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Introduction

La biomasse lignocellulosique est composée, essentiellement, de trois polymeres ; la cellulose,
I’hémicellulose et la lignine. Les teneurs de différents constituants sont variables d’une espece
veégetale a une autre (Ferdes et al., 2020). La valorisation optimale de cette biomasse passe par
I’exploitation de tous ses composants dans une approche intégrée de type bio-raffinerie. Les
hémicelluloses sont, en effet, présentes dans toutes les plantes vertes, représentant de 20 jusqu'a
40 % de la biomasse lignocellulosique en poids (Carpita & McCann, 2020). Les hémicelluloses
sont définies structurellement comme des polysaccharides dont le squelette est composé de
résidus B-(1,4)-D-pyranose, ou 1’04 est en position équatoriale (Pfeifer & Classen, 2020).
Contrairement a la cellulose, qui est constituée d'une chaine linéaire de molécules de D-glucose,
les hémicelluloses contiennent plusieurs sucres a cing atomes de carbone (sucres C5) tels que
le xylose et I’arabinose, des sucres C6 tels que le glucose, le mannose, le galactose, ’acide
galacturonique et 1’acide glucuronique, et de sucre C7 ; I’acide 4-O-methyl glucuronique
(Flérez-Pardo et al., 2019).

Il existe principalement trois catégories d’enzymes nécessaires a la dégradation de la matiére
lignocellulosique ; les cellulases, les hémicellulases et les enzymes accessoires (glycosides
hydrolases de débranchement et carbohydrates estérases), et les éventuelles enzymes dégradant
ou modifiant la lignine (Prevot, 2013). L'hydrolyse enzymatique des polymeres cellulosiques
et hémicellulosique pour obtenir des monomeres offre une alternative intéressante pour générer
des sucres afin de produire divers produits commercialement intéressants. Bien que 1’utilité du
traitement enzymatique soit de plus en plus approuvée, le procédé de production tel
qu’habituellement utilisé, fermentation en milieu liquide, reste trés couteux a cause du prix
élevé de la matiére premiére et de la faible stabilité des enzymes produites. Le colt exorbitant
de la production des enzymes est di au colt élevé du milieu de culture utilisé pour leur
production (40-60 % du codt de production). 1l est désormais, admis que I’utilisation des
matiéres organiques résiduelles comme substrats de croissance des microorganismes, tout
particulierement, les champignons filamenteux (Farinas, 2015; Lodha et al., 2020), via la
fermentation en substrat solide (FSS), est le processus le plus économique pour la production
d'enzymes ligno-cellulolytiques (Siqueira et al., 2020). En effet, plusieurs agro-résidus peuvent
étre utilisés comme substrats pour ce type de fermentation, comme la bagasse de canne a sucre,

la paille de riz, le son de céréales, la pulpe et les cosses de café, les pelures de fruits, les rafles
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de mais, les pailles et cosses de différentes origine. Ces résidus fournissent un support solide et

une source de carbone et de nutriments pour la croissance fongique.

Parmi les ressources lignocellulosiques d’intérét, il est trés envisageable d’utiliser I'Alfa (Stipa
tenacissima). Cette plante est largement distribuée dans les pays de la Méditerranée occidentale,
elle couvre une surface d’environ 4 millions d'hectares en Algerie (Akchiche & Messaoud,
2007). L’Alfa est composée d’une forte concentration de polysaccharides en I’occurrence ; la
cellulose, I'némicellulose, et la lignine, ce qui lui confere un réel potentiel pour son intégration

en tant que matiere premiere (Gares et al., 2020).

Le marché mondial de la xylanase a été considérablement robuste en 2020. Les principaux
facteurs responsables de cette croissance sont l'utilisation grandissante de l'enzyme dans
différentes industries. L'enzyme xylanase d’origine microbienne, est utilisée comme additif
dans l'alimentation animale, le conditionnement des produits de boulangerie, la production
d'amidon de mais et la fermentation alcoolique. De plus, cette enzyme est utilisée dans le

traitement et transformation dans I'industrie du papier et de sa pate (Reports and Data, 2021).

Pour faire face a la demande croissante de cette enzyme, plusieurs études ont été menées afin
d’optimiser sa production en milieu solide par des champignons filamenteux, notamment, le
genre Aspergillus (Ang, 2015; Azzouz et al., 2021; Moran-Aguilar et al., 2021; Namnuch et al.,
2021). Des études sur Aspergillus fumigatus ont montré que ce champignon possede une
capacité énorme en exploitant pleinement les matériaux lignocellulosiques (Abdulmajeed et al.,
2021; Ang, 2015; Oliveira et al., 2018).

Aussi, I’objectif de ce projet de thése est recherche et caractérisation d’isolats microbiens dans
le but de produire de I’hemicellulase sur un substrat naturel lignocellulosique. Pour ce faire,
une synthése des principales informations (étude bibliographique) qui cadre le sujet a été

effectuée, suivie d’une partie expérimentale scindée en quatre parties :

- Lapremiére partie repose sur ’isolement, purification et criblage des isolats microbiens

a activite xylanase.

- La deuxiéme partie est consacrée a I’étude de I’aptitude de la souche sélectionnée a

produire de la xylanase en scalling-up.

- Latroisieme partie repose sur la production de xylanase et de cellulase sur un milieu a

base de fibres d'Alfa (Stipa tenacissima) comme seule source de carbone et d’énergie et

2
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optimisation des conditions physico-chimique pour une production optimales
d’enzymes a l'aide de Box Behnken Design.

La derniére partie se focalise sur 1’étude et la sélection des nutriments qui influencent
la production de xylanase (sources d'azote de carbone. etc.) par la méthode Placket
Burmann. Et I’optimisation de ces facteurs pour une production maximale de xylanase

a l'aide de Central Composite Design.
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1 Revue bibliographique
1.1 Biomasse lignocellulosique, état de I’art
1.1.1 Généralité

Les differentes exploitations industrielles des végétaux entrainent souvent la formation de
quantités considérables de déchets lignocellulosiques, nommés déchets de biomasse. La
biomasse lignocellulosique qui comprend les déchets agricoles tels que la paille de céréales, les
déchets organiques des fermes et des industries agro-alimentaires, etc. Ainsi que les cultures
dédiées cultivées dans des champs de cultures énergétiques, tels que le miscanthus, le panic
raide et le peuplier, recoit beaucoup d’attention, car elle représente une des ressources
renouvelables la plus abondante sur terre et certainement une des moins codteuses (Devi et al.,
2021; Hag et al., 2021).

1.1.2 Source d’énergie renouvelable

La valorisation de la biomasse lignocellulosique implique sa bioconversion en énergie comme
1'¢lectricité et/ou I’hydrogene (Liu et al., 2020), ainsi que d’autres produits pharmaceutiques et
chimiques (Namnuch et al., 2021), et bioproduits tel que les enzymes et les biocarburants, qui
remplacent, de plus en plus, les produits a base de combustibles fossiles (Chandel et al., 2018;
Chukwuma et al., 2020). Cette biomasse lignocellulosique semble étre une matiére premiere
intéressante pour trois raisons majeures. Premierement, elle constitue une ressource
renouvelable de maniére durable dans le futur. Deuxiémement, elle semble avoir d’excellentes
propriétés environnementales puisque sa transformation ne génére pas de rejet important de
dioxyde de carbone ou de soufre. Troisiemement, elle pourrait avoir un potentiel économique
important a condition que les prix des combustibles fossiles augmentent (Alio, 2021).
Actuellement, plus de 50 pays ont développé des stratégies de bio-économie (Mantas et al.,
2019). En effet, 14 % de la consommation énergétique mondiale provient de 1’utilisation de la
biomasse (Popp et al., 2021). La contribution énergétique de la biomasse pourrait tripler, voire
quintupler, d’ici 2050 (Jones et al., 2012).

La biomasse est reconnue comme une ressource renouvelable pouvant diminuer les émissions
de gaz a effet de serre (GES), en effet, une tonne de biomasse représente une tonne de CO>
évitée dans 1I’atmospheére (Saidur et al., 2011). Dans le but de diminuer les émissions de CO», la
plupart des pays se sont dotés de cibles de réduction pour 2020 allant, par exemple, de 20 %

pour I’Union européenne, a 25 % pour le Québec par rapport aux niveaux de 1990 (Anonymous,
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2016). Certains pays comme le Danemark I’Irlande, la Lituanie, le Luxembourg et I’Espagne
ont méme des objectifs fort ambitieux, alors que leur politique énergétique suggére que 100 %

de I’énergie consommée proviendrait de sources renouvelables d’ici 2050 (Simon, 2020).

Les besoins énergétiques de I'Algérie sont couverts presque exclusivement par les
hydrocarbures. La croissance économique depuis 2001 repose sur la demande publique tirée
principalement par les revenus des hydrocarbures. Néanmoins, le pétrole et le gaz sont deux
ressources naturelles, non-renouvelables et qu'‘on ne peut pas puiser a l'infini. La croissance
illimitée de leur demande est incompatible avec leur disponibilité limitée (Cherfi, 2011).
Comme indiqué par le Ministére Algérien de I'Energie, la consommation nationale d'énergie est
passée de 62,3 M Tep en 2020 & 67,2 M Tep en 2021 (Ministére de 1’Energie, 2021). Les études
menées par CHERFI sur I'avenir énergétique en Algérie a I'horizon 2020-2030, ont supposé que
le marché algérien nécessiterait 61,5 Mtep d'énergie primaire en 2020 et environ 91 Mtep en
2030 (Cherfi, 2011). D’autre part, I'Algérie est aussi confrontée a des problémes majeurs
concernant la pollution et a la prolifération de toutes sortes de déchets tels que les résidus
forestiers, les déchets agricoles, industriels et urbains. Selon le dernier rapport de I'Organisation
mondiale de la santé (WHO, 2016), la qualité de I'air en Algérie est caractérisée par un taux de
pollution élevé dépassant celui des pays hautement industrialisés tels que I'Allemagne, la France
et méme les Etats-Unis. Alger, comme beaucoup d'autres métropoles, est confrontée a une grave
pollution atmosphérique due aux niveaux extrémement élevées de pollution par les particules,
I'ozone, le benzéne et le plomb. Cette pollution est tres élevée par rapport aux normes de I'OMS
et, par conséquent, la population urbaine est principalement exposée a ses effets négatifs
(Kerbachi et al., 2009). En effet, les deux principales sources de pollution de l'air en Algérie
sont la circulation des véhicules et la combustion des déchets. En effet, la plupart des déchets
lignocellulosiques sont éliminés par brilage (Houfani et al., 2017), alors qu'ils représentent une
ressource renouvelable et abondante pour la bioconversion en énergie. En fait, les sources
lignocellulosiques telles que I'Alfa, les grignons d'olive et la paille de céréales pourraient fournir
jusgu'a 0,67 million de tonnes équivalent pétrole (Mtep) (Gares et al., 2020), ce qui représente
4,62 % de la consommation énergétique du secteur des transports en Algérie. Une autre
recherche menée par le Centre de recherche des Energies Renouvelables(CDER) a évalué le
potentiel bioénergétique a plus de 0,5 MTep (APS, 2021). Par conséquent, ces considerations
justifient la nécessité d'une forte intégration des énergies renouvelables dans la stratégie

d'approvisionnement énergétique a long terme a partir d'aujourd’hui.
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1.1.3 Composition

La biomasse lignocellulosiques est majoritairement composée de trois grandes familles de
macromolécules (polymeéres) ; la cellulose, les hémicelluloses, et les lignines (figure 1). Les
polyméres caractérisant les parois végétales synthétisés par les plantes se regroupent en deux

grandes catégories : les polysaccharides et les polyphénols.

Les polysaccharides sont les composés principaux des glucides dans la biomasse
lignocellulosique. Ils résultent de la condensation entre elles d’un grand nombre de molécules
de sucres simples (Kpogbemabou, 2011). La complexité de leur structure, leur adsorption sur
des composes minéraux et leur liaison avec des substances humiques peuvent conférer aux
polysaccharides une certaine résistance aux attaques enzymatiques et a leur biodégradation
(Stevenson, 1994). Les polysaccharides d’origine végétale les plus abondants dans la biomasse

lignocellulosique sont la cellulose et I’hémicellulose. 1ls représentent de 60 a 80 % de la masse

des biomasses lignocellulosique (Liu, 2016).

OH OH OH
i S
OH OH OH
p-Coumaryl alcohol Coniferyl alcohol  Sinapyl alcohol

& © B o

Cellule de plante

Pentose

Hexose

Cellulose |
crystalline

Figure 1 Structure de la biomasse lignocellulosique (Aavos, 2017).
1.1.3.1 Cellulose

La cellulose est la matiere organique la plus abondante sur terre, c’est le principal constituant
de la paroi des cellules végétales. Elle représente plus de 50 % de la biomasse. Chaque année

la nature produit plus de 10° tonnes de cellulose (Sun, 2010).
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Ce polymeére est dégrade par des microorganismes aérobies et anaérobies tels que les
champignons et les bactéries (Duchaufour & Blum, 1997). Les molécules de cellulose sont liées
entre elles latéralement par des liaisons hydrogéne entre les groupes hydroxyle et forment ainsi
des fibrilles (Elamin et al., 1992).

La cellulose a un caractére cristallin dont le degré de polymerisation dépend de la matiére
végetale (Sun, 2010). Elle présente un degré de polymérisation de 10 000 a 14 000 monomeres,
mais certaines chaines peuvent dépasser les 15 000 unités de glucose (Xu, 2010). Cependant,
la longueur du polymeére n’est pas le seul facteur jouant sur la stabilité du polymere.

Elle existe sous deux formes, amorphe ou cristalline plus résistante a la dégradation
enzymatique et microbienne (Newman et al., 1994; Stevenson, 1994).

La phase amorphe dispose d’un grand nombre de groupements hydroxyles capable de former
des liaisons hydrogéne avec d’autres molécules comme 1’eau (Park et al., 2007). D’autre part,
dans les régions cristallines, la formation d’un nombre important de liaisons hydrogene intra et
intermoléculaires confere a la cellulose une résistance aux solvants et une stabilité a des hautes
températures qui empéche la fusion (Cuissinat & Navard, 2006).

Aspect chimique

Ce bio-polymeére glucidique est constitué d'une chaine linéaire d’unités de cellobiose. Cette
derniere est I’association de deux glucoses de formule moléculaire (CsH100s)n €n conformation
chaise du glucose, liés en P14 par une liaison covalente et tournés de 180° 1’un par rapport a
’autre (figure 2). Cette conformation favorise la formation de nombreuses liaisons hydrogene
intra et intermoléculaires. Ces interactions au sein de la molécule (liaison intra) et entre les
différentes molécules de cellulose (liaisons inter) conduisent a une grande stabilité du polymeére
(Roig, 2011).

OH OH OH OH OH
o o [s] o] [*]
HO o o
HO. o OH  HO. o OH HO oH
oH HO OH HO OH

Cellobiose Anydroglucopyranose

Figure 2 Schéma d'une molécule de cellulose.

Les liaisons hydrogene intra et intermoléculaires sont responsables de la formation de structures
dites supramoléculaires ; la cellulose s’agence naturellement en un réseau fibrique, 1’association

de 30 a 40 chaines de cellulose forme une micro-fibrille (environ 1500 molécules), dont
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I’agrégation forme des macro-fibrilles, et plusieurs macro-fibrilles forment une fibre de

cellulose (figure 3).

Fibre de cellulose

% E/.\/ﬁcroﬂbrﬂle
T"QALT @
T QL@
Chaines
de glucoses

Figure 3 Organisation de la structure fibrillaire de la cellulose (Afrazmanech et al., 2022; GFP, 2000).
1.1.3.2 Hémicellulose

Les polysaccharides non-cellulosiques sont souvent nommés hémicelluloses. Les
hémicelluloses sont un des composants majeurs de la paroi cellulaire, ils se lient fortement aux
micro-fibrilles de cellulose par des liaisons hydrogene et la force de VVan der Waals (Liu et al.,

2021). Les hémicelluloses représentent ~20 - 40 % de la biomasse en poids (Wertz, 2011).

Ces polymeres sont des hydrates de carbone semblables a la cellulose facilement hydrolysables
du fait de leurs structures amorphes (Kpogbemabou, 2011). Elles jouent un réle structural dans
la matiere lignocellulosique en tant que lien entre les différentes micro-fibrilles de la paroi
pecto-cellulosique et lignocellulosique. Enfin, elles permettent de faire la liaison entre la
cellulose et la lignine. Pour cela, les hémicelluloses sont capables de développer des liaisons
hydrogene avec la cellulose et peuvent étre liées de manicre covalente a la lignine (liaisons o

benzyle éther) (Nordmann, 2013).
Aspect chimique

La dénomination « hémicelluloses » réunit les polymeéres constitués d’unités monomériques de
sucres liés entre eux par multiples types de liaisons glycosidiques (Roig, 2011). Elles peuvent
étre composées de polysaccharides alcalino-solubles et comportent différentes unités
monomeres incluant : les pentoses C5 (xylose, rhamnose et arabinose), les hexoses C6 (glucose,
mannose et galactose) et les acides uroniques (tels que 1’acide 4-O-methyl-glucuronique,
I’acide D-glucuronique et I’acide D-galacturonique) (figure 4). Les xyloses et les mannoses

sont les monomeéres les plus abondants (Liu, 2016). Il s’agit donc d’hétéropolymeres constitués
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de chaines principales particulierement d’anhydro B-(1-4)-D-xylopyranose, mannopyranose,
glucopyranose et galactopyranose (figure 5), avec de nombreuses substitutions et ramifications.
Les xylanes, polymeéres de xyloses, auraient d’ailleurs un role majeur dans I’interface entre la

lignine et les polysaccharides (Liu, 2016).

CH,OH
H A——O0 OH H L —OH
3
OH H H oH
OH H OH GH
H OH OH H
Pentose (xylose) Hexose (glucose)  Desoxyhexose (Fucose)
COOHO s CH,OH
H A H A——O\ OH
b, ol OH H
OH H
H OH H NH,
Acide uronique (acide glucuronique) Sucres aminé (glucosamine)

Figure 4 Quelques monomeéres importants entrant dans la composition des hémicelluloses
(Kpogbemabou, 2011).
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Figure 5 Structure de I'hémicellulose (xylane) constituée d'un squelette xylopyranose, avec des
branches latérales acide glucuronique (1 — 2) et arabinofuranose (1 — 3) (Benaimeche et al., 2020).

1.1.3.3 Lignine

La lignine est un polymeére aromatique naturel, tridimensionnel, non-glucidique et difficilement
biodégradable de maniére encore plus marquée que pour les hémicelluloses. Ce polymére joue
un role essentiel dans le développement des plantes (Sun, 2020). La composition de la lignine

peut différer d’une espece végétale a une autre et aussi selon les conditions climatiques.

La lignine est un composé hydrophobe qui protége les plantes contre les attaques microbiennes
(Mahmood et al., 2018). En effet, ce polymere est relativement resistant a la biodégradation. Et

9
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certaines de ses structures phénoliques sont des inhibiteurs de I’activité microbienne
(Alzagameem et al., 2019). Seul un groupe limité de champignons (champignons de la
pourriture blanche) est capable de le dégrader complétement en COz, alors que les champignons
de la pourriture brune entrainent plutét des changements structuraux.

Aspect chimique

La lignine est composée des trois unités phénoliques 4-hydroxyphénylpropanoides typiques
appelés monolignols ; unités hydroxyphényle (H), gaiacyl (G) et syringyle (S) (figure 6).
Dérivées de I’alcool cinnamique, assemblées par couplage radicalaire catalysé par des enzymes

comme les laccases ou les peroxydases (Sun, 2020).

OH
OMe
alcool paracoumarylique alcool coniférylique alcool sinapylique
(G : guaiacyle) (S : Syringyle)

(H : hydroxyphénylpropane)

Figure 6 Alcools phénoliques précurseurs de la lignine (Nordmann, 2013).

1.2 Champignons lignocellulolytiques
1.2.1 Les biocatalyseurs lignocellulolytiques fongiques

Les champignons sont les micro-organismes les plus connus pour décomposer la matiere
lignocellulosique en ses trois polymeéres importants. Cependant, comme les substrats sont
insolubles, la dégradation bactérienne et fongique doit se produire de maniere extracellulaire
(Xie et al., 2016). Les champignons lignocellulolytiques tels que les Aspergillus, Penicillium,
Schizophyllum Trichoderma, Phanerochaete et Sclerotium sont connus pour leurs capacités de

produire des enzymes extracellulaires en grande quantité (Andlar et al., 2018).

Les micro-organismes sont généralement connus pour avoir deux types de systéemes
enzymatiques extracellulaires, comme le montre la figure 7. Le systéeme hydrolytique,
responsable de la dégradation de I'némicellulose et de la cellulose via la production

d'hydrolases. Et le systéme ligninolytique oxydatif et extracellulaire unique, qui depolymerise
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la lignine. Sur cette prémisse, les enzymes lignocellulolytiques, sur la base de leurs systémes

enzymatiques, sont soit ligninolytiques, soit hydrolytiques (Chukwuma et al., 2020).

Lignocellulolytic
Lignolytic ' Hydrolytic l

Peroxidase l Oxidase l

' ' . .

Pel;(l;%('i‘cll:se I:'d;?)%iacxl‘:ss: Verutile Dy cecciourusing l Laccase l
(LiP) (MnP) Peroxidase (VP) peroxidase (DyP)

! ' ' ' | ! ' ' v

Xylanases )( Proteases Amylase Chitinase Cellulase )( Esterase Hemicellulase Mannanase )( Pectinase

Figure 7 Diverses enzymes lignocellulolytiques regroupées selon leurs systémes enzymatiques
(Chukwuma et al., 2020).

1.2.2 L’espeéce Aspergillus fumigatus
1.2.2.1 Caractéristiques et taxonomie

A. fumigatus est un champignon filamenteux ubiquiste appartenant au groupe phylogénétique
des Ascomycetes. Au sein du genre Aspergillus, qui comprend plus de 300 especes (Vong,
2020), ce champignon saprophyte se trouve généralement dans le sol et la matiére organique en
décomposition, comme les tas de compost, ou il joue un réle essentiel dans le recyclage du
carbone et de I’azote (Fang & Latgé, 2018).

A. fumigatus est reconnaissable a ses tétes aspergillaires unisériées, en colonne compacte. La
vésicule hémisphérique, située a I’extrémité d’un conidiophore court, lisse et hyalin, et
s’évasant progressivement a son sommet, porte une rangée unique de phialides, qui produisent
par bourgeonnement a leur sommet toute une série de conidies rondes, lisses et de petite taille

(2-3 um), disposées en chaines (Vong, 2020).

C’est une espece psychro-tolérante, plus ou moins osmo-tolérante selon les souches,
thermophile, pouvant se développer a des températures allant jusqu'a 50 °C, quant a ses

conidies, elles sont résistantes méme a une température de 70 °C (Dhingra & Cramer, 2017).
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Pendant de nombreuses années, on a pense que A. fumigatus ne se reproduisait que de maniere
asexuée, car ni la reproduction ni la méiose n'avaient jamais €té observées. En 2008, il a été
démontré que A. fumigatus possede un cycle de reproduction sexuelle entierement fonctionnel,
145 ans apres sa description originale par Fresenius (O’Gorman et al., 2009). La reproduction
asexuée se fait par division mitotique de cellules haploides (1N) ou par formation de
conidiospores asexuées. La reproduction sexuée est hétérothallique entre les types
d'accouplement MAT1-1 et MAT1-2. Les produits d'accouplement sont des cléistothece

contenant de multiples ascospores (figure 8).

Cleistothecium e

Ascus with 8 @ @ \
ascospores

AN @ / '
Asexual cycle ) &

o
Sexual cycle ) X @ B & 0‘

U‘Dbhore

Figure 8 Reproduction sexuée et asexuée chez A. fumigatus (Usher, 2019).

scospore

1.2.2.2 Toxicité et ingénierie génétique

Les espéces du genre Aspergillus ont divers effets sur I'nomme. Plus de 300 espéces ont eté
identifiées a ce jour, dont plusieurs souches ont également des effets néfastes ou bénéfiques
pour I'homme (de Vries et al., 2017). A. fumigatus est I'agent principal de I'aspergillose
pulmonaire chez les patients présentant une altération de I'immunité naturelle. Cependant, chez
les h6tes immunocompétents, les conidies inhalées sont rapidement éliminées (GU et al., 2021).
Selon (O’Gorman et al., 2009), il y a moins de risques attaché a I'organisme qu'on ne le pensait
initialement, surtout aprés avoir achevé son séquencage genomique, décodant le cycle de
reproduction sexuel et le mode endophytique (Kusari et al., 2009; Li et al., 2004). Cette espéce
a fait ’objet d’un treés grand nombre de travaux fondamentaux avec 1’identification des facteurs

de virulence du champignon (Vong, 2020).

En effet, une édition extrémement efficace du génome médiée par CRISPR (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) a été étudiee sur A. fumigatus (Al Abdallah
etal., 2017; Fuller et al., 2015; Jin et al., 2022; Son & Park, 2021; van Rhijn et al., 2020; Zhang
et al., 2016). De plus, la suppression de génes codant pour des enzymes de la biosynthése de la

mélanine, et/ou d’autres codant pour des facteurs de transcription déclenchant la production de
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métabolites secondaires, comme la gliotoxine, ou codant pour des proteases extracellulaires et
des enzymes synthétisant les sidérophores, pourrait parvenir a créer des souches non-
pathogenes (Nieland et al., 2021).

D’autre part, les espéces du genre Aspergillus sont aussi considérées comme des usines
cellulaires industrielles en raison de leur capacité importante & produire des protéines
hétérologues, des métabolites secondaires et des acides organiques (Son & Park, 2021). De ce
fait, les scientifiques tentent d'améliorer les souches fongiques et de reconcevoir les processus
métaboliques grace a des techniques avancées de manipulation génétique et des systémes de

délivrance de génes pour améliorer leur efficacité et leur utilité industrielles (Son & Park, 2021).

Des souches indigénes ou des souches modifiées sont utilisées pour la production de protéines
chez des hotes fongiques hautement spécialisés. Les champignons filamenteux présentent des
avantages distincts par rapport aux autres systémes d'expression de protéines recombinantes
(Nevalainen, 2020; Nevalainen & Peterson, 2014). En raison de leurs puissantes voies de
sécreétion et de leur capacité a effectuer correctement divers traitements post-traductionnels des
protéines eucaryotes, les champignons filamenteux sont préférés aux hoétes bactériens ou
levures (Bergquist et al., 2002). La procédure CRISPR/Cas9 a été appliquée avec succes a
I'ingénierie métabolique de souches de fermentation industrielle telles qu’A. nidulans, A. niger
et A. oryzae (Jin et al., 2022). Par exemple, I’optimisation de la production de xylanase a l'aide
d'un Aspergillus nidulans modifié par intégration d'un gene AFUMN-GH10 d'A. fumigatus var.
niveus, ce qui a entrainé une sécrétion a haut rendement et une accumulation de protéines
(Abdella et al., 2019).

1.2.3 Métabolisme fongique et sécrétion des enzymes

Les champignons filamenteux, y compris les Aspergillus, absorbent naturellement les
nutriments de I'environnement qui, selon leur mode de vie, peuvent étre des débris végétaux et
d’autres déchets organiques. Puisqu'ils sont hétérotrophes, ils dépendent de sources de carbone
externes, mais beaucoup d'entre eux sont tout a fait capables d'absorber de I'azote inorganique
et d'autres nutriments pour leur croissance et leur metabolisme. Ils peuvent synthétiser tous les

différents acides aminés nécessaires a partir de lI'azote inorganique (Liibeck & Libeck, 2022).

Les champignons peuvent bio-synthétiser un grand nombre de composés utiles dans I’industrie.
Le métabolisme fongique est généralement divisé en métabolisme primaire et secondaire ; en
effet, dans la nature, un bon nombre de ces composés sont soit utilisés pour la récupération des

nutriments, soit utilisés dans la compétition de Il'organisme avec d'autres organismes (les
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antibiotiques). Des composés tels que les acides organiques et les enzymes peuvent, en plus
d'étre utilisés pour la récupération des nutriments, participer a la lutte pour les nutriments avec
d'autres organismes. En effet, la libération d'acide organique abaisse le pH ambiant & un niveau
ou de nombreux autres organismes ne peuvent pas prospérer, et certaines enzymes aident a
attaquer et a dégrader les hétes vivants, y compris d'autres champignons (mycoparasites)
(Libeck & Liibeck, 2022).

En présence de sources de carbone simple (facilement métabolisées) comme le glucose, la
production d'enzymes extracellulaires pour la dégradation de matériel biologique complexe est
inhibée, alors que la production de ces enzymes est déclenchée soit par le besoin, soit par la
présence de glucides complexes, par exemple, la paroi cellulaire des plantes (Carle-Urioste et
al., 1997).

Cependant, la dégradation des polyméres complexes des végétaux nécessite un systeme de
régulation complexe pour contréler I'expression de ces enzymes afin de dégrader la paroi
cellulaire. La production d'enzymes extracellulaires est régulée au niveau transcriptionnel ;
plusieurs voies de transduction du signal qui contrdlent I'expression d'enzymes telles que les
cellulases et les xylanases ont été identifiées. Une analyse approfondie de I'expression des
enzymes et de leurs promoteurs menée par (Wang et al., 2020), a fourni de grandes avancées
dans la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de la
transcription des génes de la cellulase et de la xylanase. Néanmoins, de nombreux détails dans

la transduction précise du signal de la détection a la régulation restent encore largement flous.

La production et la sécrétion de protéines représentent un processus complexe et hautement
régulé chez les champignons (Sakekar et al., 2021; Sun & Su, 2019) (figure 9). Les genes codant
pour les protéines extracellulaires abritent une partie peptide signal (de 15 a 36 acides aminés
de long) a I'extrémité N-terminale. Aprés la transcription du gene, 'ARNmM est traduit en un
polypeptide au niveau des ribosomes dans le cytosol. Au cours du processus de traduction, les
ribosomes se fixent a la membrane du réticulum endoplasmique (RE) a l'aide d'une particule de
reconnaissance de signal (SRP), et le polypeptide en croissance est transloqué dans le lumen du
RE. Le fragment peptide signal est clivé du polypeptide par une peptidase signal lors de son
entrée dans le RE, et le polypeptide résultant est prét pour le repliement et la maturation. Le
polypeptide subit certaines modifications post-traductionnelles telles que la glycosylation
suivie d'un transport vers les corps de Golgi, ou une modification supplémentaire (O-
mannosylation ou hyperglycosylation) et un repliement ont lieu. Les protéines presque finales

sont escortées par des vésicules cytoplasmiques, transportées vers la membrane externe puis
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sécrétées par fusion avec la membrane cytoplasmique. Les protéines hautement sécrétées
contiennent des peptides signal efficace, par exemple la cellobiohydrolase de T. reesei et la
glucoamylase d'A. niger, et méme de petites différences entre les peptides signal peuvent
affecter la sécrétion des protéines (Sakekar et al., 2021; Sun & Su, 2019).

Sommairement, l'expression et la sécrétion de protéines dans les champignons filamenteux
impliquent un ensemble d'étapes importantes, a commencer par la transcription du gene codant
pour la protéine dans le cytoplasme, le transfert de polypeptide des ribosomes vers le réticulum
endoplasmique (RE), repliement et modification des protéines dans le RE, et transfert ultérieur
des protéines repliées dans les vésicules vers I'appareil de Golgi, ou elles sont davantage
glycosylées et de la transférées a travers la membrane externe vers lI'extérieur. Les peptides sont
produits par des enzymes spécifiques (synthases de peptides non-ribosomiques) dans le
cytoplasme et transférés vers I'extérieur avec la méme voix de sécrétion de protéines que les

protéines produites par les ribosomes (Llbeck & Liibeck, 2022).

Fungal hyphae
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f peptide synthesis ER Gclgl Xylanases
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mylases
el O
— @ 2 Proteases
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Recombinant
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Polypeptides vasrglvccsv\ahcnlo mannysylation Anti-microbial

Ribosome

peptides
Figure 9 Expression et sécrétion de protéines fongique (Libeck & Libeck, 2022).
1.2.4 Aspect génétique de la production des hémicellulases

Les recherches sur la régulation de I'expression des genes des hémicellulases peuvent étre tres
utiles pour augmenter la production de ces enzymes. Les mécanismes de régulation génique de
I'expression de I'hémicellulase chez les champignons filamenteux ont été étudiés,
principalement chez Aspergillus et Trichoderma. La production de ces enzymes extracellulaires
est un processus consommateur d'énergie, de sorte que les enzymes ne soient produites que
dans des conditions dans lesquelles le champignon a besoin d'utiliser des polymeéres végétaux
comme source de carbone et d'énergie. En effet, la production d'un grand nombre de ces
enzymes est régulée de maniére coordonnee et induite en presence des polymeéres de substrats

lignocellulosiques (mono et oligo-saccharides) (Amore et al., 2013).
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Les génomes de A. nidulans, A. oryzae, A. niger et A. fumigatus, ont été récemment sequenceés
(Anonyme, 2022; Kjeerbglling et al., 2020; Puertolas-Balint et al., 2019), et contiennent environ
200 genes (sur 14 600) impliqués dans la dégradation des polysaccharides. De nombreux géenes
codant pour la cellulase, les endoxylanases, les B-xylosidases et les pectinases ont été clonés et

caractérisés a partir d’Aspergillus spp. (Amore et al., 2013).

D'une maniere générale, la présence du xylane, d'arabinane et de mannane induit 1’expression
de ces genes. En effet, les genes codant pour des enzymes xylanolytiques chez Aspergillus sp,
sont induits par la xylose. De plus, le xylobiose et la xylose induisent I'expression d'une variété
d'autres genes en plus de ceux codant pour les xylanases chez A. niger par exemple, incluant
les genes codant pour les glucuronidases et 1’acétylxylane estérase. L'arabinose et I'arabitol
induisent cependant l'expression de génes codant pour des enzymes impliquées dans la
dégradation de Il'arabinoxylane (genes codant l'arabino-furanosidase et I'arabinoxylane-
arabinofuranohydrolase), le galactose et le mannose sont impliqués dans I'induction de genes
de galactosidase et mannosidase chez le méme champignon (Lekounoungou, 2018).

1.3 Les hémicellulases et leur mode d’action

Le groupe des enzymes hémicellulosiques est un groupe varié¢ d’enzymes hydrolysant de fagon
synergique les différentes structures composant 1’hémicellulose en des constituants plus
simples (monomeéres, dimeres ou oligomeéres), telles que les xylanes, les xyloglucanes, les
arabinoxylanes et les glucomannanes (figure 10). Les hémicellulases sont des protéines
modulaires avec un module catalytique et d’autres modules fonctionnels. Les modules non-
catalytiques les plus importants sont les modules de liaison aux glucides CBM (Carbohydrate
Binding Module), facilitant 1’accrochage des enzymes aux polysaccharides insolubles et le
module dockerine qui assure la liaison des modules catalytiques via des interactions cohésine-
dockerine, soit a la surface des cellules microbiennes, soit a de grands complexes enzymatiques,
comme le cellulosome (Yang & L, 2021). Les modules catalytiques des hémicellulases
peuvent étre de deux types : sont soit des glycosides hydrolases (GHs), hydrolysant les liaisons
glycosidiques, soit des carbohydrates esterases (CEs), hydrolysant les liaisons esters des

groupes latéraux acétate ou acide férulique (Prevot, 2013; Wertz, 2011).

La compréhension de la relation structure/fonction des hémicellulases a progressé

considérablement a partir des structures cristallines a haute résolution et 1’analyse catalytique.

Ces relations sont soulignées dans le tableau suivant :
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Tableau 1 Les hémicellulases typiques leurs substrats principaux et produits finals (adapté de Wertz,
(2011)):

Enzymes Substrat Produit Famille
Endo-p-1,4-xylanase B-1,4-Xylanes xylooligoméres. GH5, 8,10, 11, 43
Exo-$-1,4-xylosidase B-1,4- Xylooligomére xylose simple GH 3, 39, 43,52, 54
Endo-$-1,4-mannanase | B-1,4-Mannanes mannooligomeres GH 5,26
Exo-p-1,4-mannosidase | B-1,4-Mannooligoméres Mannose GH1,2,5
a-Arabinofuranosidase Hemmellulose; contenant des a-L-arabinosides GH 3, 43,51, 54, 62
groupes a-arabinofuranosyles
Endo-a-1,5-arabinanase | a-1,5-arabinanes L-arabinose GH 43
Xylooligomeres liés en a -1,2
a-Glucuronidase avec I’acide 4-O-methyl D-glucuronate GH 67
glucuronique
Acetyl xylane estérase | O-acetyl xylanes Acetyl groupes CE1,23,4,56,7
Substituent's R R Xylanasc Enzymes
@ Acetyl group .
i 6000006090 Vs
() D-galactose
M p-xylosidase

4-0- methyl-D-
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Feruloyl esterase

Figure 10 Modéle schématique de la dégradation enzymatique de I'némicellulose (Bhardwaj et al.,
2019).

1.3.1 Les xylanases

Les xylanases sont des glycosidases qui catalysent les liaisons 1,4-D-xylosidiques dans les
régions non-substituées des chaines de xylanes pour aboutir aux xyloses (Basit et al., 2018).

On peut distinguer les endo et les exoxylanases ;

Les endo-D-xylanases, B-D-(1,4) xylane xylanohydrolase (EC 3.2.1.8), dégradent leurs
substrats par une attaque intramoléculaire (figure 10). Les exo-D-xylanases, p-D-(1,4) xylane
xylanohydrolase, (EC 3.2.1.37) hydrolysent les polymeéres de xylose par récurrence a partir de

leur extrémité non-réductrice.
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Les xylanase sont classés selon leur mode d’action et le produit d’hydrolyse généré en trois

groupes (Haberra, 2014) :

- Les endo-xylanases ne libérent pas d’arabinose et hydrolysent les xylanes principalement

en xylose, en xylobiose et en oligoméres de xylose de degrés de polymérisation supérieure a 2.

- Les endo-xylanases qui libérent du L-arabinose et hydrolysent les xylanes principalement

en xylose et en xylobiose et excessivement en oligomeres de xylose.

- Les exo-xylanases dégradent les xylanes et les xylo-oligosaccharides de faible degré de
polymérisation en libérant principalement du D-xylose. Ils provoquent aussi une inversion de

configuration du D-xylose libéré comme les B-xylosidases.

1.3.2 Les p-xylosidases

La béta-xylosidase est une catégorie d'enzymes exoglycosidases dotée d’une capacité unique a
hydrolyser les extrémités non-réductrices des Xylo-oligosaccharides de faible degré de
polymérisation (DP) libérés par les endoxylanases a partir de leur extrémité réductrice et
liberent des monomeres de xylose (figure 10) (Naraian & Gautam, 2018). La majorité des
enzymes de la famille GH43 sont des pB-xylosidases (nom systématique : 1,4-B-D-
xylanexylohydrolase). Il n’est pas facile de distinguer entre les f-xylosidases et les exo-
xylanases agissant a I’extrémité de la chaine polysaccharidique puisqu’elles liberent le méme

produit (xylose).

1.3.3 Les enzymes débranchantes

L’hydrolyse complete du xylane en monomeéres de xylose requiert I’intervention d’autres
enzymes débranchantes, qui s’attaquent aux branchements greffés sur la chaine principale.
Parmi ces enzymes, nous trouvons 1’a-glucuronidase, 1’a-arabinofuranosidase, 1’acétyl-xylan

estérase et les feruloyl/coumaryl estérases (Haberra, 2014).
1.4 Production des enzymes en bioprocedés

1.4.1 Généralité

La culture des micro-organismes y compris les champignons filamenteux est une pratique
courante qui a donné lieu a des applications industrielles importantes comme la production de
métabolites biologiquement actifs. Tels que les antibiotiques, les enzymes, les acides
organiques et les produits pharmaceutiques (Kumar et al., 2018). L'utilisation des outils
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modernes de biotechnologie et d'une physiologie de fermentation pratique est nécessaire pour

réussir une production a grande échelle (Goyal et al., 2017).

Les hémicellulases sont produites par un large rang d’organismes, notamment, les archées, les
bactéries, les protozoaires, les gastéropodes et arthropodes, les plantes supérieures et les
champignons. Ces derniers, semblent étre les producteurs eucaryotes les plus efficaces pour
produire ce type d'enzymes lytiques extracellulaires (Jayasekara & Ratnayake, 2019). Les
hémicellulases fongiques sont parmi les enzymes microbiennes les plus exploitées pour de
nombreuses applications industrielles et environnementales. Cependant, le colt des enzymes
est un obstacle majeur au développement d'une technologie performante. Jusqu'a présent, la
production industrielle des hémicellulases est principalement réalisée par une technique de
fermentation immergée ou liquide (FL). Mais la fermentation a I'état solide (FSS) est la
technologie alternative a faible colt et moins énergivore qui peut conduire a une réduction du

colt de ces enzymes (Shah et al., 2016).

1.4.2 La fermentation liquide
1.4.2.1 Définition

La fermentation liquide ou submergée est une méthode qui implique la culture de micro-
organismes dans des milieux nutritifs liquides afin de produire la biomasse ou des molécules
d’intérét, c’est la technique la plus utilisée dans I’industrie commerciale du fait qu'elle permet
d'atteindre une formation de biomasse importante et donc une production de métabolite plus
élevée (Musoni et al., 2015). La production industrielle a grand-échelle consiste a inoculer le
micro-organisme dans des bioréacteurs de grand volume. La conception du systéeme pour les
bioréacteurs permet I'approvisionnement en oxygeéne pour les micro-organismes et la capacité
de surveiller et de contrbler différents paramétres tels que le pH, la température, la viscosité,
I'oxygéne dissous, la formation de mousse, la formation de biomasse, I'utilisation du substrat et
la formation du produit souhaité (Hua et al., 2020). La possibilité de contrbler les paramétres
en ligne a facilité ce processus de fermentation. Par exemple, 90 % des xylanases commerciales

sont produites par les fermentations liquides (Polizeli et al., 2005).

La fermentation fongique submergée est souvent associée a une viscositeé élevée du bouillon de
culture, ce qui limite le transfert d'oxygene, I'agitation et I’homogénéisation peut affecter la
production d'enzymes. Cependant, cette limitation peut étre réduite ou supprimée avec la mise

en ceuvre de différents procédés de fermentation liquide (Ouedraogo & Tsang, 2021).
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1.4.2.2 Procédés de la fermentation liquide

Il existe quatre types de FL : la culture discontinue (en batch), la culture discontinue alimentée
(fed-batch), la culture continue et la culture par perfusion (Allman, 2020; Magar, 2021;
Ouedraogo & Tsang, 2021).

- La culture en batch : ¢’est le mode de fonctionnement le plus simple, il consiste a
inoculer les cellules et le milieu de culture complet pour la durée totale de la production,
la biomasse augmente rapidement, puis atteint un plateau, et décline au fur et a mesure
que les nutriments disparaissent du milieu, a la fin le bouillon est collecté pour un
traitement en aval.

- La culture en fed-batch : les nutriments concentrés sont progressivement ajoutés a la
culture de maniére aseptique ; c'est un systéeme semi-ouvert, et le volume de culture
liqguide dans le bioréacteur augmente au fur et a mesure que la culture est
systématiquement ajoutée.

- La culture continue : le milieu frais est ajouté en continu dans les bioréacteurs et le
bouillon du bioréacteur est retiré en continu. Cela permet de faire fonctionner le
processus de fermentation pendant de longues périodes. Ils sont particulierement
adaptés lorsqu'un exces de nutriments entrainerait une inhibition due, par ex.
accumulation de toxines ou échauffement excessif

- La culture par perfusion ; c’est une méthode de culture continue dans laquelle les
cellules sont retenues dans le bioréacteur ou renvoyées dans le bioréacteur. Le milieu
retiré ne contient donc pas de cellules. Une concentration cellulaire et un rendement en
produits plus élevés peuvent étre atteints dans le bioréacteur pour un volume de travail

réduit.

Chaque type du processus de FL présente des avantages et des inconvénients, et leur utilisation
dépend du produit final et du type de micro-organisme utilisé. Par exemple, les réacteurs
continus peuvent étre plus productifs que les réacteurs discontinus et peuvent réduire la
viscosité pour la culture fongique ; cependant, la longue durée de fermentation dans le processus
continu augmente le risque de contamination. La fermentation submergée est plus couramment
utilisée dans la fermentation industrielle que la fermentation a I'état solide pour la production
d'enzymes en raison de sa capacité a controler les parametres de fermentation a l'aide de
substrats définis. Cependant, la FL n'est pas pratique pour les substrats complexes tels que les

résidus et déchets agricoles, forestiers et de transformation des aliments. Ces substrats
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complexes doivent d'abord étre traités avant d'étre utilisés par le micro-organisme dans les

bioréacteurs (Ouedraogo & Tsang, 2021).

1.4.2.3 Post-fermentation

Les microorganismes produisent les enzymes intracellulaires ou extracellulaires en
décomposant la source du carbone présente dans le substrat, ces enzymes seront ensuite
récupérées par centrifugation (enzymes extracellulaires) et par la lyse des cellules (enzymes

intracellulaires).

Comme la plupart des enzymes industrielles sont extracellulaires, elles restent dans le bouillon
fermenté apres élimination de la biomasse. La biomasse peut étre traitée a la chaux pour
inactiver les micro-organismes et recyclée comme engrais. Les enzymes restant dans le bouillon
sont ensuite concentrées par évaporation, filtration sur membrane ou cristallisation en fonction
de leur application envisagée. Si des préparations enzymatiques pures sont nécessaires, elles

sont généralement isolées par chromatographie sur gel ou échange d'ions (Renge et al., 2012).

1.4.3 La fermentation solide
1.4.3.1 Définition

La fermentation solide ou fermentation en substrat solide (FSS), comme son nom I’indique, est
une technigue qui implique la culture de micro-organismes sur un substrat solide, comme les
céréales, le riz, la pailles et les sous-produits agricoles appelés biomasse lignocellulosique.
Cette technique présente des avantages par rapport a la FL; la productivité volumétrique et la
concentration de produit sont relativement élevées, moins d'effluents générés et un équipement
de fermentation simple et qui ne demande pas des investissements importants (Costa et al.,
2018). L’avantage de la FSS, lorsque 1’on valorise les sous-produits agricoles, repose
essentiellement sur des critéres économiques. En effet, les procédés FS offrent une alternative
a ces résidus souvent inexploités. Bien qu'il reste encore d'importants défis a relever, y compris
une description compléte de la dynamique des bioprocédes, les avantages de cette technologie
par rapport aux fermentations submergées conventionnelles pourraient pousser le
développement et la mise en ceuvre de la FSS dans le contexte d'une future bio-économie
(Kosseva & Webb, 2020).

La FSS a démontré un énorme potentiel pour la synthése de produits microbiens tels que les
enzymes, les carburants, les aliments, les produits chimiques industriels et les produits

pharmaceutiques. En effet, les premiéres applications non-alimentaires de la FSS ont été pour
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la production d'enzymes, principalement pour la production des enzymes hydrolysant les
polyméres végétaux. Ces derniers ne sont produits que par un systeme inductible ou l'inducteur
naturel est le polymere naturel. Ces polymeéres sont trés peu solubles en phase aqueuse, ce qui
implique de trés grands volumes pour pouvoir les utiliser en fermentation liquide. Cependant,
dans la FSS, le substrat de base est lui-méme l'inducteur, ce qui entraine des réacteurs beaucoup
moins volumineux pour obtenir les mémes niveaux de production (Duchiron , & Copinet,
2011).

1.4.3.2 Conduite de fermentations

La FSS est un procédé technologique qui reproduit 1I’habitat naturel des microorganismes, en
particulier celles des champignons filamenteux en permettant leur développement (adhésion) a
la surface d’un support organique afin de produire des substrat d’intérét comme les enzymes
(Steudler et al., 2019). C’est une fermentation impliquant des particules solides humides en
absence ou presque d’cau libre et différe de la FL, ou le milieu nutritif est completement

solubilisé dans un grand volume d’eau.

La principale différence entre ces procédés réside dans 1’équilibre des phases solides, liquides
et gazeuses. La FSS est donc constituée de trois phases : une matrice solide, une phase liquide
absorbée dans la matrice solide et une phase gazeuse prise au piege dans les particules ou entre
celles-ci. La capacité de rétention en eau des supports solides est variable et peut aller de 12 a
90 %, soit une activité de I’eau (Aw) comprise entre 0,65 et 0,98. Ces supports doivent posséder
une activité de 1’eau suffisante pour permettre la croissance et I’expression du métabolisme des
souches. Les champignons filamenteux sont particulierement bien adaptés a ces cultures du fait
de leur résistance a une faible Aw et a une pression osmotique élevée (Duchiron , & Copinet,
2011).

Aprés I’inoculation d’un substrat solide par des spores. Le développement des champignons
filamenteux en FSS s’effectue par extension et ramification des filaments formant le mycélium,
les hyphes se développent pour former un tapis mycélien qui s’étend a la surface des particules
solides. Depuis ce tapis mycélien, des filaments se développent dans les espaces gazeux et des
filaments pénétrent a I’intérieur des particules ou dans les espaces inter particulaires a la
recherche de composés nutritifs, notamment dans les pores remplis de liquide. A des taux
normaux d’humidité, les espaces entre les filaments aériens sont remplis de gaz tandis que les
filaments en contact avec le substrat sont remplis d’eau. Les activités métaboliques se

produisent principalement prés de la surface ou a I’intérieur des pores, mais les filaments
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aériens peuvent présenter une activité due a des phénomenes de diffusion. Les enzymes

hydrolytiques diffusent dans la matrice solide et dégradent les polyméres afin de permettre la

production de molécules assimilables par le champignon (figure 11) (Benallaoua & Azzouz,
2015; Steudler et al., 2019).

Selected microbe

Solid-state fermentation

Food and Agro

Sugars

Enzymes
Functional
chemical sources

by-products

Generic fermentation feedstocks
Sclected Sub b od ;
microbes Subsequent submerg; ermentation

Value added products:
Biodegradable plastics, fuel, chemicals, etc.

Figure 11 Produits et sous-produits de la fermentation solide.

1.4.4 Comparaison des procédés de fermentation en milieu liquide et solide

L’une des différences majeures entre la FSS et la FL est la teneur en humidité du substrat, mais

ces deux procédeés divergent sur plusieurs aspects ;

le tableau comparatif suivant présente les

différences, les avantages et les inconvénients de chaque technologie de fermentation

Tableau 2 Comparaison des technologies de fermentation en milieu liquide et en milieu solide
(Antoine et al., 2009; Aro, 2009; Prevot, 2013; Samanthi, 2019).

Fermentation en milieu liquide

Fermentation en milieu solide

Conduite de procédé

Substrats

- Homogéne

- Matiere premiere co(teuse - Soluble ou sous forme
de fines particules en suspension

- Prétraitement parfois nécessaire

- Quantité de substrat limitée (faible concentration)
- Quantité d’eau non-limitante

- Quantité d’air limitante

- Hétérogene

- Matiére premiere abondante et bon marché

- Polymeres solides insolubles

- Prétraitement limité ou inexistant (déchets agricoles)
- Quantité de substrat importante (concentration élevée,
mais probléme de diffusion des nutriments ; risque
d’une concentration élevée en inhibiteurs)

- Quantité d’eau limitante

- Quantité d’air non-limitante

Microorganismes

Favorable aux unicellulaires
(bactéries, levures)

- Favorable aux souches mutées ou modifiées
génétiquement

- Cultures pures, peu favorable aux cultures mixtes
- Culture homogene

organismes

- Favorable aux organismes pluricellulaires et/ou aux
organismes adaptés & une faible Aw et une forte pression
osmotique (champignons filamenteux, supérieurs)

- Favorable aux souches sauvages

- Culture pure et possibilité de cultures mixtes avec
synergie des métabolismes
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- Inoculation en cellules ou en volume de culture

- Culture hétérogeéne
- Inoculation en conidies ou en mycélium

Température - Controle aisé - Contréle compliqué
- Température homogeéne - Risque de formation de gradients dans le milieu
pH - Controle aisé (régulation par 1’ajout de solutions |- Contréle compliqué (régulation par 1’ajout de solutions

acides ou basiques)

acides ou basiques, utilisation de systémes tampon :
solutions, supports au pouvoir tampon)

Teneur en humidité

- Faible

- Plus de 95 %

Aération (Oy)

- Nécessaire

- Compliquée (contrainte d’oxygénation €levée, lice
a la solubilité/au transfert de I’oxygéne (fonction de
la température) et a la rhéologie des milieux
(viscosité)

- Passive (de surface) ou active (forcée)
- Pas ou peu de contrainte d’oxygénation
- Transfert d’oxygéne élevé

Agitation mécanique

Nécessaire (homogénéisation du milieu avec
aération pour les cultures aérobies)

- Contrainte de cisaillement importante donc
limitation des souches cultivables (moisissures)

- Probléme lié a la rhéologie des milieux (nature du
substrat + culture de moisissures)

- Absente, discontinue ou continue
- Contrainte de cisaillement limitée
- Peut limiter 1’hétérogénéité du milieu

Antimousse - Obligatoire - Pas obligatoire
Conditions - Nécessaire - Possibilité de travailler en condition non-stérile ou semi-
aseptique - Risque de contamination trés élevé stérile (faible Aw limitant les contaminants et de leur

développement)

- Risque de contamination limitée principalement pour les
souches a croissance lente et surtout par d’autres
champignons

- Prétraitement par cuisson ou traitement a la vapeur pour
éliminer les principaux contaminants (flore autochtone)

Procédé de fermentation

Type de culture

- Cultures en batch, en fed-batch ou en continues

- Culture principalement en Batch

Scale-up

- Equipements industriels disponibles

- Besoin d’ingénierie et de conception de fermenteurs au
niveau de 1’échelle industrielle due a une faible
standardisation, a I’hétérogénéité du systéme (gradients
de T, pH,...), a une reproductibilité limitée (nécessité de
robustesse), et a des problémes de

compaction

- Probléme d’extrapolation (en Occident surtout, réacteur
de 20 T disponible au Japon)

OPEX

- Consommation d’eau et d’énergie (stérilisation,
agitation, aération) importante
- Durée importante des opérations unitaires

- Faibles cotits opérationnels du fait d’une consommation
d’énergie pour ’aération et 1’agitation
- Consommation d’eau limitée

CAPEX

- CAPEX important (taille des fermenteurs)

- CAPEX faible (co(t des équipements et volume de
réacteur limités du fait d’une quantité d’eau moins
importante et d’une limitation dans les contraintes de
stérilité)

Post- f

ermentation

Downstream processing

Extraction

-Traitements importants (volume important a traiter)
- Impureté modérée

-Absence d’extraction (en fonction de 1’application) ou
faible volume de solvant utilisé - Haute impureté

Concentration du

produit

- Produit trés dilué

- Productivité élevée (rendement similaire ou supérieur
et/ou temps de culture plus court que pour la fermentation
liquide)
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- Performances accrues : stabilité plus élevée (T, pH
méme extréme), optimum plus large (T, pH), résistance a
I’inhibition, affinité pour le substrat

- Expression de molécules inédites (profil protéique riche)
- Produit fermenté concentré si utilisation directe et donc
pas de nécessité de concentration (liquide)

1.4.5 Parametres influencant I’activité des hemicellulases

L’activité xylanolytique est influencée essentiellement par des facteurs physicochimiques y
compris ; le pH, la température et certains agents inhibiteurs classiques comme le Hg?" et le
Cu?* (Gebruers et al., 2010), et aussi les produits de la réaction tels que le xylose, 1’arabinose

et le xylotriose qui peuvent aussi inhiber partiellement 1’activité xXylanase (Haberra, 2014).

Les xylanases de quelques mycétes et levures présentent généralement une activité
xylanolytiqgue maximal a un pH optimum de 4 a 5 alors que les enzymes bactériennes ont une
activité maximale a des pH proches de la neutralite (6 a 7) et ils sont généralement plus
thermostables que les enzymes fongiques (Haberra, 2014). Mais ce n’est pas toujours le cas ;
La xylanase de Beauveria bassiana par exemple a démontré apres sa purification une activité
optimale a un de pH 6,0 (Amobonye et al., 2021). Une autre étude qui a été réalisée pour
comparer ’activité des deux enzymes, le premier d’origine bactérienne et le deuxieme d’origine
fongique ; la xylanase d’origine bactérienne a atteint un niveau d'activité optimal a 50 °C avec
un pH de 5,0. Quant a ’enzyme d’origine fongique (Trichoderma), il a atteint a une activité
optimale a 70 °C avec un pH d'environ 6,0. L'enzyme Trichoderma-xylanase a subi trés peu de
perte d'activité avec a une température de 80 °C a 90 °C. Quant a I'enzyme bactérien, il a subi
une forte baisse du niveau d'activité a haute température d'environ 80 °C a 90 °C, et il a méme
été complétement inactivée a 90 °C (Chen et al., 2016).

1.5 L’Alfa « Stipa tenacissima », comme matiére premiére pour la production
d’enzymes par voie microbienne

1.5.1 Caractéristique et taxonomie

Stipa tenacissima est une espece de plantes monocotylédones originaire de I'ouest du bassin
méditerranéen. C’est une herbe cespiteuse qui pousse en touffes aux tiges dressées de 60 a 150
(voire 200) cm de long (Clayton et al., 2006). Elle est utilisée dans le domaine artisanal, dans
I'agriculture (paturage pour les cheveux et les dromadaires), et dans l'industrie papetiére (Dallel,
2012; Marrakchi et al., 2011).

Classification selon Catalogue of life, (2021)
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Regne: Plantae

Phylum: Tracheophyta

Classe: Liliopsida
Ordre: Poales

Famille : Poaceae
Genre : Stipa

Espece : Stipa Tenacissima L.

1.5.2 Distribution et habitat en Algérie

L'Alfa Stipa tenacissima également appelée halfah, est une herbe vivace, typiquement
méditerranéenne, c'est l'une des espéces Xxérophiles qui caractérise les milieux arides
méditerranéens a I'exclusion des secteurs désertiques. Sa terre d'élection est I'Afrique du Nord,
et tout particulierement les hauts plateaux du Maroc et de I'Algérie (Dallel, 2012; Rhanem,
2009), elle s'étend aussi en Europe du Sud (Chypre, Espagne, Baléares, Portugal, Tles Canaries)
(Catalogue of life, 2021). En Algérie, cette herbe pousse spontanément dans les régions
steppiques (figure 12) et couvre une superficie d'environ 4 millions d'hectares (El-abbassi et al.,
2015). Cette plante présente également un intérét écologique pour lutter contre I'érosion dans

les régions de steppes arides.

TIARET
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LAGHOUAT
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Figure 12 Localisation et délimitation des régions steppiques algériennes (indiqués par des traits
verts)(A)((Dalila & Slimane, 2008) et les hauts plateaux algériens (désignés par la zone colorée) (B).

1.5.3 Application biotechnologique : utilisation de I’Alfa comme matiére
premiére
L’ Alfa comporte une forte concentration en polysaccharides, ce qui lui confére un réel potentiel
pour son intégration comme matiére premiere. Cette plante est composée de cellulose,

d'’hémicellulose, de lignine et de cendres. Cependant, sa composition biochimique peut
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légerement différer selon les conditions climatiques et pédologiques (Baya & Moussa, 2010;
Semhaoui et al., 2017).

De nombreuses recherches ont suggéré que 1’adoption de cultures énergétiques tolérantes a la
sécheresse devrait étre le choix le plus pertinent en termes d'adaptation et de durabilité
environnementale (Dalla et al., 2014). Récemment, des études ont été menées pour optimiser le
prétraitement des fibres d’Alfa pour la production de bioéthanol (Semhaoui et al., 2017;
Zaafouri et al., 2016). L'intérét de cette culture comme source potentielle de bioconversion
réside aussi dans son adaptation aux climats arides et semi-arides ; L'Alfa pousse dans presque

toutes les unités géomorphologiques.

En fait, plus d'un million d'hectares de territoires d’Alfa n'a pas été exploitée et utilisée dans
I'industrie artisanale et papetiere. Théoriquement, et comme détaillé dans une étude précédente,
plus de 62.500 tonnes d'Alfa inexploitées pourraient étre récupérées et utilisées pour la bio-
raffinerie (Gares et al., 2020). La méme recherche a rapporté que la culture de cette herbe dans
les hauts plateaux Algériens est possible et pourrait générer jusqu'a 7 millions de tonnes de
biomasse seche. Du coup, la plantation d'Alfa comme culture énergétique a deux avantages
primordiaux ; une matiere premiere potentielle pour le concept de bio-raffinerie et une plante

modele pour la restauration des écosystemes face a la désertification (Gares, 2023).

1.6 Optimisation du procéde
1.6.1 Généralité :

L’optimisation en biologie, c’est faire appel aux outils mathématiques afin de modéliser,
analyser et résoudre analytiquement ou numériquement les problémes qui consistent a
minimiser ou a maximiser une fonction sur un ensemble. En effet, c’est un processus, par le
biais duquel, on cherche a déterminer des conditions opératoires variables qui tendent a
améliorer une performance en se rapprochant d’une solution optimale. Le mot Optimum, vient

du latin Optimus, qui veut dire « Meilleur » (Foulds, 2011).

De ce fait, I’optimisation implique le changement de certaines conditions appelées variables de
décision ou variables du probléme (le degré de liberté du procédé), afin de maximiser ou de
minimiser un critere bien défini (la productivité ou le rendement, etc.), appelé fonction
objective. Parmi les solutions possibles, sont acceptables celles qui répondent a certaines

exigences, appelées contraintes (Makhlouf, 2018).
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1.6.2 Placket Burmann Design (PBD)

Les conceptions Plackett-Burman sont des conceptions expérimentales présentées en 1946 par
Robin L. Plackett et JP. Burman alors qu'ils travaillaient au ministere britannique de
I'approvisionnement (Plackett & Burman, 1946).

En bioprocédé, les conceptions statistico-mathématiques telles que PBD présentent une
alternative plus équilibrée pour I'amélioration de la fermentation comparé & I'approche d'un
facteur a la fois (one factor at a time apporach) OFAT, qui consiste a faire varier successivement
chacun des facteurs en maintenant les autres constants, et ne peut aboutir a des optima (les
interactions entre les variables indépendantes ne sont pas prises en compte)(Pasma et al., 2013).
Cependant, avec PBD, par exemple, au lieu de tester les sources de carbone et d'azote dans deux

expériences ; on peut tester simultanément toutes les combinaisons de carbone et d'azote.

PBD comprennent un type de conceptions de dépistage a deux niveaux. Ces plans permettent
d'étudier jusqu'a (n-1) facteurs avec (n) essais. Les parametres de facteur bas et haut sont codés
comme -1 et +1, respectivement. L'application des modeles expérimentaux statistiques est
devenue un outil tres efficace pour I'optimisation du processus de production d'enzymes et
rapporté dans de nombreux articles (Cui & Zhao, 2012; Ghorri et al., 2022; Karlapudi et al.,
2018). Globalement, Le PBD est un type de plan de dépistage qui aide les chercheurs a
déterminer les facteurs influencant dans une expérience. Cette conception élimine les facteurs
sans importance (bruit), ce qui va permettre d’éviter de collecter de grandes quantités de

données sur des facteurs relativement sans importance.

1.6.3 Box Behnken Design (BBD)

En statistique, le BBD est un type de plan de méthodologie de surface de réponse RSM concu
par George EP Box et Donald Behnken en 1960. Cette méthode analytique a pour but d'explorer
les relations entre les variables dépendantes et indépendantes impliquées dans une expérience
afin d’atteindre les objectifs suivants :

- Chaque facteur, ou variable indépendante, est placé a l'une des trois valeurs
équidistantes, généralement codees sous la forme —1, 0, +1.

- La conception doit étre suffisante pour ajuster un modéle quadratique, c'est-a-dire un
modeéle contenant des termes au carré, des produits de deux facteurs, des termes linéaires

et une interception.
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- Le rapport du nombre de points expérimentaux au nombre de coefficients dans le
modele quadratique devrait étre raisonnable.

- La variance d'estimation doit plus ou moins dépendre uniquement de la distance au
centre (ceci est obtenu exactement pour les plans a 4 et 7 facteurs), et ne doit pas trop

varier a I'intérieur du plus petit cube contenant les points expérimentaux (figure 13).

Les plans de Box-Behnken possédent des combinaisons de traitement qui sont situées aux
points centraux des bords de I'espace expérimental et qui requiérent au moins trois facteurs
continus. L'illustration suivante montre un plan de Box-Behnken a trois facteurs. Les points sur

le diagramme représentent les essais expérimentaux effectués :
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Figure 13 Conception d’un Box-Behnken a trois facteurs (Develve, 2020).

Diverses approches de la RSM sont utilisées pour le criblage et I'optimisation de différents
parametres du processus de fermentation (Verma & Kumar, 2019). En bioprocédés, la RSM est
un ensemble d'outils statistiques utilisés pour concevoir et modéliser le développement
d'expériences, évaluer les effets de différents facteurs et rechercher les conditions optimales
pour obtenir des réponses souhaitables tout en permettant la prédiction des interactions (Silva
et al., 2021). Exemple ; I’optimisation des conditions de fermentation pour obtenir un

rendement enzymatique maximal.

En effet, le BBD est considéré comme un outil fiable, rapide, reproductible, économique qui
remplace avec efficience I'approche traditionnelle OFAT. Le BBD permet d’étudier plusieurs
facteurs a la fois tout en réduisant le nombre d’expériences et d’exprimer la production selon
un modéele mathématique. Cette méthode a été utilisée dans 1’optimisation de la production de
différentes  enzymes, comme la cellulase par Pestalotiopsis microspora et A.niger
(Goukanapalle et al., 2020; Verma & Kumar, 2019), la xylanase par A.niger et Penicillium
roqueforti (Azzouz, Bettache, & Boucherba, 2020; Ferraz et al., 2019) et la chitinase par

Bacillus cereus (Garima & Kumar, 2021) etc.
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Le BBD est aussi utilise afin d'optimiser les facteurs influencant I’activité enzymatique,
notamment ; le pH et la température, etc. Ces facteurs sont étudiés par la RSM en accord avec
la matrice de BBD afin de déterminer les conditions optimales pour une conversion maximale
(Bouzaouit, 2016).

1.6.4 Central Composite Design (CCD)

Un plan composite central de Box-Wilson, communément appelé « plan composite central »,
contient un plan complet, factoriel ou fractionnaire intégré avec des points centraux. Le CCD
est renforcé d'un groupe de «points en étoile» qui permettent d'estimer la courbure (figure 14).
Les niveaux des points du plan factoriel sont £1 et ceux du plan « en étoile » sont + o ou |a| >
1. La valeur précise de a dépend de certaines propriétés souhaitées pour la conception et du
nombre de facteurs impliqués (Ait-Amir et al., 2015).

Figure 14 Génération d'un plan composite central a trois facteurs

La figure 15, montre I'espace expérimental pour un plan CCD a trois facteurs. Selon la
conception, les points étoiles ou les points centraux de chaque face peuvent s'étendre au-dela
de la face, comme illustré a la figure.
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Figure 15 Conception d'un plan composite central a trois facteurs (Boonpuang et al., 2020).
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2 Matériel et méthodes

Le présent travail porte sur I’isolement de souches microbiennes & partir du sol et la sélection
de I’isolat le plus performant pour la production de 1’hémicellulase. Pour ce faire, une
optimisation de la production de cet enzyme sur une matiére lignocellulosique renouvelable, en

I’occurrence 1’Alfa, a été réalisée.

2.1 Echantillonnage

Des échantillons du sol ont été collectés stérilement a partir de différents sites (figure 16) :

- Forét de Djebel el Ouahche a I'Est de la ville de Constantine, située a une longitude de
36°24'01,3 Nord et une latitude de 6°38'0,82 Est.

- Forét de Chettabah & Ain Smara Constantine, située a une longitude de 36°19'42,3 Nord
et une latitude de 6°27' 03,5 Est.

- L'ancienne décharge d'Ain Smara, située entre une longitude de 36°18'13,8 Nord et
6°34'15,9 de latitude Est.

Les échantillons ont été conservés a 4°C et analysés dans les 24h suivant leur prélevement.
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Figure 16 Localisation géographique des régions d’échantillonnage.
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2.2 Isolement et criblage des isolats microbiens producteurs d’hémicellulase

Pour la détection de I’activité enzymatique des isolats, deux étapes ont été empruntées a savoir ;
la détection des isolats producteurs de la cellulase suivie par la détection chez les isolats

cellulase positive, ceux, susceptibles de produire de I’hémicellulase.

En effet, Iisolement a été réalisé directement sur un milieu minimal gélosé a base de
carboxymethylcellulose CMC (Annexe 1). La CMC pure constitue un substrat approprié pour
les mesures quantitatives et semi-quantitatives de l'activité cellulase. Pour ce faire, 1 g du sol
est ajouté a 9 mL d’cau physiologique stérile, la préparation est laissée reposer pendant 10 min
puis vortexée pendant 5 min. La solution obtenue a servi a préparer des dilutions décimales par

I’ajout successif de 1mL de la solution mére a 9 mL d’eau physiologique stérile.

Un volume de 0,1 mL de chacune des dilutions est déposé dans des boites de Pétri contenant
le milieu CMC, puis étalé sur toute la surface (Gerhardt, 1994). Aprés 5 jours d'incubation a 30
°C, les colonies obtenues ont été purifiés par I’inoculation au centre de nouvelles boites de Pétri

contenant un milieu frais de CMC, et incubée pendant 5 jours a 30 °C.

Les boites précédentes ont été inondées par le rouge de Congo (annexe 2) et la réaction a duré
30 min. les boites ont été ensuite décolorées par lavage avec NaCl (1 M) pour rendre la zone
visible et claire (Ahirwar et al., 2017). Les zones hydrolytiques transparentes entourant les
colonies représentent la cellulose dégradée, le diamétre de la zone a été mesuré a 1’aide d’une
regle (Andro et al., 1984). Les isolats positifs ont été a, nouveau, testés pour confirmation.

L'indice enzymatique (EI) a été calculé en utilisant I'équation suivante (Teather & Wood, 1982).

Diameétre de la zone drhydrolyse (en cm)

Indice enzymatique =
y g Diametre de la colonie (en cm)

Les isolats présentant une activité cellulosique importante, ont été testés a nouveau pour leur
capacité de dégrader le xylane en utilisant la méme méthode précédente sauf que le CMC a été
remplacé par le xylane de mais (XM), étant le substrat de xylanase (annexe 1). Aprés incubation

a 30 °C pendant 5 jours, les mémes étapes précédentes ont eté empruntées.

2.3 Conservation

Deux méthodes de conservation ont été utilisées afin d’entretenir I’isolat sélectionné. La
premiere méthode consistait a ensemencer 1’isolat sur un milieu 863 géloseé (annexe 1). Apres

incubation a 30 °C pendant 48 heures, les colonies obtenues ont été, ensuite, ensemencées sur
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gélose inclinée (méme milieu) et conservées a une température de 4 °C (Ul- Hag et al., 2002).

Des repiquages réguliers ont été effectués chaque 4 a 6 semaine.

La deuxieme méthode reposait sur la congélation de I’isolat ; pour ce faire, un volume de 1 mL
d’une culture liquide de 2 jours (milieu 863 liquide), a été prélevé dans un Eppendorf stérile,
additionné d’un volume de 0.5 mL d’une solution de 20 % de glycérol et conservé a une
température de -20 °C. Des repiquages réguliers ont été procédés a 6 mois d’intervalle (Perrin,
2020).

2.4 Identification de I’isolat fongique sélectionné

2.4.1 Observation macroscopique

Pour I’identification macroscopique de 1’isolat un repiquage a été effectué sur milieu gélosé
suivi d’une observation a I’ceil nu de la taille et de la forme de la colonie, de I’aspect de la

surface, de I’opacité, de la consistance, de la pigmentation et du réver de la colonie.

2.4.2 Observation microscopique

L’isolat sélectionné a été identifié ensuite par observation microscopique. La méthode
consistait a déposer une goutte de bleu de méthylene ou d’eau distillée sur une lame, ensuite
apporter un préelévement d’un fragment mycélien avec une anse en platine stérile et couvrir avec

une lamelle. L’observation a été faite a des grossissements de 10 et 40 (Abdoullahi et al., 2019).

2.4.3 ldentification moléculaire

L’identification moléculaire de I’isolat fongique sélectionné a été réalisée par I’extraction de
I’ADN génomique et I’amplification de I'ARN ribosomique 18S. Cette analyse a été effectuée
au BCCM/MUCL (Agro) Industrial Fungi and Yeasts Collection, Belgique. Les produits du
PCR ont été analysés par BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/BLAST/) et soumis a la base

de données de nucléotides NCBI. Les différents alignements et 1’arbre phylogénétique ont été

construits par le logiciel MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis 11).

2.5 Conduite de fermentation sur milieu liquide standard

Dans cette partie, des fermentations ont été effectuées afin de tester la capacité de ce
champignon a se développer dans un milieu liquide a base de sucres hémicellulosiques simples

et complexes dans des Erlenmeyers de 250 mL, des bioréacteurs de 2 et de 20 L.
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2.5.1 Scale-up de 250 mL a des bioréacteurs de 2 et 20 L ; fermentation avec
substrat simple « xylose »

2.5.1.1 Fermentation en fioles

Une suspension sporale a été préparée a partir d’une culture &gée de cing jours sur un milieu
PDA (annexe) a 30 °C. Les spores ont été recoltées en ajoutant 10 mL d'eau distillée stérile
contenant 1 % (v/v) de tween 80, puis recueillies dans des flacons stériles pour étre utilisées
comme inoculum. La concentration en spores a été ajustée a 1 x 108 spores/mL & I'aide d'une
chambre de comptage (Thomas REF 06 106 10 MARIENFELD, Allemagne) (Ang, 2015).
Ensuite, les fioles de 250 mL avec un volume de culture de 100 mL ont été préparées comme

suit (g/L) : 10 xylose, 10 peptone, 10 extrait de levure. Le pH est amené a 6.5. Ensuite, le milieu

.....

Les flacons préparés précédemment ont été inoculés par un volume de 1 mL de la suspension
sporale précédente suivie par incubation a 30 °C dans un incubateur avec une vitesse d’agitation
de 200 rpm (Ecotron, INFORS HT, Suisse).

2.5.1.2 Fermentation en bioréacteurs 2 et 20 L

Afin de préparer les pre-cultures pour le scaling-up en 2 et 20 L, un volume de 1.5 mL et 15
mL de I’inoculum a été transmis dans des flacons Erlenmeyer Corning appropriés avec un
volume de travail de 150 mL et 1.5 L, respectivement. Les bouchons de ces flacons sont pourvus
de deux orifices ; la premiére sortie se termine par un filtre de 0.2 um, et l'autre est reliée a un
tube plongeur qui atteint le fond du flacon pour un transfert aseptique facile de la pré-culture.

Les pré-cultures ont été incubées a 30 °C pendant 24 h a 120 rpm.

Un volume de 1.5 L et 15 L du milieu de culture a été préparé (comme décrit dans la partie
précédente) et transmis dans les deux bioréacteurs de 2 et 20 L, respectivement. La stérilisation
du bioréacteur de 2 L (DCI-Biolafitte, US) a été effectuée dans un autoclave de laboratoire
approprié. Le bioréacteur de 20 L (Sartorius Bbraun, US) est procuré d’un systéme de

stérilisation en place (sterilize-in-place bioreactor SIP).

Apreés la stérilisation et le refroidissement des bioréacteurs, les sondes pO; et pH ont été
étalonnées. Ensuite, les pré-cultures ont été transférées avec une pompe péristaltique dans les
fermenteurs. L’agitation, 1’aération et la tempeérature ont été fixées a 300 rpm, 1 v/v/m et 30 °C,

respectivement. Une solution anti-mousse a été utilisée si nécessaire.
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2.5.1.3 Suivi de la biomasse, le pH et la consommation du xylose

Durant la fermentation, des échantillons de 50 mL sont prélevés chaque 24h aseptiquement. Le
milieu de culture a été séparé du mycélium par filtration a I'aide d'une pompe a vide et d'un
papier filtre (Whatman Ne .1). Le mycélium a servi pour mesurer la biomasse, quant au filtrat,
il a été utilisé pour déterminer la concentration du xylose dans le milieu de culture. L’estimation
de la biomasse a été obtenue par la méthode du poids sec ; le mycélium a été séché dans une
étuve a 105 °C jusqu'a survenir & un poids constant. En ce qui concerne la consommation du
xylose, un volume de 5 mL du filtrat collecté a été centrifugé a 14 000 rpm pendant 15 min a

4 °C. La concentration du xylose a été déterminée par HPLC-RID et exprimée en g/L.

D’autre part, le pH des échantillons a été mesuré avec un pH-métre pour les cultures en fioles
et un capteur de pH pour les fermentations en bioréacteurs comme décrit dans la section

précédente.

2.5.2 Impact de la vitesse d'agitation sur le changement morphologique d'A.
fumigatus
Une fermentation similaire que la précédente a été réalisée avec un bioréacteur de 2 L a une
vitesse d'agitation de 200 rpm, aprés 24 heures d’incubation, la vitesse d'agitation a été
augmentée (350, 500 et 650 rpm) et ce, pour étudier 1’effet de cisaillement. Des échantillons du
mycelium ont été récoltés pour chaque vitesse. Un volume de 1 mL de ces échantillons a été,
ensuite, inoculé dans des flacons de culture agités de 100 mL, contenant 2 g/L du Xxylose, et
incubé pendant 5 jours. La consommation de substrat a été analysée et le changement

morphologique des échantillons a été visualisé au microscope optique.

2.5.3 Production de I’hémicellulase dans un bioréacteur de 2 L ; fermentation
avec substrat complexe « xylane de mais »

Une fermentation dans un bioréacteur de 2 L a été menée pour tester la capacité de la souche a
dégrader le substrat complexe « xylane de mais (XM) » et a produire de I’hémicellulase. La
consommation de substrat et la libération de xylose ont été mesurées. La vitesse d'agitation a
été fixée en fonction des résultats de I'expérience précédente. La production de biomasse et le
changement du pH ont été suivis comme décrit précédemment. Pour la préparation de la
préculture, une concentration de conidies (1 x 108) a été utilisée, incubée a 30 °C pendant
seulement 12 h a 120 rpm (Musoni et al., 2015).
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En fin de fermentation, I'activité enzymatique a été testée dans le bouillon de culture. Pour ce
faire, un volume de 8 mL du filtrat est transmis dans des tubes de 15 mL, chacun contenant 1
mL de tampon phosphate 0,1 M a pH 5.5 (Annexe 2), avec 0.1 g de substrats de xylane beech
wood (XBW) et le XM en triple exemplaire. Des tubes témoins (surnageant + tampon et substrat
+ eau) ont été inclus dans le test. Pour inhiber la croissance microbienne, 1 mL d'azoture de

sodium a 0.5 % (NaNs3) a été ajouté dans chaque tube.

Les tubes ont été placés dans un bain-marie a 40 °C pendant 3 jours sous agitation a 60 rpm.
Les tubes étaient hermétiquement fermés et placés dans le sens du mouvement de l'incubateur
(Grant, OLS 200). Apres incubation, les tubes ont été centrifugés a 8000 rpm pendant 10
minutes (Universal 32, HETTICH Zentrifugen, Germany). La dégradation du substrat et la

libération de sucre a été analysée par HPLC.
2.6 Conduite de fermentation en milieu solide a base d’Alfa

2.6.1 Composition biochimique d*Alfa

La teneur en cellulose et en hémicellulose de 1’ Alfa a été déterminée par une série d'hydrolyses
acides concentrées et diluées. Un kilogramme de tige d'Alfa a été séché pendant 24 heures a 40
°C, coupé en morceaux de 5 a 7 cm de long, broyé une fois avec un broyeur (échantillon 1),

puis broyé une deuxieme fois et tamisé en poudre avec un tamis de 500 um (échantillon 2).

Pour déterminer la concentration de cellulose, une hydrolyse acide concentrée a été réalisée.
Briévement, 1 mL d'acide sulfurique 0,2 M a 72 % a été ajouté dans des tubes Falcon de 50 mL
contenant 100 mg de chaque échantillon. Les tubes ont été agités manuellement et ensuite
incubés dans un bain-marie & 30 °C pendant une heure. Environ 29 mL d'eau distillée ont été
ajoutés aux échantillons apres la période d’incubation. Ensuite, les tubes ont été autoclavés a
121 °C pendant une heure. Les hydrolysats ont été neutralisés avec 1’ajout de 1 g d'hydroxyde

de baryum 8H20 (BaOH2. 8H20), centrifugés a 8000 rpm pendant 8 min et conservés a 4 °C.

D'autre part, la concentration en hémicellulose a été déterminée avec de l'acide dilué. Un
volume de 30 mL d'acide sulfurique a 2,5 % a été ajouté dans des tubes Falcon de 50 mL
contenant 100 mg de chaque échantillon d’Alfa. Les échantillons ont été autoclavés a 121 °C
pendant 1 heure. Les hydrolysats ont été récupérés et neutralisés, comme expliqué
précédemment (Shahbazi & Zhang, 2010; Swiatek et al., 2020).

Enfin, la concentration des monomeéres de sucres dans les hydrolysats a été analysée et
déterminée par HPLC-RID.
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2.6.2 Production d’hémicellulase et de cellulase sur I’Alfa comme seule source
de carbone et d’énergie
L’ Alfa a été utilisé comme substrat pour la fermentation solide (FSS) sans aucun prétraitement.
Dans des flacons Erlenmeyer de 500 mL, 10 g d’Alfa ont été ajoutés. Le pourcentage
d’humidité et le pH ont ét¢ ajustés a 70 % et 4, respectivement. Le milieu minimal modifié a
été utilisé pour cet objectif (annexe 1). Le milieu solide préparé, apres un autoclavage a 121 °C
pendant 20 min, a été inoculé avec une suspension de spores de 107 spores/g de matiére séche
(la méme concentration est utilisée dans toutes les expériences)(Azzouz, Bettache, &
Boucherba, 2020). Enfin, les flacons ont été incubés a 35 °C pendant huit jours. Des
prélevements ont été effectués chaque 24 heures en sacrifiant une culture afin de mesurer

’activité enzymatique (section 2.6.3).

Pour ce faire, 100 mL d’cau distillée stérile a été ajouté dans le contenu de chaque flacon. Le
tout a été soigneusement mélangé avec une spatule et maintenu sur une agitation orbitale a 250
rpm pendant 30 min a une température ambiante (Azzouz, Bettache, & Boucherba, 2020). Le
mélange a été centrifugé a 8 000 rpm pendant 15 min & 4 °C. Enfin, le surnageant a été récupéré
et conservé a 4 °C, et par la suite, utilisé comme enzyme extracellulaire brute pour le dosage

enzymatique (Singh et al., 2009).

2.6.3 Hydrolyse enzymatique

Les activités xylanase et cellulase ont été mesurées quantitativement en déterminant la quantité
de sucres réducteurs libérés du xylane beech wood (XBW) et de la CMC respectivement, en
utilisant la méthode du réactif a I'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS) (annexe 2) (Miller, 1959).
Un volume de 100 pL du surnageant de culture ont été ajoutés a 900 uL de substrat de XBW et
de CMC a 1 % (annexe 2) et incubés a 50 °C pendant 5 min. Ensuite, 1.5 mL du réactif DNS a
été ajouté pour arréter la réaction (Bailey et al., 1992). Les échantillons traités ont été chauffés
dans un bain bouillant a 100 °C pendant 5 min. Des contr6les d'enzymes et de substrats
appropriés ont également été inclus dans I'essai.

La quantité de sucres réducteurs libérés de la réaction est estimée en mesurant lI'absorbance a
540 nm et ensuite déterminée sur une droite d’étalonnage préparée avec des solutions de xylose
et glucose de difféerentes concentrations (0 a 0.01 pmol/mL).

Une unité d’activité enzymatique (U) est définie comme étant la quantité d’enzyme nécessaire

pour libérer une micromole de sucres réducteurs en une minute (Annexe 3).
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2.7 Optimisation des facteurs physico-chimiques pour la production de xylanase et de
cellulase

2.7.1 Effet de I’aspect du substrat sur la production d’enzyme

Des fermentations ont été réalisées dans des flacons Erlenmeyer de 500 mL avec 10 g d’Alfa,
pour analyser 1’effet de I’aspect du substrat d’Alfa ; fibre (> 500 um), poudre (< 60-500 pm) et
mélange des deux aspects (50:50), sur la production de xylanase et de cellulase par la souche

sélectionnée. Le milieu a été préparé et stérilisé comme décrit dans la section 2.6.2.

L’aspect idéal du substrat d’Alfa, pour une production maximale de ces deux enzymes, a été

sélectionne et utilisé pour les expériences qui suivent.

2.7.2 Optimisation du pH, la température, le taux d’humidité et le temps
d’incubation pour la production d’enzyme a I'aide de Box Behnken Design
L'optimisation des conditions physico-chimiques pour la production de xylanase et de cellulase
par la souche sélectionnée, s'est principalement concentrée sur des études d’optimisations
antérieures afin de sélectionner et d’optimiser les facteurs d'influence et leurs niveaux,
notamment : temps de fermentation, pH initial, taux d'humidité et température d'incubation
(tableau 3).

Tableau 3 Conditions optimales pour la production de xylanase et de CMCase par Aspergillus spp. sur
milieu solide

... Temps
Especes Source de Enzyme 1;emperature pH Humidité d’incubation  Réferences
carbone (°C) (%) )
Déchets d'épis (Desai & lyer,
A. niger de mais Xylanase 30 5.5 / 144 2020)
. Fronde de Xylanase (Tai etal., 2019)
A. niger S et 30 4.5 75% 120 N
palmier a huile
cellulase
(Azzouz,
A. niger Son de blé Xylanase 37 5.5 84% 66 Bettache, &
Boucherba,
2020)
A. foetidus  Résidu de soja  Xylanase 28 7 / 168 (Cunha etal,
2018)
45 Xylanase 30 45 60% 72
A. niger aIRrr?iSelgg ﬁﬁile y ’ (Prasertsan et
P al., 1997)
Cellulase 35 5 50% 216
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Xylanase

A Tronc de Temperature (Angetal.,
. S et ; 5 80% 168
fumigatus palmier & huile cellulase ambiante 2013)
. . Xylanase .
A Paille de riz et (Sherief etal.,
. . et 40 5-6 75% 96
fumigatus son de blé 2010)
cellulase
Pelures de Xylanase (Olanbiwoninu
A. terreus manioc et 40 6-8 40% 120 & Odunfa,
cellulase 2016)
A. . 0 (Khanetal.,
tubingensis Canne de mais  Cellulase 40 45 60% 72 2020)

Afin d’ajuster le modéle polynomial basé sur Box-Behnken design (BBD), 27 expériences avec
le point central triplé ont été réalisées pour optimiser les deux réponses. Le logiciel statistique
Minitab® 19 a été utilisé pour cet objectif. Les séries expérimentales ont été entierement
randomisées et les facteurs montrant des effets qui influencent la production de xylanase et de

cellulase ont été identifies sur la base de la valeur p (p < 0.05).

Pour chaque analyse de dosage, 10 g d'Alfa ont été répartis dans des Erlenmeyer de 500 mL.
Le pH initial (B) et le degré d'humidité (C) ont été ajustés selon les niveaux présentés dans le
Tableau 4. Les flacons ont éte stérilises a l'autoclave a 121 °C pendant 20 min a 15 psi. Une
suspension de 107 spores/g a été inoculée uniformément et incubée a différents niveaux de

température (A) pendant une période de temps déterminée (D).

Les facteurs A, B, C et D ont été considérés comme des variables indépendantes et I'activité
enzymatique (R) représente les réponses. Les niveaux minimum, moyen et maximum de chaque
variable ont été codés respectivement comme —1, 0 et +1 (tableau 4), la matrice du plan BBD

est présentée dans le tableau 5.

Tableau 4 Niveau et code des variables indépendantes pour I'optimisation de la production de
xylanase et de cellulase par le Box-Behnken design.

Codes Facteurs (unité) Minimum (-1) Moyen (0) Maximum (+1)

A Température (°C) 30 35 40
B pH 2 4 6

C Humidité (%) 50 70 90
D Temps (h) 48 96 144
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Réponses
R1 Xylanase
R2 Cellulase

Unités
U/gds
U/gds

Tableau 5 Matrice de Box-Behnken avec les variables codées.

Facteurs

Temperature pH Humidité Temps d’incubation

R
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

-1
1

OO O O O O o o o o

1
e

-1

1
-

O O O O O o o o O +~r Bk~

0 0
0 0
0 0
0 0
-1 -1
1 -1
-1 1
1 1
0 0
0 -1
0 -1
0 1
0 1
-1 0
-1 0
1 0
1 0
0 0
0 -1
0 -1
0 1
0 1
-1 0
-1 0
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25 -1 0 1 0
26 1 0 1 0
27 0 0 0 0

2.7.3 Elaboration des modeéles

Dans le but de predire les conditions optimales pour la production d'enzymes, un modeéle
quadratique a été adopté afin de détecter les effets des variables indépendants sur les réponses

(équation (1)).

R =By + PaA+ BB+ BcC+ BpD + BasA* + PapAB + BacAC + BapAD + BppB? +
BscB + BspBD + BccC? + BepCD + BppCD? .......... Eq (1)

R : la surface de réponse pour les deux activites.

B : le coefficient de régression.

Bo : le terme constant (a I'origine).

Ba, Be, Bc et Po : les coefficients des termes linéaires.

A, B, Cet D : les niveaux codés des variables indépendantes.

Baa,Bea, Bcc et Pop : les coefficients des termes quadratiques.

Bag, Bac, PAD, Pec, Bep et Pep : les coefficients des parametres croisés.

L’analyse du modéle et de R?est faite afin de vérifier I'efficacité des deux modeles ; la valeur
F est inspectée afin de déterminer la signification de toutes les équations ajustées. Les
graphiques de surface de réponse ont été réalisés par Minitab 19 notamment ; le diagramme des
interactions, le graphique des effets principaux, la droite de régression orthogonale, le
graphique de contour, etc. Les valeurs optimales des variables ont été obtenues en résolvant

I'équation de régression et également en analysant les graphiques de surface de réponse.

La qualité de I'ajustement est également validée en calculant I'écart moyen absolu (Absolute

Average Deviation) (équation (2)), qui est défini comme suit :

2?=1<—|y"'e'yi"’|)

AAD = + % 100........... Eq(2)
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Ou, y; . et y; , représentent les réponses experimentales et prédites, respectivement, et p

représente le nombre d’expériences (27).

2.7.4 Validation des modeéles

Afin de valider les modé¢les proposés dans le but d’optimiser la production de xylanase (modele
1) et de CMCase (modeéle 2) et les deux enzymes a la fois (modéle 3). Une série de fermentations
a été réalisée dans les conditions optimales proposées par le modeéle pour les deux réponses.

Dans des flacons Erlenmeyer de 500 mL contenant 10 g d'Alfa en triple.

2.7.5 Cinétique de production d’hémicellulase et de cellulase dans les conditions
optimales

La cinétique de production de xylanase et de cellulase par la souche sélectionnée en utilisant

I’Alfa comme substrat pour la FSS a été réalisé pendant 8 jours de fermentation dans des

conditions optimales. Des échantillons ont été collectés a intervalles de temps réguliers (24

heures) et I’activité enzymatique dans le surnageant de culture a été déterminée.
2.8 Optimisation des composants du milieu pour la production de xylanase

2.8.1 Etude de I'effet des composants du milieu sur la production de xylanase
par la conception Plackett-Burman
Une étude détaillée a été faite afin d’étudier I'effet de certain nutriments sur la production de
xylanase. Les variables choisies dans cette étude ont été sélectionnéees dans la littérature comme
des facteurs affectant la production de cette enzyme (Cui & Zhao, 2012; Singh et al., 2012; Sun
et al., 2020). Par conséquent, la source d'azote organiques et inorganiques, la source de carbone
et la source de phosphore sélectionnées et criblées dans cette recherche sont : la peptone,
I'extrait de levure, 'extrait de boeuf, l'extrait de malt, le sulfate d'ammonium, le nitrate de
sodium, l'urée, le xylose, I'amidon, le KH2POs et le KoHPO4. La conception expérimentale de
Plackett-Burman a été utilisée pour cribler les variables indépendantes et déterminer les

composants du milieu qui ont le plus d’effet sur la production de xylanase.

Chague variable indépendante a été évaluée a deux intervalles largement espacés, exprimés en
valeurs positives (niveau éleveé, +1) et en valeurs négatives (niveau bas, -1). Le niveau codé de
chaque variable et la conception expérimentale avec les 24 expériences pour le criblage des
variables sont présentée dans le tableau 6. Chaque ligne represente un essai et la production de

xylanase représente la valeur de réponse.
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Le pH, la température, et le degré d’humidité ont été ajustés selon les conditions optimales
proposées par le modele 1. Des échantillons ont été prélevés dans des conditions stériles aprés
144 h de fermentation (d’aprés le modéle 1).

Afin d’évaluer 'effet des onze facteurs sur l'activité de la xylanase. Le logiciel Minitab-19 a été
utilisé pour geénérer le tableau de conception et analyser les données (tableau 6). Toutes les
expériences ont éte réalisées en triple. Les variables avec la valeur t la plus elevée et un niveau

de confiance supérieur a 95 % ont été considérées comme élément significatives.

L'effet de chaque source d'azote, source de carbone et source de phosphore sur l'activité
xylanase a été calculé selon la formule suivante (équation (3)) : ou Y représente la réponse ; Bo
l'ordonnée a 1'origine du modeéle, Bi le coefficient de régression et x; représente la variable

indépendante.

Y = ﬁO + Zﬁixi .......... Eq (3)

Tableau 6 Matrice de conception expérimentale de Plackett-Burman a onze variables avec valeurs
codées et expérimentales entre parenthéses (g/L) pour cribler les conditions de culture des nutriments
pour la production de xylanase par A. fumigatus.

2.8.2 Optimisation des sources de nutriments sélectionnées pour la production
de xylanase par la conception Central Composite
L'optimisation des nutriments sélectionnés a été réalisée a l'aide de Central Composite Design
(CCD), afin de maximiser la production de xylanase par la souche MGA. 31 expériences avec
le point central sextuplé ont été menées pour optimiser la production de xylanase. Minitab® 19
est utilisé pour cet objectif (Box & Wilson, 1951). Chaque facteur a été évalué a cing niveaux
(-a, =1, 0, +1 et +a) pour optimiser la réponse. Tableau 14 représente les facteurs, leurs valeurs

et la conception expérimentale. Minitab® 19 est utilisé pour cet objectif.

Tous les 31 flacons ont été préparés, stérilisés et inoculés avec la méme concentration de spores
utilisée précédemment, puis incubés a 30 °C pendant 4 jours. Une régression multiple utilisant
la méthode des moindres carrés a été utilisée pour ajuster la formule (4) afin d'optimiser la

production de xylanase :

y=ao+Yax+Yagxl + X a;xix.......... Eq (4)
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Ou y représente la réponse prédite (I’activité xylanase U g-1) ; ao, ai, aii, &j sont des coefficients

de régression constants du modele ; xi, xj représentent les niveaux codés des variables Xj et X;

ou ; Xi est codé x; selon la formule de transformation suivante (5):

Peptone
109
-1(2)
1
1@
1@
15
1 ()
-1 (1)
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K2HPO4
-1 ()
-1 (5)
1 (15)
1 (15)
1 (15)
1 (15)
-1 (5)
-1 (5)
1 (15)
-1 (5)
-1 (5)
-1 (5)
1 (15)
1 (15)
-1 (5)
1 (15)
-1 (5)
1 (15)
1 (15)
-1 (5)
-1 (5)
1 (15)
1 (15)
-1 (5)

Urée
1@
-1 (1)
1)
1)
1)
10
13
10
13
10
-1(2)
-1 (1)
-1(1)
10
-1(1)
1)
1@
10
10
1@3)
10
-1(2)
10
1@3)

Xylose
-1 (1)
-1 (1)
109
109
-1 ()
-1 (1)
-1 (1)
103
1 (5
-1.(1)
-1 (1)
105
-1 (1)
109
1 (5)
109
10
-1 (1)
10
1 (5
10
-1 (1)
-1 ()
-1 (1)

Amidon

Ou x; représente la valeur codée sans dimension de la variable Xj, Xo est la valeur de X; au point

central et AX est le changement progressif de la variable.
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Pour déterminer la signification de I'équation ajustée, les valeurs P et F sont examinées. Minitab
19 est utilise pour genérer des coefficients variables, des variables d'interaction et des
graphiques de surface de réponse. L'efficacité du modéle polynomial est examinée en évaluant

le coefficient de détermination R? par une analyse de variance (ANOVA).

Une fermentation a été réalisee en triple dans des flacons Erlenmeyer de 500 mL contenant 10

g d'Alfa, afin de valider les conditions de cultures proposés par le modele

2.9 Saccharification enzymatique de résidus lignocellulosiques par le filtrat de
culture ; comparaison avec les enzymes commerciales

L’hydrolyse enzymatique ou la saccharification est une voie prometteuse pour la bioconversion
de la biomasse lignocellulosique en sucres fermentescibles. En général, des cocktails
enzymatiques comportant différentes familles d’activités, caractérisées par des modes d’action

distincts, sont utilises comme biocatalyseurs.

Lors de ce test, les sucres réducteurs libérés ont été mesurés lors de la saccharification de
plusieurs substrats lignocellulosiques : Alfa, son de blé, paille de blé et paille d'avoine, et ensuite
comparés a la saccharification de ces mémes substrats par des enzymes commerciales. Le
complexe enzymatique produit dans les conditions optimales a d'abord été comparée aux
xylanases et hémicellulases commerciales (xylanase recombinant expressed in A. oryzae sigma,
hemicellulase from A. niger sigma). L'activité enzymatique d'A. fumigatus a ensuite été utilisé
pour la saccharification. Pour ce faire, de nouvelles fermentations ont été réalisées dans des
flacons Erlenmeyer de 500 mL avec 10 g d'Alfa inoculés avec 107 spores/ g. Les expériences
ont été incubées a 30 °C pendant 144 h (Gares, 2023).

Les expériences de saccharification ont été réalisées pendant 24 h a 60 °C sans agitation. Dans
des fioles Erlenmeyer de 250 mL contenant 5 g de chaque substrat, un volume de 75 mL de
tampon citrate (0.05 mol/L, pH 5) a été rajouté (Sartori et al., 2015). Les flacons ont été
stérilisés, et ensuite, 5 g du bouillon fermenté contenant le complexe enzymatique et 5 mL
d'’hémicellulase commerciale (10 : 100 (v/v) ont été ajoutés aux flacons aseptiquement. Des
contrbles d'enzymes (5 mL du tampon de citrate a la place du bouillon de culture), ont

également été inclus dans I'essai.
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2.10 Optimisation de I’activité xylanolytique
2.10.1 Effet du pH, la température et la concentration du substrat

L'enzyme brute a été caractérisée et optimisée en étudiant I'effet du pH, la température et la
concentration du substrat sur I'activité xylanase ainsi que la stabilité de I'enzyme. Pour ce faire,
la BBD est utilisée afin de prédire les conditions optimales pour I'activité xylanase de cette
souche (tableau 18).

15 expériences avec le point central triplé ont ét¢ menées afin d’optimiser I’activité xylanase,
un modele basé sur Box-Behnken design BBD a été proposé. Le méme logiciel statistique
Minitab® 19 a été utilisé pour cet objectif. Les séries expérimentales ont été randomisees et les
facteurs montrant des effets qui influencent 1’activité xylanase ont été identifiés sur la base de

la valeur p (p < 0.05).

La production de xylanase par la souche élue a été réalisée dans les mémes conditions décrites
dans I’expérience précédente ; pour chaque analyse de dosage, une série de tampon avec un pH
acide, neutre et basique (A) a été préparée (Annexe 2), la concentration de substrat (C) a été
ajustée selon les niveaux présentés dans le tableau 7. L'hydrolyse enzymatique de ces

échantillons a été réalisée a différentes températures d'incubation (B).

Les facteurs A, B, C ont été considérés comme des variables indépendantes et le (R) représente
la réponse de I’activité xylanase. Les niveaux minimum, moyen et maximum de chaque variable

sont codée respectivement —1, 0 et +1 (tableau 7).

Tableau 7 Niveau et code des variables indépendantes utilisées pour le Box-Behnken design (BBD)
pour 'optimisation de I’activité xylanase.

Codes Facteurs (unité) Minimum Moyen (0) Maximum (+1)
(-1)

A pH 4 7 10
Température (°C) 35 50 65

C Concentration de substrat 0.5 15 2.5
(mg/mL)

Réponses Unités

R Xylanase U/gds
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2.10.2 Optimisation de I’activité xylanase par BBD

Dans le but de prédire les conditions optimales pour I’activité enzymatique, un modele
quadratique a été adopté afin de détecter les effets des variables indépendantes sur les réponses,

I’équation de régression en unités non-codées (formule (5)) est présentée comme suit ;
R = By + BaA + BB + BcC + BaaA* + BagAB + BacAC + BpgB* + BpcB + BccC? Eq (5)

Ou : R représente la surface de réponse, P : le coefficient de régression, fo : le terme constant
(& l'origine), Ba, Be et Bc : les coefficients des termes linéaires, A, B, C : les niveaux codés des
variables indépendantes, Baa,pes et Bcc : les coefficients des termes quadratiques, Bag, Pac et

Bec : les coefficients des parameétres du produit croise.

Une série d’analyses été réalisé dans les conditions optimales, pH, température et concentration
de substrat. Dans 1’objectif de valider le modele proposé afin d’optimiser 1’hydrolyse de

xylanase.

2.11 Résistance a la chaleur des conidies d’A. fumigatus et thermo-stabilité de I’enzyme
xylanase

2.11.1 Thermo-stabilité de I’enzyme xylanase

La stabilit¢ de I’enzyme xylanase produit par A. fumigatus a été testée a différentes
températures, allant de 40 °C a 90 °C, avec des intervalles de 10 °C. L'enzyme xylanase utilisée
dans cette étude a été obtenue a partir d'un bouillon de culture de quatre jours en utilisant le

méme milieu liquide a base de XBW.

2.11.2 Thermorésistante des conidies

Les spores ont un cycle de vie distinct des cellules végétatives, ce qui leur permet de résister a
une variété de conditions environnementales défavorables telles que les températures extrémes.
Dans cette etude, nous avons analysé la thermos-résistance des conidies d'Aspergillus

fumigatus.

Pour ce faire, nous avons modifié le protocole proposé par (Van den brule et al., 2020) ;
premierement, les conidies ont été collectées a partir d’ une culture de 7 jours sur gélose pomme
de terre (PDA), puis placées dans du tampon phosphate M/15 (4,7g/L phosphate disodique,
4.5g/L phosphate monopotassique) (pH 7.0) contenant 0.005 % de Tween 80 (Belbahi et al.,
2017; Tsukahara, 1977). Une concentration de 2 x 108 conidies mL ™ a été préparée a l'aide
d'une chambre de comptage (Thomas REF 06 106 10 MARIENFELD, Allemagne). 9.5 mL de
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tampon phosphate ont été préparés dans 8 tubes a essai puis préchauffés au bain-marie a 60 °C.
A t =0, un volume de 0.5 mL de la suspension sporales préparée a été ajouté aux tubes de
tampon préchauffés pour atteindre une concentration finale de 107 conidies mL™. Toutes les 2,
5,10, 15, 20, 30 et 60 min d'incubation, 1 tube a été retiré du bain et directement refroidi sur de
la glace pour stopper le processus d'inactivation. Les échantillons de tubes traités et les conidies
non traitées ont été dilués a 10° spores mL™. Un volume de 100 uL de chaque dilution a été
inoculé a la surface d'une plaque PDA et incubé a 30 °C pendant 2 jours. Enfin, les UFC/ mL

ont été comptées aprés la période d’incubation. Tous les tests ont été réalisés en triple.

A. fumigatus est connu comme une moisissure thermophile. En conséquence, le méme test a été

reproduit a des températures plus extrémes de 65 et 70 °C.

L'inactivation a été décrite par une courbe de régression linéaire du log UFC mL™ Vs le temps.
Les valeurs Deo, Des et D7o, qui représentent le temps de réduction décimal (le temps nécessaire

pour provoquer une réduction de 1 log a 60, 65 et 70 °C), ont été déterminées par pe_—nlte de la

courbe d'inactivation (Van den brule et al., 2020).

2.12 Analyse colt-efficacité

L'analyse codt-efficacité de la production de I'enzyme xylanase par la souche MGA en FSS en
utilisant I’Alfa a été déterminé par une étude de rentabilité ; une comparaison des activités
xylanases a été effectuée entre les enzymes obtenues avec Alfa aprés optimisation du milieu et

celles obtenues avec un milieu contenant 10 g/L de xylane commercial (Diaz et al., 2019).
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3 Résultats

Le présent travail porte sur la recherche de micro-organismes producteurs de 1’hémicellulase et
la sélection de I’isolat le plus performant. Une étude de la capacité de la souche sélectionnee et
identifiée, a croitre et a produire de ’hémicellulase a grande échelle en milieu liquide, a été
premiérement investiguée, ensuite, une optimisation de la production de cet enzyme sur 1’Alfa
comme seule source de carbone a été réalisée par des approches mathématiques, notamment, la
conception Plackett-Burman pour le screening et la sélection des facteurs d’influences, et les
conceptions Box Behnken et Centrale Composite pour 1’optimisation de la production de

xylanase.

3.1 Isolement et criblage des isolats producteurs d’hémicellulases et de cellulases

Le criblage réalisé directement sur le milieu gélosé CMC, a conduit a la sélection de 16 isolats
microbiens. Tous les isolats ont montré des activités cellulosiques distinctes. Ces derniers ont
été testés a nouveau pour leurs capacités a dégrader le xylane. L’isolat le plus performant,
nommee MGA, développant un indice xylanase moyen de : IE = 1.07 et un indice de cellulase
(CMCase) de : IE = 1.09 (figure 17), a été sélectionné.

Figure 17 Activité CMCase sur milieu gélosé : CMC (A) et Xylane de mais (B) indiquée par la zone
de lyse entourant les colonies de 1’isolat sélectionné.

3.2 Identification de I’isolat fongique sélectionné
3.2.1 Observation macroscopique

Les caractéres macroscopiques de I’isolat sélectionné ont été étudiés sur le milieu 863 et le
milieu PDA (figure 18) ;
- Aspect : colonie plate, veloutée, formée de courts filaments aériens blancs.

- Recto : colonie blanche puis bleu-vert virant ensuite au vert foncé a gris noiratre.
49



RESULTATS

- Verso : beige jaunatre.

Figure 18 Observation macroscopique de I’isolat selectionné ensemencé sur milieu PDA (A) et 863
(B) apres 3 jours d’incubation.

3.2.2 Observation microscopique

L’observation microscopique effectuée sous un microscope optique aux grossissements G x 40

et G x 100, a permis de faire les observations suivantes (figure 19);

- Hyphe : de diametre fin et régulier, septé et ramifié ;

- Conidiospore : court, non cloisonné, lisse et incolore avec évasement progressif au
sommet ;

- Vésicule : hémisphérique ;

- Phialide : directement portée par la vésicule, dressée et densément groupée ;

- Conidies : globuleuses et petites ;

- Téte aspergillaire : unisériée en colonne compacte assez grande.
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Figure 19 Observation microscopique de I’isolat sélectionné ; A : vésicule, B : formation des
phialides, C et D : téte aspergillaire avant et apres coloration avec le bleu de méthyléne.

3.2.3 Identification moléculaire

L’identification moléculaire de I’isolat fongique sélectionné a été réalisée par extraction de
I’ADN génomique et amplification de I'ARN ribosomique 18S. La séquence a été ensuite,
déposée dans la NCBI GenBank avec le numéro d'accession ON226990 et comparée par
analyse BLAST. Les séquences étroitement apparentées ont été sélectionnées et analysées avec
le logiciel d'évolution moléculaire MEGA X. L'arbre phylogénétique a été construit, confirmant
que la souche MGA présentait une similitude de 100 % avec Aspergillus fumigatus (figure 20).
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i: Aspergifius fumigatus (FM179606)
& Aspergillus terreus (JX290029)

Aspergillus clavatus (JN938924)
Aspergillus restrictus (JF922028)
—— Aspergillus wentii (JN938944)
70 S Aspergifius proliferans (FR848827)
Aspergillus candidus (JF922041)
4 _|: Aspergillus heteromorphus (JN048503)
75 22 Aspergillus flavus (JN938326)
100 Aspergilius flavipes (JF922040)
Aspergifius protuberus (FJ176897)
Aspergillus insuetus (EF652457)
100 Aspergifius flavus (KC621105)
Aspergillus oryzae (JX878609 )

Aspergillus costaricaensis (FJ629327)

33
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45— Aspergillus fumigatus (KF417587)
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100 _|: A#pergmus fumigatus (ON226590)

98 Aspergillus fumigatus (MH5360890)

100

61

Figure 20 L'arbre phylogénétique de I'ARN ribosomal 18S d'Aspergillus fumigatus MGA et d'autres
especes d’Aspergillus.

3.3 Conduite de fermentation sur milieu liquide standard

3.3.1 Scale-up de 250 mL a des bioréacteurs de 2 et 20 L avec le xylose

3.3.1.1 Fermentation en fioles
Le suivi de la production de biomasse seche et la consommation du substrat ont été présentés
dans (figure 21 A). Le xylose a été presque entierement consommé apres 96 heures de
fermentation accompagné d'une production maximale de biomasse (11.81 g/L). La phase
exponentielle a été enregistrée entre 24 et 48 heures de fermentation et la phase stationnaire
entre 48 h et 96 h. Quant au pH, il est passé de 6.6 a 5.9 lorsque la moisissure a atteint sa

production maximale de biomasse et a consommé la quasi-totalité du substrat.
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3.3.1.2 Fermentation en bioréacteurs de 2 et 20 L

Dans la présente étude, un systéme de contréle-commande a permet une surveillance et un suivi
continu du pH et de la PO> toutes les 05 et 04 min pour les fermenteurs de 2L et 20L,

respectivement.

Selon la courbe PO2 (%) (figure 21 B et C), la phase logarithmique des bioréacteurs 2 L et 20
L a été enregistrée entre 10 et 24 h. Le profil de croissance de biomasse séche et la concentration
du substrat ont également été présentés dans la figure 21. Le substrat a été compléetement
consommeé apres 72 heures de fermentation dans le bioréacteur 2 L et seulement 30 heures dans
le bioréacteur 20 L. La production maximale de biomasse de 16,22 g/L et 12,9 g/L a éte atteinte

apres 72 et 30 heures de fermentation pour le bioréacteur de 2 L et 20 L, respectivement.

Le pH du milieu de culture a suivi la méme trajectoire que celui de la culture en fiole. En effet,
il a diminué dans les deux bioréacteurs a prés de 5.7 lorsque la production maximale de
biomasse a été atteinte. Ensuite, une augmentation du pH a été enregistrée a la fin de la

fermentation.
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Figure 21 Profil de la culture liquide en batch d'Aspergillus fumigatus avec le xylose dans un
Erlenmeyer de 250 mL (A), un bioréacteur de 2 L (B) et un bioréacteur de 20 L (C)
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3.3.2 Impact de la vitesse d'agitation sur le processus de fermentation et le
changement morphologique d'A. fumigatus
L’impact du cisaillement sur la consommation du substrat a été étudié en mode continu, en
employant trois vitesses d’agitations. L’ensemble de ces expériences a permis de démontrer
une certaine « robustesse » du champignon face au cisaillement susceptible d’apparaitre a
I’échelle industrielle. En effet, il a été constaté que la vitesse d'agitation a un impact sur le
métabolisme d'A. fumigatus (figure 22) ; une consommation de substrat plus rapide a été
observée avec les fermentations menées avec les échantillons mycéliens récoltés a des vitesses
d’agitations plus élevées. Cependant, le processus de fermentation est 1égérement réduit avec

les échantillons sous une agitation de 650 rpm (figure 22).

A des vitesses d’agitation inférieures a 350 rpm, les filaments mycéliens ont développé une
forme de macro-pellettes (figure 23 A) attachées au fermenteur (figure 24 A). En augmentant
la vitesse d’agitation a 500, la moisissure formait des micros-pellettes libres (figure 24 C)

assurant une bomme homogénéité dans le milieu de culture.
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Figure 22 Impact de la vitesse d'agitation sur le profil de fermentation d'Aspergillus fumigatus.
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Figure 23 Morphologie microscopique des pellettes d'Aspergillus fumigatus dans un bioréacteur agité
sous 200 rpm (A) et "effet de cisaillement" a 650 rpm (B).
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Figure 24 Morphologie macroscopique des pellettes d'A. fumigatus dans un bioréacteur (2L) agité sous
200 rpm (A), 350 rpm (B) et 650 rpm (C).

3.3.3 Production de ’hémicellulase dans un bioréacteur de 2 L

3.3.3.1 Profile de la fermentation sur milieu liquide a base de xylane de
mais dans un bioréacteur de 2L

La croissance de biomasse seche, la concentration de xylane de mais et la libération des

monomeres de xylose ont été présentées dans la figure 25.

Dans cette expérience, une concentration plus élevée de conidies et un temps de fermentation

court de la pré-culture, ont empéché la formation de macros-pellettes. Ensuite, et pour prévenir

davantage la croissance de ces pellettes et empécher une production de biomasse en exces, la

vitesse d'agitation a été relevée a 500 rpm aprées environ 14 heures de fermentation.

Durant seulement les premiéres 45 heures de fermentation, le substrat a été completement

consommeé avec une production de biomasse de 9.86 g/L. Le pH du milieu de culture a diminué

apres de 5.1 aprés 24 heures et a commencé a augmenter en fin de fermentation pour atteindre

7.3 (figure 25).
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Figure 25 Profile de la culture liquide en batch d'Aspergillus fumigatus avec le xylane de mais dans un
bioréacteur de 2 L.

3.3.3.2 L’activité xylanase dans le milieu de culture

Le potentiel hydrolytique d'A. fumigatus a éeté testé en utilisant le surnageant aseptique du

bioréacteur précédent pour I'nydrolyse de XBW et XM. Les produits formés lors de I'hydrolyse
du substrat ont été analysés par HPLC (figure 26). En effet, 5.88 + 0.34 g et 6.20 + 0.08 g de

xylose ont été libérés a partir de 10 g/L de BWX et XC respectivement.
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Figure 26 Analyse HPLC du xylose libéré depuis le xylane beechwood et le xylane de mais a partir du
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3.4 Conduite de fermentation sur substrat solide
3.4.1 Composition biochimique d'Alfa

L'hydrolyse chimique d'Alfa a confirme sa forte teneur en sucre. Les résultats de I'analyse
HPLC sont présentés et comparés avec d'autres études dans le tableau suivant (tableau 8).

Tableau 8 Teneur en sucre de 1’Alfa

Glucose Xylose Références
Alfa fibre 46% + 0,029 12.5% + 0.021 /

@ S Alfapoudre 44% + 0.011 13.33% + 0.018 /
Z 32

L
<
:5 Alfa 49.09% + 0.015 18.20% + 0.3 (Zaafouri et al., 2016)
% 63.38% + 1.58 9.29% + 0.50 (Semhaoui et al., 2017)
E 47.63% 22.15% (Bouiri & Amrani, 2010)
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3.4.2 Cinétique de production d’hémicellulase et de cellulase (FSS)

Le suivi de la production enzymatique en Erlen par A. fumigatus sur I’ Alfa comme seule source
de carbone pendant 8 jours d’incubation (figure 27), a montré que l'activité xylanase du
champignon était détectable des les premiéres 24 heures, puis a augmenté rapidement et a atteint
son maximum apres 120 h de fermentation (684.64 + 11.39 U/gds). D'autre part, I'augmentation
de I'activité cellulase n'était pas aussi importante que celle de I'enzyme xylanase. Le rendement
maximal de 48.26 + 5.34 U/gds, a été atteint apres 168 heures accompagné d'une activité
xylanase de 470.30 + 5.98 U/gds.

800 60
» 700 T : _ T 50 »
S —2 . B!
2 600 & — 1 * 2
2 500 40 3
e - 2
=)
?‘;:_ 400 .4 30 ?d
'® 300 Py o)
> T 20 5
© 200 T i3]
= T 10 5

100 :'; =
0 ! 0
0 50 100 150 200

Temps de fermentation ( heures)

Xylanase U/gds Cellulase U/gds

Figure 27 Evolution de la production de xylanase et de cellulase par Aspergillus fumigatus a 35°C et

pH 4 en utilisant I’ Alfa comme substrat humidifié & 70%

3.5 Optimisation des facteurs physico-chimiques pour la production d’enzymes

3.5.1 Effet de I’aspect du substrat sur la production de xylanase et de cellulase

Aprés 120h de fermentation, la production optimale de xylanase 640.94 + 2.25 U/gds et de
cellulase 49.98 £ 0.46 U/gds a été enregistrée avec le substrat d’Alfa mixte (poudre et fibre).
Cependant, une légére diminution de la production enzymatique a €té enregistrée avec le
substrat d’Alfa en fibre ; 620.08+1.82 U/gds et 40.31+0.74 U/gds pour les deux enzymes
respectivement. D’autre part, la production de ces deux enzymes en utilisant la poudre d’Alfa
a enregistré un rendement moins important 460.95 + 0.54 U/gds et 9.60 + 0.23 U/gds,

respectivement (figure 28).
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Figure 28 Taille des particules d'Alfa (a) ; > 500 um, (b) ; le mélange des deux aspects fibre et poudre,
(c) ; <60-500 um avant et aprés humidification, et son effet sur la production de xylanase et de CMCase
par Aspergillus fumigatus

3.5.2 L'optimisation de la production de xylanase et de cellulase sur I’Alfa par
BBD
L'exploration des facteurs influencant la production de xylanase et de CMCase a été réalisée a
I'aide de la matrice BBD. Les résultats correspondants des expériences RSM sont présentés

dans le tableau suivant (tableau 9).

Tableau 9 Les variables et les réponses correspondantes pour l'activité xylanase et CMCase dans la

conception de BBD.

Facteurs Réponses
C: D: R1: R2:
R A: B: Humidité Temps d’incubation Xxylanase CMCase
Temperature pH % (h) (U/gds) (Ulgds)
1 30 2 70 96 713.54 20.84
2 40 2 70 96 0.00 0.00
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3 30 6 70 96 618.11 30.85
4 40 6 70 96 0.00 0.00

5 35 4 50 48 16.41 39.64
6 35 4 90 48 0.00 18.80
7 35 4 50 144 0.00 4.90

8 35 4 90 144 106.53 48.64
9 35 4 70 96 141.96 36.85
10 30 4 70 48 390.92 16.76
11 40 4 70 48 0.00 0.00

12 30 4 70 144 717.28 42.37
13 40 4 70 144 21.98 0.00

14 35 2 50 96 59.58 13.90
15 35 6 50 96 23.06 14.78
16 35 2 90 96 3.27 32.76
17 35 6 90 96 100.05 40.53
18 35 4 70 96 140.53 29.53
19 35 2 70 48 13.44 11.04
20 35 6 70 48 0.00 0.00

21 35 2 70 144 166.61 52.18
22 35 6 70 144 184.42 50.68
23 30 4 50 96 656.79 14.17
24 40 4 50 96 0.00 0.00

25 30 4 90 96 765.08 22.55
26 40 4 90 96 0.00 0.00

27 35 4 70 96 142.7 28.47

3.5.2.1 Détermination des facteurs d’influence et ajustement du modéle

L'effet de la température d'incubation (A), du pH (B), de la teneur en humidité (C) et du temps
d'incubation (D) sur la production de xylanase et de CMCase a été analysé a l'aide du logiciel
Minitab. Le BBD a été appliqué afin d’étudier I'interaction et d’optimiser le niveau de ces quatre
facteurs pour une production maximale d’enzyme. Les valeurs du test F et P ont été utilisées
pour identifier I'effet de chaque facteur sur la production de xylanase et de CMCase (analyse
de la variance ANOVA) (tableaux 10 et 11). Ce qui a démontré que les deux modeles sont

hautement significatifs (au niveau de 5 %) ; en effet, la valeur F est supérieure a la valeur
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critique F (de la table de Fisher); Modeéle F (33.87) > valeur critique F (2.62) et modéle F (3.47)
> valeur critique F (2.62) pour la production de xylanase et de CMCase respectivement.

3.5.2.1.1 ANOVA pour la production de xylanase

L'analyse de variance pour la production de xylanase a indiqué que le modele de régression est
hautement significatif avec une valeur de probabilité tres faible (0.0001). L'efficacité du modéle
est prouvée avec la détermination de la valeur du coefficient de détermination R? = 0.97, ce qui
indique que 97.53 % de la variation totale pourrait étre expliquée par ce modele. L'équation du

modele de régression en unités codées est représentée comme suit :

Activité xylanase
= 11410 — 653.44 — 100B + 19.5C + 14.76D + 8.99 A*> — 6.37B%
— 0.1110 C%? — 0.0254 D% + 239A+«B — 0.271 AxC — 0.317 AxD
+ 0.833B*C + 0.081B*D + 0.0320C =D

Les valeurs de P inférieures a 0.05 désignent que les termes du modele sont significatifs et dans
ce cas, et selon le tableau 10, A, D, AA, DD et AD représentent les facteurs d'influence sur la

production de xylanase (tableau 10). Par conséquent, le modele peut étre réduit comme suit :
Activité xylanase = 12843 - 711.7 A+ 15.87 D + 9.688 A> — 0.0178 D? — 0.317 AD

Tableau 10 Analyses de Variance pour la production de xylanase (* DF degré de liberté (freedom
degree)).

Source DF* Sum of squares Mean of squares F-Value P-Value
Model 14 1759757 125697 33.87 0.000
Linear 4 1282907 320727 86.43 0.000
Temperature 1 1228640 1228640 331.08 0.000
pH 1 79 79 0.02 0.886
Moisture level % 1 4000 4000 1.08  0.320
Incubation time (h) 1 50188 50188 13.52 0.003
Square 4 440017 110004 29.64 0.000
Temperature*Temperature 1 269328 269328 72.57  0.000
pH*pH 1 3464 3464 0.93 0.353
Moisture level %*Moisture level % 1 10513 10513 283 0.118
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Incubation time (h)*Incubation time (h) 1

2-Way Interaction
Temperature*pH
Temperature*Moisture level %
Temperature*Incubation time (h)
pH*Moisture level %
pH*Incubation time (h)
Moisture level %*Incubation time (h)

Error
Lack-of-Fit
Pure Error

Total

6

1

12

10

26

18281

36834

2277

2932

23161

4442

244

3778

44532

44530

2

1804290

18281

6139

2277

2932

23161

4442

244

3778

3711

4453

4.93

1.65

0.61

0.79

6.24

1.20

0.07

1.02

0.046

0.216

0.449

0.392

0.028

0.295

0.802

0.333

3667.94 0.000

3.5.2.1.2 ANOVA pour la production de CMCase

D'autre part, la valeur p pour la production de CMCase est de 0.018, ce qui montre que le

modele de régression est autant significatif. L'efficacité du deuxieme modeéle est également

démontrée avec la détermination de R? = 0.8021, ce qui indique que 80.21 % de la variation

totale pourrait étre expliquée par ce modéle. Le modeéle est représenté comme suit :

CMCase activity

=—-868 + 50.7A+ 8.0B + 0.76 C — 0.15D — 0.687A% — 0.54 B?

— 0.0107 C? + 0.00D? — 0.250 A« B — 0.02094 « C — 0.0267 A * D

+ 0.043B+C + 0.0248B D + 0.01682C * D

Selon ANOVA; A, AA, D et CD sont les seuls facteurs d'influence (tableau 11), par suite, le

modele peut étre réduit comme suit :

CMCase activity

= —592 + 424 — 1.298C — 0.982D — 0.635 A*>+ 0.01682C =D

62



RESULTATS

Tableau 11 Analyses de Variance pour la production de CMCase.

Source DF Sum of squares Mean of squares F-Value P-Value
Model 14 6436.26 459.73 347 0.018
Linear 4 3352.34 838.09 6.33 0.006
Temperature 1 1814.09 1814.09 13.71 0.003
pH 1 313 3.13 0.02  0.880
Moisture level % 1 479.86 479.86 3.63 0.081
Incubation time (h) 1 1055.27 1055.27 7.98 0.015
Square 4 1800.23 450.06 340 0.044
Temperature*Temperature 1 1573.09 1573.09 11.89 0.005
pH*pH 1 2514 25.14 0.19 0.671
Moisture level %*Moisture level % 1 97.83 97.83 0.74  0.407
Incubation time (h)*Incubation time (h) 1  0.00 0.00 0.00 0.999
2-Way Interaction 6 1283.69 213.95 1.62 0.225
Temperature*pH 1 25.07 25.07 0.19 0.671
Temperature*Moisture level % 1 1755 17.55 0.13 0.722
Temperature*Incubation time (h) 1 164.00 164.00 1.24 0.287
pH*Moisture level % 1 11.83 11.83 0.09 0.770
pH*Incubation time (h) 1 2274 22.74 0.17 0.686
Moisture level %*Incubation time (h) 1 1042.51 104251 7.88 0.016
Error 12 1587.66 132.30
Lack-of-Fit 10 1546.01 154.60 7.42 0.124
Pure Error 2 41.65 20.82
Total 26 8023.92
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3.5.2.1.3 Etude des effets principaux (main effects plot)

La figure 29 montre I'influence des quatre facteurs sur la production de xylanase et de CMCase.
Selon le graphique, la température affecte négativement la production de xylanase. Cependant,
une température de 35 °C était associée a la valeur optimale de production de CMCase. D'autre
part, un pH de 4, une humidité de 70 % et un temps d'incubation de 96 h ont été associés au
point le plus élevé de production de xylanase dans le graphique. De plus, I'humidité et le temps
d'incubation affectent positivement la production de CMCase. Cependant, I'effet du pH n'était

pas statistiguement significatif.

a Main Effects Plot for xylanase U/gds b Main Effects Plot for CMCase U/gds
Temperature pH Moisture level % Incubation time (h) Temperature pH Moisture level % Incubation time (h)
700 35
£00 30
500 25
00 20 .\/

20 /\. /\ /\< 0

30 35 40 2 4 [ 50 70 50 48 9% 144 30 35 40 2 4 & 50 0 50 48 35 144

Figure 29 Effet de la température d'incubation, le pH, la teneur en humidité et le temps d'incubation sur
la production de xylanase (a) et de CMCase (b) représenté par le graphique des effets principaux.

3.5.2.1.4 Etudes des interactions

Le graphique des interactions A, B, C et D (figure 30), présente 1’influence des facteurs étudiés
sur l'activité xylanase. En effet, aucune interaction significative entre les facteurs étudiés n’a
été marquée, sauf entre le facteur A et D (p= 0.028). D’autre part, la figure 31 révéle une
interaction significative entre les facteurs C et D (p=0.016) sur l'activité CMCase. Cependant,

aucune interaction significative n’est observée entre les autres facteurs.
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Interaction Plot for xylanase U/gds
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Figure 30 Graphiques des interactions des facteurs expérimentaux sur la production de xylanase par
Aspergillus fumigatus sur I’ Alfa.
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Figure 31 Graphiques des interactions des facteurs expérimentaux sur la production de CMCase par
Aspergillus fumigatus sur I’ Alfa.

L'effet de l'interaction entre les facteurs d’influences sélectionnés par le modele a été aussi
étudié avec le graphique de surface de réponse (contour plot). En effet, I’effet de I’interaction
entre la température et le temps d'incubation sur la production de xylanase est présenté sur la
figure 32; la diminution de la température (jusqu'a 30 °C) et l'augmentation du temps
d'incubation (jusqu'a 70 h) ont entrainé une production maximale de xylanase supérieure a 600
U/gds. Cependant, en dessous de ces valeurs, une réduction progressive de la production de

xylanase a été enregistrée.
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Par ailleurs, l'interaction entre la température par rapport au temps d'incubation et la
température par rapport au niveau d'humidité sur I'activité de la CMCase est illustrée sur la
figure 34 a-b. Ces interactions n'ont pas été significativement influencées par la réponse.
Cependant, I'effet du niveau d’humidité par rapport au temps d'incubation sur I'activité CMCase,
comme illustré sur la figure 34-c, était trés significatif ; en effet, un temps d'incubation de 130
h et un niveau d’humidité supérieur a 85 % ont entrainé une production maximale de CMCase
supérieure a 60 U/gds. En dessous de ces valeurs, il y a eu une baisse progressive de la
production de CMCase.

Contour Plot of xylanase U/gds vs Incubation time (h); Temperature
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Figure 32 Iso-réponse (graphique de contour) de la production de xylanase par Aspergillus fumigatus
en fonction de la température et du temps.

Contour Plot of cellulase u/g vs Moisture level %; Temperature Contour Plot of cellulase u/g vs Incubation time (h); Temperature Contour Plot of cellulase u/g vs Moisture level %; Incubation time (h)
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Figure 33 Iso-réponse (graphique de contour) de la production de CMCase par Aspergillus fumigatus en
fonction de la température par rapport au temps d'incubation (a), de I'nhnumidité par rapport a la température

(b) et le temps d'incubation par rapport au niveau d'humidité (c) sous fermentation a I'état solide sur I’ Alfa.

Le graphique de régression orthogonale est un outil tres pratique dans la construction, 1’analyse
et la critique d’un modéle. Cette analyse a été réalisée pour les deux réponses. La figure 34
montre une forte corrélation entre la production réelle et prédite de xylanase et de CMCase; la

distribution linéaire indique un modéle bien ajuste.
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a Xylanase U/gds vs Predicted xylanase U/gds b CMCase U/gds vs Predicted CMCase U/gds
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Figure 34 Analyse de régression orthogonale de : (a) la xylanase réelle par rapport a la xylanase prédite,
(b) de la CMCase reelle par rapport a la CMCase preédite.

3.5.2.2 Procédure d’optimisation

Le diagramme d'optimisation, une analyse de I'optimiseur de réponse de Minitab, a été utilisé
pour montrer comment les différents parametres expérimentaux affectent les réponses. La
figure 35 montre I'effet de chaque facteur sur les réponses séparément et les deux réponses
ensemble. Les lignes rouges verticales sur les graphiques représentent les parametres de
facteurs actuels. Les nombres disposés en rouge en haut de la colonne représentent le point
optimal. Les lignes bleues horizontales et les nombres représentent les réponses pour le niveau

de facteur actuel.

; Temperat pH Moisture Incubati . F :
Optimal Temperat H Maisture Incubati
n-p1 goo Hligh Sl i 2L Lkl Oetimal ampu gu 900 1440

£ Cur [30.0] 45051 A [29.1919] [144.0] Dgoe 9 o C o .
Low 300 20 500 220 Cur [30.0] [6.0] [90.0] [144.0]
Low 300 0 50.0 430
N = | I
sylanase / Composite
Maximum Desirability
S EE] D 1,000
d = 1,0000
Optimal Temperat pH Moisture Incubati cellulas
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[ d = 1,0000
cellulas
Maximum i
y = 69,5327 Maximum
d = 1,0000 y = 7305420
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Figure 35 Diagramme d'optimisation pour la réponse xylanase (a), et la réponse CMCase (b) et les

deux réponses simultanément (c).
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L'adéquation des modéles a été validée par la distinction entre les valeurs estimées (prédite)
donnée par le modeéle, et les valeurs expérimentales qui ont été réalisées dans les conditions
optimales proposées par les trois modéles. Les niveaux de ces variables, les valeurs prédites et
expérimentales de la production de xylanase et de CMCase sous les conditions optimales sont

présentées dans le tableau 12.

Tableau 12 Valeurs prédites et expérimentales de la production de xylanase et de CMCase dans des
conditions optimales.

L ) — . Humidi Temps Réponse  Réponse
Optimisation Réponse Obijectif Température pH . d’incubation - -
té (%) () prédite expérimentale
. Xylanase ~ Maximum g4 45 8919 144 802.50  841.78 +1.41
Option 1
CMCase e Pas / I / / /
optimiser
Xylanase Ne pas
Option 2 optimiser / / / / / /
CMCase Maximum 31.61 6 90 144 69.53 7441 +£1.05
Xylanase 789.54 829.81 +0.88
Option 3 Maximum 30 6 90 144
CMCase 67.75 66.10+ 0.49

3.5.3 Cinétique de production d’hémicellulase et de cellulase dans les conditions
optimales

Les profils de production de xylanase et de CMCase par A. fumigatus en fonction du temps
avant optimisation (35 °C, pH 4 et substrat humidifié a 70%) et dans les conditions optimisées
(option 03 : 30 °C, pH 6 et substrat humidifié a 90%) (Tableau 12), pendant 192 h d'observation
continue, ont été significativement différents, comme le montre la figure 36. La production de
xylanase a été plus importante durant les premiéres 24 heures d'incubation (517,19 + 0,10
U/gds) que celle observée aprés 48 heures avant l'optimisation (415,22 U/gds). La production
a augmenté rapidement, atteignant une activité xylanase maximale de 857,07 £ 4,56 U/gds apres
120 h d’incubation. D'autre part, la production optimale de CMCase (61,17 + 4,64 U/gds) a été
atteinte aprés 144 h. Les activités maximales xylanase et CMCase ont augmenté de 25% et

26%, respectivement, apres I'optimisation par rapport a celles avant I'optimisation.
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Figure 36 Evolution de la production de xylanase et de CMCase en fonction du temps par Aspergillus
fumigatus dans les conditions initiales (35 °C, pH 4 et substrat Alfa humidifié a 70%) et dans les
conditions optimisées pour la production des deux enzymes (30 °C, pH 6 et substrat Alfa humidifié a
90%).

3.6  Optimisation du milieu de culture pour la production de xylanase

3.6.1 Etude et sélection des composants du milieu sur la production de xylanase
par Plackett-Burman
Le plan de Plackett-Burman (PBD) a été utilisé pour étudier I'effet des constituants du milieu
de fermentation sur la production de xylanase par la souche A. fumigatus sous FSS. Le tableau
13 suggere que les niveaux de confiance de l'extrait de malt, du MgSOas, du NaNO3 et du
(NH4)2S0O4 sont respectivement de 97 %, 99 %, 95 % et 98 %, ce qui est considéré comme un
effet significatif sur la production de xylanase. Les autres variables indépendantes dont le
niveau de confiance était inférieur a 95 % ont été jugées non significatives. Le diagramme de
Pareto (figure 37) résume les facteurs les plus significatifs qui influencent la production de

xylanase.

Tableau 13 Analyse de la variance (ANOVA) pour la régression du modele PBD.

Composants du milieu Valeur T Valeur P Niveau de confiance (%0)

Peptone -1.56 0.145 86
Extrait de malt 241 0.033 97
Extrait de levure -0.45 0.658 34
MgSO4 5.49 0.000 99
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NaNO3 2.17 0.051 95
(NH4)2S04 2.7 0.019 98
KH2PO4 0.2 0.848 15
K2HPO4 0.57 0.582 42
Urea 0.27 0.789 21
Xylose 0.21 0.84 16
Starch 1.49 0.161 85
Model R? Adj

81.62 % 64.76%

Pareto Chart of the Standardized Effects

response is xylanase (U/g); o = 0,05)

Term 2179
I

Factor Name
Feptone
Malt extract
Yeast extract
Mgs04
NaMO3
(NH4)2504
KHZPO4
KZHPO4
Urea

Xylosa
Starch

FEE=TommoOonm e

0 1 2 3 4 5 s
Standardized Effect

Figure 37 Graphiques de Pareto pour la production de xylanase par A. fumigatus. Les barres qui
dépassent la ligne verticale représentent des effets statistiquement significatifs a un niveau de confiance
de 95 %.

La production maximale de xylanase a été de 1443.70 + 50 U/gds dans I'essai numéro 5 et la
production minimale de 400.60 + 7.77 a été enregistrée dans I'essai numéro 24 (figure 38).
L'éguation du modele ajusté pour Il'activité de la xylanase est la suivante :

xylanase (U/gds) =831,9 - 47,9 Peptone + 74,3 extrait de malt - 14,0 extrait de levure

+168,8 extrait de boeuf + 66,8 NaNOz + 82,9 (NH4)2S04 + 6,0 KH2PO4
+ 17,4 KoHPO, + 8,4 Urée + 6,4 Xylose + 45,9 amidon
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Figure 38 Production de xylanase liée aux essais PBD (U/gds).
3.6.2 Optimisation des sources de nutriments sélectionnées pour la production

de xylanase par Central Composite Design

Apreés le criblage avec PB, le plan Central Composite a été réalise pour veérifier la concentration
optimale des facteurs critiques et leur interaction mutuelle. Dans ce processus et sur la base des
résultats du plan PB, I'extrait de malt, MgSO4, NaNOs et (NH4)2SO4 ont été sélectionnés pour

une optimisation plus poussée en utilisant le plan CC avec 31 expérimentations.

Le test F et les valeurs P ont été utilisés afin d’identifier l'effet de chaque composant sur la
production de xylanase (ANOVA) (tableau 15). Cette derniere a démontré que le modéle est
significatif au niveau de 5 % (F modele 19.98 > F critique 2.62 (du tableau de Fisher)).

Le tableau 14 et la figure 39, indiquent un accord étroit entre les valeurs observées et prédites

de la production de xylanase, démontrant la précision du RSM dans l'optimisation des

parameétres pour une production optimale d'enzymes. La réponse de la conception CCD a été

ajustée dans une équation polynomiale du second ordre comme indiqué ci-dessous :

Xylanase =751 + 535 MgSOg4 - 571 (NH4)2SO4 + 508 extrait de malt - 225 NaNO3

U/gds - 360,8 MgSO4*MgSO4 + 52,2 (NH4)2SO4*(NH4)2S04 - 94,9 extrait de
malt*extrait de malt + 57,4 NaNO3s*NaNOs + 321,0 MgSO4*(NH4)2S04
+214,6 MgSOs*extrait de malt - 456,9 MgSO4*NaNO3

- 126,6 (NH4)2SO4*extrait de malt + 222,3 (NH4)2SO4*NaNO3z + 66,2 extrait de
malt*NaNOs

Comme le montre le tableau 14, une variation considérable de la production de xylanase en

fonction des niveaux des quatre variables a été constatée. La production maximale de xylanase
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1556.55 + 28.41 U/gds a été enregistrée dans I'essai numéro 18 et la minimale 1026.80 + 11.87

U/gds dans I'essai numeéro 22.

Tableau 14 La conception Central-Composite montrant la production expérimentale et prédite de
xylanase par Aspergillus fumigatus sous FSS.

Variables Xylanase U/gds

Experimental Predicted

Run MgSOs (NH4)2SO, Maltextract NaNOs Values Values
1 1.7 15 2.75 25 1049.46 999.72
2 1.4 2 2 2 1142.79 1142.41
3 1.7 2.5 2.75 15 1375.46 1424.34
4 1.4 2 3.5 2 1382.85 1390.58
5 1.7 2.5 4.25 2.5 1506.92 1476.06
6 1.4 2 3.5 2 1386.95 1390.58
7 1.7 15 4.25 25 1247.98 1275.58
8 1.4 2 3.5 2 1406.95 1390.58
9 1.1 25 4.25 25 144111 1418.12
10 1.4 2 3.5 2 1403.35 1390.58
11 1.1 15 2.75 25 1356.95 1327.49
12 1.7 25 2.75 25 1406.58 1390.18
13 1.4 2 5 2 1189.72 1211.76
14 1.1 15 4.25 15 1300.85 1293.25
15 1.7 2.5 4.25 15 1405.51 1410.97
16 1.4 2 3.5 1 1435.72 1406.61
17 1.1 2.5 2.75 2.5 1480.13 1525.36
18 1.4 3 3.5 2 1556.55 1530.82
19 0.8 2 3.5 2 1255.54 1258.54
20 1.1 15 4.25 2.5 1456.75 1410.21
21 1.7 15 4.25 15 1475.64 1432.75
22 1.1 2.5 4.25 15 1026.81 1078.89
23 11 15 2.75 15 1276.58 1309.78
24 1.1 2.5 2.75 15 1336.99 1285.40
25 14 1 3.5 2 1307.32 1354.72
26 14 2 3.5 3 1438.65 1489.41
27 14 2 3.5 2 1425.47 1390.58
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28 14 2
29 1.7 15
30 1.4 2
31 2 2

3.5
2.75
3.5
3.5

2
1.5

1371.52
1257.15
1356.95
1244.21

1390.58
1256.15
1390.58
1262.86

Tableau 15 Analyse de la variance pour la production de xylanase par la conception Central-

Composite (* degré de liberté).

Source DF Sum of Mean of F-Value P-Value
* squares squares
Model 14 437049 31217.8 15.98 0.000
Linear 4 64043 16010.9 8.20 0.001
MgSO4 1 28 27.9 0.01 0.906
(NH4)2504 1 46517 46516.8 23.82 0.000
Malt extract 1 7215 7214.9 3.69 0.073
NaNO3 1 10284 10283.8 5.27 0.036
Square 4 128128 32032.0 16.40 0.000
MgSO4*MgSO4 1 30147 30147.5 15.43 0.001
(NH4)2S04*(NH4)2S04 1 4868 4868.0 2.49 0.134
Malt extract*Malt extract 1 81461 81461.5 41.71 0.000
NaNO3*NaNO3 1 5896 5895.6 3.02 0.102
2-Way Interaction 6 244877 40812.8 20.89 0.000
MgSO4*(NH4)2504 1 37088 37087.8 18.99 0.000
MgSO4*Malt extract 1 37300 37299.7 19.10 0.000
MgSO4*NaNO3 1 75147 75147.3 38.47 0.000
(NH4)2S04*Malt extract 1 36090 36090.3 18.48 0.001
(NH4)2S04*NaNO3 1 49400 49400.4 25.29 0.000
Malt extract*NaNO3 1 9852 9851.7 5.04 0.039
Error 16 31252 1953.2
Lack-of-Fit 10 28037 2803.7 5.23 0.028
Pure Error 6 3215 535.8
Total 30 468301
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Plot of Experimental xylanase U/gds vs Predicted xylanase U/gds with Fitted Line
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Figure 39 Corrélation entre les valeurs expérimentales et prédites de l'activité xylanase (U/gds)

La figure 40 montre les effets principaux des quatre facteurs sur la production de xylanase. Les
résultats du diagramme des effets principaux montrent qu'une concentration plus élevee de
(NH4)2SO4 avait un effet positif sur la production de xylanase. Des concentrations de 1.4 g/L
de MgSOs et 3.5 g/L d'extrait de malt ont été associées au point le plus élevé de production de
xylanase dans le graphique. En revanche, des concentrations entre 1.5 g/L et 2.5 g/L de NaNOs

ont été associées aux points faibles de la production de cet enzyme.

Main Effects Plot for Experimental xylanase U/gds
Data Means

MgS04 (NH4)2504 Malt extract MaMO3
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12004
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08 11 14 17 20 10 15 20 25 30 200 275 350 425 500 10 15 20 25 30

Figure 40 Effet de MgSO., (NH4)2SO., extrait de malt et NaNOs sur l'activité enzymatique moyenne de
la xylanase

3.6.2.1 Analyse de la surface de réponse et interaction des variables

La relation entre les facteurs et les réponses peut étre expliquée en étudiant les tracés de surface

et les tracés de contour. Ces analyses sont utilisées pour observer la relation entre les valeurs

74



RESULTATS

de réponse ajustées et les deux variables continues, basées sur des équations modeles. Un tracé
de surface et un tracé de contour (figure 41), présentent respectivement une vue en trois et deux
dimensions. La forme circulaire de la courbe dans un graphique de surface en 3D dénote
I'absence d'interaction, tandis que la forme elliptique dénote une bonne variation de deux
variables. Dans le graphique de contour 2D, les points qui ont la méme reponse sont reliés pour
former des lignes de contour avec des réponses constantes. Ces graphiques ont été utilisés pour
déterminer le niveau optimal de la réponse. L'interaction entre les variables indépendantes telles
que la concentration de MgSO4 et (NH4)2SO4, MgSOy4 et extrait de malt, MgSO4 et NaNOs,
(NH.)2S04 et extrait de malt, (NH1)2.SO4 et NaNO3, extrait de malt et NaNO3z a montré un effet
significatif sur I'activité xylanase par Aspergillus fumigatus (figure 41 A-E).

A partir du tracé de la surface de réponse (figure 41), l'augmentation de la concentration de
MgSOs a 2 g/L et de (NH4)2SO4 a 3 g/L, respectivement, a entrainé une production de xylanase
supérieure a 1600 U/gds. D'autre part, lorsque les concentrations de MgSOas et d'extrait de malt
étaient comprises entre 0.3 a 2 g/L, et de 2.5 a 4.8 g/L, respectivement, I'activité xylanase était
supérieure a 1300 U/gds (figure 41 B). La figure 41 C montres les effets de MgSOa4 et NaNOs
sur la production de xylanase. En effet, lorsque les concentrations de MgSO4 et de NaNOs
étaient respectivement comprises entre 0 et > 1.5 g/L, et > 2.5 g/L, l'activité xylanase était
supérieure a 1500 U/gds. La figure 41 D montre I’effet de (NH4)2SO4 et de I'extrait de malt sur
la production de xylanase. L'activité de la xylanase dépassait 1500 U/gds lorsque les
concentrations de ces composants étaient respectivement de 2.5a 3 g/Letde2a 3.5 g/L. La
figure 41 E montre l'effet de (NH4)2.SO4 et de NaNOs sur la production de xylanase ; des
concentrations élevés des deux composants dans le milieu ont assuré une production de
xylanase au-dessus de 1300 U/gds. En dessous de ces niveaux, cependant, la production de
xylanase a progressivement diminué. Enfin, I'effet de I'extrait de malt et le NaNO3 sur la
production de xylanase est illustré dans la figure 41 F. L'activité de la xylanase dépassait 1400
U/gds lorsque les concentrations de ces composants variaient de 3 a 5 g/L et > 2 a 3 g/L,

respectivement.
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Figure 41 Graphiques de la surface de réponse et des effets combinés de : (A) MgSOa, et (NH4)2SOs,
(B) MgSO; et exrait de malt, (C) MgSOa4et NaNOs, (D) (NH4)2SO, et extrait de malt (E) (NH4)2SO. et
NaNOs, (F) extrait de malt et NaNOg sur la production de xylanase par Aspergillus fumigatus.
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3.6.2.2 Optimisation

La différence entre les valeurs estimées fournies par le modéle et les valeurs expérimentales
obtenues dans les conditions optimales confirme I'adéquation du modéle. Le tableau 16 montre
la gamme des niveaux de ces variables en fonction de la production optimale de xylanase

enregistrée dans ce modeéle.

Tableau 16 Valeurs prédites et expérimentales de la production de xylanase dans les conditions
optimales du CCD.

Réponse MgSOs (NH4):SOs Extraitde malt NaNOs; Réponse prédite Réponse expérimentale

Xylanase 1.030 3 2.878 3 1887.40 1659.41

3.7 Saccharification enzymatique de substrats lignocellulosique

Au cours de I'hydrolyse du xylane beechwood, le complexe enzymatique produit par A.
fumigatus a présenté une activité enzymatique plus élevée que la xylanase et I'némicellulase
commerciales (environ 22.74 % et 40.15 % plus élevées que celles de I'némicellulase et de la
xylanase respectivement) (figure 42). Pour les essais de saccharification suivants,

I'hémicellulase commerciale a été utilisée.

Activité enzymatique U/mL
140

120

100

A fumigatus hemicellulase Commercial hemicellulase Commercial xylanase

Figure 42 Comparaison de 1'activité enzymatique de I'enzyme brute d’A. fumigatus, de I'némicellulase
et de la xylanase commerciales.

La saccharification des substrats lignocellulosique non traités : Alfa, son de blé, paille de blé et
paille d'avoine en utilisant les enzymes produits par A. fumigatus a été procédée a 60 °C. La

quantité maximale de sucres réducteurs libérés avec un taux de saccharification de 35,82 % a
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été observée avec le son de blé, suivi de la paille d'avoine (25.91 %), de I'Alfa (21.29 %) et de
la paille de blé (2.29 %) apres 24 h d'incubation. La libération de sucres réducteurs par A.
fumigatus a augmenté avec le temps d'incubation, tandis que l'activité de I'némicellulase
commerciale était plus élevée aprés seulement 4 h d'incubation, avec des taux de
saccharification de 22.59 %, 15.22 %, 13.18 % et 10.11 %, enregistrés avec de la paille d'avoine,
le son de blé, la paille de blé et I’ Alfa respectivement (figure 43 A-D).

Ces résultats démontrent clairement que les enzymes hydrolytiques d’A. fumigatus ont le

potentiel de saccharifier toutes les biomasses lignocellulosique testées.

Alfa A Son de blé
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Temps (h)
= Complexe enzymatique A. fumigatus
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Figure 43 Processus de saccharification sur les substrats non traités Alfa (A), paille d'avoine (B),
paille de blé (C) et son de blé (D) par le complexe enzymatique d’A. fumigatus et I'enzyme

commerciale.
3.8 Optimisation de ’activité xylanolytique

Le facteur influencant I'hydrolyse de la xylanase a été exploré a I'aide de la matrice BBD. Les
résultats correspondants sont présentés dans le tableau 17.
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Tableau 17 Les variables de la conception BBD et les réponses correspondantes pour l'activité

xylanase.

. , Concentration  Xylanase
Essais pH Temperature de substrate L)j I mL
1 7 60 15 89.230
2 10 50 0.5 0.800
3 10 40 1 5.824
4 4 40 1 66.949
5 7 50 1 74.640
6 7 60 0.5 36.630
7 4 60 1 97.170
8 7 40 15 95.740
9 7 40 0.5 44.810
10 4 50 15 65.870
11 4 50 0.5 44,270
12 7 50 1 75.330
13 10 50 15 6.847
14 7 50 1 76.800
15 10 60 1 9.310

L'analyse de la variance ANOVA (tableau 18), a démontré que le modéle est hautement

significatif avec une valeur de probabilité trés faible (0.026). L'efficacité du modele est prouvée

avec la valeur du coefficient de détermination R? de 0.92, qui indique que 92.16 % de la

variation totale pourrait étre expliquée par ce modele.

Tableau 18 Analyse de variance pour l'activité xylanase (* Freedom Degree (degré de libert¢)).

Source DF* AdjSS AdjMS F-Value P-Value

Model 9 15097.7 1677.52 6.53  0.026
Linear 310101.3 3367.09 13.10 0.008
pH 1 7905.1 7905.10 30.76  0.003
Temperature 1 452 45.20 0.18 0.692
substrate concentration 1 2151.0 2150.95 8.37 0.034
Square 3 4756.6 1585.53 6.17  0.039
pH*pH 1 4259.8 4259.79  16.57  0.010
Temperature*Temperature 1 376 37.56 0.15 0.718
substrate concentration*substrate 1 5475 547.49 213  0.204

concentration

2-Way Interaction 3 2399 79.95 031 0.817
pH*Temperature 1 178.7 178.69 0.70  0.442
pH*substrate concentration 1 605 6047 0.24  0.648
Temperature*substrate concentration 1 0.7 0.70 0.00 0.960

Error 5 1285.2 257.03

Lack-of-Fit 3 1282.7 42758 351.31 0.003
Pure Error 2 2.4 1.22
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Total 14 16382.9

L'équation du modéle de régression en unités codées peut étre représentée comme suit :

Activité xylanase
=—142+56.1A—1.48B + 144 C — 3.774 A?> + 0.0319 B%? — 48.7 C?
—0.223 AB —2.59 AC — 0.08 BC

Les valeurs de P inférieures a 0.05 (tableau 18) désignent que les termes du modéle sont

significatifs et dans ce cas, A, C, AA et AC sont les facteurs d'influence sur l'activité xylanase.

Main Effects Plot for Xylanase U/ mL

Data Means
pH Température Concentration de substrate
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Figure 44 Effet du pH, de la température et de la concentration du substrat sur I'hydrolyse de la xylanase
représenté par le graphique des effets principaux.

La figure 44 révéle I’influence des facteurs sur l'activité de la xylanase ; un pH entre 7 et 10 a
une influence négative sur I'nydrolyse de la xylanase. Contrairement a la concentration en
substrat, qui a une influence positive sur I'activité ; les valeurs les plus élevées ont été obtenues
avec des concentrations > 1 g/L. En effet, un pH de 7, une température de 60 et une

concentration de xylane de 1.5 sont liés au point d'activité de xylanase le plus élevé.

L'adéquation du modéle proposé pour I’optimisation de I’hydrolyse de xylanase est validée par
la distinction entre les valeurs estimees ; donnee par le modele ; et les valeurs expérimentales

qui ont été réalisées dans des conditions optimales (tableau 19).
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Tableau 19 Valeur prédite et expérimentale de I'activité xylanase dans les conditions optimales.

Activité

Objectif oH Température Concentration de xylanase Actlv!tg xylanase
substrate ‘1 expérimentale
prédite
Hydrolyse 5 4 60 1.39 99.323 97.740 + 3.86
maximale

3.9 Thermo-stabilité des conidies d’Aspergillus fumigatus et I’enzyme xylanase
3.9.1 Thermo-stabilité de I’enzyme xylanase

La stabilité de I’enzyme xylanase produite par la souche A. fumigatus vis a vis de la dénaturation
thermique a été évaluée en incubant cette enzyme a différentes températures. L'enzyme s'est
démontrée stable dans une large gamme de températures allant de 40 °C a 70 °C avec une
activitt maximale a 60 °C (767.44 = 20.42) (figure 46). L’activité enzymatique était

significativement inhibée au-dessus de 80 °C.

100
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S o - I _
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Temperature (°C)
Figure 45 Effet de la température sur l'activité xylanase d'Aspergillus fumigatus.

3.9.2 Thermorésistante des conidies

La résistance a la chaleur des conidies d'A. fumigatus a été testée en étudiant la cinétique
d'inactivation a trois niveaux de température différents. La cinétique d'inactivation a 60, 65 et
70 °C était log-linéaire (figure 45). Les valeurs Dgo, Des et D7o ont été calculées a partir de la
courbe d'inactivation (tableau 20). Les conidies d'A. fumigatus étaient trés résistantes a la
chaleur & 60 et 65 °C, avec des valeurs Deo et Des de 20.16 min et 15.26 min, respectivement.
En effet, apres 60 min de chauffage, plus de 60 % et 38 % des conidies ont survécu au traitement
thermique a 60 °C et 65 °C, respectivement. En revanche, les conidies étaient plus sensibles a
70 °C, avec une valeur D7g de 8.98 min.

Tableau 20 Thermorésistante des conidies d'Aspergillus fumigatus exprimée par réduction décimale
(Dt) a différentes températures (T).

T (°C) Valeur Dt (min) R?
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60 20.161 £ 0.74 0.98
65 15.267 £ 1.67 0.94
70 8.896 + 1.78 0.83
60 °C 65 °C 70°C
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Figure 46 La survie des conidies d'Aspergillus fumigatus LOG1o N de conidies VS la durée
d’inactivation (minute) a différentes températures (60 °C, 65 °C et 70 °C).

3.10 Analyse codt-efficacité de la production de xylanase

Le codt de la production de xylanase en utilisant un substrat naturel en 1’occurrence, 1’ Alfa,
par rapport au xylane synthétique commercial a été comparé dans cette étude (tableau 21).
Le milieu optimisé a produit significativement plus de xylanase que le milieu contenant du
xylane commercial. En effet, le milieu optimisé a base d'Alfa est moins cher et supporte une
production plus élevée de xylanase (165.94 U/mL) que le xylane pur (92.59 U/mL). La
production annuelle de xylanase était plus élevée avec Alfa (prés de 10 094 752 U/L)

gu'avec le xylane commercial (8 449 697 U/L).

Tableau 21 Comparaison coGt-efficacité du milieu optimisé Alfa par rapport au milieu commercial a
base de xylane.

Cout total ($/kg)

Composition Quantit¢  Codtunitaire  Milieu commercial a Milielu a base
(/L) ($/kg) base de xylane d'Alfa
MgSO4 10.300 419.450 40.723 40.723
(NH4)2504 30.000 226.350 7.545 7.545
Extrait de malt 28.000 248.880 8.889 8.889
NaNO3 30.000 151.260 5.042 5.042
Alfa 100.000 0.010 0.000 0.000
Xylane de beechwood 100.000 4 100.000 41.000 /
Eaux 900-871.7 0.001 0.000 0.000
Cout totale 103.199 62.199
Activité enzymatique U/L 92 599.417 165941.124
Production_ optimal (N° de 4 6
jours)
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Production annuelle U/L
Codt annuel (%)
Co(t d'un million d'unités /L ($)

8 449 696.760
9 416.906
111.447

10 094 751.685
3 783.765
37.482
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4 Discussion

Les enzymes microbiennes revétent une grande importance dans le développement de
bioprocédés industriels. Les applications actuelles se concentrent sur divers marchés tels que
les pates, le papier, le cuir, les détergents et les textiles, les produits pharmaceutiques et

chimiques, les aliments et les boissons et aussi les biocarburants (Adrio & Demain, 2014).

L'hydrolyse enzymatique des polymeres de la biomasse lignocellulosique en monomeres, est
une voie prometteuse pour la bioconversion des matieres végétales en sucres. L’exploitation de
la biomasse lignocellulosique au lieu de substrats commerciaux, en effet, peut réduire les codts
de production d'enzymes (Siqueira et al., 2020). L application des enzymes lignocellulosiques,
telles que ; les hémicellulases, dans I’hydrolyse de la biomasse lignocellulosique en sucre, est
l'une des méthodes de prétraitement efficaces, a faible consommation d’énergie et
respectueuses de I’environnement. Il est donc nécessaire de disposer des enzymes efficaces et

d’optimiser leur production (Gares et al., 2020).

Dans la présente étude, le criblage réalisé sur la CMC et le xylane a permis de récupérer
plusieurs isolats microbiens présentant des activités cellulase et hémicellulase avec des
rendements variables. Un seul isolat fongique (MGA) a été sélectionné et identifié.
L’identification de I’isolat, a été faite essentiellement a partir des caracteres culturaux et
morphologiques (identification macroscopique et microscopique). Ces caractéristiques ont
permis d’identifier le genre de la souche par I’utilisation des clés spécifiques de détermination
(Breton et al., 1990). En général, I’utilisation de 1’objectif 40 est suffisante pour mettre en
évidence les éléments importants de I’analyse (Rohde, 1978). L’identification microscopique
est fondée essentiellement sur 1’étude morphologique du mycélium (absence ou présence de
cloisons, couleur, différentiation, etc.) et les spores (forme, couleur, texture des paroi, etc.)

(Guiraud, 2012). Ces méthodes d’identification, basées sur des caractéristiques macroscopiques
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et microscopiques, ont permis d’identifier le genre de I’isolat fongique. En effet, I’isolat
sélectionné appartient au genre Aspergillus. Ces moisissures sont caractérisées par un appareil
vegétatif formé de filaments mycéliens de diamétre fin et régulier, septés et ramifiés. Sur les
filaments végétatifs apparaissent des filaments dressés, non cloisonnés qui se terminent par une
vesicule hémisphérique sur laquelle sont disposees les phialides (Vong, 2020). L'identification
moléculaire par extraction d'/ADN génomique et amplification d'/ARN ribosomique 18S a
permis ensuite, d’identifier I'espece MGA. Cette souche a montré une similitude de 100 % avec
Aspergillus fumigatus.

La capacité de la souche A. fumigatus a croitre et a produire de I’hémicellulase a grande échelle
a été inspectée. Pour réussir une production a grande échelle, il est nécessaire d'utiliser les outils
modernes de la biotechnologie et une physiologie de fermentation adaptée (Goyal et al., 2017).
Il est établi que, les meilleurs inducteurs pour la production d'enzymes xylanolytiques chez
Aspergillus spp. sont le xylose, le xylane et les substrats bruts contenant du xylane (Amore et
al., 2013). Ces souches fongiques produisent des métabolites secondaires tels que des acides
organiques et des enzymes (ex. xylanase, cellulase, pectinase, protéase, amylase, etc.)(Ghosh
& Ghosh, 2017; Gupta, 2016). Au cours de la fermentation en Erlenmeyer avec le xylose
comme substrat, I'augmentation subséquente du pH aprés 96 heures de fermentation a été
corrélée avec I'épuisement du substrat dans le milieu. Provoquant une accumulation de déchets

azotés (Lin & Chen, 2004), ce qui a entrainé une augmentation du pH (7.04).

La morphologie des champignons filamenteux en culture liquide est principalement influencée
par les conditions de culture et de la souche utilisée. De nombreuses études ont été menées sur
la fagon dont la morphologie du mycélium affecte la production de biomasse et la sécrétion de
protéines (Cairns et al., 2019; He et al., 2016; Riquelme et al., 2018). Etant donné que ces
micro-organismes ne sont pas unicellulaires mais filamenteux et que les hyphes fongiques se

développent de maniere hétérogene dans les milieux liquides, les champignons filamenteux
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présentent une variété de macromorphologie telle que les pellettes. Ces agrégats mycéliens
interférent avec l'absorption du substrat, provoguent des limitations métaboliques et diminuent
I'efficacité de la production de protéines. Un transfert de masse plus efficace et une qualité et/ou
une quantité de produits plus importante peuvent étre achevés dans les fermentations liquides

si le milieu est complétement homogene.

En effet, de nombreuses études ont décrit les conditions optimales d’agitation afin de réaliser
une homogenéité dans le milieu de culture. Une vitesse d’agitation trés élevée peut causer une
lyse ou un stresse mycélien, des apports de puissance élevés peuvent limiter la capacité et la
productivité volumétrique d'un bioréacteur (Ghobadi et al.,, 2016). Pour chaque culture
immergée, les conditions optimales d'agitation dépendent en partie de la résistance de I'hyphe
aux forces mécaniques (Papagianni et al., 2003). En effet, pour les mycéliums dispersés, chagque
hyphe est atteint par la convection du milieu agité (Nieland et al., 2021). Cependant, les
échanges gazeux dans les macros-pellettes, ainsi que le transport des substrats et des produits
sont perturbés par les pseudo-tissus. Cela peut étre la cause du retard de la consommation de

xylose avec la fermentation menée avec 1’échantillon mycélien récolté a 350 rpm.

Au cours de la fermentation avec le xylane de mais comme substrat en bioréacteur de 2 L, le
champignon a initié la décomposition des oligosaccharides en monomeéres de xylose grace a
I'activité xylane 1,4-p xylosidase. La consommation de xylane de mais était plus rapide que
celle de xylose malgré sa complexité, qui est tres probablement due a I'agitation optimale et au

niveau adéquat d'O> dissous dans le milieu.

En effet, la limitation en oxygene est une cause fréquente de diminution de la production de
produits aerobies telles que les enzymes. Pour contourner cette limitation, Fratebianchi et al.,
(2017) ont contrdlé les effets du débit d'air et de la vitesse d'agitation pour ameliorer la

production de polygalacturonase dans une fermentation submergée par Aspergillus sojae. Et a
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constaté qu'une agitation de 600 rpm et un débit d'air de 1 a 1.7 vvm résolvaient le probléme de
limitation d'oxygene, par conséquent, une production maximale d'enzymes a été atteinte. La
méme étude a rapporté qu'une vitesse d'agitation plus élevée provoque un stress chez les micro-
organismes entrainant une diminution de la production enzymatique. Une réaction
correspondante a été précédemment rapportée concernant la production de protéines
recombinantes par A. niger dans des bioréacteurs en fermentation liquide (Kelly et al., 2004;
Wang et al., 2003). Bandaiphet and Prasertsan, (2006) ont rapporté que I'augmentation du débit
d'air est un meilleur choix que l'augmentation de la vitesse d'agitation afin d'obtenir des valeurs
élevées de kLa et d'éviter le stress des micro-organismes. Une autre étude menée par (Bakri et
al., 2011a) a enregistré une activité maximale de la xylanase a une vitesse d'agitation de 200
rpm et un taux d'aération de 1.0 vvm. Or, & cette vitesse d'agitation, la formation de macro-
pellettes est inévitable. En résumé, dans cette partie de recherche, il a été déduit que les
fermentations effectuées a des vitesses d'agitation plus élevées (supérieure a 350 rpm) et
a des concentrations de conidies plus élevées (1 x 108) de la pré-culture serait plus efficace
dans les fermentations liquides, et on peut citer : une croissance accélérée, une formation
de biomasse réduite, une aération améliorée, une formation de pellettes plus petites et un

temps de fermentation plus court.

Plusieurs industries nécessitent un cocktail d'enzymes plutdt qu'une seule enzyme, car cette
derniere ne fonctionnerait pas aussi bien dans de nombreuses applications, telles que I'nydrolyse
de la biomasse ou le développement de détergents (Naganthran et al., 2017). Des micro-
organismes uniques capables de produire plusieurs enzymes sont nécessaires, ainsi que des
protocoles pour la production simultanée de plusieurs enzymes (Savino et al., 2021). Dans cette
étude, le surnageant du bioréacteur de 2 L, contenait un ensemble d'enzymes qui dégradent
significativement le xylane beechwood et le xylane de mais. Selon l'analyse HPLC, A.

fumigatus a montré un potentiel de production d'enzyme trés élevé, en utilisant I'endo-1,4-p-
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xylanase et la xylane 1,4-Bxylosidase pour libérer le D-xylose du Xxylane beechwood et du

xylane de mais.

La fermentation en milieu solide (FSS) est un procédeé intéressant qui peut, en effet, réduire le
colt de la production d'enzymes (Martau et al., 2021). Les champignons filamenteux sont
particulierement adaptés au FSS (Nighojkar et al. 2019; Lodha et al. 2020). A notre
connaissance, seules quelques données sont disponibles dans la littérature décrivant I'utilisation
d'Alfa comme matiere premiere pour la bioconversion en produits d'intérét. Parmi eux,
Semhaoui et al., (2017) et Zaafouri et al., (2016) ont étudié les procédes de prétraitement
chimique de I'Alfa pour la production de bioéthanol de deuxieme génération. Cependant, il
n'existe actuellement aucune étude portant sur I'Alfa en tant que matiére premiére potentielle
pour la production d'enzymes dans le processus de fermentation solide. L’Alfa a été utilisée
comme substrat directement et sans prétraitement chimique, pour la premiére fois, afin
de produire des enzymes par A. fumigatus. En effet, I'activité xylanase fongique était
détectable deés les premiéres 24 heures d'incubation, puis augmentait rapidement et atteignait
son activité maximale a 120 h (684.64 + 11.39 U/gds), accompagnée d'une importante activité
CMCase (34.08 £ 0.72 U/gds). De nombreuses études sur la production de xylanase et de
cellulase utilisant différents substrats ont montré des rendements différents. Le rendement
maximal en xylanase (496.9 et 648.448 U/gds) a été enregistré aprés 168 heures de fermentation
avec des souches d” A. niger DX -23 et A. fumigatus SK1, respectivement (Ang, 2015; Desai
and lyer, 2020). En revanche, une activité CMCase maximale a été atteinte apres 168 heures
(54.27 U/gds), 24 heures (4.1 U/gds) et 72 heures (8.89 U/gds) de fermentation avec A.
fumigatus SK1, A. unguis et A. niger respectivement (Ang et al.,, 2013; Mrudula &
Murugammal, 2011; Shruthi et al., 2018).

D’autre part, plusieurs études sur la production d'enzymes sous FSS ont révélé que la taille des

particules du substrat influence la croissance microbienne ainsi le transfert de chaleur et de
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masse (Lakshmi et al., 2011; Xin & Geng, 2010; Yeh et al., 2010). En effet, I'influence de la
taille des particules sur la production d'enzymes varie selon le type de substrat et de
microorganisme utilisé dans le proceédé (Antoine et al., 2009). Trichoderma reesei a présenté
un taux maximal de xylanase et de cellulase en utilisant une petite taille de particules de déchets
horticoles (Xin & Geng, 2010). Néanmoins, A. terreus et A. fumigatus ont révélé une production
optimale de xylanase lors de l'utilisation d'une grande taille de particules de fibre de palmier
(Lakshmi et al., 2011). Des particules plus petites du substrat permettent une meilleure
adhérence des microorganismes sur la surface, créant un meilleur environnement pour le
transfert de chaleur et I'échange d'oxygeéne et de dioxyde de carbone entre la surface du substrat
et I'air. Néanmoins, des particules excessivement petites peuvent provoquer une agrégation et
une agglomération du substrat, ce qui peut affecter la respiration microbienne, entrainant une
mauvaise croissance cellulaire et par la suite, une production de métabolites médiocre (Xin &
Geng, 2010). D’autre part, une plus grande taille de particules de substrat fournit une meilleure
aération pour les micro-organismes. En revanche, cela peut entrainer une mauvaise accessibilité
des nutriments qui limite également la croissance microbienne (Lakshmi et al., 2011). Par
conséquent, nous pensons qu'un mélange hétérogéne de particules est le meilleur choix pour
créer un environnement idéal pour la croissance microbienne, en évitant I'agglomération et en

offrant une bonne accessibilité aux nutriments avec une meilleure aération.

La production efficace d'enzymes par les champignons filamenteux nécessite la recherche et
I'optimisation des principaux facteurs d'influence et de leur niveaux, notamment le pH initial
du milieu de culture, I'humidité et la température d'incubation (Azzouz et al., 2021; Desai &
lyer, 2020; Khan et al., 2020; Tai et al., 2019). En effet, I'optimisation statistique de la
fermentation est une approche prometteuse par rapport aux méthodes expérimentales classiques
et s'est avérée étre un outil puissant pour optimiser la production d'enzymes (Dai et al., 2018).

La matrice BBD a été utilisée dans la présente étude pour optimiser les facteurs d'influence.
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Ainsi, nous avons analysé lI'importance des effets de ces facteurs sur la production de xylanase
et de cellulase par A. fumigatus. Dans cette partie de travail, on peut déduire que I'activité de la
xylanase dépend principalement de la température et du temps de fermentation puisque, leurs
effets quadratiques et linéaires sont significatifs. Ces deux facteurs peuvent affecter le
métabolisme responsable de la production de xylanase. Les températures les plus élevees et les
plus basses peuvent entrainer une réduction de la croissance microbienne et de la production
d'enzymes. Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par Azzouz et al. (2020a) Pathania
etal. (2017) et Yegin et al. (2017) ou l'interaction entre le temps d'incubation et la température
a affecté la production de xylanase des souches Aspergillus niger, Rhizopus delemar F2 et
Aspergillus niger BG, respectivement. Fait intéressant, une autre étude de Behnam et al. (2016)
ont révélé que l'interaction entre ces deux facteurs n'a pas été significative pour I'optimisation

de la xylanase par Mucor indicus via FSS.

Les interactions entre la température par rapport au niveau d'humidité et la température par
rapport au pH n'ont pas affecté de maniere significative la production de xylanase. Les mémes
résultats ont été rapportés par Azzouz et al. (2020a) dans leurs derniéres recherches.
Contrairement aux recherches menées Nishio et al. (1979) et Yadav (1988), qui ont rapporté
que les niveaux de température et d'humidité sont considérés comme les principaux facteurs
associés a la production optimale d'enzymes dans le FSS par les champignons. De plus, les
effets de I'interaction entre le pH et la teneur en humidité, le pH et le temps d'incubation, et le
temps d'incubation et la teneur en humidité sur l'activité de la xylanase n'étaient pas
significativement influencés par la réponse. Cela a également été rapporté dans plusieurs études
sur les effets interactifs de ces parametres sur la production de xylanase par divers micro-
organismes (Almeida et al., 2009; Azzouz, Bettache, Boucherba, et al., 2020; Behnam et al.,

2016; Cao et al., 2008).
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Dans cette étude, la température, le temps d'incubation et leur interaction se sont révélé étre les
parametres les plus significatifs affectant la production de xylanase. En revanche, la production
de CMCase était principalement affectée par la température, le temps d'incubation, I'hnumidité
et l'interaction entre I'humidité et le temps d'incubation. Ces résultats sont similaires a ceux
obtenus dans un travail mené par Singhania et al. (2007), dans le but d'améliorer la production
de cellulase par Trichoderma reesei sous FSS, ou le taux d’humidité et le temps d'incubation
étaient les facteurs les plus significatifs. Karmakar et Ray (2011) ont également signalé que
I'interaction entre la température et le pH n'avait aucun d'effet significatif sur la production de
cellulase par Rhizopus oryzea. Contrairement a I'étude précedente, Singh et Kaur (2012) ont
rapporté que l'interaction entre ces deux facteurs était significative lors de I'utilisation de
Bacillus sp. JS14 sous FSS pour optimiser la production de cellulase. Cependant, nos résultats
ne sont pas en accord avec les résultats d'Ortiz et al. (2015), qui ont trouvé que le pH et

I'hnumidité étaient les principales facteurs impliqués dans la production optimale de CMCase.

L'ajustement du modele a été évalué a l'aide des coefficients R?, Adj R? et AAD. Les valeurs
R? sont généralement comprises entre 0 et 1. Une valeur proche de 1 indique un modéle plus
précis. Cependant, I'inclusion d'un grand nombre de variables non-significatifs dans le modeéle
peut conduire & des valeurs R? élevées, provoquant la défaillance du modéle et prédisant de
mauvaises réponses. Le terme adj R? a été introduit pour corriger la valeur R? en fonction de la
taille de I'échantillon et du nombre de termes dans le modéle. Idéalement, la valeur R? ajustée
devrait étre proche de la valeur R?. La grande différence entre R? et R? ajusté implique que le
modeéle comporte un grand nombre de termes non-significatifs (Garai & Kumar, 2013). Le
coefficient de détermination R? de la xylanase (0.94) et de la CMCase (0,80), proche de 1, a
confirmé la validité des deux modeles. Les valeurs du coefficient de détermination ajusté, adj

R?, sont respectivement de 0.94 et 0.57 pour la xylanase et la CMCase. Si le modéle contient
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de nombreux termes et que la taille de I'échantillon est petite, la valeur du adj R? peut étre

significativement inférieure a celle du R? d'origine (Paul et al., 2020).

De plus, une valeur R? plus élevée et une valeur AAD plus faible, ensemble, peuvent prédire
avec plus de précision le véritable comportement du modéle (Bas & Boyaci, 2007). Les valeurs
AAD calculées n'étaient que de 0.13 et 0.12 pour les modéles xylanase et CMCase,
respectivement, et ont été considérées comme suffisantes pour vérifier la pertinence de
I'équation du modele pour décrire la conception expérimentale. De plus, le coefficient de
variation (CV) était une mesure de précision utilisée dans les expériences et s'est averé étre de
0.03 et 6.35 pour la xylanase et la CMCase, respectivement. Une faible valeur de CV prédit la

précision et la fiabilité des expériences (Bas & Boyaci, 2007; Sen & Swaminathan, 2004).

La corrélation entre les valeurs réelles et prédites de I'activité xylanase (figure 34 A) révéle une
corrélation satisfaisante entre ces deux valeurs, avec des points de données situés pres de la
ligne diagonale. Ce modéle est considére hautement efficace avec 97.53 % de probabilité de
pouvoir expliquer les variations mesurées de la réponse. D’autre part, la corrélation entre les
valeurs réelles et prédites de I'activité de la CMCase (figure 34 B), d'autre part, montre les
points distribués autour de la ligne de régression. Ainsi, la production prédite de CMCase se
situe dans les limites des facteurs expérimentaux. Par conséquent, le modeéle est considéré

comme adéquat, avec 80.21 % de chances d'expliquer les variations de réponse observées.

De ce fait, dans cette partie de travail, trois options d'optimisation ont été présentées. Le
premier modele consiste a optimiser la production de xylanase seule en fixant la
température a 30 °C, le pH du milieu a 4.5, en humidifiant I'Alfa a 89.19 % et en
démarrant la fermentation pendant 144 heures. Le seconde modéle consiste a optimiser
la CMCase sous ; 31.61 °C, pH 6 et Alfa humidifiée a 90 % pendant 144 heures. Le

troisieme modéle consiste a optimiser les deux enzymes ensemble sous 30 °C, pH 6 et 90
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% d'humidité pendant 144 heures. Le pourcentage d'erreur entre l'activité enzymatique réelle
et l'activité enzymatique prédite des modeles est de 4.66 %, 6.55 % et 3.67 % pour le premier,
le deuxieme et le troisieme modeéle, respectivement. Ceci est considéré comme tres faible. Par
conséquent, les résultats obtenus a partir des activités réelles de xylanase et de CMCase dans
des conditions expérimentales optimales étaient compatibles avec la production prévue. Cela

indigue que les optimisations effectuées dans cette étude sont tres fiables.

Le plan de Plackett-Burman (PBD) a été utilisé pour étudier I'effet des constituants du milieu
de fermentation sur la production de xylanase par la souche A. fumigatus sous FSS en utilisant
I’ Alfa comme support solide sous les conditions optimisé par le BBD (option 1, tableau 12). Le
diagramme de Pareto des effets normalisés est utilisé afin d’analyser tous les paramétres et
comparer la valeur relative et la signification statistique des effets. En effet, un facteur ayant le
plus grand effet cumulatif sur le systéeme est identifié comme le facteur le moins significatif
(Cui & Zhao, 2012). Dans cette étude, les facteurs les plus significatifs ayant une influence sur
la production de xylanase d’aprés les valeurs du t de Student sont : I'extrait de malt, MgSQOa,
NaNO3, et (NH4)2SO4 (figure 37). D’apres les résultats de 'ANOVA et le diagramme de Pareto,
ces facteurs ont été sélectionnés pour une optimisation de second niveau par CCD. Les autres
facteurs négatifs ont été exclus. Dans I'étude présente, la valeur CV de 0.28 montre une plus
grande fiabilité. De plus, une valeur de R? (0.81) proche de 1 indique que le modeéle est précis

et explique 81.62% de la variabilité de la réponse.

Une conception composite centrale a, ensuite, été utilisée pour trouver les concentrations
optimales des quatre nutriments dans le milieu de fermentation afin de maximiser la production
de xylanase. En effet, I'optimisation de ces facteurs par le CCD a entrainé un rendement
maximal de xylanase de 1556.55 + 28.41 U/gds. Le R? de ce modeéle était de 0.93, ce qui
implique que la variation de 93.33 % de I'échantillon pour la production de xylanase est

attribuée aux variables indépendantes. Une valeur R?> Adj de 0.87 indiquant la qualité de ce
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modele pour la prédiction de la réponse. D'autre part, une valeur AAD de seulement 0.15 est
considérée comme suffisante pour vérifier que I'équation du modele decrit avec précision la

conception expérimentale.

Le but de cette étude d'optimisation était de trouver les conditions qui optimisent l'activité
xylanase. L'objectif a été sélectionné sur la base du maximum afin d'obtenir le rendement en
xylanase le plus élevé. Ceci représente le 4™ modéle d’optimisation dans ce travail de
recherche. Le logiciel a généré les concentrations optimales avec (g/L): 1.03 MgSOas, 3
(NH4)2SO4, 2.87 extrait de malt et 3 NaNOs, qui ont prédit une activité enzymatique
maximale de 1887.40 U/gds. La production de xylanase par A. niger au cours de la
fermentation solide a été étudiée en utilisant de la bagasse de canne a sucre. L’extrait de levure,
CuSO4 et MgSOg se sont avérés significatifs pour la production de xylanase aprés criblage par
PBD (Vimalashanmugam & Viruthagiri, 2013). Les sources de nutriments pour la production
de xylanase par Penicillium sp. ont été criblés et optimisés a l'aide des plans de Plackett-Burman
et de Box-Behnken. Les éléments significatifs sélectionnés avec leurs optimales entre
parenthéses (g/L) sont le son de blé (32.8), I'extrait de levure (1.02), NaNOs (12.71), MgSOQOa4

(0.96) et CaCly (1.04) (Cui & Zhao, 2012).

Dans la présente étude, le test de validation a été effectué en utilisant les concentrations
optimales données par le modele pour une production optimale de xylanase par A. fumigatus.
L'activité enzymatique réelle a été comparée avec l'activité enzymatique prédite. Dans
I'expérience, 1659.41U/gds a été obtenu dans les conditions optimales indiquées. Le
pourcentage d'erreur entre lI'activité enzymatique réelle et l'activité enzymatique prédite est de
13.73 %, ce qui est considéré comme faible. Par conséquent, le résultat obtenu a partir de
I'activité enzymatique réelle dans des conditions optimales pour la production de xylanase était
compatible avec la production prédite. Cela indique que l'optimisation effectuée dans cette

étude est fiable.
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Le rendement en sucre lors de la saccharification de I'Alfa, de la paille de blé, de la paille
d'avoine et du son de blé non traités avec le complexe enzymatique d'A. fumigatus a été comparé
a la saccharification de ces substrats par I’hémicellulase commerciale. Plusieurs chercheurs ont
évalue et discuté la capacité des enzymes de différents organismes a saccharifier la biomasse
lignocellulosique (da Silva et al., 2020; Hammerer et al., 2020; Mondal et al., 2020; @stby et
al., 2020). Contrairement a I'étude réalisée par (Sartori et al., 2015), le complexe enzymatique
a présenté des différences de spécificité pour les différents substrats. La saccharification des
substrats riches en glucides, tels que le son de blé, était plus efficace que la saccharification de
substrats a faible teneur en glucides, tels que la paille de blé. En revanche, le comportement du
complexe enzymatique était similaire dans tous les substrats étudiés lors de la période de
saccharification. Le niveau de saccharification le plus elevé est atteint apres 24 heures. D’autre
part, I'némicellulase commerciale a été plus active pendant les 4 premieres heures d'incubation
et a montré une faible valeur de conversion par rapport au complexe d'A. fumigatus, a
I'exception de la paille de blé. Nous pensons que le complexe enzymatique, en plus de lI'enzyme
xylanase, et contrairement a I'enzyme hémicellulase commerciale, contient d'autres enzymes
hydrolytiques telles que la cellulase et la ligninase. De plus, il a été démontré que les enzymes

commerciales ont divers degrés de spécificité de substrat (Sartori et al., 2015).

Les micro-organismes thermophiles ont une valeur particuliere en tant que sources de produits
intéressants tels que les enzymes thermostables. De nombreux micro-organismes thermophiles
possédent des propriétés qui les rendent adaptés aux applications biotechnologiques et
commerciales. Il existe une forte demande pour une nouvelle génération d'enzymes stables
capables de résister aux conditions difficiles des processus industriels (Mehta et al., 2016). En
effet, les champignons thermophiles possedent une variété d'adaptations physiologiques et
moléculaires aux températures élevées ; notamment les sclérotes épais (Dijksterhuis & Samson,

2007), la synthese de substances protectrices contre divers stress (Jepsen & Jensen, 2004), et la
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synthese d'enzymes avec une stabilité thermique renforcée (Robledo et al., 2016). Tous ces
facteurs se combinent pour rendre les champignons thermophiles biotechnologiquement
désirables (Liu et al., 2017). La recherche et les applications des extrémo-zymes ont gagné en
popularité ces dernieres années. En effet, leur application dans le domaine de biotechnologies,
comme les processus agricoles, chimiques et biomédicaux, ouvre de nouvelles voies pour la
biocatalyse et la biotransformations, ainsi que pour le développement économique et de

nouvelles directions de recherche (Dumorné et al., 2017).

Les conidies les plus résistantes a la chaleur sont celles des espéces d'Aspergillus (Wyatt et al.,
2013). La résistance a la chaleur des conidies est généralement évaluée a des températures
inférieures a 60 °C, étant donné que les conidies de la plupart des espéces ne survivent pas a
cette température plus de quelques minutes (Wyatt et al., 2013). A notre connaissance, les
conidies de la souche A. fumigatus avaient, avec 20.16 min, la valeur D la plus élevée pour
cette espece a 60° C jamais mesureée. Des études sur les conidies d'A. nidulans et d'A. oryzae
ont rapporté que les valeurs de température Iétale (LT) a 50 °C sont respectivement de 10 et 42
min (Fillinger et al., 2001; Sakamoto et al., 2009). Les conidies d'A. niger ont montré un D59
de 3.3 min (Samson & Reenen-Hoekstra, 1988), environ 6 fois plus court que celui d'A.
fumigatus MGA. Une autre étude rapporte que seulement 7% des conidies d'A. fumigatus
survivent apres 15 min de traitement thermique a 60°C lorsque les cultures sont cultivées a
25°C (Hagiwara et al., 2017), ce qui correspond a une valeur D60 de 13 min (Van den brule et
al., 2020), soit presque égal a nos résultats avec des valeurs D65 de 15.26 avec la souche A.

fumigatus MGA.

L'enzyme xylanase produite par A. fumigatus s'est averée stable sur une large gamme de
température de 40 °C a 70 °C avec une activité maximale a 60 °C. Conformeément a nos
conclusions concernant la thermo-stabilité de la xylanase A. fumigatus-MGA. Plusieurs études

ont décrit la thermo stabilite des xylanases produites par des souches fongiques a 50 °C (Bajaj
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& Abbass, 2011; Barbieri et al., 2022; Graciano et al., 2020; Seemakram et al., 2020). Les
xylanases d'Aspergillus terreus et de Streptomyce ssp. se sont montrées stables a 50 °C (
Moreira et al., 2013; Pradeep et al., 2013). Cependant, les xylanases d'A. tubingensis et d'A.
terreus étaient plus actives a 65 °C (Bakri et al., 2011b), tandis qu'A. fumigatus et A. niveus

présentaient des maxima a 60-70 °C (Peixoto-Nogueira et al., 2009).

L'activité enzymatique est fortement influencée par le pH; la fixation du substrat et la catalyse
dépendent de la distribution des charges des molécules de substrat et d'enzyme (Dhaver et al.,
2022). Le pH de la réaction a été ajusté entre 4 et 10 avec différents tampons. Le pH optimal
de la xylanase d’A. fumigatus est de 6. He et al., (2015) a, aussi, rapporte que l'activité xylanase
d’A. oryzae s'est avérée optimale a un pH de 6, tout en restant active a un pH de 4 a 10 et a des
températures inférieures a 70 °C. En effet, un pH de 5.15, une température de 60 °C avec
une concentration en substrat de 1.39 g/L, sont les conditions optimales générees par le
logiciel afin de maximiser I’hydrolyse de la xylanase. Il s'agit du 5°™ modeéle

d’optimisation de cette étude.

Finalement, une étude de rentabilité a confirmé I'efficacité de la production de xylanase par A.
fumigatus avec 1’ Alfa sous fermentation solide; La production d'enzymes avec I’Alfa était 3

fois moins chére qu’avec le xylane commercial.
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5 Conclusion et perspectives

Cette thése s’inscrit dans le contexte de la valorisation des biomasses lignocellulosiques par des
enzymes lignocellulosiques et plus particulierement, I’hémicellulase. En premier lieu, un
criblage a été effectué, directement, sur gélose CMC a partir d'échantillons de sol provenant de
deux foréts et d'une ancienne décharge a Constantine, en Algeérie. 16 isolats microbiens ont été
obtenus et conservés pour les travaux ultérieurs. Tous ces isolats avaient des activités cellulase
et hémicellulase avec des rendements différents. Un seul isolat fongique (MGA) a été
sélectionné et identifié. L'identification moléculaire de MGA a révélé qu'il s'agissait
d'Aspergillus fumigatus ON226990. Il a été conclu de cette partie, que la méthode de criblage
qui a été utilisée, s’est avérée trés efficace en ’appliquant directement sur les échantillons du

sol.

L’¢étude effectuée sur cette souche a révélé sa capacité croitre et a produire de I’hémicellulase
dans un milieu submergé a base de substrat hemicellulosique, et ce, dans des Erlenmeyers de
250 mL, des bioréacteurs de 2 et de 20 L. En outre, cette souche a montré une certaine résistance
face aux cisaillements opérés sous des agitations supérieures a 500 rpm. De plus, durant une
fermentation en bioréacteur de 2 L a base de xylan de mais comme substrat, A. fumigatus a
montré un potentiel de production trés élevé d’hémicellulase. Il est a mettre en exergue, que la

souche sélectionnée pour son activité élevée, est un micro-organisme industriel.

Cependant, le procédé de production tel qu’habituellement utilisé, en 1’occurrence, la
fermentation en milieu liquide, demeure tres couteux a cause du prix élevé de substrat et de la
faible stabilité des enzymes produites. De ce fait, le choix du substrat pour la fermentation
solide a été profondément étudié et discuté dans notre revue scientifique, traitant le potentiel de
plusieurs substrats et déchets lignocellulosiques comme matiere premiére en Algérie. L’Alfa a

été choisie grace a sa concentration élevée de polysaccharides, et son potentiel d’adaptation aux
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climats arides et semi-arides. L’adoption de cultures énergétiques tolérantes a la sécheresse
comme I’Alfa, devrait tre le choix le plus pertinent en termes de durabilité environnementale.
En effet, cette herbe a été utilisée comme substrat directement, sans prétraitement chimique,
afin de produire des enzymes par A. fumigatus. A notre connaissance, I'Alfa n'a jamais été
étudiée comme source potentielle de production d'enzymes. Cette propriété est démontree

pour la premiere fois dans ce travail.

Sur un autre volet, trois modéles mathématiques ont été présentés dans lesquels les
conditions physico-chimiques ; le pH, la température, le degré d’humidité et le temps
d’incubation ont été optimisés pour maximiser la production de xylanase et de CMCase
séparément et simultanément par Box-Behnken design.

En suite, 11 facteurs comprenant des sources d'azote organiques et inorganiques, des sources
de carbone et de phosphore ont été sélectionnées et criblées par la conception plackett-burman
afin d’étudier les effets de ces nutriments sur la production de xylanase. Quatre facteurs
significatifs : extrait de malt, MgSO4, NaNOg, et (NH4).SO4 ont été selectionnés pour une
optimisation de second niveau par la conception Central-Composite. Par conséquent, un
quatrieme modeéle a été présenté pour optimiser les composants du milieu afin de
maximiser la production de xylanase. 1l a été conclu que [I’utilisation de modéles
mathématiques facilitent le choix de facteurs permettant production optimale en enzymes d’une
part, et que ’utilisation de 1’ Alfa comme substrat de fermentation permet a 1’A. fumigatus de

développer une activité enzymatique conséquente.

I1 a été conclu par ailleurs, que I’"activité xylanase produite par A. fumigatus dans les conditions
optimales, était plus efficace que celle des enzymes industrielles. Ce complexe enzymatique a,
également, démontré son efficacit¢ dans la saccharification de plusieurs substrats
lignocellulosiques naturels, notamment, I'Alfa, la paille de blé, la paille d'avoine et le son de

blé, par rapport a la saccharification de ces substrats par I'némicellulase commerciale.
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Finalement, une étude codt-efficacité a confirmé I'efficience de la production de xylanase par
A. fumigatus; la production d'enzymes avec I’ Alfa était 3 fois moins chére qu’avec le xylane

commercial.
En termes de cette recherche, de nombreuses perspectives émergent:

- L’extrapolation de la stratégie de production denzymes a partir d Alfa dans des
bioréacteurs ; les parametres de culture devront étre définis en se basant sur les
conditions optimisées des cultures en Erlenmeyer obtenues dans cette étude.

- Approfondir I’étude des mécanismes biochimiques, moléculaires et physiologiques
impliqués dans la dégradation des polymeres de la matiere lignocellulosiques

- Utilisation des techniques méta-génomiques pour identifier les génes qui codent pour
les enzymes étudiées en vue de les utiliser dans autres systémes microbiens facilement

cultivables.
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6 Abstract

The main objective of this work is to search for microorganisms capable of degrading lignocellulosic
biomass by lignocellulosic enzymes and more particularly, hemicellulase. The exploration of soil
samples from two forests and a former landfill in Constantine (Algeria), resulted in the selection of 16
microbial isolates. A single mold isolate (MGA) was selected for its high cellulase and hemicellulase
activity. Molecular identification of MGA revealed it to be Aspergillus fumigatus ON226990. The
selected strain was subsequently subjected to a scaling-up study to test its ability to grow and produce
hemicellulase on a large scale. A. fumigatus showed an ability to grow in a liquid medium based on
xylose as substrate, in 250 mL Erlenmeyer flasks, 2 and 20 liter bioreactors. In addition, three shaking
speeds: 350, 500 and 650 rpm were tested in the 2 L bioreactor in order to follow the impact of the shear
effect on the morphology of A. fumigatus. Indeed, this strain showed a certain "robustness” to the shear
that can occur on an industrial scale; by increasing the agitation speed to 500 rpm, the mold forms free
micro-pellets ensuring a good homogeneity in the culture medium. On the other hand, at agitation speeds
lower than 300 rpm, the mycelium develops as macro-pellets. Furthermore, according to HPLC
analyses, A. fumigatus showed a very high potential for production of endo-1,4-B-xylanase and xylan
1,4-B xylosidase during using corn xylan as substrate in a 2-L bioreactor fermentation. The production
process in liquid medium, remains very expensive because of the high price of pure substrate. Therefore,
the interest is redirected to the valorization of Stipa tenacissima (Alfa) as raw material for the production
of hemicellulase by A. fumigatus. It is important to emphasize that this work is the first to have exploited
Alfa as a raw material for the production of enzymes without pretreatment by A. fumigatus. For this
purpose, the polymers of dried and ground esparto samples were analyzed by chemical methods (strong
and dilute acid). Indeed, the results obtained by HPLC analysis show that this herb is mainly composed
of 46-44% of cellulose and 12.5-13.33% of hemicellulose. On another aspect, experiments were
statistically planned with the Box-Behnken design to optimize the production of xylanase and cellulase
by A. fumigatus, using Alfa as the only carbon source, where the inputs are; pH, temperature, humidity
and incubation time. The optimal conditions established by the response surface method for maximum
xylanase production (841.78 U/gds) are: pH; 4.5, temperature; 30 °C, humidity; 89.19% and a
fermentation time of 144 h, and for maximum cellulase production (74.41 U/gds): pH; 6, temperature;
31.61 °C, humidity; 90% for 144 h incubation. Subsequently, 11 factors, including organic and inorganic
nitrogen sources, carbon and phosphorus sources, were screened using the Plackett-Burman design to
investigate their influence on xylanase production. Malt extract, MgSQO4, NaNO; and (NH4).SO. were
selected for further optimization using the Central-Composite design. The maximum Xxylanase
production under the optimized conditions is 1659.41 U/gds, which represents a nearly 3-fold increase
over the first xylanase production before optimization. Furthermore, the enzyme activity produced by
A. fumigatus under the optimized conditions, is more efficient than that of commercial enzymes. This
enzyme complex also showed its efficiency in the saccharification of Alfa, wheat straw, oat straw and
wheat bran, compared to the saccharification of these substrates by commercial hemicellulase. A
saccharification rate of 35.82% was observed with wheat bran, oat straw (25.91%), Alfa (21.29%) and
wheat straw (2.29%) after 24 h of incubation. Finally, a cost-effectiveness study confirmed the value of
xylanase production by A. fumigatus; enzyme production with Alfa is 3 times cheaper than with pure
commercial xylan.

Keywords: Aspergillus fumigatus, Alfa, solid state fermentation Box Behnken design, lignocellulosic biomass,
Central-Composite design, hemicellulase, hemicellulose, Plackett-Burman design, valorization.
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ANNEXE

9 Annexe

9.1 Milieux de culture

Milieux minimal CMC (en g/L)

e CMC:10

e NaNO3:1.2

o KH2PO4:3

o KyHPOs:6

e MQgSO. 7TH.0: 0.2

e CaCl>:0.05

e MnSO4.7H20 : 0.01
e 2ZnS04.7H20 : 0.001
e pH7

Stérilisation 20 min a 120 °C
Milieu minimal modifié (en g/L)

e Peptone: 0.1

e NaNO3:1.2

e KH2PO4:3

e Ky;HPOs:6

e MgSO 7H.0:0.2

e CaCl2:0.05

e MnSO4 7H20 : 0.01
e 2ZnS0O4 7H20 : 0.001
e tween80:0.1 mL

Milieu 863 (en g/L)

e Glucose: 10
e Extrait de levure : 10
e Peptone: 10

Milieu PDA

Extrait de pomme de terre : 1000 mL
Dextrose : 20g

Agar 15¢

Extrait de pomme de terre : laver et couper 200g de pommes de terre non épluchées. Les
mettre dans un litre d’eau distillée et faire bouillir pendant une heure. Ecraser, filtrer et
compléter un litre.
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9.2 Réactifs et colorant

Rouge de Congo (100 mL)

e 3gdeRouge Congo
e 98 mL distillée
e 2 mL d'ammoniaque

Réactif DNS selon Coughlan & Moloney (Moloney et al., 1985) en g/L

e Acide dinitrosalicylique (DNS) : 10
e NaOH 0.5 N: 800 ml
e Sodium potassium tartrate (sel de Rochelle) : 300

Filtrer le mélange a I'aide d'un filtre en papier et compléter le volume a 1000 mL avec de I'eau
distillée.

Conserver dans une bouteille en verre foncé a une température inférieure a 20 °C.

Solution substrat xylan/CMC (en g/L de tampon phosphate)

1 g de Na-CMC/xylane beech wood est dissous a froid dans 100 mL de tampon phosphate 50
mM (pH 7.0).

Tampon phosphate 50mM, pH 7,0

Dans un bécher contenant 800 ml d’eau distillée, on ajoute
Disodium phosphate Na,HPO4+7H20 : 7.744 g.
Monosodium phosphate NaH2PO4+H-0 : 2.913 g.

Ajuster le pH & 7 en utilisant HCI ou NaOH.

Ajouter de I'eau distillée jusqu'a 1 L.

Tampon phosphate 0,1 M, pH 5,5 (en g/L)
Monopotassium phosphate KH2PO4 :12.9 g
Monosodium phosphate Na;HPO4 : 0.63 ¢
Azoture de sodium NaNsz:0.5 ¢

Tampon acetate 0.1M pH4
Dans un bécher contenant 80 ml d’eau distillée, on ajoute

Sodium acetate C2HsNaO- : 0.186 g.
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Acide acétique CHsCOOH : 0.464 g.
Ajuster le pH a 4 en utilisant 10N HCL.

Ajouter de I'eau distillée jusqu'a 100ml.

Tampon Glycine-NAOH pH 10

Dans un bécher contenant 80 ml d’eau distillée, on ajoute
Glycine C.HsNO:: 601 mg

Sodium hydroxide NaOH : 205 mg

Ajuster le pH a 10 en utilisant des pastilles de NaOH

Ajouter de I'eau distillée jusqu'a 100 mL.
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9.3 Méthode de détermination de I’activité enzymatique « dosage au DNS »

e Mélange réactionnel

Un volume de 100 pL du contrdle enzymatique, de solution standard ou d'échantillon est
mélangé avec 900 pL de substrat suivi d'une incubation a 50°C pendant 5 min. La réaction
enzymatique est stoppée avec 1,5 ml de DNS et incubée a 100°C pendant 5 min. Les
échantillons sont refroidis pendant 20 min et mesurés par spectrophotometre a 540

nm.L'exposition des échantillons a la lumiére vive devrait étre évitée a toutes les étapes.

e Courbes d’étalonnages

Courbe étalonnage de la xylose pour ’activité xylanase

[xylose] g/I
2,5
T 2 y =1,1493x - 0,0291
c R2=0,998 .-’
o Leo®
3 15 L
2 S
81 -
S @
2 .
205
.
.@
0 o®
0 0,5 1 1,5 2

Concentration du xylose mg/ml

Courbe étalonnage du glucose pour P’activité cellulase

[glucose] g/l

2,5

5 y =1,3593x - 0,0065
= R?=0,9996,.**"
Sis b o
b I I I RN RS
0 @
g 1 "
& e
o
5 0,5 L
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Les valeurs d'absorbance mesurées sont converties en équivalents xylose ou glucose selon la
courbe standard. Les courbes d’étalonnages sont basées sur la xylose ou le glucose, selon les
mesures enzymatiques a effectuer. Les étalons de références de xylose/glucose couvrent la
plage de 0.066 a 2 mg/mL et au moins 8 points ont été considérés. La ligne résultante correspond

aux mesures avec un R? qui doit étre supérieur a 0,99.

La relation linéaire entre I’absorbance et la quantité de sucres des solutions étalons permet

d’établir une relation mathématique liant ces deux valeurs.

e Mesure de I’activité enzymatique

L’activité enzymatique est calculée comme suit (Bailey et al., 1992; Miller, 1959) :

mg de glucose libéré
masse molaire du substrat

Volume de l' échantillonxTemps de réaction

Activité enzymatique U/mL =

Remarque : 1 unité (U) est la quantité d'enzyme qui catalyse la réaction de 1 umoL de
substrat/ minute.
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Résumé : L'objectif majeur de ce travail est de rechercher des microorganismes capables de dégrader la biomasse
lignocellulosiqgue en vue de sa valorisation par des enzymes lignocellulosiques et plus particulierement,
I'némicellulase. L’exploration des échantillons du sol en provenance de deux foréts et d'une ancienne décharge a
Constantine (Algérie), a abouti a la sélection de 16 isolats microbiens. Un seul isolat de moisissure (MGA) est
sélectionné pour sa forte activité cellulasique et hémicellulasique. L'identification moléculaire de MGA a révélé qu'il
s'agissait d'Aspergillus fumigatus ON226990. La souche sélectionnée a, par la suite, fait 1’objet d’une étude en
scaling-up afin de tester sa capacité a croitre et a produire de I’hémicellulase a grande échelle. A. fumigatus a montré
une aptitude a se développer dans un milieu liquide a base de xylose comme substrat, dans des Erlenmeyers de 250
mL, des bioréacteurs de 2 et de 20 litres. De plus, trois vitesses d’agitations : 350, 500 et 650 rpm ont été testées
dans le bioréacteur de 2 L afin de suivre I’impact de I’effet du cisaillement sur la morphologie d’A. fumigatus. En
effet, cette souche a présenté une certaine « robustesse » face au cisaillement susceptible d’apparaitre a
I’échelle industrielle ; en augmentant la vitesse d’agitation a 500 rpm, la moisissure forme des micros-pellettes libres
assurant une bonne homogénéité dans le milieu de culture. En revanche, a des vitesses d’agitation inférieures a 300
rpm, le mycélium se développe sous forme de macro-pellettes. De plus, selon les analyses HPLC, A. fumigatus a
montré un potentiel de production tres élevé d'endo-1,4-B-xylanase et de xylane 1,4-B xylosidase, et ce, durant une
fermentation en bioréacteur de 2 L a base de xylan de mais comme substrat. Le procédé de production en milieu
liquide, demeure trés couteux a cause du prix élevé du substrat pur. De ce fait, I’intérét est réorienté vers la
valorisation de Stipa tenacissima (Alfa) comme matiére premiére pour la production de 1’hemicellulase par A.
fumigatus. Il est important de mettre en exergue, que ce travail est le premier a avoir exploité I’Alfa comme
matiére premiére pour la production d’enzymes sans prétraitement chimique par A. fumigatus. Pour ce faire,
les polymeres des échantillons d’Alfa ont été analysés par des méthodes chimiques (acide fort et acide dilué). En
effet, les résultats obtenus par analyse HPLC montrent que cette herbe est, principalement, composée de 46-44% de
cellulose et de 12.5-13.33% d'hémicellulose. Sur un autre volet, des expériences ont été planifiées statistiquement
avec la conception Box-Behnken pour optimiser la production de xylanase et de cellulase par A. fumigatus, en
utilisant I'Alfa comme seule source de carbone, ou les entrants sont ; le pH, la température, I’humidité et le temps
d'incubation. Les conditions optimales établies par la méthode de surface de réponse pour une production maximale
de xylanase (841,78 U/gds) sont : pH ; 4.5, température ; 30 °C, humidité ; 89,19 % et une durée de fermentation de
144h, et pour une production maximale de cellulase (74,41 U/gds): pH ; 6, température ; 31,61 °C, humidité ; 90 %
pendant 144 h d'incubation. Par la suite, 11 facteurs, incluant des sources d'azote organique et inorganique, des
sources de carbone et de phosphore, ont été criblés en utilisant le plan Plackett-Burman afin d’étudier leur influence
sur la production de xylanase. L'extrait de malt, le MgSO., le NaNOs et le (NH4)2SO. ont été sélectionnés pour une
optimisation supplémentaire a I'aide du plan Central-Composite. La production maximale de xylanase dans les
conditions optimisées est de 1659,41 U/gds, ce qui représente une augmentation de prés de 3 fois par rapport
a la premiére production de xylanase avant ’optimisation. De plus, l'activité enzymatique produite par A.
fumigatus dans les conditions optimales, est plus efficace que celle des enzymes commerciales. Ce complexe
enzymatique a également montré son efficacité dans la saccharification de I'Alfa, la paille de blé, la paille d'avoine
et le son de blé, par rapport & la saccharification de ces substrats par I'némicellulase commerciale. Un taux de
saccharification de 35,82 % a été observé avec le son de blé, la paille d'avoine (25,91 %), I'Alfa (21,29 %) et la paille
de blé (2,29 %) aprés 24 h d'incubation. Finalement, une étude codt-efficacité a confirmé l'intérét de la production
de xylanase par A. fumigatus; la production d'enzymes avec 1’Alfa est 3 fois moins chére qu’avec le xylane
commercial pur.

Mots clé : Aspergillus fumigatus, I’ Alfa, fermentation a 1’état solide Box Behnken design, biomasse lignocellulosique, Central-
Composite design, hémicellulase, hémicellulose, Plackett-Burman design, valorisation.
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