (la palme seche et le sol subaquatique du barrage Djorf
Torba) a permis 1’étude de 42 isolats issus de la palme séche et de 14 isolats d’origine du sol
subaquatique. Bien évidemment, I’isolement a été précédé par une analyse de la zone
d’échantillonnage. Les examens d’identification macroscopique et microscopique classiques
des moisissures isolées ont mis en évidence 4 genres fongiques : le genre Alternaria, le Genre

Aspergillus, le genre Cladosporium et le genre Penicillium.

L’isolement fongique a été suivi par un criblage de 1’activité cellulolytique sur deux
milieux solides. Le premier & base de CMC pour démontrer I’activité Endoglucanase et le
second a base de CA pour démontrer 1’activité Exoglucanase. Seuls deux isolats (Sbz/s et Sbasz)
d’origines de sol subaquatique ont répondu positivement aux deux tests. Quant a I’identification
moléculaire des deux souches fongiques sélectionnées Sbas et Shays, elle a révélé une similarité
des séquences d’ADN de 99,82 % avec I’espece Aspergillus iranicus DTO 203-D7 et de 99,62

% avec 1’espece Talaromyces verruculosus strain CPO MARHG6 respectivement.

L’influence du prétraitement alcalin au KOH sur la libération de la cellulose contenue
dans la palme seche ainsi que son influence sur le rendement en carbohydrates apres hydrolyse
par les souches fongiques a été bien démontrée. Les rendements en sucres dans les milieux

d’hydrolyse ont été significativement améliorés avec 1'augmentation de la proportion de KOH
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atteignant une valeur maximale égale a 197,84 mg/l avec P-KOHsoy 50 %. Cependant, 1’activité
enzymatique dans le milieu avec P-KOHaoy était la plus élevée (112,97.10 Ul/ml avec la
CMCase et 47,62.10-1Ul/ml avec la FPase). De méme, le taux de protéines le plus élevé de

6,18 mg/ml a été mesuré dans les milieux d’hydrolyse avec le P-KOHzqo.

Aprés une étude comparative des cinétiques des cellulases produite par A. iranicus isolat
MS-34 et T. verruculosus isolat MS-43 en batch-fermentation, il a été constaté que les taux
maximaux de I’activité endoglucanase et exoglucanase ont été enregistrés dans les cultures avec
la souche A. iranicus isolat MS-34, cependant, I’activité B-glucosidase la plus importante a été
enregistrée dans les cultures avec la souche T. verrucosum isolat MS-43. 1l en est de méme pour
les résultats de la viscosité des milieux de fermentation supplémentée avec 1% CMC, la plus
faible viscosité a été observée dans la culture avec la souche A. iranicus straine MS-34 a raison
de 11,1 mpa/s. En revanche, La concentration maximale en protéines a été enregistrée chez la
souche T. verruculosus isolat MS-43 avec une teneur de 1,96 mg/ml.

La production des enzymes par nos deux souches fongiques a été nettement influencée
par la variation de la température et du pH. La production de I’enzyme endoglucanase était
favorisée a 60°C pour les deux souches, tandis que la FPase était favorisée a 50°C pour la
souche A. iranicus isolat MS-34 et 60°C pour la souche T. verruculosus isolat MS-43. Le pH
optimal des activités relatives pour A. iranicus isolat MS-34 était 4.0 avec un tampon citrate,
alors que le pH optimal pour la souche T. verruculosus isolat MS-43 était alcalin avec 1’activité
endoglucanase (pH 8.0 dans le tampon phosphate) et 1’activité FPase (pH 6.0 dans le tampon
citrate-phosphate).

Le mixte enzymatique des deux souches qui a ¢€té utilisé¢ pour I’hydrolyse de la palme
traitée a 20 % KOH et non traitée a présenté une activité endoglucanase (19,9 10 Ul/ml) et p-
glucosidase de (1,4 10 Ul/ml) plus élevée par rapport a celle dans le surnageant des
monocultures. De plus, le meilleur rendement en saccharification a été obtenu avec 1’essai
contenant de la palme traitée a raison de 64,9 %. Cependant, I’hydrolyse avec la palme non

traitée a présenté des saccharifications allant jusqu’a 31,9 %.

La fermentation submergée des différents hydrolysats avec la levure S. cerevisiae a
enregistré un rendement en éthanol allant de 0,752 g/l a 2,04 g/l et un pourcentage de rendement
en éthanol allant de 83,26 % a 92, 2 % par rapport a la saccharification et de 5,65 % a 15,33 %

par rapport a la biomasse initiale.
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Les résultats rapportés dans ce manuscrit apportent clairement la preuve du concept de
la possibilité de produire du bioéthanol a partir d un résidu du palmier dattier par des procédures
biologiques. De plus les souches sélectionnées et utilisées dans cette étude s’averent étre de

bons agents de conversion de la cellulose en sucres fermentescibles.

I serait intéressant de poursuivre cette étude par des recherches plus approfondies pour
I’optimisation et la mise en ceuvre d’un procédé de valorisation de cette biomasse a grande

échelle. De ce fait, de nombreuses perspectives découlent de ce travail, citons par exemple :

=  Optimisation du milieu de production enzymatique par 1’utilisation d’un autre résidu

agricole riche en matiere azotée ;

» La rechercher d’autres activités enzymatiques produites par les souches fongiques
A. iranicus isolat MS-34 et T. verruculosus isolat MS-43 capables de dégrader le
complexe lignocellulosique comme les lignases, les laccases, les xylanases et les
amylases ;

= La purification du surnageant enzymatique par chromatographie afin d’améliorer
I’activité cellulasique spécifique ;

» La récupération du bioéthanol par des techniques beaucoup plus sophistiquées
(colonnes de distillation, tamis moléculaire) que celle de la distillation classique.
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Annexe 1

Les milieux de cultures

1. Milieu PDA (Potatoes Dextrose agar)

Pomme de terre (macération 500ml de filtrat) .....................cooenl . 200 g
DEXIIOSE ettt ettt 10 g
N P I5¢g
Eau distillée. ... .c.ooniii e 1000 ml

2. Milizu PDB (Potatoes Dextros bouillon)

Ces les mémes composantes du milieu PDA a ’exception de 1’agar-agar.

3. Milieu MEA (Malt Extract Agar)

MatiCre SEChE ...t e S0g
N ) S5¢g
Eau distillée ........ooii 1000 ml
4. Milieu G25N (25 % Glycérol Nitrate Agar)
KH2POA . . 075 ¢g
(0721 0 1<) [ 0071 1615) 113 (S 7.5 ml
Extrait de Llevure ........oooiiiiii e 37¢
GLYCRIOL. ..ot 250 g
N 12¢g
Eau distillée ........ooii 750 ml
5. Milieu CYA (Czapek Yeast Agar)
CZAPEK CONCENLIE. ...ttt ettt et et e 10 ml
KH 2P O .o lg
Extrait de Levure ........oooiiiiii i S5¢g
SUCTOSE .ttt ettt et e e 3049
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Bau distillée ..o 1000 ml
6. Czapek Concentre

NANO3 oo 30 g

KL e 5¢

Mg S O .. e 5¢

FESO4. .o 0.1g

Eau distillée ............coooiii i, 100 ml

7. Milieu Mandel

(NHA)2S04 ..o e l4g
KH2POA 2g
UL et 03g
Peptone ..o lg
CaC] 2 e 03¢g
MESO4 TH2O0 ..ot 03¢g
Solution d’oligo-€l€mMents ............ooviiiiiiiiiiiii e 1 ml
TWeen 80 ... 2 ml
Extraitde levure ...... ... 025¢g
Eau distillée ..o 1000 ml

Stérilisation a 120°C pendant 20 minutes.

- Solution d’oligo-¢éléments :

HCL 0.96 ml
FeSO4 TH20 ... 0.88¢g
MNCI2 4H20 ..o 0.17 g
ZnSO4 TH20 oo 054 ¢
COCI2 OH20 ... 034¢g
Eaudistillée ... ... 100 ml

8. Solution lyse CTAB

TRIS-HCIpH 7,4, .o 100 mM
EDTADPH 8.0 ..o 20 mM
NACL . 250 mM
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9. TAE (Tris, Acétate, EDTA)

Pour la préparation d’une solution stock concentrée cinquante fois (50x) de tampon TAE pH

8,0 peser a :
S TS BaSe. 242 ¢
- acide acetique glacial 100 % .........coovriiiiiii 57,1 mL
= ED T A 0,5 .. 100 mL
- Eau distillée ... (~800mL) pour 1L

Ajuster le pH a 8.0.

Annexe 2

Dosage des sels minéraux

1.1 Dosage du calcium

Le dosage du calcium (Ca) a été effectu¢ a 1’aide d’une spectrométrie d’absorption
atomique (SAA) a la longueur d’onde de 422 nm. Le principe est base sur le fait que les atomes
libres peuvent absorber la lumiere d’une certaine longeur d’onde et 1’absorption de chaque

élément est spécifique. L’analyse par absorption atomique utilise la loi de Beer- Lambert.
Minéralisation

Comme il a été cité dans la partie matériel et méthode, Les cendres des échantillons
obtenues sont traitées a 1’acide chloryhdrique HCl (2N), puis aprés digestion en bain marie
pendant une demi-heure, la solution est récupérée avec une quantité¢ d’eau distillée jusqu’a

I’obtention d’un volume final de 50 ml.
Méthode de dosage

Réactifs :

- Acide chlorhydrique concentré (HCL)

- solution meére de calcium 1g/l : elle est préparee a partir de CaCOs (dissoudre 2,497 g
CaCOs avec 50 ml Hzo et 25 ml HCI (concentre), ajouter de I’eau déminéralisée jusqua 1000
ml)

- solution fille de calcium a 100 mg/I
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-solution mere de Chlorure de lanthane : dissoudre 175,5 g de La>O3 dans 185 ml HCI
(concentré) et de I’eau déminéralisée, jauger & 1000 ml =15%)

- solution fille de lanthane a 3 % (diluer 200 ml de solution La 15 % a 1000 ml a I’eau
déminéralisée

Etalonnage :

A partir des solutions précédentes, préparer la gamme selon les indications du tableau ci-
dessous :

Tableau 1.1 : Gamme d’étalonage pour dosage du calcium,

Numéro de Témoin 1 2 3 4
fiole

Ca 100 mg/l 0 2,5 5 7,5 10

HCL pure 2 2 2 2 2

La 3% 10 10 10 10 10

Eau diméniralisée pour avoir 100 ml

Camg/l 0 2,5 5 7,5 10

Préparation des solutions d’analyse
Les échantillons d’analyse sont dilués pour avoir Ca entre 2 et 10 mg/l, HCI 2 % et La 0,3 %.
Conditions spectrales
- Lampe a cathode creuse de calcium,
- longueur d’onde : 422 nm,
- flamme air-acétyléne oxydante.
1.4 Dosage de magnésium
Le dosage du magnésium (Mg) a été effectué par spectrométrie d’absorption atomique
(SAA) a la longueur d’onde de 285 nm.
Réactifs :
- Acide chlorhydrique concentré

- solution de magnésium 100 mg/l (Cette solution peut étre préparée en dissolvant 0,495 g

(MgSO04) dans de I’eau distillée et en ajustant le volume a 1 litre).
Etalonnage : Préparer une gamme de solutions selon les indications du tableau ci-dessous :

Tableau 1.2 : Gamme d’étalonage pour dosage de magnisium.



Annexes

Numéro de | Témoin |1 2 3 4 5 6

fiole

Mg (100 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

mg/l) ml

HCL ml 2 2 2 2 2 2 2
Eau diméniralisée pour avoir 100 ml

Mg mg/1 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

1.3 Dosage de sodium et du potassium

Le dosage de sodium et du potassium est réalisé a I’aide d’un photomeétre a flamme. Lorsque
les atomes d’un élément sont excités, leurs retours a 1’état fondamental s’accompagnent de photons,
de fréquence « F » spécifique a cet élément, ’utilisation de ce phénoméne constitue la base de la
spectroscopie d’émission.
-Reéactifs :
-Acide nitrique
-Solution étalon de NaCl 100 mg/I
- solution étalon de KCI & 100 mg/I
Réalisation de la courbe d’étalonnage a partir d’une solution fille (Lmg/l) de sodium et potassium, les
lectures sont effectuées a une longueur d’onde de 589 nm pour le sodium et 766,5 nm pour le potassium
(Tableau 1.3)

Tableau 1.3 : Série de dilutions pour réalisation de la courbe d’étalonnage du sodium et du potassium

Numero de fiole Témoin 1 2 3 4
Solution étalon de sodium ou de |0 10 20 30 40
magnisium (1 mg/l)

Eau permutée (ml) 100 100 100 100 100
Acide nitrique (ml) 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15
Cooncentration finale en mg/I 0 0,1 0,2 0,3 0,4
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Annexe 3

Analyses physico chimiques de I’eau du barrage

1. Mesure du pH : la mesure du pH est effectuée a 1’aide d’un pH métre
2. Mesure de TDS: Le taux de sel est mesuré a 1’aide d’un appareil milti-paramétrique.
L’¢lectrode préalablement rincé a 1’eau distillée est plongé dans chaque échantillon d’eau a
examiner.
chlorure, sulfate, bicarbonate
3. Dosage des ions calcium Ca*? et magnésium Mg*? (1ISO N° 6058 )
Le titrage molaire des ions calcium et magnésium est effectuée avec une solution de sel
disodique de l'acide éthylénediaminetétraacétique (EDTA) a pH10. Le noir érichrome T, qui
donne une couleur rouge foncé ou violette en présence des ions calcium et magnésium, est

utilisé comme indicateur.

- Réactifs
1) Solution d’E.D.T.A N/50 ( C10 Hi4 N2 Naz Og 2H20 ) : (0,02N ou 0,01M)
SEDTA 3,725 g. apres déshydratation a 80°C pendant
2 h.
- HoO distillée oo g.s.p 1000 ml.
2) Solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) 2 N :
- NaOH (pastilles) .......ccccevviveiiiiececieeceen 80g.
HoO distillée e, g.s.p 1000 ml.
3) Solution d’hydroxyde d’ammonium (NH:sOH) pH =10,1:
- Chlorure d’ammonium ..........cccecceeeviienieenieenieeieeeeane 67,5 g.
= NH1OH  (25%)..ueeieiiiiiieie e, 570 ml
= HCICONCENTIE ... PH=10,1
-H O distillée g.s.p 1000 ml.

: Noir eriochrome T.
e Solution étalon de référence (CaCOz)= 0.01mol/Il
Sécher un échantillon de carbonate de calcium pur pendant 2 h a 150°C.
En introduire 1 g dans une fiole conique de 500 ml et humidifier avec de I'eau. Ajouter goutte
a goutte de I'acide chlorhydrique a 4 mol/l jusqu'a ce que tout le carbonate soit dissous. Eviter
un exces d'acide.
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Ajouter 200 ml d'eau et porter a ébullition quelques minutes afin d'éliminer le dioxyde de
carbone. Refroidir et ajouter quelques gouttes de I'indicateur au rouge de méthyle. Ajouter une
solution ammoniacale a 3 mol/l jusqu'a ce que la solution devienne orange. Transvaser la
solution dans une fiole jaugée de 1000ml et compléter au volume avec de I'eau distillée. 1ml de
la solution contient 0.4008 mg(0.01 mmol/l) de calcium.

e Mode opératoire :

(V1) Ca* - Prendre 50 ml d’eau a analyser.

- Ajouter 2 ml de NaOH a 2 N.

- Ajouter du Murexide.

- Et titrer avec ’E.D.T.A jusqu’au virage (violet).
(V2) Ca?*Mg* : - Prendre 50 ml d’eau a analyser.

- Ajouter 2 ml de NH4OH (10,1).

- Ajouter noir eriochrome.

- Et titrer avec I'E.D.T.A jusqu’au virage (bleu).

Expression des résultats : La détermination du mg/l de Calcium est donnée
par la formule suivante :

d'ou :
* * *
mg/ICa2+=V1 Ceonn*F MCa2+*lOOO
P.E

V1 : Volume d'EDTA nécessaire pour une concentration donnée.

C : Concentration molaire dEDTA (0,01 M/I).

Mc?*: Masse molaire du calcium en g.

P.E : Prise d'essai (volume de I'échantillon nécessaire pour ce dosage).

F :Facteur
Donc

* * *
mg/ICa2+ _V. 0.0150F 40.08*1000

mg/l Ca?* =V1x F x 8.016
La détermination du mg/lI de Magnésium est donnée par la formule suivante :

(Vz — Vl)*CEDTA*F*MMgz +
P.E

mg/IMg2+ = *1000

d'ou :
V2: Volume total d'E.D.T.A
V1 : Volume d'EDTA nécessaire pour une concentration donnee.
C : Concentration molaire d'EDTA (0,01 M/I ).
Mwmg®*: Masse molaire du Magnésium en g.
P.E : Prise d'essai (volume de I'échantillon nécessaire pour ce dosage).
F : Facteur
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Donc
(V2—V1)*0.01*F*24.3
50

mg/IMg2+ = *1000

mg/l Mg?* = (V2-V1) x F x 4.86

4. Dosage de sodium Na* par photométre de flamme (ISO 9964/3)

Préparation des étalons :

Solution fille de sodium (Na+) & 10 mg/l de la solution mére de Na Cl a 1000 mg/l dans 100
ml d'eau distillée.
2)- Partie pratique :

Mode opératoire :
Appareil Dr LANGE (JENWAY)
Il faut le suivre étape par étape :

— Allumer l'appareil a I'aide du bouton vert (Power).
— Ouvrir le robinet de la bouteille du gaz.

— Allumer la flamme a l'aide du bouton noir "IGNITION" sans lacher le doigt jusqu'a
I'affichage "FLM" en rouge sur I'écran.

— Pipeter de I'eau distillée remplie dans une cuvette.

— Optimiser la flamme si elle est jaune a l'aide du bouton " fuel ™ jusqu'a ce que la couleur
devienne bleu violacée.

— Optimiser a zéro a l'aide du bouton "Blank™.

— Laisser se stabiliser 5 a 10 minutes.

— Une fois qu'elle se stabilise a zéro, activer la cuvette d'eau distillée et la remplacer par une
autre cuvette remplie par une solution étalon de Na+ ou du K* a 10 mg/I.

— Optimiser a 10 mg/l a l'aide du bouton "FINE"

— Retirer la cuvette remplie par une solution étalon de "Na™ ou de "K™ a 10 mg/l et la
remplacer par une cuvette remplie d'eau distillée et vérifier si I'écran affiche zéro (0.000).

— Retirer la cuvette remplie par I'eau distillée et la remplacer par une cuvette remplie par une
solution étalon de Na* a 10 mg/I et vérifier si I'écran affiche (10).

— Retirer la cuvette et la remplacer par une autre cuvette remplie d'eau distillée.

— A la fin, passer aux échantillons inconnus jusqu'a ce que la valeur affichée sur I'écran est

stable (3 essais pour chaque échantillon).

- Le résultat est donné directement en mg/I.
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5. Détermination des chlorures CI"(NF T 90 -014)

Principe :
Réaction des ions chlorure avec des ions argent pour former du chlorure d'argent insoluble qui

est précipité quantitativement .Addition d'un petit exces d'ions argent et formation du chromate
d'argent brun-rouge avec des ions chromates qui ont été ajoutés comme indicateur. Cette
réaction est utilisée pour l'indication du virage. Durant le titrage , le pH est maintenu entre 5 et
9.5 afin de permettre la précipitation.

Ag NOs + NaCl —+ {AgCl}+ Na NOs3
2AgCl + KoCrO4 ___, 2Kcl +Ag2CrOq

Réactifs :

Solution de nitrate d’argent a 0,01 N:
1,6987 d' AgNO3—1000 ml d'eau distillée
Indicateur coloré KoCrO4 a 10 %:
10 g de K2C/O4 — Q.S.P 100 ml d'H2Odist.

Solution de chlorures a 71 mag/l:

0.107g de NH4ClL............ 1000ml d'eau distillée.
Mode opératoire :
Prendre 5 ml d’eau a analyser,
Ajouter 2 gouttes de K2C:O4 (coloration jaunatre).
Titrer avec Ag NOz a 0,01 N jusqu’a coloration brun rougeatre.
Expression des résultats :

VAGNGs X NAgNOs x MCI_ VAgNGs X 0,01 35,5 x F x1000

PE 5
F.S:mg/l CI = VAgNOs x 71 x F.

F.G:

VAQgNOs3 : Volume d’AgNO3 nécessaire pour le dosage de 1’échantillon.
NAgNOs3 : Normalité d’AgNO3

MCI . masse des chlorures.

F : facteur de correction du titre d’Ag NOa.

PE : prise d’essai.

Pourle F:  -Prendre 5 ml de la solution mere a 71 mg/l.

- Ajouter 2 gouttes de I’indicateur coloré.
- Doser par AgNOs a 0,01 N jusqu’au virage.(couleur brun rougeatre).

Fo Tt
VAg NO,

6. Détermination des Sulfates ( SO4? ) (NF T 90 -014)
Principe :

Les ions sulfates sont précipités et passés a I'état de sulfate de baryum
En présence de Ba Cl..
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Ba Cl, + SOs* — BaSO4+ 2 CI

Appareil :
Spectrophotomeétre UV Visible
Réactifs :

Solution mére de sulfates a 1 g/l a partir de Na2SO4
Peser 1,479 g de NazSO4 ....ccvevvvevvecvrenenn, 1000 ml d'eau distillée.

Solution stabilisante :

Acide chlorhydrigque (€ ) .coceovveieiieiece e, 60 ml

Ethanol 200 ml

Chlorure de sodium ..o 150 g.

Glycérol 100 ml.

Eau distillée Q.S.P. 1000 ml.
Solution de chlorure de baryum :

Chlorure de baryum ......cccooeviiiiiiee e, 150 g.

Acide chlorhydrique ..., 5ml.

Eau distillée Q.S.P. 1000 ml.

Gamme d'étalonnage :

Prendre 8 béchers de 250 ml.

Laver tres bien avec du savon et une lavette.

Rincer abondamment avec I'eau du robinet.

Rincer avec une solution acide chlorhydrique

Rincer avec I'eau du robinet puis avec de I'eau distillée.

. Remarque :

- Les échantillons troubles ou colorés doivent étre filtrés sur filtre de 0,45 um.
- Les échantillons qui contiennent plus de 70 mg/l SO4> doivent étre dilués
avant détermination.

Gamme d'étalonnage :

Tableau :

N° Bécher 0 1 2 3 4 5 6 7

$ mére a 1g/l 0 1 mi 2ml 3ml 4 ml 5ml 6 ml 7 ml

qsp 100ml | 200ml | 100 ml | 100 ml | 100 ml | 100 ml | 100 ml | 100 ml
$ stabilisante 5mi 5ml 5ml 5ml 5mi 5mi 5mi 5mi
$ chlorure de 2ml 2 ml 2ml 2 ml 2ml 2 ml 2 ml 2 ml
baryum
Agitation 1 mn.
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concentration finale 0 10 20 30 40 50 60
mg/l SO4*

70

Enregistrer la gamme dans le spectrophotométre a la longueur d'onde A 420.

* Mode opératoire :

* Prendre 20 ml d'eau a analyser puis compléter a 100 ml d'eau distillée.
* Ajouter 5 ml de la solution stabilisante.

* Ajouter 2 ml de chlorure de baryum.

* Agiter énergiquement pendant 1 mn.

*

Passer au spectrophotométre A =420 nm.

* Expression des résultats :

mg/l SO4% = la valeur lue sur le spectrophotométre x facteur de la dilution.

7. Détermination de I’alcalinité (HCO3") (NF T0-036)

L'alcalinité d'une eau correspond a la présence bicarbonates, carbonates et
hydroxydes.

Principe :

Détermination des volumes successifs d'acide fort en solution diluée nécessaire pour
neutraliser, aux niveaux de pH = 8.3 et 4.3, le volume deau a analyser. La premiére
détermination sert a calculer le titre alcalimétrique (TA), la seconde a calculer le titre
alcalimétrique complet (TAC).

Réactifs :

* Solution d’acide Chlorhydrique a 1 N :

* Solution d’HC1 4 0,1 N :
-SAHCIA TN e 100 ml.
-HO distillée oo g.s.p 1000ml.

Electrode : Electrode de pH
Mode opératoire :
- Prendre 100 ml d’eau a analyser,
- Noter son pH puis titrer avec HCl a 0,1 N jusqu’a obtention d’un pH de 4,3.

* Expression des résultats :
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G- Va X Na X MHCOs" x1000 ~ V, x0,1x61x1000
T PE - 100
F.S: VA1 x61=mg/l HCOs
Va : Volume d’acide versé.
Na : normalité d’acide versé.
MHCOs : masse des bicarbonates ( HCO3).
P.E . prise d’essai.

* Remarque :

Si le pH de I’échantillon est supérieur a 8,3 ; titrer jusqu’a cette valeur (volume d’HCI obtenu
correspond au CO3?) puis continuer le dosage jusqu’a pH de 4,3 noter le volume VA,
mg/l COs> = VA2 x 60

Annexe : 4

Méthode de dosage

1. Dosage de glucose par DNS (Miller, 1959)
Dissoudre 1g de DNS dans 50 ml de NaOH (2N). Ajouter 30g tartrate de sodium potassium
tétrahydraté double, compléter a 100 ml avec I’eau distillée puis agité. Le réactif doit étre

conservé a [’abri de la lumiére. Il se conserve environ un mois 2. 2.
2. Dosage des protéines (Bradford, 1976)

Nous avons besoin de deux solutions pour le dosage des proté€ines par cette méthode

A. Préparation de la solution de Bradford

- Bleau de coomassi G250 ..........ccooeiiiiiiiiiiiii e 0,01g
- Acide orthophosphorique ............c.coviiiiiiiiiiiiii, 10ml
= Ethanol 95% ...ooeoniiii Sml
- EBaudistillée ... 100ml

B. Solution sérum bovine albumine (SBA)
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- Eaudistillée ... 100ml
Annexe : 5
Courbes d’étalonnages
0.8 . Yy=0.0009x-0.025
E 07 R? = 0.9803
S 06 -
Zed 05 .
S 04 -
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3 02 -
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(mg/l)
Figure 1 : Courbe étalon pour dosage de cellulose
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Figure 2 :

Courbe étalon pour dosage de Glucose par Anthrone
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Figure 3 : Courbe étalon pour le dosage des protéines
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Figure 4 : Courbe étalon glucose par DNS pour le dosage des activités cellulosiques
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Retord de Viscosimétre

Annexes

- 3 #3 rotor

"———'—a— - #2 rotor

— #1 rotor

NDJ-SS viscosity range table




Annexes

Annexe : 7

Tableau 1 : Grille de qualité des eaux de surface de I’ABHCSM de Constantine et I’ANBT
d’Algérie

Altération Minéralisation
Paraméire Unité Excellente Bonne Passable Mauvaise
Conductivité électrique uS/cm =180et=400 | =400et<2500 | <180 ou=2500 et <4000 =4000
Chlorures mg/l 25 200 =200
Sulfates mg/l 25 250 =150
Altération Matiéres azotées hors nitrates
Paramétre Unité Excellente Bonne Passable Mauvaise
Ammonium mg/l 0.05 0.5 4 =4
Nifrites ing/l 0.05 0.1 0.7 =07
Altération Nitrates
Paraméire Unité Excellente Bonne Passable Mauvaise
Nitrates mg/l 25 50 100 =100
Altération Matiéres organiques et oxydables
Paramétre Unité Excellente Bonne Passable Mauvaise
Oxygeéne dissous % 100 90 50 30
DBO3 mg/l 0 5 10 15
DCO mg/l 0 20 40 50
Altération Phosphates
Paramétre Unité Excellente Bonne Passable Mauvaise
Phosphates mg/l 0-0,01 0,01-0.1 0.1-<3 >3
Altération Turbidité
Paramétre Unité Excellente Bonne Passable Mauvaise
Turbidité NTU <2 35 70 =105
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Analyses statistiques

Annexes

1. Concentration de cellulose avant et apres preétraitement alcalin.
Analyse de variance: un facteur

RAPPORT DETAILLE

Nombre
Groupes d'échantillons Somme Moyenne Variance
0 3 1618,33333 539,444444 4370,67901
0,1 3  2691,66667 897,222222 3533,64198
0,2 3 3513,33333 1171,11111 127211,111
0,5 3 3828,33333 1276,11111 33002,7778
ANALYSE DE VARIANCE
Source des Degré de Moyenne des
variations Somme des carrés liberté carrés F Probabilité
Entre Groupes 974461,806 3 324820,602 7,72838593 0,00949825
A l'intérieur des
groupes 336236,42 8 42029,5525
Total 1310698,23 11

2. Comparaison des taux de carbohydrates libérés dans les cultures submergées des
deux souches avec les différents prétraitements
Tests ANOVA a deux facteurs

d'expérience

Analyse de variance: deux facteurs avec répétition

d'échantillons

RAPPORT 0,1 0,2 0,5 Total
DETAILLE

61,90625

Nombre 3 3 3 9
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Somme 155,71875 | 312,2812 | 593,53125 1061,53
5 125
Moyenne 51,90625 | 104,0937 | 197,84375 117,947
5 917
Variance 23,292689 | 16,59543 | 66,9737640 | 4128,00
06 906 6 942
126,59375
Nombre 3 3 3 9
d'échantillons
Somme 276,65625 | 251,3437 | 400,40625 | 928,406
5 25
Moyenne 92,21875 | 83,78125 | 133,46875 103,156
25
Variance 274,85495 | 80,12487 | 96,8010015 | 643,145
16 656 6 403
Total
Nombre 6 6 6
d'échantillons
Somme 432,375 563,625 | 993,9375
Moyenne 72,0625 93,9375 | 165,65625
Variance 606,78835 | 162,4674 | 1308,75209
31 231 4
ANALYSE DE
VARIANCE
Source des Somme des | Degré de | Moyenne F Probabi | Valeur
variations carrés liberté des carrés lité critique
pour F
Echantillon 984,57031 |1 984,570312 | 10,5745 | 0,00693 | 4,75  ***
25 5 974 247
Colonnes 28763,769 | 2 14381,8847 | 154,466 | 2,7328 | 3,89  ***
53 7 003 E-09
Interaction 8288,1835 | 2 4144,09179 | 44,5088 | 2,81E- | 3,89  ***
94 7 601 06
A l'intérieur 1117,2854 | 12 93,1071203 Degré de
du groupe 44 1 signification
Total 39153,808 | 17

88
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3. Effet de la température sur I’activité endoglucanase d’A.iranicus isolat MS-34 et T
.verruculosus isolat MS-43

Analyse de la variance (ANOVA) un facteur d’A.iranicus isolat MS-34

Groupes Nombre Somm | Moyenne | Varianc
d'échantillon | e e
S
40°C 4 173,94 | 43,48 0,034
50°C 4 209,68 | 52,42 40,633
60°C 4 209,86 | 52,46 101,92
70°C 4 142,89 | 35,72 31,78
80°C 4 131,82 | 32,95 23,31
ANALYSE DE VARIANCE
Source Somme des Degré | Moyenne F Probabilit | Valeur | Degrée de
des carres de des carrés é critique | Significatio
variations liberté pour F | n
Entre 1326,29 4 331,573 8,39 0,0009 3,06 falalel
Groupes
A 593,07 15 39,538
I'intérieur
des
groupes
Total 1919,36 19
Analyse de la variance (ANOVA) un facteur 7 .verruculosus isolat MS-43
Groupes | Nombre Somme | Moyenne | Variance
d'échantillons
40°C 4 77,73 | 19,43 0,54
50°C 4 78,27 | 19,57 0,85
60°C 4 103,00 | 25,75 1,06
70°C 4 87,11 | 21,78 3,67
80°C 4 81,34 | 20,33 0,44
ANALYSE DE VARIANCE
Source Somme des Degré | Moyenne | F Probabilité | Valeur Degrée de
des carrés de des critiqgue | signification
variations liberté | carrés pour F
Entre 109,71 4 27,43 20,88 5,44E-06 | 3,06 Fekk
Groupes
A 19,70 15 1,31
I'intérieur
des
groupes
Total 129,41 19

4. Effet de la température sur I’activité papier filtre d’ A. iranicus isolat MS-34 et
T. verruculosus isolat MS-43
Analyse de la variance (ANOVA) un facteur d’A.iranicus isolat MS-34
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Groupes Nombre Somme | Moyenne Varianc
d'échantillon e
S
40°C 4 51,935 | 12,98 0,069
50°C 4 100,27 | 25,06 63,85
60°C 4 39,66 9,91 1,88
70°C 4 36,85 9,21 1,40
80°C 4 29,47 7,36 3,25
ANALYSE DE VARIANCE
Source des | Somme des Degré Moyenne des | F Probabilit | Valeur Degrée de
variations carrés de carrés é critique | significatio
liberté pour F n
Entre 804,610 4 201,15 14,27 5,34E-05 | 3,055 folelad
Groupes
A l'intérieur | 211,424 15 14,09
des groupes
Total 1016,03 19

Analyse de la variance (ANOVA) un facteur 7 .verruculosus isolat MS-43

Groupes Nombre Somm | Moyenne | Variance
d'échantillon | e
S
40°C 4 28,94 | 7,23 0,01
50°C 4 31,64 | 791 0,39
60°C 4 34,80 | 8,70 0,00
70°C 4 30,56 | 7,64 0,27
80°C 4 27,49 | 6,87 1,06
ANALYSE DE VARIANCE
Source des | Somme des Degré | Moyenne F Probabilit | Valeur Degrée de
variations carrés de des carrés é critique significatio
liberté pour F n
Entre 7,786 4,000 | 1,946 5,608 | 0,006 3,056 ns
Groupes
A l'intérieur | 5,206 15,000 | 0,347
des groupes
Total 12,992 19,000
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1. Résultats de ’Hydrolyse de la palme séche par les souches A. iranicus
isolat MS-34 et T.verruculosus isolat MS-43

1. A Hydrolyse de la palme (temoin) par les souches A. iranicus isolat MS-34 avec le

Jours Moyenne Moyenne des | Ecarte-type | Moyene pH | Ecarte-type
d’abssorbance | concentrations
(mg/l)
0 0,039 15,03 3,03 5,51 0,57
1 0,133 44,40 8,35 5,75 0,72
2 0,099 33,78 4,74 6,06 0,70
3 0,041 15,65 2,32 6,13 0,79
4 0,05 18,46 3,76 6,31 0,85
5 0,024 10,34 1,45 6,38 0,81
6 0,189 61,90 6,69 6,45 0,78
7 0,045 16,90 1,8 6,46 0,70
8 0,012 6,59 0,82 6,48 0,66
9 0,03 12,21 1,188 6,51 0,70
10 0,0012 3,21 0,13 6,55 0,60

1. C Hydrolyse de la palme traitée avec 10% KOH par les souches A. iranicus isolat MS-34

Jours Moyenne Moyenne des | Ecarte-type | Moyenne | Ecarte-type
d’abssorbance | concentrations pH
(mg/l)
0 0,001 2,84 0,85 6,18 0,37
1 0,092 31,59 6,48 6,57 0,54
2 0,081 28,15 4,49 6,57 0,42
3 0,071 25,03 4,26 6,69 0,62
4 0,002 3,46 0,66 6,70 0,49
5 0,124 41,59 2,71 7,25 0,08
6 0,157 51,90 4,82 6,8 0,50
7 0,056 20,34 1,30 6,78 0,53
8 0,014 7,21 2,23 6,81 0,63
9 0,062 22,21 2,45 6,64 0,57
10 0,208 67,84 2,59 6,61 0,55

1. E Hydrolyse de la palme traitée avec 20% KOH par les souches A. iranicus isolat MS-34

Jours Moyenne Moyenne des | Ecarte- Moyenne Ecarte-
d’abssorbance | concentrations | type pH type
(mg/l)
0 0,006 4,71875 1,87 6,58 0,18
1 0,075 26,28125 1,98 7,23 0,58
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2 0,164 54,09375 5,54 6,87 0,02
3 0,234 75,96875 12,74 6,63 0,22
4 0,303 97,53125 9,40 6,59 0,30
5 0,213 69,40625 11,74 6,79 0,07
6 0,226 73,46875 3,26 6,80 0,26
7 0,324 104,09375 4,07 6,76 0,28
8 0,285 91,90625 8,12 6,79 0,25
9 0,233 75,65625 13,3 6,94 0,19
10 0,307 98,78125 9,001 7,13 0,17

1. G Hydrolyse de la palme traitée avec 50% KOH par les souches A. iranicus isolat MS-34

Jours Moyenne Moyenne des Ecarte- Moyenne Ecarte-
d’abssorbance | concentrations type pH type
(mg/l)

0 0,014 7,21 2,49 7,28 0,05
1 0,102 34,71 5,62 7,39 0,06
2 0,436 139,09 27,44 6,96 0,31
3 0,152 50,34 5,67 7,01 0,04
4 0,295 95,031 7,48 6,91 0,29
5 0,33 105,96 13,18 6,73 0,19
6 0,345 110,65 12,06 7,18 0,04
7 0,336 107,84 12,78 7,12 0,07
8 0,624 197,84 8,18 7,19 0,01
9 0,478 152,21 9,87 7,30 0,01
10 0,383 122,53 9,74 7,37 0,03

2. Dosage des protéines dans les milieux d’hydrolyse avec la palme séche

2. A avec la souche A. iranicus isolat MS-34 :

Lecture L1 L2 L3 P-KOHoy | P-KOH0% | P-KOH0%
Jours temoin temoin temoin| L1 mg/ml |L2mg/ml |L3 mg/ml |Ecate type
5eme jour 0,163 0,141 0,152 2,67 2,31 2,49 0,18
7eme jour 0,241 0,241 0,241 3,95 3,95 3,95 0
10eme jour 0,205 0,157 0,181 3,36 2,57 2,97 0,39
L1 L2 L3 P-KOH1o% | P-KOH10% | P-KOH10%

10% 10% 10% | L1 mg/ml |[L2mg/ml |L3 mg/ml Ecarte-type

5éme jour 0,151 0,104 0,1275 2,48 1,71 2,09 0,38
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7eme jour 0,184 0,173 0,1785 3,02 2,84 2,9 0,09
10eme jour 0,175 0,135 0,155 2,87 2,21 2,54 0,32
L1 L2 L3 P-KOH20% | P-KOH209 | P-KOH200%

20% 20% 20% | L1 mg/ml |L2mg/ml | L3 mg/ml |Ecarte-Type
5eme joure 0,445 0,309 0,377 7,29 5,06 6,18 1,11
7eme jour 0,36 0,244 0,302 5,90 4,003 4,95 0,94
10eme jour 0,28 0,254 0,267 4,59 4,166 4,37 0,21
L1 L2 L3 P-KOHso9 | P-KOHs09 | P-KOHsos
50% 50% SPZN L1 mg/ml | L2 mg/ml | L3 mg/ml Ecarte-Type
5eme joure 0,202 0,403 0,3025 3,31 6,60 4,96 1,64
7eme jour 0,409 0,215 0,312 6,70 3,52 511 1,58
10eme jour 0,26 0,211 0,2355 4,26 3,46 3,86 0,40
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Production scientifique

Lien de I’article : https://www.researchgate.net/profile/Souad-
Makhloufi/publication/370562051 Isolation of a new Aspergillus iranicus strain from the soil of sou
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Articie Histovy: Miccorganisms  with  bictechnokgical properties are  needed  for
Recsived: 5 Dec 2022 transformation or degradation of biokgical products. Here we isclated 2
Revised: 15 Feb 2023 pew Agpergils strain (MS-34) from the seil of southwestern Algeria and
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Le biocontrole de quelques especes de genre aspergillus de la flore
d'altération du blé tendre par 'utilisation des bactéries lactiques

Makhloufi S.Moussaoui A., Djaboub 5.

makhloatisouad 101 260emuilsum
Department  of  Biology Faculty of Science and Technologie, Tahri Mohamed
University,Bechar, 08000 Algérse,

Le blé tendre est une céréale de grande importance dans notre aliment, tourefois
cette céreale est souvent expasée aux contaminations fongiques et leurs toxines. la
présence des espéces d'aspergillus productrices de myvotoxine dans le blé, comme
TAfaves et Aparasitucys, influence non seulement Ja qualité de Dbié, mais engendrer des
conséquences non héghgeahles sur la santé de consommateutr, Le biccontrolé de ces
germes par I'utilisation des bactéries lactiques isclées 3 partir de cing échantillons de blé
tendre, constitue 1'objectif de notre rechercha

Une analyse physico-chimique des achantillons du bié a été effectuée. Ensuite un
isolement des souches fongiques par méthode de dilution, swvi par une idenufication du
genre et de l'espéce a &té réalise, Dans lisclement des souches lactiques, nous avens
utilisé la technique d'enrichissement. L'activité antifongique des souches lactiques a éreé

atudide en deurx étapes avec deux tests, un qualitatif et I'autre qUARSITTEINS tats
d'antagonismes montrent que acty des souches lactiques “&3‘““% : ‘né

antifongique, avec des pourcentages maximaux de 46,808
d'Afiovus et 62,83 % enregistré avec une souche d'Apapfas
souche la plus performante montre que c'est une souche Ly

Mots clés :Biocontrolé, Apergilius, bactéries lactique, bléf
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ISOLEMENT ET MISE EN EVIDENCE DE L’ACTIVITE CELLULOLYTIQUE
DE QUELQUES SOUCHES FONGIQUES ISSUES DE PALMIER DATTIER

Makhl 1, Makhloufi Ahmed 2,

1,2 Département de Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la vie,
Bechar Algerie,

makhloufi.souad1012@gmail cor

Résumé : Ce travail consiste a isoler des souches fongiqu
palmiers dattiers, qui sont capable de produire I'enzyme cellulase®
importance majeure dans la bioconversation des déchets agricoles en une biomasse
conséquente. Les 41 souches fongiques isolées a partir des rachis et folioles ont répondu
positivement au test de papier filtre sauf la souche Alternaria alternata. Ainssi la culture en
milieu solide a base de cellulose montre que les souches A. niger, A. terreus et
Aspergillus.sp ont une croissance trés significative de 27% a 33,3% comparativement au
reste des souches isolées. Avec une biomasse qui varie entre 402 mg et 664 mg. La
production maximale est obtenue par A. niger isolée du pétiole. Ces isolats fongiques ont
une grande importance dans la production des fioles et dans la transformation des déches
organique.

Mots clés : Isolement, fongique, activité cellulolytique, palmier dattier

Annexes
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REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
Ministére de I'enseignement supérieur et de la recherche scientifique (
Université TAHRI Mohamed de Béchar |
Faculté des sciences de la nature et de la vie |

-.‘:; 4éme SEMINAIRE INTERNATIONAL DE BIOLOGIE '
Béchar le 5-7 Décembre 2021 en Webinaire

(ttestation de participation

Le président du séminaire, atteste que : Mr (Mme, Me#¢) souad Makhloufi a présenté une

communication « Poster »
Intitulée : Consultation De L&#39;Etat Des Eaux Utilisee Dans L&#39:Irrigation Des Quelques

Palmeraies De La Region De Bechar
Co auteur(s) : Ahmed MAKHLOUFI ,Ouadha BENMOUSSA, Ibrahim BENZOHRA , Slimane

BENOUIS , Said BOUARFA

Le président du séminaire :

Ministére de I'Enseignement Supérieur O
et de la Recherche Scientifique

UNIVERSITE ABOU-BEKR BELKAID-TLEMCEN

PR PR P da ol A
Faculté SNV-STU =
Laboratoire de Gestion Conservatoire de I'Eau, du Sol et des E.
Foréts et Développement Durable des Zones Montagneuses
ATTESTATION DE PARTICIPATION A
Le Comité d’Organisation atteste que : M. Makhloufi Souad 2 a participé a la Journée d‘Etude surla

Promotion de 'Economie Forestiére tenue le 22 décembre 2022 a la Faculté SNV-STU de 'Université de Tlemcen
par une communiction affichée intitulée «Production de bioéthanol a partir des déchets de la palmeraie

de Saoura».
Avec les co-auteurs : Makhloufi Ahmed, Benouis Slimene, Benzohera ibrahim

Président du Comité Scientifique - !
PrR. BOUHRAOUA RACHD TARIK Fait a Tlemcen, le 22 décembre 2022
- Directeur du Laboratoire

Pr. MOSTEFAI NOUREDDINE
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