REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE MENTOURI-CONSTANTINE
Institut de la Nutrition, de I’Alimentation et des Technologies

Agro-alimentaires (INATAA)

Département de Biotechnologie Alimentaire

N° d’ordre :
N° de série :
MEMOIRE
Présenté pour I’obtention du Diplome de Magistére en Sciences Alimentaires
Option : biotechnologie alimentaire

Theme

Production d’alpha amylase par des moisissures cultivées sur

milieu a base de rebuts de dattes

Présenté par :

Zoubiri Lamia

Devant le jury composé de :

Président : Pr. Namoune H. Professeur INATAA, UMC
Rapporteur : Dr. Amourache L. MCA. INATAA, UMC
Examinateur : Pr. Bengedouar N. Professeur ISNV, UMC
Examinatrice : Dr. Bekhouche F. MCA. INATAA, UMC
Membre invité :  Dr. Acourene S. Chargé de recherches, INRAA

[ Année universitaire : 2011-2012 ]




Remerciements

Je tiens a remercier en premier liew ALLAH, le tout Puissant de m’avoir donné courage, santé et
patience pour achever ce travail (ELHAMDOU LILLAH).

Ce travail a été réalisé au Laboratoire de Technologies Agro-Alimentaires de la station de
Recherches Agronomiques INRAA-Touggourt-Algérie sous :

La direction scientifique de Madame AMOURACHE Leila a qui j'adresse mes vifs remerciements
pour son encadrement, sa confiance, ses efforts et sa patience lors de la correction du manuscrit.

La co-direction de Monsieur ACOURENE Said, chargé de recherche a la station INRAA et Chef
de laboratoire de technologies agro-alimentaires de CINRAA et Mademoiselle DJAFR] Kouther,
attachée de recherche a la méme station. Je souhaite leur adresser mes vifs remerciements pour
m’avoir accueillie dans leur équipe, pour leurs discussions toujours enrichissantes et pour leur
générosité.

Mes remerciements sont adressés aux membres de Jury qui ont bien voulu accepter de juger ce
modeste travail :

Monsieur le professeur NAMOUNE H. qui nous a fait [honneur de présider ce Jury ;
Monsieur le professeur BENGUADOUAR, N. pour [intérét qu’il manifeste a ce travail et pour
Chonneur qu'il nous a fait en participant a ce Jury.

Madame BEKHOUCHE F. qui nous a honorés de bien vouloir examiner ce travail.

Je tiens également a exprimer ma gratitude a [égard de Mesdames AIT KAKI Amel et
LAKHDAR] wassima pour leurs aide et conseils encourageants.

Ma reconnaissance et mon grand respect s adressent a ma source de bonheur «mes parents et mon
maris qui m’ont soutenue avec patience et prouvé leur confiance en moi. Je leur exprime mon
éternelle gratitude.

Je remercie tout particulierement les familles KHMISSETE, CHAWKI, ARIF, KHENFAR,
SALTANI et SAKHR, de Touggourt, pour leur chaleureux accueil familial.

Mes remerciements s adressent également a tous les gens qui travaillent a la station INRAA et au
Centre de Vulgarisation Agricole de Sidi Mehdi-Touggourt, pour leur générosité et grande
gentillesse.

Jexprime mes vifs remerciements aux Messieurs ZEGUEY A. et AMIB Rachid, cadres a [Office
National des Statistiques (ONS-OUARGLA) pour leur aide.

Enfin, mes remerciements sont aussi adressés aux Messieurs : BOUASSLA A., BENSALEM A.,
BOUGUERRA A., GOMR]I M-A. et les demoiselles AYAD R, et BENLACHHEB R,



Sommaire

Résumés
Liste des abréviations

Liste des figures
Liste des tableaux

JFelaCeTe 115 Ts) o NI

Synthese BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitrel : La-amylase. .........coooiiiiii e

1.1 DONNEES SUN I”0-amylase. . ......ouinine ittt
L2 NOMENCIALUTE. . ..ottt e,
1.3 DIfferentes OTIZINES. . uuuieett ettt e et e et e e e e eaeenes
1.4 Structure et mécanisme d’aCtioN. ... .....ouvueieiiniieit i
1.5 Caractéristiques @ENErales. ... ...oovuiiieiiiit it e
1.6 Production d’o-amylase. ........ooueeneiuiit it
1.7 Applications industrielles. ..........oooeiiiiiii e

Chapitre 2 1 LeS MOISISSUIES. ... .uut ettt et ettt et e e e
2.1 DEINIEION. . ottt e e e
2.2 ClasSTIICATION. .. ...ttt e e e
2.3 Mode de reprodUCHION. ... ..utett ittt et
2.4 Conditions de croissance et développement..............cooevviiiiiiiiiiiiiinin...
2.5 Interét INAUSEIICL. .. .o

Chapitre3:LabDatte ...........coooiiiii e,

R D <5 1011510 ) s DA
3.2 Classification €8 dattes. ... ....oviuriiit i e e
3.3 Importance des dattes en AIGErie...........oooiiiiiiiiii
3.4 Principales vari€tés en AIZErie........c.oiviiiiiiiiii i
3.5 Composition biochimique de la datte...............oooiiiiiiiiiiiiiiiii
3.6 Transformation de la datte..........ooovriiiiiiiiiiii e,
3.7 Rebuts de dattes et leur mise en valeur..................oooiiii i,

PARTIE EXPERIMENTALE

Chapitre 4 : Matériel et méthodes. ...,
4.1 Matériel vEGetal .........oiiiii i e
o [ Tod fo o] o =T ] 1 1 PP

4.3. Méthode d’isolement, d’ensemencement et d’identification des moisissures ......

4.4 Méthodes analytiques...

4.5 Production d’a-amylase par fermentatlon submergee ...................................
4.5.1 Etude de la cinétique de croissance et de production d’a-amylase...............
4.5.2 Optimisation des productions (biomasse et a-amylase)..........................

4.6 ANalyse StatiStIQUE. ... ...ueneteet ettt e

Chapitre 5 RESUITALS. ...t

5.1 Isolement et identification des SOUCNES ...........cooviiiiiiiiiiiee,

5.2 Caractéres macroscopiques et microscopiques des genres identifiés..................

Pages

NN O0OTwWwwww

O ©O© © ©o

ol
N O

14
14
15
15
15
16
16

18
18
18
18
20
21
22
24
28
30
30

31



5.3 Réponses des souches isolées au test amylolytique..............coooiiiiiiiiin.n,
5.4 Caractéristiques biochimiques du molt de dattes................coooiviiiiiiiiiinn..

5.5 Production d’a-amylase par fermentation submergée.....................coooil
5.5.1 Cinétique de croissance des cing souches et variation du pH du milieu.........

5.5.2. Cinétique de production d’o-amylase..............cocoooiiiiiiiiiiiiiiii

5.5.3 Optimisation des productions (biomasse et a-amylase)............................

Chapitre 5 : Discussion.......

6.1 Isolement et identification

0BS SOUCNES. . .ottt e,

6.2 Réponse des souches au test amylolytique............ocooviiiiiiiii
6.3 Caractéristiques biochimiques du moltde datte.....................oooiiiiiiiiinan,

6.4 Production de biomasse et d’a-amylase par fermentation submergée..........................

6.4.1 Cinétique de production

de biomasse par les cing souches...................cco....

6.4.2 Cinétique de production d’a-amylase par les cing souches...........................

6.5 Optimisation des productions (biomasse et a-amylase).......................oevene

6.5.1 Effet des facteurs testés sur la croissance des SOUChES..........oveeeeeeenneen...

6.5.2 Effet des facteurs testés sur la production d’a-amylase............................

6.6 pH de milieu a la fin de fermentation.....................ocoiii i,

Conclusion générale et perspectives......ccoeeviiuiiiieiiiniiiieiiinrcinesssarcenscsnsscnses

Références bibliographiques
Annexes

33
34

34
35

37

37
54
54

54
55

56
56

57
59
59
61
64

65
67



Liste des abréviations

DNSA : Acide 3,5 dinitrosalycilique

DO : Densité optique

EDTA : Ethylene Diamine Tétra Acétate

E.L : Extrait de levure

INRAA : Institut National de la Recherche Agronomique Algérie
ITGC : Institut Technique des Grandes Cultures
KMnOQO, : Permanganate de potassium

MA: Malt Agar

Na,CO;: Carbonate de sodium

PDA: Potato Dextrose Agar

Q.S.P.: qualité slreté prestataires

U/ml : Unité par millilitre



Liste des figures

Figure 1: Courbe étalon du @lUCOSE ......c.vvvinriniii i 23
Figure 2: Cinétique de croissance des cing souches tUdi€es. .........cccoceovrereierenesennnne 36
Figure 3: Variation du pH de milieu pour les cing souches étudiées........................... 36
Figure 04: Cinétique de production d’a-amylase par les cingq souches étudiées.............. 37

Figure 05 : Variation de I’activité amylasique de la souche Rhizopus sp., en fonction des

NUIT BSSAIS ... vttt 46
Figure 06 : Variation de I’activité amylasique de la souche Rhizopus sp., en fonction des

RIUIE @SSA1S. . ettt ettt et e e e e 47
Figure 07 : Variation de ’activité amylasique de la souche Penicillium sp.; en fonction

GBS NUIT BSSAIS .....eeieie e 49
Figure 08 : Variation de I’activité amylasique de la souche Alternaria sp en fonction des

RUIE @SS@IS. - ettt et 50
Figure 09: Variation de I’activité amylasique de la souche Helminthosporium sp en

TONCHION dES NUIL €SSAIS vttt e 52



Liste des tableaux

Tableau 1: Différents noms d’o-amylase ............ccoviveiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeaen,
Tableau 2: Différentes a-amylases microbiennes et leur action...................coeuveen...
Tableau 3: Différentes applications des o-amylases .............cocoeeviiiiiiiiiiiiniininnn
Tableau 4: Principales caractéristiques de trois types de dattes..................c.oeeeenenn.
Tableau 5: Composition de la pulpe de Deglet-Nour............cccooiiiiiiiiiiiiiieas
Tableau 6: Tableau récapitulatif des principales valorisations des rebuts des dattes.......
Tableau 7: Générateur des matrices pour N=8, 12, 16, 20, 24 essais.........................
Tableau 8: Matrcie de Plackett et Burman de huit expériences (7 facteurs) pour la
production d’a-amylase par les souches Rhizopussp (1 et2).........ccooeiviiiiiiiiiinnnn
Tableau 9: Facteurs testés pour les souches Rhizopus sp (1 et 2) et leurs concentrations
COTTESPONAANTES . . ...ttt e e e et e et et et e et et e teeaeenee e
Tableau 10: Matrcie de Plackett et Burman de huit expériences (7 facteurs) pour la
production d’oa-amylase par les souches: Penicillium sp;., Alternaria sp., et
HelmMINthOSPOIIUM SP... .ottt et e ere e
Tableau 11: Facteurs testés pour les souches Penicillium sp;., Alternaria sp. et
Helminthosporium sp. et leurs concentrations correspondantes.................coevieninnnnn.
Tableau 12: Isolats fongiques obtenus a partir des deux échantillons d’orge...............
Tableau 13 : Caractéres macroscopiques et microscopiques des souches isolées...........
Tableau 14: tableau récapitulatif représentant les souches potentiellement
AMYLOLYEIQUES. . .ot

Tableau 15 : Caractéristiques biochimiques de moit de datte utilisé..........................

Tableau 16 : pH final et quantité de biomasse produite dans les 8 expériences pour la
SOUCNE RNIZOPUS S ettt et ettt e e et
Tableau 17 : Effet des facteurs testés sur la production de biomasse par la souche
o] o[ ] o PSP

Tableau 18 : pH final et quantité de biomasse produite dans les 8 expériences pour la
SOUCNE RNIZOPUS SP2. .ttt et et e e e

Tableau 19 : Effet des facteurs testés sur la production de biomasse par la souche
R ZOPUS S + ettt ettt e
Tableau 20 : pH final et quantité de biomasse produite dans les huit expériences pour la
SoUChe PeniCHlliUm SP1. ..o,
Tableau 21: Effet des facteurs testés sur la production de biomasse de la souche
PN CTH UM S 1.t

Tableau 22 : pH final et quantité de biomasse produite dans les huit expériences pour la
SOUCNE ABINAITA SP ... ettt e e e,

25

26

27

27
30
32

32
34

38

39

40

40

41

42



Tableau 23: Effet des variables étudiées sur la production de biomasse de la souche
AN Sttt

Tableau 24 : pH final et quantité de biomasse produite dans les 8 expériences pour la
souche HelminthoSPOriUM SP......uiri e

Tableau 25: Effet des variables étudiées sur la production de biomasse de la souche
Helminthosporium SP........ooiii e

Tableau 26: Effet des variables étudiées sur la production d’a-amylase par la souche
R ZOPUS Sttt ettt ettt e

Tableau 27: Effet des variables étudiées sur la production d’a-amylase par la souche
R ZOPUS S, . e vttt e e,

Tableau 28: Effet des variables étudiées sur la production d’a-amylase par la souche
PN CH UM S s

Tableau 29: Effet des variables étudiées sur la production d’a-amylase par la souche
AN SP ...ttt et

Tableau 30: Effet des variables étudiées sur la production d’a-amylase par la souche
HelminthoSpOriUM SP. ... e,

43

44

45

46

48

49

51



Introduction



Introduction

Les enzymes appartenant a la famille des hydrolases telles que, les a-amylases sont parmi les
plus importantes enzymes a 1’échelle industrielle, ce qui les rendent I’un des outils-clés des
biotechnologies (Little, 2004).
En effet, le marché mondial des enzymes est représenté par 80% des hydrolases,
particulierement les amylases et les protéases (Morvan ,2010).
En Algérie, les a-amylases utilisées dans diverses industries (panification, biscuiterie,
amidonnerie...etc) sont importées en totalité, ce qui nécessite la création des ateliers locaux
pour la production de ces enzymes.
Toutefois, la production d’a-amylase par des procédés biotechnologiques (fermentations),
nécessite non seulement I’identification et la sélection des microorganismes amylolytiques,
mais également le choix d’un substrat de fermentation a faible colt d’une part, et convenable
en point de vu composition en élément nutritifs nécessaires au développement des
microorganismes et la production d’a-amylase, d’autre part.
Dans notre étude portant sur la production d’a-amylase; nous avons choisi les moisissures
comme agents de fermentation, vu leur place importante sur le marché des enzymes
amylolytiques et leur remarquable capacité a coloniser et a exploiter une grande variété de
substrats (Leveau et Bouix, 1993 ; Boiron 1996), et les rebuts de dattes de la variété Deglet-
Nour produites en Algérie, comme substrat de fermentation, car ils ont I’avantage d’étre a la
fois de faible valeur marchande, abondants et théoriquement inépuisables, puisqu’ils sont
génerés a des quantités importantes estimees moyennement a 67.500 tonne/an (Chehma et
Longo, 2001).
Ces rebuts de dattes, par leur richesse en sucres fermentiscibles, sels minéraux et vitamines,
ont fait I’objet de plusieurs études intéressant la biotechnologie alimentaire, par la production
de la levure boulangere, d’acides organiques, d’enzymes amylolytiques, cellulolytiques et de
bioalccol (Siboukeur et al., 2001; Ould El Hadj et al., 2006; Bensmira, 2006 ; Boulal et al.,
2010 et Acouréne et Ammouche, 2011).
Le présent travail a pour principaux objectifs, I’isolement et la sélection de nouvelles
moisissures productrices d’oa-amylase d’une part, et I’optimisation du milieu de culture,
constitué du mo(Qt extrait des rebuts de la variété Deglet- Nour, d’autre part.
La concrétisation de ce travail est comme suit:

- Premiere partie, concerne la synthése des connaissances sur 1’a-amylase, les

moisissures et enfin les dattes et leurs rebuts ;

-
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Deuxiéme partie, concerne I’isolement et la sélection des souches amylolytiques a
partir des grains d’orge ;

Troisiéme partie, concerne 1’analyse physicochimique du moQt de dattes qui servira de
milieu de culture pour la production d’a-amylase ;

Quatrieme partie, concerne la production d’a-amylase, en étudiant la cinétique de
croissance et de production d’enzyme en premier lieu, et I’optimisation de milieu de
culture par I’emploi de la planification expérimentale basée sur les plans statistiques
de Plackett-Burman (Plackett et Burman, 1946) qui permettent la sélection des
facteurs ayant un effet significatif sur la croissance des souches sélectionnées et la

production d'a-amylase.

-
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Chapitre 1 L’alpha-amylase

1.1 Données sur I’a-amylase

L’a amylase est considérée l'une des enzymes industrielles la plus importante et la plus
ancienne (Gupta et al., 2008). C’est une macromolécule appartenant a la classe des protéines
globulaires, de type endoglycanases, de la classe des hydrolases, qui agit sur les liaisons o (1-
4) de I’amidon. Son action fournit dés le début un mélange de glucose, de maltose et de
dextrines. En fin de réaction elle fournit du glucose et des résidus correspondant aux liaisons
a (1-6) situées aux points de ramification des chaines (Raimbault, 1981; Alais et al., 2008).

Elle est largement présente chez les animaux, les végétaux et les microorganismes. Bien que
les a-amylases de différentes origines aient tres peu de sequences d'acides aminés identiques,
leur structure tridimensionnelle et I'organisation de leur site actif sont similaires (Mercier,
1985). Leur chaine polypeptidique est organisée en trois domaines formé chacun d’un tonneau
de huit segments béta, entourés par huit hélices alpha. Leurs sites actifs sont constitués d'un

ensemble de sous-sites (Scriban, 1999).

1.2 Nomenclature
Le tableau 1 récapitule les différentes nomenclatures d’a-amylase.

Tableau 1: Différentes nomenclatures d’a-amylase (Mercier, 1985).

Nom

systématigue a (1 - 4) D-glucane glucanohydrolase

Non codifié E.C.3.211

Nom

. | Alpha-amylase.
recommandé P y

glycogenase, endoamylase, maxilase, taka-amylase A, takatherm,
Synonymes | thermolase, amylotherm, clarase, amylopsin, spitase CP1, G995, kleistase
L1, THC 250, maxamy, ptyalin

1.3 Différentes origines

L’a-amylase est une enzyme produite par des plantes, des animaux et des micro-organismes.
Cependant, les sources microbiennes sont les plus préférées pour la production a grande
échelle (Haq et al., 2002):

- Origine animale : L’a-amylase d’origine animale est généralement extraite de la salive
humaine et du pancréas des mammiferes, tels que les porcs et les veaux (Bertheau et al., 1985;
Chatterton et al., 1996).




Chapitre 1 L’alpha-amylase

- Origine vegétale : L’a-amylase joue chez les plantes un réle important dans le métabolisme
glucidique, ou elle participe a 1’hydrolyse de I’amidon en produisant des sucres réducteurs
(glucose et maltose) directement assimilables (Badot et Merlin, 1984). Cette enzyme végétale
est généralement obtenue par extraction a partir des céréales, notamment le blé, I’orge, le son
ou le riz (Srinivasa Rao et al., 2004). Elle est souvent formée au cours de la germination des
graines, qui requiert une activité enzymatique tres importante pour la mobilisation des

réserves et le développement de I'embryon (Brawn et Kelly, 1993 ; Charles et al., 2003).

- Origine microbienne : Deux types sont distingués : les a-amylases bactériennes et les a-

amylases fongiques.

v" Les a-amylases fongiques

La production industrielle d'enzymes a partir des microorganismes fongiques appartenant
surtout aux genres Aspergillus et Penicillium, existe depuis longtemps, du fait que la premiére
production d' a-amylase a été réussie par Takamine en 1894. L'a-amylase fongique est d'une
thermostabilité assez faible, son optimum d'action se situe entre 50°C et 55°C (Fogarty et
Kelly, 1994 ; Duo-Chuan et al., 1997).

Actuellement d’autres genres de moisissures dont Rhizopus et Alternaria ont été utilisés pour
la production d’a-amylase relativement thermostable (Lateef et al., 2004 ; Ait Kaki et al.,
2012). Les levures participent également a la production d’a-amylase (Leveau et Bouix,
1993).

v Les a-amylases bactériennes
Ce type d'enzymes est obtenu principalement par fermentation de Bacillacées (Milner et al.,
1997). 11 s’agit de Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis (Bousseboua, 2002) et
Bacillus subtilis (Mc Tigue et al., 1995).

Le tableau 2 récapitule les différentes a-amylases microbiennes et leur action.

Tableau 2: Différentes a-amylases microbiennes et leur action (Liese et al., 2000).

Enzyme Source Action
Bacillus- Hydrolyse des liaisons o-(1,4) au hasard a
amyloliquefaciens | I’intérieur de la chaine, en donnant de I’o-
a-amylase Bacillus lichenformis | dextrine, de maltose et de glucose.
Aspegillus
Saccharomyces
a-amylz_:lse Bacillus subtilis .Comrfl‘e la précédente, sauf qu’elle produit
saccharifiante jusqu’a 50% du glucose.
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1.4 Structure et mécanisme d’action

Structurellement, les a-amylases sont considérées comme des glycoprotéines renfermant 478
acides aminés répartis en deux domaines globulaires appelés A (1-380 résidus) et B (381-478
résidus) .Ces domaines sont associés par une chaine polypeptidique constituée principalement
de résidus hydrophobes. La partie glucidique est formée essentiellement de mannose.

Les résidus constituant le site de fixation du substrat, ainsi que ceux constituant le site
catalytique sont localisés dans le domaine A, qui montre que 1' a-amylase est formée de huit
feuillets B plissés et de huit hélices a (Chiba, 1988 ; Burhan, 2003).

Le mécanisme d'action de 1' a-amylase nécessite la participation de trois fonctions du site actif
impliquant un attaquant nucléophile, un stabilisateur de la charge positive de I'atome attaqué
et un donneur de proton au groupe déplace ; ceci signifie que la rupture de la liaison osidique
fait intervenir une série d'échanges d'électrons et de protons entre certains résidus de I'enzyme
et du substrat. Les groupes impliqués dans la réaction du site actif sont deux acides
carboxyliques et un noyau imidazole (Parkc et al., 1997).

Ce meécanisme est une caractéristique de I'enzyme et selon les conditions expérimentales
(température, pH, taille et structure du substrat), I’enzyme peut utiliser I’un ou 1’autre
mécanisme et méme une combinaison entre plusieurs mécanismes (Mazur et Nakatani, 1993 ;
Nielson et al., 2001):

- Attaque aléatoire: I’a-amylase hydrolyse aléatoirement les liaisons glucosidiques, libérant

deux fragments, qui seront séparément attaqués.

- Attaque préférée: 1' a-amylase montre une préférence pour certaines liaisons dans le
substrat.

- Attaque répétitive ou multiple: elle implique le déplacement de I'enzyme tout au long de la
chaine du substrat, pour hydrolyser les liaisons glucosidiques sans se dissocier du substrat
(Berry et Paterson, 1990 ; Scriban, 1999).

Fogarty et Kelly (1980), signalent que les a-amylases sont des métallo-enzymes & calcium, vu
la nécessité des ions calcium a l'activité enzymatique et au maintien de la stabilité de la

structure en acides aminés de ces enzymes.
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1.5 Caractéristiques générales

1.5.1 Spécificité de substrat

Le substrat naturel de I’a-amylase est I'amidon (Pandey et al., 2000 ; Alais et al., 2008).

Dans la molécule d’amidon, les unités de glucose sont reliées par des liaisons osidiques a (1-
4) en formant ainsi des chaines hélicoidales d’amylose, sur lesquelles de courtes chaines de
méme constitution se branchent par des liaisons osidiques a (1-6) (Mercier, 1985).

La production d’a-amylase par certaines souches fongiques (Aspergillus sp., Rhizopus sp. et
Penicilium sp.) est contr6lée par I’amidon; il s’agit d’une induction de I’enzyme par son

substrat naturel (Leveau et Bouix, 1993; Nouadri 2011).

1.5.2 Température optimale

En général, les a-amylases ont une température optimale comprise entre 25 °C et 70 °C, avec
une grande stabilité thermique pour les a-amylases bactériennes (Larpent-gourgaud et
Sanglier, 1992).

Vertiani et al. (1998), signalent que la température optimale des a-amylases bactériennes
varie de 50 °C a 90 °C, avec possibilité de résistance a des températures dépassant 100 °C,
pour celles isolées des souches hyperthermophiles.

Cependant la température optimale des a-amylases fongiques varie de 40 °C a 60 °C avec un
optimum plus élevé (65 °C) pour I’a. amylase de la souche Rhizopus orysae (Lucio et al.,
1996).

1.5.3 pH optimal

Les a-amylases sont généralement stables dans une gamme de pH de 4 a 9, avec un optimum
variant de 4 a 5 pour les a-amylases fongiques, et un optimum supérieur a la neutralité, soit 6
a 8.5 pour les a-amylases bactériennes (Larpent-gourgaud et Sanglier, 1992).

Selon Lucio et al., (1996) , I’a-amylase de la souche Rhizopus orysae a un pH optimal se

situant entre 4 et 6,5.

1.5.4 lons métalliques

Les a-amylases sont des métalloprotéines absolument dépendantes du Ca®*, qui est
vraisemblablement un activateur allostérique (Egas et al., 1998). Le calcium ne participe pas
directement a la formation du complexe enzyme-substrat, mais il maintient I'enzyme dans une

conformation optimale pour un maximum d‘activité et de stabilité vis a vis de la dénaturation
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thermique (Savcheko et al., 2002 ;Peixoto-Nogueira et al., 2008) et de la dénaturation par
protéolyse (Nigam et al.,1995 ; Mc tigue et al., 1995).

L'activité enzymatique de I' a-amylase n'est pas modifiée par les ions K*, Na*, NH;", mais elle
est fortement inhibée par 1’éthyléne diamine tétra acétate (EDTA) et les métaux lourds

(lgarashi et al., 1998; Talamond et al., 2002 ).

1.6 Production d’a-amylase

Plusieurs auteurs travaillent au criblage des microorganismes pour la production d'enzymes,
I'isolement et la production des a-amylases extracellulaires (Jensen et al., 1987 ; Haasumet et
al., 1991), ainsi que la purification et la caractérisation de ces dernieres (Nguyen et al. 2000).
Des a-amylases microbiennes sont maintenant industriellement produites, par des espéces de
Bacillus, Aspergillus et Rhizopus, par fermentation submergée ou semi solide (Niehaus et al.,
1999; Bel'en et al., 2006).

Actuellement, la production d’a-amylase met en jeu des procédés biotechnologiques a
moindre codt, utilisant comme substrat de fermentation des déchets organiques, tels que la
pulpe de betterave (Baldwin et al., 1986), les déchets d’oranges (Diomi et al., 2008 ;
Mahmoud et al., 1998 ; Hart et al.,1991), les produits céréaliers (Pascal et Thomas, 1990 ), les
rebuts des dattes (Agouréne et Ammouche, 2011) et le lactosérum (Ait Kaki et al., 2012).

Le milieu de fermentation contient en général 1’amidon, considérée comme meilleur inducteur
de I’a-amylase bactérienne (Lanuginosus thermomyces) et fongique (Aspergillus et

Penicillium) (Leveau et Bouix, 1993).

1.7 Applications industrielles

Les a-amylases sont parmi les hydrolases les plus importantes pour toutes les industries a base
d'amidon, et leur commercialisation est la plus ancienne, avec premiére utilisation en 1984,
comme aide pharmaceutique pour le traitement de désordres digestifs. Aujourd’hui, les a-
amylases trouvent I'application dans tous les processus industriels, avec une dominance des a-
amylases microbiennes qui ont complétement remplacé, non seulement I'hydrolyse chimique
dans les industries de transformation d'amidon, mais également dans les industries chimiques
pharmaceutiques et autres (Bennett, 1998).

Actuellement, les a-amylases ont la part principale du marché mondial d’enzymes, dont
plusieurs différentes préparations d'a-amylase sont disponibles avec de divers fabricants

d'enzymes pour utilisation spécifique dans diverses industries (Aehle et Misset, 1999).
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Le tableau 3, rapporte en bref les divers domaines d’application des a-amylases.

Tableau 3: Différentes applications des a-amylases

Industries Applications
. Solubilisation de I’amidon, accompagnée d’une chute importante de la
Glucoserie e .
viscosité (liquéfaction) (Alais et al., 2008).
Réduction de la viscosité des sirops de cannes a sucre, en hydrolysant
Sucrerie les contaminants amylacés pour assurer la réussite de processus de

cristallisation (Van der maarel et al., 2002).

Biscuiterie et
panification

Amélioration des propriétés rhéologiques et fermentaires de la pate,
ainsi que le volume de la mie et la coloration de la crolte (Pandey
et al., 2000).

Industrie textile

Désencollage textile, qui permet d’¢liminer la colle d’amidon qui
enduit les fibres et les protége au cours du tissage (Hendriksen et al.,
1999).

Liquéfaction de 1’amidon, pour préparer des sauces de couchage

Papeterie permettant d’éliminer les irrégularités superficielles de la feuille
(Tolan, 1996).
Dégradation des taches a base d’amidon, les oligosaccharides et les

Détergent dextrines libérés de I’action hydrolytique sont solubles, ce qui facilite
le découpage physique de la tache (Kottwitz et al., 1994).

Industrie Traitement de diabéte et de 1’obésité (Nielson et al., 2001).

pharmaceutique
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2.1 Définition

Les moisissures sont des champignons microscopiques, qui ont des actions bénéfiques, mais
aussi néfastes pour ’homme. Ce sont des eucaryotes, hétérotrophes, donc obligés de puiser
dans le milieu de développement les substances nutritives nécessaires a leur métabolisme
(Dao, 2005).

Certaines moisissures vivent en symbiose avec des végétaux, d’autres sont des parasites de
végétaux ou d’animaux, d’autres sont des saprophytes, se développant aux dépens de substrats
inertes ou en voie de décomposition (Bourgeois et al., 1989 ; Leveau et Bouix, 1993).

Les moisissures possedent un appareil végetatif constitué par un thalle filamenteux: le
mycélium, dont les filaments s’appellent des hyphes. Le mycélium peut différencier des
organes forts variés selon les groupes, spécialisés dans la multiplication et la dissémination,
auxquels est accordée la dénomination globale de spores (Bourgeois et al., 1989).

2.2 Classification

Différents groupes de moisissures ont été définis suivant leur mode de reproduction sexuée et
les caractéristiques de leur spore. Les Eumycetes forment un groupe trés vaste, incluant les
classes principales des moisissures (Bourgeois et al., 1989), a savoir les Zygomycétes, les
Ascomycetes, les Basidiomycetes et les Deutéromycetes.

Les Zygomycetes possedent des spores contenues a 1’extérieur d’une cellule renflée, les
Ascomycetes ont des spores regroupées dans des sortes de sacs, les Basidiomycétes qui ont
des spores portées par des basides, et les Deutéromycetes. Ces derniers sont un groupe
hétérogene dont on ne connait pas actuellement, pour la plupart, la forme de reproduction
sexuée (Kiffer et Morelet, 1997 ; Cahagnier et al., 1998).

Les moisissures se rencontrent dans tous les groupes, en particulier dans les Hyphomycetes,
mais sont assez peu nombreuses chez les Basidiomycétes (Frazier, 1967; Punt et al., 2002).

2.3 Mode de reproduction

L’appareil végétatif des moisissures est un thalle composé de filaments (hyphes) ramifiés,
dont I’ensemble constitue le mycélium. Ils se reproduisent grace a des spores, qui sont issues
soit d’une reproduction sexuée (champignon téléomorphe) ou d’une multiplication asexuée
(champignon anamorphe). Certains champignons, chez lesquels, les deux formes coexistent

sont appelés holomorphes (Guiraud, 1998 ; Dao, 2005).
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2.4 Conditions de croissance et développement

Pour assurer leur croissance et développement, les moisissures comme tout autre
microorganisme, utilisent les sources de carbones et d’énergie qu’elles trouvent dans leur
environnement et qu’elles dégradent, a I’aide d’enzymes exocellulaires appropriées. Les
produits résultants, absorbés sélectivement et soumis a leur tour a l’action d’enzymes
endocellulaires, sont transformés en molécules plus petites fournissant 1’énergiec et les
précurseurs indispensables pour la biosynthese des métabolites primaires, qui peuvent étre a
I’origine d’autres métabolites dits secondaires (Leveau et Bouix, 1993).

Les conditions optimales de croissance peuvent varier d’une espéce a ’autre, chacune d’entre
elles ayant un degré différent d’adaptation a son environnement (Halewyn et al., 2002).

Selon Boiron (1996), le développement optimal (croissance et reproduction) des moisissures
nécessite la connaissance et le controle des facteurs nutritionnels et physicochimiques du

milieu de culture.

2.4.1 Facteurs nutritionnels
Les ¢éléments nutritifs de base qu’exigent les moisissures pour se développer sont le carbone,

I’azote et les minéraux (Davet, 1997).

v" Source de carbone

Pratiqguement, tous les composés organiques peuvent étres utilisés comme source de carbone
et d’énergie par les moisissures. La plupart d’entre elles peuvent métaboliser le glucose et le
saccharose, avec quelques polysaccharides comme 1’amidon et la cellulose (Boiron, 1996 ;
Nicklin et al., 2000). Certaines d’entres elles, produisent des lipases extracellulaires capables
d’hydrolyser les lipides en glycérol et acides gras, qui peuvent étres assimilés par beaucoup
d’espéces fongiques, alors que seulement certaines especes utilisent les acides organiques et
I’éthanol (Boiron, 1996).

v" Source d’azote

La plupart des moisissures assimilent 1’azote sous forme de NH,*, dont la présence réprime
I’utilisation d’autres sources azotées (nitrate, acides aminés et protéines). L’ammoniaque est
transformé en acide glutamique, en glutamine ou en d’autres acides aminés par transamination
(Boiron, 1996), alors que seules certaines especes utilisent le nitrate, d’autres ne peuvent
croitre qu’en présence d’azote organique et aucune moisissure ne peut fixer 1’azote

atmosphérique (Punt et al., 2002).
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v" Sels minéraux
Certains minéraux, tels que le phosphore (assimilé sous forme H,POy"), soufre (assimilé sous
forme sulfate ou composés réduits), potassium...etc., sont exigés a concentration relativement
élevée (environ 102 M).
Cependant, certains minéraux, tels que le fer, cuivre, manganese, zinc et molybdéne sont

exigés a concentration faible (10° M ou moins) (Boiron, 1996).

v Facteurs de croissance et vitamines
Boiron (1996), signale que les stérols, les acides gras et certains vitamines de groupe B sont

nécessaires pour le développement d’un certains nombre d’especes fongiques.

2.4.2 Facteurs physico-chimiques
Les facteurs physicochimiques ont une influence importante sur le développement des

moisissures. Parmi ces facteurs les plus importants :

v' Température

La température joue un role prépondérant dans la croissance mycélienne, elle intervient
également dans la sporulation et la germination des spores (Bourgeois et al., 1989). La plupart
des moisissures sont mésophiles se développant bien a des températures de 25 a 35°C (Botton
et al., 1990 ; Julien, 2002). Quelques especes sont thermotolérantes ou thermophiles et
peuvent croitre a hautes températures (au dessus de 50°C), avec une croissance optimale aux
environ de 20 a 25°C, Aspergillus fumigatus est un bon exemple (Botton et al., 1990; Nicklin
et al., 2000).

D’autres sont des psychrophiles ou psychrotolérantes, se développant a basses températures
(entre -5 et 10°C), telles que Helicostylum pulchrum, Chrysosporium pannorum et
Cladosporium herbarum. Ces espéces peuvent méme survivre a -60°C et elles sont

rencontrées dans des entrepots frigorifiques (Davet, 1997 ; Botton et al., 1990).

v Activité de I’eau (Ay)

Théoriquement, les limites pour la croissance microbienne s’étendent de 0.65 & 1, avec une
limite inférieure absolue de 0.55. En pratique, si I’a,, dans le matériau peut étre maintenue
sous les 0.75, la croissance microbienne sera limitée, tandis qu’il n’y aura pratiquement
aucune croissance microbienne sous une a, de 0.65, méme sur les matériaux les plus
facilement attaquables. Les spores de moisissures pourront toutefois, rester viables sous ces

valeurs et ce, sur de longues périodes de temps (Halwyn et al., 2002).
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v pH
Les moisissures peuvent se développer dans une large gamme de pH allant de 45 a 8
(Larpent-gourgaud et Sanglier, 1992).
Toutefois, les variations du pH, peuvent influencer la croissance fongique, soit indirectement
en agissant sur la disponibilité de certains nutriments, soit directement par action sur la
membrane cellulaire, sachant que la plupart des moisissures peuvent ajuster le pH du milieu a

leur convenance (Boiron, 1996).

v" Oxygeéne
La quantité d’oxygene mise a la disposition des moisissures est un facteur important de
développement. La plupart sont aérobies, les plus exigeantes vivent dans les régions
périphériques des substrats, les moins exigeantes peuvent se développer en profondeur
comme Fusarium oxysporum et Aspergillus fumigatus. Certaines peuvent méme supporter une

anaérobiose tres stricte, comme Neocallimastix (Bourgeois et al., 1989 ; Botton et al., 1990).

v" Lumiére
La lumiére peut influencer favorablement ou défavorablement la croissance et la sporulation
de certaines moisissures, mais la plupart d’entres elles se développent aussi bien a lumiére
qu’a I’obscurité (Leveau et Bouix, 1993).
Toutefois, Boiron (1996) signale que la lumiére influence la croissance de certaines
moisissures, soit par destruction photochimique de constituants du milieu, soit en agissant
directement sur le métabolisme fongique (induction de la biosynthése des pigments

caroténoides de Fusarium aquaeductuum).

2.5 Intérét industriel
Les moisissures manifestent une trés grande utilit¢ dans de larges secteurs de la vie

économique (Leveau et Bouix, 1993).

2.5.1 Domaine d’alimentation

Les champignons filamenteux sont des producteurs importants d’acides organiques, tels que
I’acide gluconique, ’acide malique, I’acide acétique et 1’acide citrique (Leveau et Bouix,
1993 ; Boiron, 1996). Ce dernier est notamment produit par Aspergillus niger, ou 60% de sa
production est destinée au secteur alimentaire (Botton et al., 1990).

Le role de certaines especes du genre Penicillium en fromagerie (P.Camemberti, P.roqueforti)

a eteé confirmé par des études sur des laits caillés a flore contr6lée (Lenoir et al. ,1979).
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La production de biomasse peut étre une source importante pour 1’alimentation animale et
méme humaine, en servant de complémentation des produits céréaliers. Quelques especes
fongiques ont un grand usage, c’est le cas d’Aspergillus niger et de Fusarium graminearum
(Botton et al., 1990 ; Larpent- Gourgaud et Sanglier, 1992 ; Delgado-Jarana et al., 2002).

Les enzymes fongiques restent toujours les outils clés de la biotechnologie et reflétent de plus
en plus I'importance et le réle infini des moisissures dans les différentes applications
alimentaires. Aspergillus niger est un bon exemple, il produit la cellulase, les amylases,
I’invertase et la pectinase, employées principalement comme des catalyseurs biologiques en
glucoserie, brasserie et pour la fabrication des boissons. Cette moisissure secréte aussi des
protéases, des lipases et des estérases, utilisees dans différentes applications alimentaires
(Kosikowski, 1988 ; Scriban, 1999).

2.5.2 Domaine de la santé

La diversité d’action des moisissures est remarquable dans le domaine de la santé. Elle se
manifeste notamment dans la fabrication d’antibiotique (la pénicilline de penicillium
notatum), de vitamines, d’hormones et de nombreuses substances pharmacoligiqguement
actives (Leveau et Bouix, 1993 ; Ellaiah et al., 2003).

2.5.3 Domaine phytosanitaires

Il s’agit des gibbérellines, hormones de croissance végétales produites par une moisissure
pathogene Gibberella fujikuroi et des myco-pesticides englobant certaines especes
appartenant aux Zygomycetes et aux Deutéromycéte (Leveau et Bouix, 1993).

2.5.4 Autres domaines

Certaines moisissures luttent contre la pollution. Un réle anti-mucor du genre penicillium,
conduisant ainsi a 1’élimination de probléme appelée couramment accident de « poil du chat »
(Samson et al., 1977).

Une culture mixte de moisissures et levures (Mucor hiemalis, Aspergillus niger et
Galactomyces geotrichum), est utilisée dans la biodégradation d’effluents industriels en
éliminant ainsi la pollution causée par la décomposition de la matiere carbonée (Djelal et
Perrot 2009).
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3.1 Définition

La datte est le fruit de palmier dattier (Phoenix dactylifera) qui fait partie de la grande famille
des palmacées. Le genre Phoenix comporte au moins douze especes, dont dactylifera reste la
plus connue et que le fruit «datte » fait 1’objet d’'un commerce international important
(Espiard, 2002).

Richard (1972), décrivait la datte comme étant une baie constituée de deux parties : une partie
comestible représentée par la chair ou pulpe dont la forme, la consistance et la couleur a
maturité sont selon les variétés, et une partie non comestible représentée par la graine ou
noyau ayant une consistance dure.

Le méme auteur indiquait que la datte ayant un poids de 2 a 7,8g et une longueur de 1,5 a

8cm.

3.2 Classification des dattes

Selon leur consistance, les dattes peuvent étre classées en:
- Dattes molles: Elles sont aqueuses et connues par leur forte teneur en sucres réducteurs.

-Dattes demi-molles: Représentées par Deglet-Nour, dont les sucres sont en majorité

réducteurs.

- Dattes seches: Représentées par Degla Beida, Mech Degla...etc., dont la consistance est
dure, la chair ayant un aspect farineux et le saccharose demeure leur sucre dominant
(Meunier, 1973). Le méme auteur signale que les trois types de dattes se singularisent par

leur teneur en eau et leur proportion en sucres réducteurs et non réducteurs.
Le tableau 4, résume les principales caractéristiques de chaque type de ces dattes.

Tableau 4: Principales caractéristiques des trois types de dattes (Siboukeur, 1997).

Type Teneur en
yp Teneur Teneur en Couleur . .
de sucres Golt Conservation
en eau . saccharose | de pulpe
datte réducteurs
R Teneur Clair S R
Seche - - o Acidulé Tres bonne
élevée blanche
Demi Teneur Teneur Teneur Marron ,
) Parfumé Bonne
molle | moyenne moyenne moyenne Clair
Teneur o Marron, Tres .
Molle o Teneur élevée - . , Faible
élevee noir parfumé
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3.3 Importance des dattes en Algérie

Sur le plan mondial, I’Algérie occupe le cinquiéme rang en terme de production. Elle est
classée apres I'Irak, I’Emirat, I’Egypte et 1’Arabie Saoudite, soit 538000 tonnes, avec un
nombre de palmier de 13,3 millions. Sur le plan qualité, 1’ Algérie occupe le premier rang pour
la variété Deglet-Nour, avec une moyenne de production de 250000 tonnes/an (statistiques

agricoles, 2008).

3.4 Principales variétés cultivées en Algeérie

Les variétés de dattes algériennes sont trés nombreuses, seulement quelques unes ont une
importance commerciale. Elles se différencient par leur saveur, consistance, forme, couleur,
poids et dimensions (Djerbi, 1994; Buelghedj, 2001).

Il existe plus de 800 variétés de dattes algériennes qui se différencient entre elles par leur
qualité et leur appréciation par le consommateur (Dubost, 1991).

Toutefois, la variété Deglet-Nour reste 1’unique variété commerciale par excellence des dattes
demi-molles. Elle est la plus appréciée par le consommateur, du fait de son aspect, son
onctuosité et sa saveur. A maturité elle est d’une couleur brune ambrée avec un épicarpe lisse
Iégérement plissé et brillant, le mésocarpe présente une texture fine légerement fibreuse. Son
poids atteint 12g, avec une longueur moyenne de 4 a 5 cm et un diamétre moyen de 1.8 cm
(Mattalah, 1970; Boudrar et al., 1997; Kendri, 1999).

3.5 Composition biochimigue de la datte

La datte est constituée d’une pulpe et d’un noyau , la proportion du noyau par rapport a la
datte entiére constitue une caractéristique de qualité qui dépend, non seulement de la variéete
mais aussi des facteurs climatiques et des conditions de culture. Cette caractéristique est
utilisée par les sélectionneurs pour évaluer la qualité d’une telle ou telle variété, sachant
qu’une datte de qualité Deglet-Nour, comporte 10% de noyau et 90% de pulpe (Mama, 2009).
Munier (1973), signale que le sucre et I’eau sont les constituants prédominants de la chair.
C’est leurs proportions qui déterminent la consistance de la datte. En effet, la stabilit¢ de la

datte dépend du rapport sucre/eau, qui doit étre d’environ 2 (Matallah, 1970).
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Le tableau 5 donne la composition de la pulpe de la datte fraiche Deglet-Nour.

Tableau5: Composition de la pulpe de Deglet-Nour (Devshony et al., 1992).

Constituants 7o du pOid.s aPetat
frais
Eau 23
Protéines 15
Sucres totaux 65.00
Saccharose 33.44
Glucose 15.10
Fructose 14.70
Cellulose 7.20
Lipides 0.05
Cendres 1.9

En plus des sucres, la datte contient des protéines, des vitamines (vitamine Bg et la vitamine

C) et des éléments minéraux, a des quantités appréciables (Devshony et al., 1992).

3.6 Transformation de la datte

Malgré la disponibilité de certains produits résultant de la transformation des dattes, tels que
les pattes et farines de datte, confiture, cremes et sirop de dattes, le domaine de transformation
des dattes accuse un retard technologique, avec des systémes de transformation archaiques et
un tonnage dépassant 30% de la production, reste non utilisé et mérite d’étre valorisé

(récupeéré et transformé) (Boukhiar, 2009).

3.7 Rebuts de dattes et leur mise en valeur

Les rebuts de dattes ou écarts de tri, représentent les fruits du palmier dattier non consommeés
par I’étre humain et qui sont destinés habituellement a 1’alimentation de bétails. Il existe
principalement trois catégories représentant le tonnage le plus important des rebuts:

- Dattes véreux : dattes pourries ;

- Hchef : dattes déshydratées avant maturité a cause de conditions climatiques défavorables ;

- Sich : dattes non fécondées suite a la mauvaise qualité ou indisponibilité de pollen.

Les rebuts de dattes peuvent atteindre 25% de la production totale des dattes (Mama, 2009).
En 2008, le tonnage annuel de rebuts de la variété Deglet-Nour a été estimé a 62500 tonnes
(DSA, 2008). Ces rebuts riches en sucres, peuvent étre transformés par des procédés
biotechnologiques pour obtenir de la levure boulangere, de 1’alcool et du vinaigre (Agourene

et al., 2008).
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Chehma et al. (2003), démontrent que 1’utilisation digestive des régimes a base de rebuts de
dattes chez le mouton et le dromadaire, a une influence plus au moins importante sur la
digestibilité in vivo de la matiére seche, organique et azotée.

Les travaux d’Akbache et Bariout (2007) et de Belaidi et Barka (2009), montrent que le moQt
et la farine de datte constituent des milieux favorables au développement des champignons
microscopiques ; aussi bien pour la production de la biomasse que pour la production des
enzymes fongiques de grande importance industrielle, telles que les enzymes amylolytiques.
Le tableau 6 récapitule les principales valorisations par procédés biotechnologiques
(fermentations) des rebuts de dattes algériennes.

Tableau 6: Principales valorisations des rebuts des dattes algériennes.

Prod.mt .de Microorganismes utilisés Références

valorisation
Acide citrique Aspergillus niger (Acourene et Ammouche, 2011).

- Sacchromyces cerevisiae et .
Vinaigre bactéries acétiques (Boukhiar, 2009)
Levure Saccharomvees cerevisiae (Ould EI Hadj et al., 2006; Agourene
boulangére y et Tama, 2006)

(Kaidi et Touzi, 2001; Boulal et al.,
Ethanol Saccharomyces cerevisiae 2010 ; Acouréne et Ammouche,
2011)
a-amvlase Rhizopus oryzae, Aspergillus Akbache et Bariout,2007 ; Mama,
y niger, Candida guilliermondii | 2009; Acourene et Ammouche , 2011)

Cellulase Trichoderma sp. (Bensmira, 2006)
Invertase Saccharomyces cerevisae (Berguiya et Hafi., 2012)
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La partie expérimentale a été réalisée durant quatre mois au niveau de la station expérimentale
de Sidi Mehdi-Touggourt rattachée a I'Institut National de la Recherche agronomique
d'Algerie (1.LN.R.A.A)).

4.1 Matériel
Dans ce travail, deux matériels végétaux représentés par les rebuts de dattes et 1’orge, ont été
utilisés pour servir, respectivement a la préparation du milieu de culture et I’isolement des

souches désirées.

4.1.1 Choix du matériel végétal

Les rebuts de dattes (dattes ratatinées et desséchées avant maturité appelé communément
« H’chef ») produits par la variété Deglet-Nour, ont été choisis en raison de leur disponibilité
en quantités importantes dans la région en générale, et particulierement a la station de
recherches agronomiques (INRAA-Touggourt) d’une part, et de leur faible valeur marchande,
d’autre part. Les dattes ont été triées pour obtenir un lot homogene avant de les laver et peser
pour extraire leur modt, qui sera utilisé comme milieu de culture de base pour la production
d’a-amylase.

Quant a I’orge, les grains ont été triés en éliminant tout grain cassé ou altére.

4.1.2 Origine du matériel végétal

Les rebuts de dattes ont été fournis par la station 1.N.R.A.A de Touggourt. lls sont constitués
que par les déchets généreés a la récolte des fruits de la palmeraie de la station.

Pour 1’orge, en provenance de deux régions locales différentes: Touggourt (Sud algérien) et
Sétif (Est algérien), fournis respectivement par la station 1.N.R.A.A de Touggourt et I’institut

technique de grandes cultures de Constantine (1.T.G.C).

4.2 Microorganismes
Toute moisissure isolée a partir d’orge et possédant un pouvoir amylolytique, représente le

microorganisme utilisé pour la suite du travail.

4.3 Méthodes d’isolement, d’ensemencement et d’identification des moisissures
Les étapes d’isolement et d’identification realisées sont celles recommandeées par Botton et al.
(1990); Champion (1997) ; Malloch (1997) ; Cahagnier (1998) et Guiraud (1998).
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v Triage et traitement des grains d’orge
Le tri des grains d’orge a été fait en fonction de la couleur et I’aspect des grains.

Tout changement de couleur ou d’aspect général des grains supprime son utilisation.

v Milieux de cultures
Les milieux de cultures solides utilisés pour I’isolement des moisissures sont: Malt Agar
(MA), Potato Dextrose Agar (PDA) preparés au laboratoire de la station INRAA et

Sabouraud commercialisé.

v' Ensemencement et incubation
L’ensemencement des grains a été effectué dans des conditions aseptiques, selon la méthode
de Cahagnier (1998) qui indique I’incubation de 4 & 5 grains, déposés espacement dans les
boites de Pétri remplies du milieu de culture PDA, MA et Sabouraud. Les boites fermées par

un parafilm, sont incubées a 25 °C pendant 7 jours.

v" Observation et repiquage des mycéliums
Des observations quotidiennes a la loupe sont effectuées dés I’apparition des mycéliums. Ces
derniers sont repiqués sur différents milieux de cultures solides cités ci-dessus (Botton et al.,
1990; Champion, 1997 ; Guiraud, 1998).

v" Purification des souches
La purification des souches contaminées est effectuée par prélévement d’une hyphe terminale
qui sera cultivée sur un milieu PDA neuf. La souche est ensemencée au centre de la boite
grace a une anse de platine stérile, puis incubé a 28 °C jusqu’a un développement suffisant de
la souche pour qu’elle soit prélevée pour faire 1’objet de plusieurs repiquages permettant

I’obtention d’une culture pure représentée par une seule espece.

v"Identification des souches
L’identification des moisissures dépend d’une part, de I’examen macroscopique effectué sur
un milieu PDA (préparé au laboratoire) coulé en boites de Pétri dont 1’aspect extérieur de la
culture reste un indice trés important pour prévoir le genre, et de I’examen microscopique
effectué sur une préparation a 1’état frais, apres fixation au lactophénol, d’autre part (Guiraud
et Galzy, 1980). Il est a signaler que malgré la réunion de ces deux tests dans la présente

étude, seul le genre a été identifié, vu la complexité d’identifier I’espéce.
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v’ Culture des isolats sur milieu liquide (Test amylolytique)

Chaque souche purifi¢e et identifiée a fait 1’objet d’un test amylolytique permettant la mise
en évidence de son activité amylolytique. Il s’agit d’une culture des isolats sur milieu liquide
(modt de datte stérile enrichi par 5I’amidon, ’extrait de levure & 5¢/I, KH,PO,4 a 4g/l, pH
ajusté a 5 et incubation a une température de 30 °C pendant 72 heures sous agitation de 180
tours/min.

L’activité amylasique a été déterminée par la méthode de Bernfeld (1955) en se basant sur la
mesure de pouvoir réducteur du glucose libéré lors de I’hydrolyse enzymatique. Cette
méthode sera détaillée dans le protocole expérimental de la production d’a-amylase par les

souches sélectionnées.

v Conservation des souches amylolytiques
La méthode utilisée pour la conservation des souches, consiste a repiquer ces derniéres dans
des boites de pétri contenant le milieu PDA, les maintenir pendant cing a sept jours a 28°C,
puis les stockées a 4°C pour favoriser leur viabilité et limiter les possibilités de variation
(Botton et al., 1990).

4.4 Méthodes analytiques

v Extraction et filtration du modQt de dattes
Une fois les dattes dénoyautées, lavées et broyées, 2,5 litres d’eau distillée sont ajoutées a un
kilogramme de dattes, et portées au bain marie a 85°C durant 45 minutes sous agitation
continue. Le modt extrait et filtré a travers un tissu, subit une dilution a une teneur en sucres

de 15 % et une stérilisation a 120°C pendant 20 minutes (Acourene et Tama, 2001).

v Caractéristiques biochimiques du modQt de dattes
Le molt de dattes extrait a fait 1’objet d’une séric d’analyses physicochimiques et
biochimiques afin de connaitre en quels éléments est riches ou pauvre, pour qu’il sera enrichi
et optimisé convenablement.
Les parameétres suivants ont été mesures :

- pH
Le pH du mo(t extrait est déterminé par une lecture directe sur un pH metre préalablement

étalonné.
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- Teneureneau
La teneur en eau est déterminée sur un échantillon de 10 ml du molt de dattes par
dessiccation a I’étuve a une température de 105 °C jusqu’ a I’obtention d’un poids constant
(Audigié et al., 1984).

- Teneur en cendres
La teneur en cendres est déterminée par incinération d’un gramme de dattes ou 3ml du mo(t

dans un four a moufle a une température de 600°C durant 3 heures.

- Teneur ensucres
Les sucres réducteurs, le saccharose et les sucres totaux ont été déterminés par la méthode de
Bertrand, rapporté par Audigié et al. (1984). Le principe de cette méthode consiste a faire agir
un exces de liqueur cuproalcaline dans des conditions bien fixées, puis on sépare 1’oxyde
cuivreux et on le traite par une liqueur sulfurique de sulfate ferrique. Dans ce cas, on ne dose
que les sucres réducteurs. Pour doser les sucres totaux, on fait tout d’abord une hydrolyse
acide afin de libérer les fonctions aldéhydiques ou cétoniques. De cette fagon, on transforme
le saccharose en sucres reducteurs. Enfin, le saccharose est déterminé de la facon suivante :

(Sucres totaux - Sucres réducteurs) x (0.95).

- Teneur en protéines
L’azote total est déterminé par la méthode de Kjeldahl qui consiste en une minéralisation de
I’échantillon par voie humide par 1’acide sulfurique, puis distillation et titration avec I’acide
sulfurique 0.05 N (Audigié et al., 1984).

4.5 Production d’a-amylase par fermentation submergée

La fermentation submergée est une fermentation ou le substrat est soluble, permettant une
bonne homogénéisation des composants de milieu (Raimbault, 1998).

Dans cette partie, seules les souches répondant positivement au test amylolytique sont
retenues pour la suite de travail qui comporte :

- L’étude de la cinétique de production de biomasse et d’a-amylase en suivant I’évolution de
la biomasse et de I’activité amylasique des souches étudiées pendant 120 heures d’incubation
a 30 °C.

- L’optimisation des productions (biomasse et a-amylase) en utilisant une planification

expérimentale (matrices de Plackett-Burman).
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4.5.1 Etude de la cinétique de croissance des différentes souches et de production d’a-
amylase

L’étude de la cinétique de production de biomasse et d’a-amylase a été réalisée pendant 120
heures pour les cing souches dont Rhizopus sp;., Rhizopus sp,., Penicillium sp;., Alternaria

sp. et Helminthosporium sp., répondant positivement au test amylolytique.

4.5.1.1 Milieu de culture
Le milieu de base est constitué du modt de datte a une teneur en sucres de 15%. Ce milieu a

été enrichi par 5g/l d’amidon, 5g/l d’extrait de levure et 4g/l de KH,PO,.

4.5.1.2 Préeculture

Une préculture dont le but est d’acclimater chaque souche potentiellement amylolytique au
modt de datte, a été réalisée dans des erlenmayers de 100 ml a raison de 20 ml de milieu de
culture enrichi et stérile par erlens.

Apres réactivation des souches, quelques spores identiques ou un fragment de mycélium sont
prélevés a l'aide d'une anse de platine stérile pour ensemencer les 20 ml de milieu de culture.
Aprés une légére homogénéisation des erlens, ces derniers sont incubés a 30°C pendant 24

heures.

4.5.1.3 Culture discontinue non alimentée

Les cultures sont réalisées dans des erlens de 500 ml & raison de 100 ml du moQt de dattes
enrichi par erlens.

L’ensemencement a été fait par la prise de 1 ml de la dilution 10 de la préculture aprés 24
heures d’incubation. Les cultures (pour les cing souches) sont incubées a 30 °C pendant 120
heures et sous agitation de 180 tours/min.

Des prélévements effectués régulierement chaque 24 heures, pour la détermination du pH, de

la quantité de biomasse produite et de 1’activité amylasique pour les cinq souches.

v" Mesure du pH
Le pH de I’extrait enzymatique a été mesuré a I’aide d’un pH- métre.

v Détermination de la biomasse
Le poids sec de la biomasse produite est déterminé chaque 24 heures jusqu’a la fin des

fermentations, par prélévement de 20 ml du modt fermenté et sa filtration a 1’aide d’un papier
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Wattman n° 2, et ringage avec 1’eau distillée. La biomasse est séchée dans une étuve reglée a

105 °C jusqu’ a poids constant (Pedersen et Nielsen, 2000).

v" Dosage de I’activité amylasique
L’activité amylasique a été estimée selon la méthode de Bernfeld (1955), en utilisant le filtrat
obtenu apreés filtration de modt de fermentation. Le principe de cette méthode est basé sur la
mesure du pouvoir réducteur du glucose libéré lors de 1’hydrolyse enzymatique de 1’amidon.
La réaction est colorimétrique et 1’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité
du glucose libérée (Bernfeld, 1955). L’activité enzymatique est exprimée par unité
internationale (U/ml), correspondant a une p mole du glucose libéré par minute et par

millilitre du milieu a 40°C et a pH 5.

4.5.1.4 Protocole expérimental

1 ml de ’extrait enzymatique est ajouté a 1ml de la solution du substrat, apres agitation le
mélange est incubé a 40°C pendant 30 minutes avec un tube témoin représenté par le blanc.
La réaction est arrétée par 1’addition de 1 ml d’acide 3,5 dinitrosalycilique (DNSA), suivie
d’un chauffage a 100°C pendant 10 minutes. Apres refroidissement dans un bain de glace, 10
ml d’eau distillée sont ajoutés. L’absorbance est déterminé a 540 nm contre le blanc. La
concentration des sucres réducteurs correspondants est déterminée a partir d’une courbe
étalon établie avec des concentrations du glucose variant de 10 a 100 mg/100 ml (figure 1).

La préparation des réactifs utilisés : DNSA, solution du substrat et tampon acétate est détaillée

en annexe 3.
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Figure 1: Courbe étalon du glucose

4.5.2 Optimisation des productions (biomasse et a-amylase)

Une bonne conduite de fermentation nécessite une bonne croissance de micro-organisme mis
en jeu, et cela ne peut étre atteint qu’apres 1’assurance d’un milieu de culture bien convenable
en point de vue composition en ¢léments nutritifs, d’une part et conditions expérimentales
maitrisables, d’autre part. Ces conditions ne peuvent étre réunies qu'a 1’aide d’une

méthodologie reposant sur la planification expérimentale.

4.5.2.1 Description de la méthode d’optimisation (matrice de Plackett-Burmun)

Un plan expérimental établi d’aprés la matrice de Plackett et Burman a (N= 8) soit 8
experiences et 7 facteurs (5 reels et 2 erreurs) (Plackett et Burman, 1946 ; Radouane et al.,
2008), est utilisé pour sélectionner les facteurs favorisant la production d’a-amylase.

Les matrices de Plackett-Burman sont basées sur les blocs incomplets équilibrés (B.l.E),
fournissant une méthode efficace pour sélectionner un grand nombre de variables et identifier
les plus importantes. Ce sont des matrices carrées établies a partir d'un générateur de base
(tableau 7), la derniére ligne du plan d'expérience étant toujours au niveau inférieur. Chaque
ligne représente une expérience, et chaque colonne représente une variable (tableau 8). Ces
plans permettent de mettre en évidence I'effet de k facteurs a deux niveaux (tableau 8), sur le

phénomeéne étudié avec un nombre d'expériences N, tel que N =k + 1.
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L’analyse statistique consiste a identifier les variables qui ont un effet significatif positif ou
négatif sur la production d'a-amylase, et de biomasse (Bennamoun et al., 2004; Djekrif-
Dakhmouche et al., 2006 ; Radhouane et al., 2008).

Ce plan expérimental permet, non seulement un gain du temps par la réduction de nombre de
tatonnements possibles, mais aussi I’obtention d’un plus grand nombre d’informations
valables concernant le degré de signification des facteurs testés sur la croissance des souches

utilisées et la production d’a-amylase (Larpent-gourgaud et Sanglier , 1992).

Tableau 7: Générateur des matrices pour N=8, 12, 16, 20, 24 essais.

N=8 + + + - + - -

N=12+ + - + + + - - - + -

N=16+ + + + - + - + + - - - - -

N=20+ + - - + + + + - + - +- - - - + + -

N=24+ + + + + + - + - + +- - + + - - + - + - - -

4.5.2.2 Optimisation des productions pour les souches Rhizopus sp. (1 et 2)

La matrice de Plackett-Burman utilisée pour I’optimisation du milieu de culture pour la
production de biomasse et d’a-amylase par les souches Rhizopus sp. (1 et 2) est représentée
dans le tableau 8. Le niveau supérieur de chaque facteur est représenté par le signe (+1), le

niveau inférieur est représenté par (-1).

Tableau 8: Matrice de Plackett-Burman de huit expériences (7 facteurs) pour la
production de biomasse et d’a-amylase par les souches Rhizopus sp (1 et 2).

Facteurs testés

d'([:‘\l,sai X1 X5 X3 X4 X5 Xe X7
1 + + + - + - -
2 - + + + - + -
3 - - + + + - +
4 + - - + + + -
3) - + - - + + +
6 + - + - - + +
7 + + - + - - +
8 - - - - - - -

X1: pH, X,: Amidon, Xs: Erreur, X4: Urée, Xs: Erreur, Xg: Extrait de levure, X7: KH,PO,.
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4.5.2.3 Conditions de culture et facteurs testés pour les souches Rhizopus sp (1 et 2).

Une préculture dans des conditions identiques a celle utilisées pour 1’étude de la cinétique de
production de biomasse et d’a-amylase a été réalisée, dont le milieu de culture de chaque
essai a été ensemencé par 1 ml de la dilution 10 de cette derniére.

Selon les résultats de I’étude de la cinétique, la durée et la température d’incubation pour ces
souches, sont fixés respectivement, a 72 heures et 30°C.

Les facteurs testés et leurs concentrations sont montrés dans le tableau 9.

Tableau 9: Facteurs testés pour les souches Rhizopus sp. (1 et 2) et leurs concentrations
correspondantes.

Facteurs testés Niveau inférieur (-) Niveau supérieur (+)
Xi:pH 5 5.5
X, Amidon 0 g/l 5¢/1
Xs: Erreur - -
X4: Urée 0g/l 5¢/1
Xs: Erreur - -
Xg: Extrait de levure 09/l 5¢/1

4.5.2.4 Analyse des produits de fermentation
A la fin de fermentation, des mesures de pH, biomasse et de 1’activité amylasique ont été

effectuées pour chaque expérience, suivant le méme principe cité dans 1’étude de la cinétique.

4.5.2.5 Optimisation des productions pour les souches Alternaria sp., Penicillium sp;. et
Helminthosporium sp.

La matrice de Plackett-Burman utilisée pour 1’optimisation de la production de biomasse et
d’a-amylase par les souches Penicillum sp;., Alternaria sp. et Helminthosporium sp. est
représentée dans le tableau 10.

Le niveau supérieur de chaque facteur est représenté par le signe (+1), le niveau inférieur est

représenté par (-1).
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Tableau 10: Matrcie de Plackett et Burman de huit expériences (7 facteurs) pour la
production de biomasse et d’a-amylase par les souches : Penicillium sp;., Alternaria sp.,
et Helminthosporium sp.

Facteurs testés

d'le\lssai X1 X X3 X4 Xs Xs X7
1 + + + - + - -
2 - + + + - + -
3 - - + + + - +
4 + - - + + + -
S) - + - - + + +
6 + - + - - + +
7 + + - + - - +
8 - - - - - - -

X1: pH, X3: Température, Xs: Erreur, X4: Amidon, Xs: Erreur, Xg: Extrait de levure, X;:
KH,PO,.

45.2.6 Conditions de culture et facteurs testés pour les souches Alternaria sp.,
Penicillium sp;. et Helminthosporium sp.

Comme pour les souches Rhizopus sp. (1 et 2), une préculture a été réalisée, dont le milieu de
culture de chaque essai a été ensemencé par 1 ml de la dilution 10 de cette derniére. La durée
d’incubation pour ces souches est fixée a 96 heures.

Les facteurs testés et leurs concentrations sont montrés dans le tableau 11.

Tableau 11: Facteurs testés pour les souches Penicillium sp;., Alternaria sp. et
Helminthosporium sp. et leurs concentrations correspondantes.

Facteurs testés Niveau inférieur (-) Niveau supérieur (+)
Xi: pH 5 6
X,: Température 30°C 35°C
Xs: Erreur - -
X4 Amidon 0g/l 5¢/1
Xs: Erreur - -
Xg: Extrait de levure 0g/l 5¢/1

4.5.2.7 Analyse des produits de fermentation.
Comme pour les souches Rhizopus sp. (1 et 2), les mesures de pH, de la biomasse et le dosage

de I’activité enzymatique ont été réalisés a la fin de fermentation.
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4.6 Analyse statistique

A la fin de chaque expérience, les coefficients de chaque facteur explicatif sur la production
de l'a-amylase des cing souches étudiées sont estimés par la méthode des moindres carrés et
assortis de test t de Student a un seuil critique a.

Des sous modeles sont alors sélectionnés pour chacun des facteurs a expliquer. Le degré de
signification est de (1-a) > 70 %. Si le test t est significatif, I'effet est donc dd au changement
du niveau du facteur et non pas au hasard ni a I'erreur expérimentale.

Les calculs ont été effectués par le logiciel Minitab (version 13.2, 2000).

La réponse théorique p, pour chaque facteur analysé, est de la forme :

Y = B0 + B1Xy + B2Xo + BaXz + BaXy + BsXs + PeXg + P7X7 + &
Ou :
B0 : constante ;
Bi...P11 : coefficients de régression ;
Xi...X7 : facteurs explicatifs ;

: erreur résiduelle.

L’effet de chaque facteur et de l'erreur sont calculés comme la différence entre la moyenne
des valeurs de réponses observées au niveau supérieur (+) et la moyenne des valeurs de

réponses observées au niveau inférieur (-).

Eae Z ( Réponses au niveau (+) Réponses au niveau (—))
A= —

T T
Ou :
E : effet de chaque facteur ;
r : le nombre d'apparition du facteur au niveau supérieur ou inférieur.
La variance est définie comme la moyenne des carrées des erreurs, qui est exprimée par :
SZE - Z (Erreurs )2
n
Ou :
S%: Variance des effets

n: Nombre des erreurs

L'erreur standard (Sg) est définie comme la racine carrée de la variance et exprimée par :

28



Chapitre 4 Matériel et Méthodes

Se= | 2.
«/ E

La signification de chaque facteur est determinée par la Student :
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5.1 Isolement et identification des souches
Nous avons obtenu 21 isolats sur lesquels, nous avons identifié cing genres en étudiant les
caractéres macroscopiques et microscopiques.

Le tableau 12 représente les 21 isolats obtenus a partir des deux échantillons d’orge.

Tableau 12. Isolats fongiques obtenus a partir des deux échantillons d’orge

Nombre d’isolats Numéro d’isolat Origine d’orge Identgé%a:éon du
1
2
5 3 Sétif Rhizopus sp;.
4
5
1
2
S Z Sud (Touggourt) Rhizopus sp,.
5
1 e T
5 Sétif Penicillium sp;.
4
i Sud Penicillium sp.
1
4 g Sétif Alternaria sp.
4
2 % Sétif Helminthosporium sp.
1 1 Sétif Ustilago sp.

Les chiffres (1) et (2) accompagnant le genre, indiquent I’origine d’orge a partir du quel cette
souche a été isolée. IIs représentent respectivement I’orge de Sétif et du sud (Touggourt).

Le tableau 12, montre que 1’orge de Seétif est plus contaminée par les moisissures car la
majorité des genres ont été isolés a partir de cette derniére, comparativement a 1’orge du
Touggourt a partir de laguelle nous n’avons isolé et identifié que les genres Rhizopus et
Penicillium avec une abondance du genre Rhizopus envahissant les boites de Pétri en
premicres heures d’incubation, génant ainsi la croissance d’autres moisissures. Les genres
identifiés sont Rhizopus, Penicillium, Alternaria , Helminthosporium et Ustilago.
L’identification des isolats est basée, non seulement sur les observations macroscopiques du

mycélium fongique qui permet de déterminer 1’aspect des colonies pendant le développement,
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mais également sur 1’observation microscopique qui détecte la présence du thalle et la
présence ou I’absence de septum.

Les souches: Rhizopus sps., Penicillium sp;., Alternaria sp., Helminthosporium sp. et Ustilago
sp. sont isolées a partir d’orge de Sétif, alors que les souches Rhizopus sp,., Penicillium sp;.
sont isolées a partir d’orge de Touggourt.

5.2 Caracteres macroscopiques et microscopiques des genres identifiés

Les caracteres macroscopiques et microscopiques des genres identifiés sont représentés dans
le tableau 13.
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Tableau 13. Caracteres macroscopiques et microscopiques des souches isolées

Aspect
macroscopique sur
milieu MA

Aspect
microscopique
(objectif x40)

Caractéristiques

Identification
du genre

Thalle a croissance rapide
envahissant la boite de petri,
Mycélium non cloisonné,
Rhizoid au pied de
sporangiophore (Smith,
2002 ; Botton 1992).

Rhizopus sp;.

Thalle a croissance rapide
envahissant la boite de petri,
Mycélium non cloisonné,
Rhizoid au pied de
sporangiophore (Smith,
2002 ; Botton 1992).

Rhizopus sp;.

Mycélium aérien fonce,
Mycelium cloisonné,
Conidiophore  dévisé en
articles (Champion, 1997).

Penicillium
SP1.
Mycélium aérien fonce,
Mycélium cloisonné,
Conidiophore  dévisé en
articles (Champion, 1997). Penicillium
Sp2.

Mycélium aérien duveteux,
Mycélium cloisonné,
Conidie cloisonnée trans-
versalement ,

(Champion, 1997 ; Botton
1992).

Alternaria sp.
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Mycélium  aérien
trop foncé,
Mycélium
cloisonné,

Conidies
cloisonnées
Transversalement
en plus de 2 loges et
isolées (Champion,
1997 ; Botton,
1990)

Helminthosporium sp.

Colonies sous forme
de points noirs,

Spores simples,
Iégerement
sphériques ou
anguleuses

(Champion, 1997).

Ustilago sp.

5.3 Réponses des souches isolées au test amylolytique

Les souches répondant positivement a ce test sont représentées dans le tableaul4.

Tableau 14: Souches potentiellement amylolytiques.

Souches Origine d’orge | Numéro d’isolat | Activité Amylasique (U/ml)
Rhizopus sp;. Sétif 3 2498.36
Rhizopus sp.. Sud 5 2422.95
Helminthosporium sp. Sétif 1 2366.96
Alternaria sp. Setif 3 2293.33
Penicillium sp;. Sétif 2 2237.36

Les souches mentionnées dans le tableau 14, sont celles sélectionnées, pour poursuivre le

travail.
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5.4 Caractéristiques biochimiques du moQt de dattes

Les caractéristiques biochimiques du moQt de datte utilisé comme milieu de base dans la
présente étude sont données dans le tableau 15.

Le mo0t de datte apparait acide et riche en sucres (tableaul5), il constitue donc un milieu
favorable au développement des moisissures. Cependant il est pauvre en certains autres
éléments indispensables a leur développement tels que la matiére azotée, ce qui confirme qu’il
est nécessaire de I’enrichir par une source d’azote indispensable, aussi bien pour le bon
développement des moisissures que pour la production d’a-amylase.

La teneur en cendres nous renseigne sur la quantité d'éléments minéraux dans le moQt de
dattes.

Bien que le pourcentage des cendres de ce mout (1.95%) apparaisse faible, seule une source
de phosphore sous forme de KH,PO, a été additionnée, car selon la littérature, les dattes sont
riches par certains minéraux tels que (Ca*" et Mg"), particuliérement abondants, dépassant
nettement les autres fruits secs; mais restent pauvres en certains d’autres éléments tels que le
phosphore qui est un élément indispensable pour la synthese et le développement des acides

nucleiques des microorganismes (Benchelah et Maka, 2008 ; Jaccard, 2008).

Tableau 15: Caractéristiques biochimiques du modt de datte utilisé

Parametres Résultats
pH 5.09 +0.02
Teneur en eau 68.47 % +0.07
Sucres totaux 17.92 % +0.03
Saccharose 08.40 % +0.03
Sucres réducteurs 9.08% +0.03
Proteines 01.09 % +0.03
Cendres 01.95+ 0.02

5.5 Production d’a-amylase par fermentation submergée
Dans cette partie, la cinétique de production de biomasse et d’a-amylase par les cing souches
a été étudiée en premier lieu, suivie par I’optimisation des deux productions (biomasse et o-

amylase).
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5.5.1 Cinétique de croissance des cing souches et variation du pH du milieu

La cinétique de croissance des cing souches nous a permis de suivre 1’évolution de la quantité
de biomasse produite par chaque souche, durant le temps d’incubation d’une part, et les
variations du pH du milieu, d’autre part.

Les résultats de la cinétique de croissance des cing souches ainsi que les variations du pH
pour ces souches sont représentés respectivement dans la figure 2 et 3.

Nous constatons que la croissance des cing souches varie avec la durée d’incubation, ou la
biomasse apparait dés les premiéres heures d’incubation pour atteindre son maximum a 72
heures d’incubation pour les souches Rhizopus sp. (1 et 2), Alternaria sp. et
Helminthosporium sp., et a 96 heures pour la souche Penicillium sp;.

L’intervalle de :

[24h & 72h] : peut correspondre a la phase exponentielle de croissance des souches Rhizopus
sp. (1 et 2), Alternaria sp, Helminthosporium sp ;

[24h a 96h] : peut correspondre a la phase exponentielle de croissance de la souche
Penicillium sp.

Une diminution de la biomasse au-dela de 72 heures d’incubation est enregistrée pour les
souches Rhizopus sp. (1 et 2), Alternaria sp, Helminthosporium sp et au-dela de 96 heures

pour la souche Penicillium sp;.

Quant aux variations du pH (figure 3), ce dernier varie a son tour d’une souche a I’autre en
fonction de la durée d’incubation, ou il diminue progressivement des les premieres heures

d’incubation pour toutes les souches et atteint des valeurs faibles a la fin de fermentation
(120h).
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Figure 02: Cinétique de croissance des cing souches étudiées,

Variations du pH
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Figure 03: Variations du pH de milieu pour les cing souches étudiées.
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5.5.2. Cinétique de production d’a-amylase
La cinétique de production d’a-amylase par les cing souches est représentée dans la figure 4.
Nous constatons que D’activité amylasique varie d’une souche a I’autre suivant la durée
d’incubation dont :
- Un début de production est enregistré a 48 heures d’incubation pour les cing souches;
- Une augmentation de la production est enregistrée dans les intervales :
[48h-72h] ; pour les souches Rhizopus sp (1 et 2) avec un maximum de production de
2745.35U/ml et 2420 U/ml enregistré & 72 heures d’incubation, respectivement pour les
souches Rhizopus sps. et Rhizopus sp;.
[48h-96h] ; pour les souches Penicillium sp;., Alternaria sp et Helminthosporium sp. avec un
maximum de production, respectivement de 2180 U/ml, 1976.47 U/ml et 2073.33 U/ml

enregistré a 96 heures d’incubation.
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Figure 04: Cinétique de production d’a-amylase par les cing souches étudiées.

5.5.3 Optimisation des productions (biomasse et a-amylase)

La planification expérimentale utilisée pour tester les facteurs choisis est celle de Plackett-
Burman qui continue toujours a étre utilisées dans 1’optimisation des milieux de culture pour
les productions des métabolites recherchés: production d’acides gras (Chodok et al., 2010) ;
production de laccase par Pleurotus florida NCIM 1243 (Palvannan et Sathishkumar. (2010) ;
production d’a-amylase par Penicillium camembertti PL21 (Nouadri, 2011).
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Il est a rappeler que les variations du pH ont été suivies en paralléle avec la variation de
biomasse et d’a-amylase pour chaque souche.

La détermination du degré de signification des facteurs testés sur les deux réponses mesurées
(biomasses et activité amylasique) n’est réalisée qu’aprés une analyse statistique des résultats
pour chaque souche, par le logiciel Minitab (version 13.2, 2000).

Les résultats d’optimisation de la production de biomasse et d’a-amylase sont représentés

pour chaque souche séparément.

5.5.3.10ptimisation de la production de biomasse
a. Production de biomasse par la souche Rhizopus sp.

v' Quantité de biomasse et variation du pH dans les huit essais
Les quantités de biomasse produite par la souche Rhizopus sps., ainsi que les variations du pH
dans les huit expériences sont représentées dans le tableau 16.
Nous constatons que les quantités de biomasse produites ainsi que les valeurs du pH, varient
d’une expérience a 1’autre.
Le poids de mycélium sec de Rhizopus spi., varie de 1.80g/l a 10.20g/l, dont le meilleur
rendement est obtenu dans 1’essai 5. Par contre, le plus faible rendement est enregistré dans
I’essai 8.
Le pH varie de 3.57 (essai 8) a 9.09 (essai 4. Le milieu 5, dans lequel le meilleur rendement

en biomasse a été obtenu reste toujours acide avec un pH 4.45.

Tableau 16: pH final et quantité de biomasse produite dans les huit expériences pour la
souche Rhizopus sp;.

Résultats
Nl’Jmél’.O Xi: Xo: X3 Xa: Xs: Xe: X7: Biomasse
d’essai _ pH 9/l
pH | Amidon | Erreur | Urée | Erreur | E.L | KH,PO,

1 + + + - + - - 4,91 2.66

2 - + + + - + - 5.84 7.84

3 - - + + + - + 7.02 4.60

4 + - - + + + - 9.09 4.58

5 - + - - + + + 4.45 10.20

6 + - + - - + + 4.67 4.90

7 + + - + - - + 8.38 5.02

8 - - - - - - - 3.57 1.80
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v’ Effet des facteurs testés sur la production de biomasse
Les facteurs : pH, amidon soluble, urée, extrait de levure et KH,PQO,, testés pour la souche
Rhizopus sp;. ont montré des effets plus ou moins significatifs sur la production de biomasse.
L’effet de chaque facteur, ainsi que la statistique du test t de Student et le niveau de

signification sont consignés dans le tableau 17.

Tableau 17: Effet des facteurs testés sur la production de biomasse par la souche

Rhizopus sp;.

Biomasse
Facteurs testés Estimation | Valeur de t | Signification (%0)
Xy: pH -1,8200 -3,49 92.7
X,: Amidon 2,4600 4,72 95.8
X4: Urée 0,6200 1,19 N.S
Xe: Extrait de levure 3,3600 6,44 97.7
X7: KHzPO4 1,9600 3,76 93.6

N.S : Non Significatif

Le tableau 17, indique que les facteurs les plus influents sur la production de biomasse sont
I’amidon, I’extrait de levure, le KH,PO, et le pH.
Les facteurs dont I’extrait de levure, I’amidon et le KH,PO, influencent positivement la
production de biomasse d’une fagcon hautement significative respectivement avec p > 97.7%,
p > 95.8% et p > 93.6%, contrairement au pH qui I'influence négativement d’une fagon
hautement significative (p > 92.7) et I’'urée qui ne présente aucun effet significatif sur cette
réponse.
L’équation du mod¢le réduit avec seulement les variables explicatives a effet significatif
s’écrit donc:

Y=5.20 + 1.68 Xg+ 1.23 X5+ 0.98 X7- 0.91 X;.

b. Production de biomasse par la souche Rhizopus sp;.
v" Quantité de biomasse et variation du pH dans les huit essais
Les quantités de biomasse produites par la souche Rhizopus sp;., ainsi que les variations du
pH dans les huit expériences sont représentées dans le tableau 18.
Nous constatons que les quantités de biomasse produites ainsi que les valeurs du pH varient

d’une expérience a 1’autre.
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Le poids de mycélium sec de Rhizopus sp,. varie de 1.83g/l a 10.02g/l, dont le meilleur

rendement est obtenu dans ’essai 5. Par contre le plus faible rendement est enregistré dans

I’essai 8.

Pour le pH, ce dernier varie de 3.59 (essai 8) a 8.87 (essai 4). Le milieu 5 dans le quel le

meilleur rendement en biomasse a été obtenu reste Iégérement acide avec une valeur du pH

égale a 5.11.

Tableau 18: pH final et quantité de biomasse produite dans les huit expériences pour la

souche Rhizopus sp;.

Résultats
NL,Jmér.o Xi: Xy Xs: Xa: Xs: Xs: X7 Biomasse
d’essai _ pH (/)
pH | Amidon | Erreur | Urée | Erreur | E.L | KH,PO,
1 + + + - + - - 5.22 2.36
2 - + + + - + - 6.39 9.04
3 - - + + + - + 6.98 4,94
4 + - - + + + - 8.87 4.06
5 - + - 1 + S 5.11 10.02
6 + - + - - + + 4.48 4.82
7 + + - + - - + 7.58 5.02
8 - - - - - - - 3.59 1.83

v’ Effet des facteurs testés sur la production de biomasse

Les facteurs : pH, amidon soluble, urée, extrait de levure et KH,PO,, testés pour la souche

Rhizopus sp,. ont montré des effets plus ou moins significatifs sur la production de biomasse.

L’effet de chaque facteur, ainsi que la statistique du test t de Student et le niveau de

signification sont consignés dans le tableau 19.

Tableau 19: Effet des facteurs testés sur la production de biomasse par la souche

Rhizopus sp..

Biomasse
Facteurs testés Estimation | Valeur de t | Signification (%0)
Xi:pH -2,392 -19,11 99.7
Xz:Amidon 2,697 21,54 99.8
X4:Urée 1,007 8,05 98.5
Xe:Extrait de levure 3,448 27,53 99.9
X7:KH;PO4 1,878 14,99 99.6
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Le tableau 19, indique que tous les facteurs sont trés influents sur la production de biomasse,
sachant que I’extrait de levure, I’amidon, le KH,PO,4 et 1’urée ont respectivement des effets
positifs hautement significatifs de (p>99.9%, p> 99.8%, p> 99.6% et p> 98.5%). Par contre le
pH a une influence négative hautement significative avec p > 99.7%.
L’équation du modele réduit avec seulement les variables explicatives a effet significatif
s’écrit donc:

Y=5.261 + 1.724 Xg+ 1.349 X,— 1.196 X; + 0.939 X;+0.504 X,

c. Production de biomasse par la souche Penicillium sp;.

v" Quantité de biomasse et variation du pH dans les huit essais
Les quantités de biomasse produites par la souche Penicillium sps., ainsi que les variations du
pH dans les huit expériences sont représentées dans le tableau 20.
Nous constatons que les quantités de biomasse produites, ainsi que les valeurs du pH final,
varient d’une expérience a I’autre.
Les quantités de biomasse produite par la souche Penicillium sp;., varient de 1.24g/l a 9.60g/1,
dont le meilleur rendement est obtenu dans 1’essai 5. Par contre le plus faible rendement est
enregistré dans I’essai 1.
Pour le pH, ce dernier varie de 4.17 (essai 1) a 4.97 (essai 2), dont sa valeur reste toujours
faible pour les milieux des 8 essais. Le milieu 5 dans lequel le meilleur rendement en

biomasse a été obtenu reste toujours acide avec une valeur du pH égale a 4.78.

Tableau 20: pH final et quantité de biomasse produite dans les huit expériences pour la
souche Penicillium sp;.

Résultats
Numéro | Xi: | Xo: | Xs: Xy Xs: Xe: X7: Biomasse
d’essai pH (ol
pH | T° | Erreur | Amidon | Erreur | E.L | KH,PO,
1 + + + - + - - 4.17 1.24
2 - + + + - + - 497 6.75
3 - - + + + - + 4.22 4.96
4 + - - + + + - 4.76 7.10
5 - + - - + + + 4.78 9.60
6 + - + - - + + 4.60 7.60
7 + + - + - - + 4.18 2.14
8 - - - - - - - 4.42 1.54
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v’ Effet des facteurs testés sur la production de biomasse
Les facteurs: pH, température, amidon, extrait de levure et KH,PO,, testés pour la souche
Penicillium sp. ont montré des effets plus ou moins significatifs sur la production de
biomasse. L’effet de chaque facteur sur la valeur de chaque réponse, ainsi que la statistique

du test t de Student et le niveau de signification sont consignés dans le tableau 21.

Tableau 21: Effet des facteurs testés sur la production de biomasse par la souche
Penicillium sp.

Biomasse
Facteurs Estimation | Valeur de t | Signification (%0)
Xi1: pH -1,1925 -1,38 70
Xp: Tempeérature -0,3675 -0,43 N.S
X4: Amidon 0,2425 0,28 N.S
Xe: Extrait de levure 5,2925 6,14 97.5
X7: KHzPO,4 1,9175 2,23 84.4

Le tableau 21, indique que les facteurs les plus influents sur la production de biomasse sont
I’extrait de levure, KH,PO, et le pH, dont I’influence positive a été enregistrée uniquement
pour I’extrait de levure et le KH,POy : d’une fagon hautement significative (p > 97.5%) pour
I’extrait de levure et trés significative (p > 84.4) pour le KH,PO,4. Cependant le pH, présente
une influence négative significative (p > 70) sur cette réponse.

L’amidon et la température n’ont aucun effet sur cette réponse.

L’équation du modele réduit avec seulement les variables explicatives a effet significatif
s’écrit donc:

Y=5.116 + 2.646 Xg+ 0.958 X7 — 0.596 X,

d. Production de biomasse par la souche Alternaria sp.

v" Quantité de biomasse et variation du pH dans les huit essais
Les quantités de biomasse produite par la souche Alternaria sp., ainsi que les variations du pH
dans les huit expériences sont représentées dans le tableau 22.
Nous constatons que les quantités de biomasse produites par la souche Alternaria sp. ainsi que
les valeurs du pH différent d’un essai a 1’autre selon la composition de chaque milieu.
Les quantités de biomasse produites par la souche Alternaria sp. varient de 2.12¢/l a 10.18gl/1,
dont le meilleur rendement est obtenu dans 1’essai 2. Par contre le plus faible rendement est

enregistré dans 1’essai 8.
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Pour le pH, ce dernier varie de 4.42 (essai 8) a 5.81 (essai 6). Le milieu de 1’essai 2, dans
lequel le meilleur rendement en biomasse a été obtenu, reste toujours acide avec une valeur de

pH ne dépassant pas 4.63.

Tableau 22: pH final et quantité de biomasse produite dans les huit expériences pour la
souche Alternaria sp.

Résultats
Numéro | Xi: | Xo: | Xs: Xa: Xs: Xe: X7:
d’essai pH | Biomasse (g/l)
pH | T° | Erreur | Amidon | Erreur | E.L | KH,PO,
1 + + + - + - - 4.60 3.66
2 - +F + + - 5 - 4.63 10.18
3 - - + + + - + 4.63 3.08
4 + - - + + + - 4.97 5.90
5 - + - - + + + 4.67 8.98
6 + - + - - + + 5.81 7.20
7 + + - + - - + 4.66 4.10
8 - - - - - - - 4.42 2.12

v’ Effet des facteurs testés sur la production de biomasse
Les facteurs: pH, température, amidon, extrait de levure et KH,PO,, testés pour la souche
Alternaria sp. ont des effets plus ou moins significatifs sur la production de biomasse. L’effet
de chaque facteur sur la biomasse, ainsi que la statistique du test t de Student et le niveau de

signification sont consignés dans le tableau 23.

Tableau 23: Effet des facteurs testés sur la production de biomasse par la souche

Alternaria sp.

Biomasse
Facteurs Estimation | Valeur de t | Signification (%)
X1 pH -0,8750 -1,37 N.S
Xo: Temperature 2,1550 3,38 92.2
X4: Amidon 0,3250 0,51 N.S
Xe: Extrait de levure 4,8250 7,56 98.3
X7: KH2PO, 0,3750 0,59 N.S
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Le tableau 22, indique que seuls I’extrait de levure et la température influencent positivement
la production de biomasse, d’une fagon hautement significative (p > 98.3% et p > 92.2 %
respectivement). Cependant les autres facteurs dont le pH, 1’amidon et KH,PO, restent sans
aucun effet sur cette réponse.

L’équation du modele réduit avec seulement les variables explicatives a effet significatif
s’écrit donc:

Y=5.652 + 2,412 Xg+ 1.077 X,

e. Production de biomasse par la souche Helminthosporium sp.

v' Quantité de biomasse et variation du pH dans les huit essais
Les quantités de biomasse produite par la souche Helminthosporium sp., ainsi que les
variations du pH dans les huit expériences sont représentées dans le tableau 24.
Nous constatons que les quantités de biomasse produites par la souche Helminthosporium sp.,
ainsi que les valeurs du pH varient d’un essai a I’autre, selon la composition de chaque milieu.
Les quantités de biomasse produites par la souche Helminthosporium sp., varient de 2.24g/l a
14.98¢/1, dont le meilleur rendement est obtenu dans 1’essai 5. Par contre le plus faible
rendement est enregistré dans 1’essai 8.
Pour le pH, ce dernier varie de 4.55 (essai 5) a 5.59 (essai 3), mais reste toujours acide pour

les milieux des 8 essais.

Tableau 24 : pH final et quantité de biomasse produite dans les huit expériences pour la
souche Helminthosporium sp.

Résultats
NL,Jmérp Xi: | Xoi | Xa: Xa: Xs: Xe: X7: Biomasse
d’essai . pH g/l
pH | T° | Erreur | Amidon | Erreur | E.L | KH,PO,
1 + + + - + - - 4.68 4.60
2 - + + + - + - 4.70 8.10
3 - - + + + - + 5.59 5.02
4 + - - + + + - 4.71 6.75
5 - + - - + + + 455 | 1498
6 + - + - - + + 4.77 6.98
7 + + - + - - + 4.89 4.04
8 - - - - - - - 4.97 2.24
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v’ Effet des facteurs testés sur la production de biomasse
Les facteurs: pH, température, amidon, extrait de levure et KH,PO,, testés pour la souche
Helminthosporium sp. ont des effets plus ou moins significatifs sur la production de biomasse.
L’effet de chaque facteur sur la biomasse, ainsi que la statistique du test t de Student et le

niveau de signification sont consignés dans le tableau 25.

Tableau 25: Effet des facteurs testés sur la production de biomasse par la souche
Helminthosporium sp.

Biomasse
Facteurs Estimation | Valeur de t | Signification (%)
X2 pH -1,9925 -1,07 N.S
Xz:Température 2,6825 1,44 714
X4:Amidon -1,2225 -0,66 N.S
Xe: Extrait de levure 5,2275 2,81 89.3
X7: KH2PO,4 2,3325 1,25 N.S

Le tableau 24, montre que seuls, I’extrait de levure et la température influencent positivement
la production de biomasse par la souche Helminthosporium sp., d’une fagon trés significative
(p > 89.3%) pour I’extrait de levure et significative (p > 71.4%) pour la température.
Cependant, les autres facteurs dont le pH, I’amidon et le KH,PO, sont sans aucun effet sur
cette réponse.

L’équation du modele réduit avec seulement les variables explicatives a effet significatif
s’écrit donc:

V=6.588 + 2,613 X + 1.341 X,

5.4.3.1 Optimisation de la Production d’a-amylase

a. Production d’a-amylase par la souche Rhizopus sp;.

v Activité amylasique enregistrée dans les huit essais

La variation de I’activité amylasique de la souche Rhizopus sp;., enregistrée dans les huit
expériences est représentée dans la figure 05.
Nous remarquons que I’activité amylasique de la souche Rhizopus sp;. varie de 00 U/ml a
2745.35 U/ml, ou le meilleur rendement est obtenu dans 1’essai 5. Par contre, dans les essais,

1 et 8, I’activité amylasique a été approximativement nulle.
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Figure 05: Variation de I’activité amylasique de la souche Rhizopus sp;. en fonction des

v’ Effet des facteurs testés sur la production d’a-amylase

huit essais

Les facteurs: pH, amidon, urée, extrait de levure et KH,PQO,, testés pour la souche Rhizopus

spi1. ont des effets plus ou moins significatifs sur la production d’a-amylase. L’effet de chaque

facteur sur cette réponse, ainsi que la statistique du test t de Student et le niveau de

signification sont consignés dans le tableau 26.

Tableau 26: Effet des facteurs testés sur la production d’a-amylase par la souche

Rhizopus sp;.

a-amylase
Facteurs Estimation | valeur de t | Signification (%)
Xi:pH -333.6 -1.53 73.4
Xz: Amidon 274.4 1.08 N.S
X4: Urée 488.7 2.22 84.3
Xe: Extrait de levure | 14220 6.45 97.7
X7: KH,PO, 991.8 4.50 95.4

Le tableau 26, indique que les facteurs les plus influents sur la production d’a-amylase par la

souche Rhizopus sps., sont I’extrait de levure, le KH,PO,, 1’urée et le pH, dont I’influence

positive a été enregistrée d’une fagon hautement significative avec (p > 97.7 % et p > 95.4 %),

respectivement pour I’extrait de levure et le KH,POy,, et trés significative (p > 84.3%) pour
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I’'urée. L’influence négative a été marquée d’une fagon significative avec (p > 73.4 %) pour le
pH.

Par ailleurs, I’amidon n’a aucun effet sur cette réponse.

L’équation du mod¢le réduit avec seulement les variables explicatives a effet significatif
s’écrit donc:

Y= 1451.30 + 711 Xg + 495.9 X7 + 244.3 X4— 194.30 X;

b. Production d’a-amylase par la souche Rhizopus sp,.

v’ Activité amylasique enregistrée dans les huit essais

La variation de I’activité amylasique de la souche Rhizopus sp,. enregistrée dans les huit
expériences est représentée dans la figure 06.
Nous remarquons que I’activité amylasique de la souche Rhizopus sp,. varie de 00 U/ml a
2469.94 U/ml. L’activité maximale a été enregistrée dans 1’essai 5.

Des activités amylasiques approximativement nulles, ont été enregistrées dans les essais 1 et
8.
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Figure 06 : Variation de I’activité amylasique de la souche Rhizopus sp,. en fonction des
huit essais.

v’ Effet des facteurs testés sur la production d’a-amylase

Les facteurs: pH, amidon, urée, extrait de levure et KH,POy,, testés pour la souche Rhizopus
Sp2. ont des effets plus ou moins significatifs sur la production d’a-amylase. L’effet de chaque
facteur sur cette réponse, ainsi que la statistique du test t de Student et le niveau de

signification sont consignés dans le tableau 27.
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Tableau 27: Effet des facteurs testés sur la production d’a-amylase par la souche
Rhizopus sp..

a-amylase
Facteurs Estimation | valeur de t | Signification (%0)
Xy: pH -53.22 -0.22 N.S
Xz: Amidon 289.67 1.20 N.S
X4: Urée 784.01 3.74 935
Xs: Extrait de levure | 1306.58 6.23 97.5
X7: KH;PO, 991.92 4.73 95.8

Le tableau 27, indique que I’activité amylasique de la souche Rhizopus sp,. n’est influencée
que par I’extrait de levure, le KH,PO,4 et 1'urée. Ces facteurs influencent positivement la
production d’a-amylase par cette souche, d’une fagcon hautement significative, avec (p >
97.5%, p > 95.8% et p > 93.5%), respectivement pour I’extrait de levure, KH,PO, et 1’urée.
Par contre, le pH et I’amidon n’ont aucun effet significatif sur cette réponse.

L’¢équation du modele réduit avec seulement les variables explicatives a effet significatif
s’écrit donc:

Y= 1541.25 + 653.29 Xg + 495.96 X7+ 392 X4

c. Production d’a-amylase par la souche Penicillium sp;.

v Activité amylasique enregistrée dans les huit expériences
La variation de I’activité a-amylasique de la souche Penicillium sp;. enregistrée dans les huit
expériences est représentée dans la figure 07.
Nous remarquons que 1’activité amylasique varie de 00 U/ml a 2880 U/ml, avec un rendement
maximum enregistré dans ’essai 2. Des activités amylasiques approximativement nulles, ont

été enregistrées dans les essais 1, 3, 7 et 8.
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Figure 07 : Variation de I’activité amylasique de la souche Penicillium sp;. en fonction
des huit essais

v' Effet des facteurs testés sur la production d’a-amylase

Les facteurs: pH, température, amidon, extrait de levure et KH,PO,, testés pour la souche
Penicillium sp;. ont des effets plus ou moins significatifs sur la production d’a-amylase.
L’effet de chaque facteur sur cette réponse, ainsi que la statistique du test t de Student et le
niveau de signification sont consignés dans le tableau 28.

Tableau 28: Effet des facteurs testés sur la production d’e-amylase par la souche
Penicillium sp.

a-amylase
Facteurs Estimation | valeur de t | Signification (%)
Xy: pH 41.3 0.07 N.S
X Température 572.3 0.93 N.S
X4:Amidon - 263.6 -0.50 N.S
Xe: Extrait de levure 2225.1 4.19 94.7
X7: KH,PO,4 263.6 0.50 N.S

Le tableau 28, indique que I’activité a-amylasique de la souche Penicillium sp;. n’est
influencée que par ’extrait de levure qui a un effet positif hautement significatif, avec (p >
94.7%). Par contre les autres facteurs dont le pH, la température, 1’amidon et le KH,PO,4 ne

présentent aucun effet significatif sur cette réponse.
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L’équation du modele réduit avec seulement les variables explicatives a effet significatif
s’écrit donc:

Y=1112.5 + 1112.5 X,

d. Production d’a-amylase par la souche Alternaria sp.

v Activité amylasique enregistrée dans les huit expériences

La variation de I’activité a-amylasique de la souche Alternaria sp. enregistrée dans les huit
expériences est représentée dans la figure 08.
Nous remarquons que ’activité amylasique varie de 00 U/ml & 2820 U/ml, avec un rendement
maximum enregistré dans 1’essai 4. Par contre, des activités amylasiques approximativement

nulles, ont été enregistrées pour cette souche, dans les essais 1, 3, 7 et 8.
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Figure 08: Variation de I’activité amylasique de la souche Alternaria sp. en fonction des
huit essais

v’ Effet des facteurs testés sur la production d’a-amylase

Les facteurs: pH, température, amidon, extrait de levure et KH,PO, testés pour la souche
Penicillium sp. ont des effets plus ou moins significatifs sur la production d’a-amylase.
L’effet de chaque facteur sur cette réponse, ainsi que la statistique du test t de Student et le

niveau de signification sont consignés dans le tableau 29.
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Tableau 29: Effet des variables étudiees sur la production d’a-amylase par Alternaria sp.

a-amylase
Facteurs Estimation | valeur de t | Signification (%)
Xy pH -7.48 -0.11 N.S
Xz: Température -57.75 -0.89 N.S
X4 Amidon 38.54 0.68 N.S
Xe: Extrait de levure | 2684.44 47.52 99.99
X7: KH,POy -38.54 -0.68 N.S

Le tableau 29, indique que seul I’extrait de levure a un effet positif hautement significatif sur
la production d’a-amylase par la souche Alternaria sp. avec (p > 99.99%). Les autres facteurs
dont le pH, la température, I’amidon et le KH,PO,4 n’ont aucun effet significatif sur cette
réponse.
L’¢équation du mod¢le réduit avec seulement les variables explicatives a effet significatif
s’écrit donc:

V=1342.22 + 1342.22 X,

e. Production d’a-amylase par la souche Helminthosporium sp.

v' Activité amylasique enregistrée dans les huit essais

La variation de I’activité a-amylasique de la souche Helminthosporium sp. enregistrée dans
les huit expériences est représentée dans la figure 09.
Nous remarquons que 1’activité a-amylasique varie de 00 U a 2486.78 U, avec un rendement
maximum enregistré dans ’essai 2. Des activités amylasiques approximativement nulles, ont

été obtenues dans les essais 1, 3, 7 et 8.
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Figure 09: Variation de I’activité amylasique de la souche Helminthosporium sp. en
fonction des huit essais

v’ Effet des facteurs testés sur la production d’a-amylase

Les facteurs: pH, température, amidon, extrait de levure et KH,PO,, testés pour la souche
Helminthosporium sp. ont des effets plus ou moins significatifs sur la production d’a-
amylase. L’effet de chaque facteur sur cette réponse, ainsi que la statistique du test t de

Student et le niveau de signification sont consignés dans le tableau 30.

Tableau 30: Effet des facteurs testés sur la production d’a-amylase par la souche
Helminthosporium sp.

a- amylase
Facteurs Estimation | valeur de t | Signification
X1 pH - 85.76 -2.01 81.8
Xp: Température 128.31 3.01 90.5
X4: Amidon 188.81 511 96.4
Xe: Extrait de levure | 2244.03 60.78 99.99
X7: KH;PO, -188.81 -5.11 96.4

Le tableau 30, indique que tous les facteurs testés influencent plus ou mois 1’activité
amylasique de la souche Helminthosporium sp., dont une influence positive d’une fagon
hautement significative avec (p > 99.99%, p > 96.4%, p > 90.5%) a été marquée,

respectivement par I’extrait de levure, 1’amidon et la température. Une influence négative :
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d'une fagon hautement significative (p > 96.4%) a été marquée par le KH,PO, et trés

significative (p > 81.8 %) par le pH.

L’équation du mod¢le réduit avec seulement les variables explicatives a effet significatif

s’écrit donc:
Y=1122.01 + 1122.01 X+ 94.40 X, — 94.40 X7+ 64.15 X, -42.84 X,
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Chapitre 6 Discussion

6.1 Isolement et identification des souches

Nos résultats représentés dans le tableau 12, montrent que les genres identifiés dont, Rhizopus
Penicillium, Alternaria, Helminthosporium et Ustilago sont tous, parmi les micromycetes
phytopathogénes de champ et du stockage des céréales, comme a été signalé par Larpent-
gourgaud et Sanglier (1992) et Godon et Loisel (1997).

Jouani et yiannicouris (2002) signalent que la croissance fongique est régie par de nombreux
parametres physico-chimiques, notamment la température. La différence de la température du
climat des deux régions chez les deux échantillons d’orge, peut étre a I’origine du changement

de la flore fongique d’un échantillon a un autre.

Plusieurs travaux d’étude de la flore fongique de nombreuses céréales (orge, bl¢, mais et riz),
dont les travaux de Belyagoubi (2006); Yahiyaoui et Zouaghi (2007); Bouhelal et Lemchama,
(2009) ont abouti a I’isolement et 1’identification des souches appartenant aux mémes genres
identifiés dans notre travail ; cela nous renseigne sur la contamination fréquente des céréales

par ces genres.

6.2 Réponse des souches au test amylolytique
Les isolats appartenant au genre Rhizopus ont une réponse positive au test amylolytique, avec
des activités amylasiques différentes d’un isolat a I’autre, ce qui confirme qu’ils sont

producteurs d’a-amylase.

Plusieurs études faites par Soccol et al. (1994); Lucio de-Sousa et al., 1996 ; Akbache et
Bariout (2007) et Ayugu et Amadi (2010) montrent que certaines especes du genre Rhizopus

sont productrices d’amylases (glucoamylase et a-amylase).

Le premier isolat appartenant au genre Penicillium isolé a partir d’orge de la région de Sétif,
révéle une activité a-amylasique. Plusieurs especes du genre Penicillium telles que P.
fellutanum et P. crysogenum sont productrices d’a-amylase, comme a été monte par les études
de Kathiresan et Mannivanan (2006) ; Ertan et Balkan (2007).

Le second isolat appartenant au genre Alternaria présente aussi une réponse positive au test
amylolytique. Ce résultat concorde avec les travaux de Lateef et al. (2004), montrant que

I’espéce Alternaria Alternata est productrice d’une a-amylase.
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Le genre Helminthosporium révéle aussi un potentiel amylolytique. Ceci peut étre expliqué,

par le fait que ce genre englobe des espéces productrices d’a-amylase.
6.3 Caracteristiques biochimiques du moQt de datte

6.3.1 pH

D’apres les résultats représentés dans le tableau 15, le mo(t de datte utilisé présente un pH de
5.09, ce qui nous montre que c’est un milieu acide, favorable au développement des
moisissures pouvant croitre en aérobiose sur des déchets organiques a des pH compris entre 3
et 7 (Reynes et al., 1994 ; Nicklin et al., 2000).

En outre, Bourgeois (2003) ; Benchelah et Maka (2008), signalent que les vitamines du
groupe B contenues en quantités appréciables dans la datte se conservent bien aux pH compris
entre 5 et 6, ce qui semble important pour les moisissures, dont certaines vitamines de ce

groupe restent 1un de leurs facteurs de croissance (Riviere, 1975; Botton et al., 1990).

6.3.2 Teneur en eau

Le mo(t de dattes étudié présente une teneur en eau de 68.47 % ; cette valeur parait juste pour
un milieu, dont une quantité de 2.5 litres d’eau distillée en est ajoutée lors de son extraction.
Cette valeur nous a permis également de déduire la teneur en matiére seche qui est de 31%.
Cette valeur parait importante et nous renseigne sur la quantité de matiere organique

susceptible d’étre exploitée par les microorganismes (Akbache et Bariout, 2007).

6.3.3 Sucres

Les résultats obtenus (tableaul5), montrent que le moQt de dattes extrait présente une teneur
de 17.92 % de sucres totaux, dont 9.08% des sucres réducteurs et 8.40 % du saccharose.

Nous résultats se rapprochent de ceux trouves par Ould El Hadj et al. (2006); Chaira et al.
(2007) qui ont enregistré respectivement des teneurs de 16.64% et 17 % de sucres totaux pour
les rebuts de la méme variété. Comme il est a signaler aussi, que d’autres auteurs dont
Acouréne et Tama (2001); Belaidi et Barka (2009), ont analysé le moQt extrait des rebuts de la
méme variété, et obtenu une teneur de sucres totaux de 22.61 a 23 % dont 12 % de saccharose

et 9.13 des sucres réducteurs.

La teneur en sucres réducteurs de 9.08% de ce mo(t, fait de ce dernier un milieu riche en
sucres fermentescibles indispensables aux développement de divers microorganismes a intérét

industriel utilisés en fermentation pour la valorisation de ces rebuts, et permet de mettre sur le
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marché local et international une nouvelle génération de produits a haute valeur ajoutée, tels
que la levure boulangere, I’éthanol et I’acide citrique (Ould El Haj et al.2006; Boulal et al.
2010 ; Agouréne et al., 2011).

6.3.4 Protéines

Le mo(t de dattes étudié présente une faible teneur en protéines (1.09%). Ce résultat est en
accord avec ceux d’Al Hooti et al. (1997); Khalil et al. (2002) et Besbes et al. (2009) qui
signalent que la teneur en protéines des dattes est faible et ne dépasse pas généralement les
3%.

D’aprés ces résultats, nous avons conclu que le mott de dattes est pauvre en azote, qui reste
un élément indispensable pour le développement des moisissures. En conséquence son

utilisation come milieu de culture nécessite 1’ajout d’une source azotée.

6.3.5 Cendres

Le modt de dattes utilisé, présente un taux de cendres de 1.95%. Ce résultat concorde avec les
résultats d’ Amellal (2008) qui mentionne un taux de 2%.

Par ailleurs, nos résultats paraissent moyens, car plusieurs auteurs dont Lambiote (1983) ;

Favier et al. (1993) affirment que la datte renferme des teneurs en cendres de 1’ordre de 2%.

6.4 Production de biomasse et d’a-amylase par fermentation submergée

6.4.1 Cinétique de production de biomasse

6.4.1.1 Cinetique de production de biomasse et variation du pH pour les cing souches

La figures 02 représentant la variation de la biomasse et du pH en fonction du temps
d’incubation pour les souches : Rhizopus sp;., Rhizopus sp,., Penicillium sp;., Alternaria sp. et
Helminthosporium sp., montre que la croissance des cing souches débute dés les premiéres
heures d’incubation. Cette croissance est due certainement a la richesse du modt de dattes en
nutriments indispensables au développent des moisissures. Ceci est en accord avec Malloch
(1997) ; Halwyn et al. (2002) qui signalent que toute substance organique peut constituer un
substrat de croissance idéal pour les moisissures, car la spore n’a besoin que de trois éléments
principaux pour germer : éléments nutritifs nécessaires, eau en quantité suffisante et une

température appropriée (10 a 40°C).

L’augmentation rapide de la quantité de biomasse des 48 heures d’incubation, pour atteindre
son maximum de 8.88g/l, 8.90g/l, 8.05g/l et 8.20 g/l a 72 heures, respectivement pour les

souches Rhizopus sp;., Rhizopus sp,., Alternaria sp. et Helminthosporium sp., et 7.90g/l a 96
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heures pour la souche Penicillium sp;., peut étre expliquée par la phase exponentielle, qui est

caractérisée par une accélération de croissance.

La diminution de la quantité de biomasse, atteignant 6.50g/1, 6.84g/l, 6.90g/l et 6.46 g/l a 96
heures, respectivement pour les souches Rhizopus sp;., Rhizopus sp,., Alternaria sp. et
Helminthosporium sp., et 5.10 g/l a 120 heures pour la souche Penicillium sp;., est due a la
phase de décélération qui se termine par une phase de déclin caractérisée par la présence dans
le milieu, de substances ou déchets secrétés par ces moisissures, inhibant la croissance
progressivement jusqu’a I’arréter. L’accumulation de ces substances d’excrétions, provoque
une autodestruction des cellules microbiennes ; ce qui explique la diminution de leur quantité
(Leclerc et al., 1995; Leveau et Bouix, 1993; Arnaud et guiraud 1999).

Nos résultats se rapprochent de ceux de Benaouida (2008), qui montre que la croissance de
Schwanniomyces sp. productrice d’a-amylase sur un milieu de culture a base de rebuts de
dattes passe par quatre phases : Phase d’adaptation, stationnaire et enfin une phase de déclin
dés 72 heures.

Pour les fluctuations du pH, la figure 03 décrit une diminution du pH dés les premiéres heures
d’incubation, enregistrée pour les cing souches étudiée. Ceci peut étre expliqué par
I’acidification du milieu de culture due a la sécrétion d’acides organiques extracellulaires par
ces souches (Boiron, 1996 ; Akin, 2008).

Pa ailleurs, Soccol et al., 1994 ont prouvé la production d’acides fumarique et lactique par le

genre Rhizopus.

En outre, Uhlig (1998) et Ellaiah et al. (2003), indiquent que certaines especes du genre
Penicillium, dont Penicillium notatum, Penicillium patulum, Penicillium expansum,
Penicillium glandicola et Penicillium vulpinumsont sont connues par leur production d’acides,

de pénicilline et de dérives d’acides engendrant ainsi une forte acidification de milieu.

6.4.2 Cinétique de production d’a-amylase par les cing souches

La figure 04 décrit un début d’apparition d’a-amylase a 48 heures d’incubation, pour toutes
les souches. Ceci peut étre expliqué par le fait qu’au début de fermentation (24heures), les
souches utilisent les nutriments facilement assimilables, tels que les sucres fermentescibles du

modt de dattes pour leur croissance (Leveau et Bouix, 1993).
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Cependant, au-dela de 24 heures et avec I’épuisement des sucres fermentescibles, les souches
secretent des enzymes extracellulaires, telles que 1I’a-amylase leur permettant de dégrader

I’amidon pour garantir leur survie.

L’augmentation de la production d’a-amylase par les souches Rhizopus sp;. et Rhizopus sp..
ayant respectivement un maximum de 2745 U/ml et 2420 U/ml a 72 heures, et Penicillium
sp;. atteignant son maximum de 2180 U/ml a 96 heures, est proportionnelle a leur croissance.
Ceci peut étre expliqué par le fait que, ces moisissures sont en phase exponentielle de
croissance (Ramachandran et al., 2004).

Pour la souche Penicillium sp;., nos résultats se rapprochent de ceux trouvés par Kathiresan
et Manivannan (2006) enregistrant un maximum d’activité a-amylasique de la souche
Penicillium fellutanum a une durée d’incubation de 96 heures a 30°C, contrairement aux
résultats de Tiwari et al. (2007) ; Taskin et Erdal (2010) ; Nouadri (2011) qui ont trouvé que
I’activité a- amylasique de diverses especes appartenant au genre Penicillium, apparait des 24
heures d’incubation en augmentant progressivement pour atteindre leur maximum de
production a des durée de 72 heures a 57 °C, 144 heures a 30 °C et 168 heures a 22 °C,
respectivement pour les souches Penicillium regulosum, Penicillium expansum et Penicillium

cammenberti.

Les souches Alternaria sp. et Helminthosporium sp., ont une forte activité a-amylasique apres
la diminution de leur croissance a 96 heures d’incubation, avec respectivement un maximum
de 1976.47 U/ml et 2073.33 U/ml; ce qui peut étre expliqué par le fait que, la synthése d’a-
amylase par ces souches n’est pas associée a leur croissance. Ces résultats concordent avec
ceux trouvés par Ayogu et Amadi (2010), étudiant la production d’a-amylase par la souche

Rhizopus nigricans cultivée sur le mais écrase.

La diminution de I’activité a-amylasique atteignant 2548.50 U/ml, 2300 U/ml a 120 heures,
respectivement pour les souches Rhizopus sp;. et Rhizopus sp,. et 2073.33 U/ml, 1976.47
U/ml et 2073.33 U/ml, respectivement pour les souches Penicillium sp;., Alternaria sp. et
Helminthosporium sp., peut étre le résultat d’une inactivation d’a-amylase, due a l'interaction
avec d’autres meétabolites (enzymes, telles que les protéases ou substances toxiques) secrétés
dans le milieu, ou aux changements de pH affectant négativement le rendement en a-amylase

(Leclerc et al., 1995; Haq et al., 2002 ; Ramachandran et al., 2004; Nahar et al., 2008).
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6.5 Optimisation des productions (biomasse et a-amylase)

6.5.1 Effet des facteurs testés sur la croissance des souches

6.5.1.1 Effet des facteurs testés sur la croissance de la souche Rhizopus sp;.

D’aprés le tableau 16, la biomasse varie de 1.28g/l (expérience 8) a 10.20g/l (expérience 5).
Les facteurs favorables pour la croissance de la souche (production de biomasse) sont donc
ceux de I’expérience 5.

En paralléle, les résultats de I’analyse statistique ont permis d’évaluer I’effet de chaque

facteur sur la production de biomasse.

Le tableau 17, indique que I’extrait de levure, I’amidon et le KH,PO, présentent
respectivement des effets positifs hautement significatifs de (p > 97.7, p > 95.8% et p > 93.6
%) sur la production de biomasse. Ceci est expliqué par le role primordial de 1’azote dans la
croissance et la prolifération des mycetes et la construction de leurs molécules protéiques
(Botton et al., 1990 ; Scriban, 1999 ; Nicklin et al., 2000).

L’amidon constitue une source adéquate de carbone provoquant une bonne croissance de la
souche Rhizopus sp;. Ceci concorde avec les résultats annoncés par Dercova et al. (1992) ;
Calderon et al. (2003) ; Bennamoun et al. (2004), ou I’amidon est utilis¢ comme source

d’énergie ayant un effet significatif important sur la croissance.

En outre, Jaccard (2008) signale que le phosphore est essentiel pour la synthese des acides

nucléiques et d’ATP, et il est apporté sous forme de (HPO42').

L’influence négative d’une facon hautement significative du pH (p > 92.7 %) peut étre
probablement expliquée, par le fait que le pH 5, est plus convenable au développement de la
souche Rhizopus sp;. Selon 1’étude de Dubey et al. (2000), un pH 5 semble étre optimal pour

la croissance d’Aspergillus niger et Thermobifida fusca (Yang et al., 2004).

6.5.1.2 Effet des facteurs testés sur la croissance de la souche Rhizopus sp..

D’apres le tableau 18, la biomasse varie de 1.83g/l (expérience 8) a 10.02¢g/l (expérience 5).
Les facteurs favorables pour la production de biomasse par la souche Rhizopus sp,., sont donc
ceux de I’expérience 5.

Par ailleurs, les résultats de I’analyse statistique (tableau 19) ont permis de définir I’extrait de
levure, I’amidon, le KH,PO,4 et ’'urée comme facteurs ayant des effets positifs hautement

significatifs, respectivement avec (p > 99.9, p > 99.8, p > 99.6 et p > 98.5) sur la production
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de biomasse. Ces résultats concordent avec plusieurs références, dont Boiron (1996) ; Scriban
(1999) et Jaccard (2008) qui montrent qu’un bon développement des microorganismes a été

enregistré en présences de ces éléments.

Par contre, I’influence négative d’une fagon hautement significative (p > 99.7%) du pH sur la
production de biomasse par cette souche, peut étre probablement due au fait que le pH

maximum toléré par cette souche ne dépassant pas 5.

6.5.1.3 Effet des facteurs testés sur la croissance de la souche Penicillium sp;.

D’apres le tableau 20, la biomasse varie de 1.24g/l (expérience 1) a 9.60g/l (expérience 5).
Les facteurs favorables pour la production de biomasse par la souche Penicillium sp;., sont
donc ceux de I’expérience 5.

En parall¢le, les résultats de 1’analyse statistique (tableau 21), ont permis de définir 1’extrait
de levure et KH,PO, comme facteurs ayant des effets positifs respectivement hautement
significatifs (p > 97.5 %) et trés significatif (p > 84.4%), sur la production de biomasse par
cette souche. Alors que le pH a un effet négatif significatif (p > 70 %).

Ces resultats sont en accord avec 1’étude de Nouadri (2011), montrant que ’extrait de levure a
une concentration de 5.25 g/l et un pH de 5 sont tres favorables au développement de la
souche Penicillium cammemberti productrice d’a-amylase. Comme pour les souches Rhizopus
sp. (1 et 2), le KH,PO, semble étre meilleur comme source de phosphore favorisant une

bonne croissance (Jaccard, 2008).

6.5.1.4 Effet des facteurs testés sur la croissance de la souche Alternaria sp.

D’apres le tableau 22, la biomasse varie de 2.12g/l (expérience 8) a 10.18g/l (expérience 2).
Les facteurs favorables pour la production de biomasse par la souche Alternaria sp., sont donc
ceux de I’expérience 2.

En parall¢le, les résultats de 1’analyse statistique (tableau 23), ont permis de définir I’extrait
de levure et la température comme facteurs ayant des effets positifs hautement significatifs
respectivement (p > 98.3) et (p > 92.2%), sur la production de biomasse. Alors que le pH,
I’amidon et KH,PO,4 n’ont aucun effet significatif sur cette réponse. Ces résultats peuvent
étre expliqués par le fait que, I’extrait de levure est une source d’azote convenable au
développement de la souche Alternaria sp., ce qui est de méme pour une température de
35°C.
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Boiron (1996), indique qu’un grand nombre d’especes fongiques se développent bien a des

températures de 30 a 40 °C.

La non signification des facteurs (pH, amidon et KH,PQO,), peut étre expliquée par le fait que
le modt de dattes contient une quantité suffisante de sources de carbone plus assimilables que
I’amidon et de sels minéraux plus exigés par cette souches d’une part, et que la souche
appartient au groupe fongique qui tolére les variations du pH de 4 a 8, d’autre part (Bourgeois
etal., 1989).

6.5.1.5 Effet des facteurs testés sur la croissance d’Helminthosporium sp.

D’aprés le tableau 24, la biomasse varie de 2.24g/l (expérience 8) a 14.98g/l (experience 5).
Les facteurs favorables pour la production de biomasse par la souche Helminthosporium sp.,
sont donc ceux de I’expérience 5.

En parall¢le, les résultats de I’analyse statistique (tableau 25), ont permis de définir 1’extrait
de levure et la température comme facteurs ayant une influence positive : d’une fagon trés
significative (p > 89.3) pour I’extrait de levure et significative (p > 71.4%) pour la
température. Alors que le pH, I’amidon et le KH,PO,4 n’ont aucun effet significatif. Ces

résultats ont une explication similaire a celle de la souche Alternaria sp.

6.5.2 Effet des facteurs testés sur la production d’a-amylase

Les résultats de I’analyse statistique ont montré que les facteurs : pH, amidon, urée, extrait de
levure et KH,PQ,, testés pour les souches Rhizopus sp. (1 et 2) et ceux testés pour les souches
Penicillium spy., Alternaria sp. et Helminthosporium sp. (pH, température, amidon, extrait de
levure et KH,POy,), ont des effets plus ou moins significatifs sur la production d’a-amylase

par les cinq souches, sachant que leur degré de signification varie d’une souche a 1’autre.

6.5.2.1 Effet du pH

D’apres les tableaux 25, 26, 27, 28 et 29, la légere variation du pH (de 5a 5.5 et de 5 a 6)
n’influe la production d’a-amylase que pour les souches Rhizopus sp;. et Helminthosporium
sp., ou cette variation présente une influence negative trés significative (p > 81.8%) pour la

souche Helminthosporium sp. et significative (p >73.4 %) pour Rhizopus sp.

Ces résultats peuvent étre expliqués par le fait que, I’a-amylase produite par les deux souches
Rhizopus sp;. et Helminthosporium sp. a un pH optimum de 5 ; ce qui est en accord avec les
résultats d’Ellaih et al. (2002) qui montrent que la production d’a-amylase par la souche
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Aspergillus sp. était bonne aux valeurs de pH acides excepté pH 3.0, avec une production

relativement basse enregistrée aux conditions neutres et alcalines.

Cependant ce facteur, reste sans aucun effet pour la production d’a-amylase par les souches
Rhizopus sp,., Penicillium sp;. et Alternaria sp.; ce qui corrobore les études de Lucio de-
Sousa et al. (1996) sur Rhizopus oryzae, confirmant qu’une 1égére variation du pH (4-6) ne
présente aucun effet sur I’activité amylasique.

Par ailleurs, Khatirsan et Manivannan (2006) ont démontré qu’une meilleure production d’a-

amylase par la souche Penicillium fellutanum a été obtenue a pH 5.

6.5.2.2 Effet de la température

La température est le facteur testé uniquement pour les souches Penicillium sp;., Alternaria
sp. et Helminthosporium sp. La légére augmentation de la température (de 30 a 35°C) a un
effet positif hautement significatif (p > 90.5%), sur la production d’a-amylase par la souche
Helminthosporium sp. Ce résultat peut étre expliqué par I’é¢tude de Sindhu et al. (2009) qui
indiquent qu’une meilleure production d’enzymes amylolytiques par les micromycetes a été
obtenue sur une gamme de température de 30°C a 45°C, avec une production optimale a
35°C.

Contrairement a cette souche, la variation de la température ne semble pas avoir un effet
significatif sur la production d’a-amylase par les souches Penicillium sp. et Alternaria sp.
Ceci corrobore les résultats de Taskin et Erdal (2010), qui montrent que la température
optimale pour la production maximale d'a-amylase par Penicillium expansum ne dépasse pas
30 °C.

6.5.2.3 Effet de I’amidon soluble

La présence de 1’amidon soluble dans le milieu a 5 g/l a un effet positif hautement significatif
(p = 96%) sur la production d’a-amylase par la souche Helminthosporium sp. Ce résultat
confirme que l'a-amylase produite par la souche Helminthosporium sp. est une enzyme

fortement induite par 1’amidon (Bakri et al., 2003).

Nos résultats corroborent ceux de Bennamoun et al. (2004) qui ont trouvé que 1’amidon

soluble stimule la production d’a-amylase d’Aspergillus oryzae.
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En effet, I’efficacité de I’amidon soluble dans la synthése de 1’a-amylase en tant que substrat
idéal de son induction, a été démontré par plusieurs auteurs (Dercova et al., 1992; Cruz et al.,
1997 ; Uriyo et Eigel, 1999 ; Chen et al., 2000 ; Gonzélez et al., 2008).

Selon Vallier et al. (1977); Aguilar et al., (2000), la présence d’amidon soluble dans les

milieux de culture stabilise et protége I’enzyme.

Contrairement a cette souche, ce facteur n’a aucun effet significatif sur la production d’a
amylase par Rhizopus sp. (1 et 2), Penicillium sp;. et Alternaria sp. Ceci peut étre expliqué

par le fait que le niveau supérieur de ce facteur (5g/l) n’est pas adéquat.

Selon Gupta et al. (2008), la présence des sucres réducteurs (glucose et fructose) ainsi que le
saccharose dans le milieu, bien qu’ils puissent induire la production d’oa-amylase, ils

deviennent répresseurs en dépassant certaines concentrations.

6.5.2.4 Effet de I’extrait de levure

D’aprés les résultats de 1’analyse statistique (tableaux 26, 27, 28, 29 et 30), I’extrait de levure
reste le facteur le plus influent sur la production d’a-amylase par toutes les souches, car sa
présence dans le milieu a 5g/l présente des effets positifs hautement significatifs de (p >
99.99%) pour les souches Alternaria sp. et Helminthosporium sp., et de (p > 97,7, p > 97.5 et
p > 94.7 %, respectivement pour les souches Rhizopus sp;., Rhizopus sp,. et Penicillium sps.
Ces résultats confirment ceux de Hamilton et al., (1999) ; Emanuilova et Toda, (1984);
Krishnan et Chandra (1982) ; Hayashida et al., (1988) qui signalent que les sources
organiques d'azote sont préférées pour la production d’a-amylase, avec un rendement

maximum soutenu par l'extrait de levure, la peptone ou l'extrait de beeuf .

Par ailleurs, Nouadri (2011) a montré que la production d’a-amylase par la moisissure

Penicillium camemberti est influencée significativement, par 1’extrait de levure (a 5g/1).

6.5.2.5 Effet de ’urée

L’urée est le facteur test¢ uniquement pour les deux souches Rhizopus sp. (1 et 2). Les
tableaux 26 et 27, montrent que la présence de 'urée (2 5g/1) dans le milieu de culture
influence positivement la production d’a-amylase : d’une fagon hautement significative (p >

93.5%) pour la souche Rhizopus sp;. et trés significative (p > 84.3%) pour la souche Rhizopus

SpP2.
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Ces résultats corroborent ceux d’Ellaiah et al. (2002) qui montrent que parmi diverses sources
d'azote, I'addition de 1'urée a donné une meilleure production d’enzymes amylolytiques par la

souche Aspergillus sp.

6.5.2.6 Effet de KH,PO,

Les tableaux 26, 27, 28, 29 et 30, montrent que le passage de 4g/l a 6 g/l, pour le KH,PO, a
une influence positive hautement significative (p > 95.8) et (p > 95.4 %), respectivement pour
les souche Rhizopus sp;. et Rhizopus sp,. Ceci peut étre expliqué par le fait que, le phosphore
joue un réle primordial dans la régulation de la production de plusieurs métabolites primaires

et secondaire de microorganismes (Dean, 1972 ; Mertz et Doolin, 1973).

Contrairement a ces souches, le KH,PO, a un effet négatif hautement significatif sur la
production d’a-amylase par la souche Helminthosporium sp. Cela est probablement expliqué
par le fait que, le passage de 4g/1 a 6g/1 n’est pas adéquat pour la production d’a-amylase par
cette souche. Zhang et al. (1983) montrent que la concentration élevée de phosphore dans le

milieu, le rend inhibiteur de la production d’a-amylase microbienne.

Pour les Penicillium sp;. et Alternaria sp., ce facteur reste sans aucun effet. Ceci peut étre

expliqué par le fait que ces souches sont indifférentes a sa concentration dans le milieu.

6.6 pH de milieu a la fin de fermentation

A la fin de fermentation, le pH diminue ou augmente selon la composition des milieux et les
souches.

Selon Bellon-Maurel et al., (2003), Ces variations du pH résultent d’une consommation en
substrat (hydrolyse des protéines) et/ou des synthéses métaboliques (synthése d’acides

organiques) ; elles sont donc des indicatrices des changements dans les activités métaboliques.

Pour les souches Rhizopus sp. (1 et 2), nos resultats corroborent ceux de Soccol et al. (1994)
et Saito et al. (2003), qui montrent que la diminution du pH a la fin des fermentations
réalisées par Rhizopus oryzae ATCC 34612 est due a la synthese des acides fumarique et
lactique qui s’accumulent dans le milieu. Par contre 1’augmentation du pH, surtout dans les
milieux associant ’urée et I’extrait de levure est probablement expliquée par la libération des

acides aminés et des ions ammonium rendant ainsi le milieu alcalin (Botton et al., 1990).
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Conclusion générale et perspectives

L’a-amylase est I’une des plus importantes hydrolases actives sur I’amidon dont les domaines
d’application s’élargirent de plus en plus. La production de cette enzyme a éeté réussie par
certaines bactéries, levure et certains genres de moisissures dont Aspergillus et Penicillium.
Dans notre travail portant sur la production d’a-amylase par des moisissures cultivées sur
milieu & base de rebuts de dattes, nous avons réussi a I’isolement et la sélection des nouvelles
moisissures productrices d’a-amylase sur un milieu complexe (a base des rebuts de dattes)
optimisé, et donc aboutir a la valorisation de ces rebuts par des procédés biotechnologiques a
moindre co(t.

Pour I’isolement et la sélection des souches amylolytiques, I’examen microscopique et le test
amylolytique, nous ont permis d’identifier cinq souches potentiellement amylolytiques dont
Rhizopus sp.1, Rhizopus sp.,, Penicillium sp.;, Alternaria sp. et Helminthosporium sp.

La cinétique de croissance et de production d’a-amylase, étudiée pour les cing souches a
montré une production maximale de biomasse a 72 heures d’incubation a 30 °C, pour les
souches Rhizopus sp.;, Rhizopus sp.,, Alternaria sp. et Helminthosporium sp. et a 96 heures
pour la souche Penicillium sp.;, et une meilleur production d’a-amylase enregistrée a 72
heures pour les souches Rhizopus sp. (1 et 2), et a 96 heures pour les souches Penicillium
sp.1, Alternaria sp. et Helminthosporium sp.

Quant a I’optimisation du milieu de culture, le plan expérimental de Plackett-Burman a
permis la sélection de :

- L’extrait de levure, I’amidon et le KH,PO, comme facteurs ayant une influence
positive hautement significative sur la croissance de la souche Rhizopus sp; et le pH
comme facteur ayant un effet négatif hautement significatif ;

- L’extrait de levure, I’amidon, le KH;PO,4 et 1’'urée, comme facteurs ayant une
influence positive hautement significative sur la croissance de la souche Rhizopus sp.z,
et le pH, comme facteur ayant un effet négatif hautement significatif ;

- L’extrait de levure et le KH,PO4, comme facteurs ayant une influence positive,
respectivement hautement significative et tres significative pour la croissance de la
souche Penicillium sp.y, et le pH, comme facteur qui a un effet négatif significatif.

- D’extrait de levure et la température, comme facteurs ayant une influence positive
hautement significative sur la croissance de la souche Alternaria sp. ;

- L’extrait de levure et la température ayant une influence positive respectivement, trés

significative et significative pour la croissance de la souche Helminthosporium sp.
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Pour la production d’a-amylase, 1’extrait de levure demeure le seul facteur présentant une

influence positive hautement significative sur la production d’a-amylase par les cing souches,

suivi de :

KH,PO, qui présente un effet positif hautement significatif sur 1’a-amylase produite
par les souches Rhizopus sp. (1 et 2) ;

L’amidon et la température qui ont une influence positive hautement significative
uniquement, sur la production d’a-amylase par la souche Helminthosporium sp.

L’urée qui présente un effet positif respectivement, hautement significative pour la
production d’a-amylase par la souche Rhizopus sp., et tres significatif pour la souche
Rhizopus sp.1.

Le pH qui a une influence négative significative, sur la production d’a-amylase par les
souches Rhizopus sp.; et Helminthosporium sp. La production d’a-amylase par cette
derniere souche a été influencée négativement d’une fagon hautement significative par
le KH,PO,.

Bien que les résultats obtenus, confirme la possibilité d’utiliser le mott de rebuts de dattes de

la variété Deglet-Nour pour la production d’a-amylase, une étude complémentaire est

recommandée pour :

Déterminer la meilleure concentration en sucres de ce mo(Qt, ainsi que les optima des
facteurs sélectionnés par le plan d’expérience de Plackett et Burman par l'utilisation
d'un plan composite centré de Box et Wilson (1951) ;

Identifier les souches isolées;

Produire I’a-amylase par les mémes souches, par fermentation solide (SSF), pour
pouvoir choisir le procédé le plus rentable ;

Purifier et caractériser I’enzyme.
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Annexe 1 : Composition des milieux d’isolement prépares au laboratoire
Malt agar (MA)

- 10g d’extrait de malt;

- 20gd’Agar;

- 1000ml d’eau distillée.

Potato dextrose agar (PDA)
- 200g de pomme de terre;
- 20g de glucose;
- 20gd’agar;
- 1000ml d’eau distillée.

Annexe 2 : Extraction du moQt de dattes et ses caractéristiques biochimiques
2.1 Extraction du moQt de dattes

Rebut de dattes

(Deglet-Nour)

l

Lavage

l

Dénoyautage

l

Découpage

l

Hydratation a 85 °C

Pendant 45 min

l

Filtration

l

Jus de datte

l



Annexes

Analyses physico-chimiques et biochimiques
Teneur en eau
pH
Cendres
Sucres totaux
Sucres réducteurs

Protéines

2.2 Caractéristiques biochimiques du moQt

2.2.1 Détermination du pH

v" Mode opératoire

- Placer une quantité du jus de datte dans un bécher ;

- Procéder a la détermination du pH en prenant soins que I'électrode soit completement
immergée dans la solution ;

- Lire la valeur de pH enregistrée sur I’écran.

2.2.2 Détermination de la teneur en eau
v" Mode opératoire

- Sécher des capsules vides a I’étuve durant 15 min a 105 °C ;

- Tarer les capsules aprées refroidissement dans un dessiccateur ;

- Peser dans chaque capsule 10 ml d’échantillon et les placer dans 1’étuve réglée a 105
°Cx2°Cpendant24 h;

- Retirer les capsules de 1’étuve, les placer dans le dessiccateur, et aprés refroidissement,
les peser;

v' Expression des résultats

La teneur en eau est déterminée selon la formule suivante :
(M1 — M)
H% = — X100

Soit :
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H% : teneur en eau ou humidité ;

M; : masse de la capsule + matiére fraiche avant étuvage ;
M, : masse de la capsule + matiere seche apres étuvage ;
P : masse de la prise d’essai.

Matiére seche % = 100 - H%

2.2.3 Détermination de la teneur en cendres

» Mode opératoire

- Peser 3 ml d’échantillon dans des creusets.
- Placer les creusets dans un four a moufle réglé a 600°C pendant 3 heures.
- Retirer les creusets du four, les refroidir dans le dessiccateur, puis les peser.

> Expression des résultats
(M1—My)
TC% = — X 100

Soit :

TC % : Taux de cendres ;

M; : Masse du creuset + prise d’essai ;
M : masse du creuset + cendres ;

P : masse de la prise d’essai.

Taux de Cendres % = 100 - MO %

2.2.4 Dosage des sucres de la datte (Méthode de Bertrand)
v" Mode opératoire

- Mettre 100 ml de mo(t de dattes et 10 ml d’acétate de plomb a 10 % dans une fiole de
300ml ;
- Agiter et filtrer a I’aide d’un papier filtre ;
- Eliminer I’excés de plomb par 1’ajout d’un gramme de Na,COj3 dans le filtrat ;
- Filtrer une deuxieme fois pour obtenir le jus J ;
Les dosages des sucres totaux et réducteurs sont effectués sur le jus J.

v Dosage des sucres réducteurs



v
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Mettre 10 ml de jus J + 90 ml d’cau distillée (dilution 10 fois) pour obtenir le jus J;.
Dans un Erlenmeyer, mettre :

20 ml de la liqueur A
20 ml de la liqueur B
20 ml de jus J;
Couvrir ’Erlenmeyer et porter a 1’ébullition ;
Compter 3 minutes dés la solution entre en ébullition, puis laisser refroidir ;
Apreés refroidissement 1’oxyde cuivreux se dépose ;
Filtrer la solution par I’aspiration de la trompe a vide ;
Laver a trois reprises 1’oxyde cuivreux avec 20 ml d’eau bouillie froide ;
Rejeter le filtrat de la fiole a vide et la rincer a I’eau distillée ;
Remettre en place le filtrat sur la fiole ;
Dissoudre 1’oxyde cuivreux avec 30 ml de la liqueur C, puis verser sur le filtre ;
Mettre 1’oxyde cuivreux en suspension par agitation.
Récupérer la solution ferrique partiellement réduite dans la fiole & vide et rincer
I’Erlenmeyer et le filtre a cinq reprises avec 30 ml d’eau distillée ;
Ajouter une goutte d’orthophénantroline ferreuse a la solution ;
Titrer le sel ferreux par le permanganate de potassium KMnO,4 (N/10) (le virage est
obtenu par le passage de la couleur verte orange a la couleur verte.

Dosage des sucres totaux

Mettre dans une fiole: 50 ml de jus J et 5 ml d’HCI ;

Porter la fiole au Bain Marie a 70 °C pendant 12 min ;

Agiter, refroidir et ajuster a 55ml (jus inverti J1) ;

Prélever 10 ml de J1 et faire le dosage comme précédemment.

Teneur en saccharose

La teneur en saccharose est obtenue par la différence entre la teneur en sucres totaux et les
sucres réducteurs présents dans 1’échantillon X 0.95.
La teneur en saccharose est déterminée de la fagon suivante :

Saccharose = (Sucres totaux — Sucres réréducteurs) X 0,95

Préparation de la liqueur de Fehling

v

v

Solution cuprique A
- Sulfate de cuivre pur : 40 g

- Acide sulfurique : 2 ml
- EauQS.P:1L

Solution Tartro-Alcaline B
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- Tartrate Sodico-Potassique : 200 g
- Soude : 150 ¢
- EauQSP:1L
v Solution Ferrique C
- Sulfate Ferrique sec pur : 50 g
- Acide sulfurique pur : 110 ml
- EauQSP:1L
v Dosage des protéines

- Introduire dans un matras de minéralisation 2 ml de dattes et une pincée de catalyseur
(sulfate de cuivre et de potassium), puis ajouter 15 ml d’acide sulfurique pur ;

- Appliquee un chauffage progressif : d’abord une attaque a froid pendant 15 mn jusqu’a
I’apparition de vapeur blanche d’anhydride sulfurique, puis le chauffage est rendu plus
énergique, attaque a chaud pendant 4 a 5 heures ; quand la solution devient limpide, elle est
refroidie et complétée a 100 ml avec de I’eau distillée ;

- La distillation est réalisée dans un distillateur semi automatique, ou I’ajout de 20 ml de
lessive de soude a 35 % dans le matras et 25 % d’acide borique dans une fiole de 250 ml est
réalisé. Le dégagement d’ammoniac est récupéré dans une solution d’acide borique contenant
I’indicateur coloré (mélange de bleu de méthyléne et rouge de méthyle). L’excés d’ammoniac
est alors dosé par ’acide sulfurique 0.05 N dans un titrateur automatique.

- Un témoin est réalisé dans les mémes conditions sans échantillon.

- La teneur en azote total est déterminée par la formule suivante :

V/V'.(N-N").0.05x 1.4
N% = X 100
P

Ou:

V : Le volume de la solution minéralisée (ml) ;

V' Le volume de la solution de la soude ajoutée (ml) ;

N : La quantité d’acide sulfurique lue aprés titrage (ml) avec 1’acide sulfurique de normalité
0,05N;

N’ : Le volume d’acide sulfurique dépensé dans le titrage du témoin (ml) ;

P : Le poids ou volume de la prise d’essai (g ou ml).
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La teneur en protéines est calculée en multipliant le taux d’azote total N (%) par le coefficient

6,25.

Annexe3 : Dosage de ’activité amylasique

3.1 Préparation des réactifs

v DNSA
Dissoudre 1g de DNSA dans 20 ml de NaOH (2 N) et 50 ml d'eau distillée. Ajouter 30g de
tartrate double de sodium et de potassium, compléter a 100 ml avec de I'eau distillée filtrer et

conserver a l'abri de la lumieére.

v/ Tampon acétate a pH 5.6
Dissoudre 13,60g d'acétate de sodium trihydraté, 2,949 de chlorure de calcium dihydraté,
0,409 de Tween 20. Ajuster le pH a 5,6 avec de I'acide acétique et compléter a 1 litre dans une
fiole avec de I'eau distillée.

v" Solution du substrat
Dissoudre 1g d'amidon dans 100 ml de tampon acétate 0,1 a pH 5.6.

3.2 Courbe étalon du glucose

- Préparer la solution mére du glucose a 1g/L : Dissoudre 1g du glucose dans 1 litre
d’eau distillée ;

- Préparer les dilutions : 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 et 90 ml de solution
mére compléter & 100 ml d’eau distillée ;

- Dans des tubes a essai, prendre 1 ml de chaque dilution et 3 ml du réactif DNSA.
- Couuvrir les tubes avec du papier aluminium ;

- Percer un trou dans la couverture de chaque tube avec une aiguille de seringue ;
- Faire bouillir pendant 5 min dans un Bain-marie a 90 °C ;

- Refroidir les tubes avec 1’eau de robinet pendant 3 min.

- Mesurer I’absorbance a 540 nm en utilisant un spectrophotometre ;

- Tracer la courbe d’étalonnage.
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Abstract

In Algeria, significant amounts of date rejects are generated with each harvest. These date rejects, rich
in fermentable sugars, rock salt and vitamins can be a medium favorable as well for the development
of the micro-organisms as for the production of the metabolites to strong added value such as the

amylolytic enzymes, in particular 1'a-amylase.

With an aim of selecting new producing moulds d'a-amylase and of optimizing a culture medium
containing date rejects, five moulds of which Rhizopus spl., Rhizopus sp2. Penicillium sp1l.,
Alternaria sp. and Helminthosporium sp. were isolated starting from the grains from barley and were
cultivated on date must for the production of this enzyme by submerged fermentation. The kinetics of
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