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Résumé 

L'objectif visé lors de cette étude, cible l‘isolement, l‘identification, l‘optimisation, et la caractérisation 

des champignons producteurs d‘enzymes hydrolytiques. Les quarante champignons isolés d'un sol riche 

en matière organique ont été criblés pour la production d'enzymes extracellulaires. Ils ont été sélectionnés 

sur la base de leur potentiel hydrolytique de la cellulose, du xylane, de l'amidon, de la caséine et des 

plumes de poulet. L‘ordre des activités enzymatiques avec pourcentage pour les microorganismes isolés 

est : cellulolytique > xylanolytique > amylolytique > protéolytique > kératinolytique. Les souches dont 

leurs résultats était positif lors du premier criblage ont été testées sur milieu liquide et ont été évaluées 

quantitativement. Les activités les plus élevées de CMCase (5,10 UI/ml) et de xylanase (98,25 UI/ml) ont 

été obtenues à partir de Trichoderma sp. Mtr6. Pour l'amylase, l'activité maximale (44,67 UI/ml) a été 

enregistrée par l'Aspergillus sp. BAS2. Penicillium sp. Bpn3 a montré une activité protéasique de 3,80 

UI/ml. Penicillium sp. BAS3 est la plus productrice de kératinase avec (2,18 UI/ml). Après le criblage, La 

CMCase a été privilégiée pour compléter ce travail, et cela par les isolats les plus performants à savoir :  

Mtr6, BAS1 et BbV1. Ils ont été identifiés comme T. afroharzianum, A. foetidus. et S. kiliense  

respectivement. Les résultats de l'étude OFAT ont révélé que le temps d'incubation, l'humidité, la 

température et la taille de l'inoculum ont significativement influencé la production d'endoglucanase, 

l'optimum de ces paramètres sont respectivement : (6 jours, 90%, 24°C, 10
7
 spores/g), (7 jours, 90%, 

28°C et 10
7
 spores/g), (8 jours, 90%, 26°C et 10

5
 spores/g). Le plan de Box Benckhen a été utilisé pour 

améliorer la production d'endoglucanase de S kiliense. BbV1 en étudiant l'effet d'interaction entre les 

paramètres sélectionnés (temps d'incubation, humidité, température, et taille de l'inoculum). La validation 

du modèle RSM par la souche S. kiliense a permis d'obtenir une activité maximale de 15,03U/gds avec 

:10 jours,60%,24°C et 1,9 105sp/g respectivement L‘activité optimale de CMCase semi purifiée en 

utilisant l‘ultrafiltration pour les trois souches est observé à 60°C et pH 4,8 pour les deux souches : T 

afroharzianum. Mtr6 et A foetidus. BAS1 et un optimum d‘activité de S kiliense BbV1 à 40°C et pH 5. 

Pour T afroharzianum, les ions FeSO4 et Ag2SO4 augmentent l‘activité 114,32% et 100, 39% 

respectivement. La présence de l‘ion FeSO4 stimule l‘activité avec 111,57% par A foetidus.BAS1 et 

l‘addition d‘AgSO4 augmente l‘activité avec (107,11%) par S kiliense BbV1, tandis que l'effet de l'EDTA 

pour ces deux souches (65,09%) et (33,61%) respectivement inhibe la CMCase. La thermostabilité 

révélée stable pendant (165,90,270 min) pour les souches Mtr6, BAS1et BbV1 respectivement. 

L‘endoglucanase possède plus d‘affinité pour le CMC (carboxymethyl cellulose) avec une activité de 

100% pour les trois souches.  

Mots clés : Box Benckhen, caractérisation, criblage, enzymes hydrolytiques, fermentation solide, 

Sarocladium kiliense.  

    

 

 

 



 

 

 

Abstract 

The objective of this study is to isolate, identify, optimize and characterize hydrolytic enzyme producing 

fungi. The forty fungi isolated from a soil rich in organic matter were screened for the production of 

extracellular enzymes. They were selected on the basis of their hydrolytic potential of cellulose, xylan, 

starch, casein and chicken feathers. The order of enzyme activities with percentage for the isolated 

microorganisms is: cellulolytic > xylanolytic > amylolytic > proteolytic > keratinolytic. Strains that were 

positive in the first screening were tested on liquid medium and quantitatively evaluated. The highest 

activities of CMCase (5.10 IU/ml) and xylanase (98.25 IU/ml) were obtained from Trichoderma sp. Mtr6. 

For amylase, the maximum activity (44.67 IU/ml) was recorded by Aspergillus sp. BAS2. Penicillium sp. 

Bpn3 showed a protease activity of 3.80 IU/ml. Penicillium sp. BAS3 is the most keratinase producer 

with (2.18 IU/ml). After screening, CMCase was preferred to complete this work, and this by the best 

performing isolates namely:  Mtr6, BAS1 and BbV1. They were identified as T. afroharzianum, A. 

foetidus. and S. kiliense respectively. The results of the OFAT study revealed that incubation time, 

humidity, temperature and inoculum size significantly influenced the production of endoglucanase, the 

optimum of these parameters are respectively: (6 days, 90%, 24°C, 107 spores/g), (7 days, 90%, 28°C and 

107 spores/g), (8 days, 90%, 26°C and 105 spores/g). The Box Benckhen design was used to improve the 

endoglucanase production of S kiliense. BbV1 by studying the interaction effect between the selected 

parameters (incubation time, humidity, temperature, and inoculum size). Validation of the RSM model 

with the S. kiliense strain resulted in a maximum activity of 15.03U/gds with:10 days,60%,24°C and 1.9 

105sp/g respectively. The optimal activity of semi-purified CMCase using ultrafiltration for the three 

strains is observed at 60°C and pH 4.8 for both strains: T afroharzianum. Mtr6 and A foetidus. For T 

afroharzianum, FeSO4 and Ag2SO4 ions increase the activity 114.32% and 100.39% respectively. The 

presence of FeSO4 ion stimulates the activity with 111.57% by A foetidus.BAS1 and the addition of 

AgSO4 increases the activity with (107.11%) by S kiliense BbV1, while the effect of EDTA for these two 

strains (65.09%) and (33.61%) respectively inhibits the CMCase. Thermostability was found to be stable 

for (165,90,270 min) for Mtr6, BAS1 and BbV1 strains respectively. Endoglucanase has more affinity for 

CMC (carboxymethyl cellulose) with 100% activity for all three strains.  

Key words: Box Benckhen, characterization, hydrolytic enzymes, Sarocladium kiliense, screening, solid 

fermentation. 

  



 

 

 

 ملخص

بببي ـبببم نَعبببي  يزًٕابببه يعُٕابببه يبببٍ نَخ ًبببيط طنع هبببم طنًبببي م  بببي   طندهوبببه طنًفوببب    فً ط يٓ تهعبببل طنفات بببيط طندواوبببه ًٔ ف

 نهعابوقيط طنصُياوه طنٕطسعه.

تببببى ـ بببب  . طن  طسببببه ْببببٕ اببببخل طنفات ببببيط طنًُعزببببه ناَببببخ ى طنًببببي م ٔت   بببب ْي ٔت  ببببوُٓي ٔتٕ ببببوفٓيطنٓبببب ؾ يببببٍ ْبببب ِ 

تبببى ط عوبببي ْى اهببب  أسببببي  . يعخٔنبببه يببببٍ تتببببه ؼُوبببه ببببينًٕطً طنعاببببٕ ه لَعبببي  نَخ ًبببيط  بببي   طندهوببببه طأ بعبببوٍ ـابببت

أظٓبببتط طن بببمعط طنًعخٔنبببه .  نيكيَبببيط طنع هبببم طنًبببي م نببب  ٓى يبببٍ طن بببهوهٕء، طنكخ هبببٕء، طنُجبببي ، طنكبببيء ٍ ٔ  ببب  طنببب  ي

( ٪12)، طنبتٔتوبببببببيء (٪16)، طعيبببببببومء (٪28)، طنكخ مَبببببببيء (٪35)طن بببببببهوٕعء : ـعينوبببببببه نَخ ًوبببببببه يصبببببببُفه  ينعبببببببينم

 ًَت سمعط تُعج ي عٕ يط اينوه يٍ ْ ِ طلَخ ًيط ـم طنعدًوت (. ٪9)طنكوتطتوُيء بُ به 

ٔطنكخ مَببيء   ( يببم/ ٔحبب   ًٔنوببه  5.10)بقوًببه  نَبب ٔ هٕ يَيءتببى طن صببٕل اهبب  أاهبب  َجببي   ، ًوفببي ٔبعقووًٓببيطنًؽًببٕ  

، بينُ ببببه نلايبببومء تبببى ت بببزوم أيصببب  َجبببي  نَبببخ ى Mtr6.Trichoderma sp يبببٍ سبببمنه( يبببم/ ٔحببب   ًٔنوبببه  98.25)

أظٓبببببت َجبببببي   Aspergillus sp. BAS2 ٔBpn3 .Penicillium spبٕطسببببباه ( يبببببم/ ٔحببببب   ًٔنوبببببه  44.67)

 2.18)ـٓبببٕأ ات طن بببمعط نَعي بببي نهكوتطتوُبببيء    BAS3. Penicillium spأيبببي ( يبببم/ ٔحببب   ًٔنوبببه  3.80)بتٔتوبببيء 

نًخ ببب  يبببٍ طنعًبببم بٕطسببباه طنعبببخعط  (CMCase)بعببب  طنف ببب ، تبببى ط عوبببي  َجبببي  نَببب ٔ هٕ يَيء (. يبببم/ ٔحببب   ًٔنوبببه 

Mtr6 ٔBAS1 ٔBbV1   ٔطنعببببم أظٓببببتط نَعببببيCMCase اهبببب  أسببببي  طنععت ببببؿ طنًٕ ـٕنببببٕ م ٔطنزخ  ببببم، . اببببينم

 .Trichoderma afroharzianum. Mtr6  ،Aspergilus foetidusتببببى ت   بببب  ْبببب ِ طنعببببخعط اهبببب  أَٓببببي 

BAS1  ٔSarocladium kiliense. BbV1 أظٓببببتط َعببببي ج ً طسببببه . اهبببب  طنعببببٕطنمOFAT  أٌ يبببب   طن اببببيَه

وببت اهبب  نَعببي  نَبب ٔ هٕ يَيء، ٔأـاببم ْبب ِ طنًعهًببيط ْببم اهبب  ٔطنت ٕبببه ًٔ  ببه طن ببتط   ٔحزببى طنهقببيل أبببتط بجببكم  ب

10 ً  ببببه ي ٕ ببببه، 24 ٪،90أ ببببيو،  6: )طنعببببٕطنم
7

10ً  ببببه ي ٕ ببببه ٔ 28 ٪،90 أ ببببيو، 7) ،(غ/  ببببتطبوى  
7

 ،(غ/  ببببتطبوى  

10ً  بببببه ي ٕ بببببه ٔ 26 ٪،90 أ بببببيو، 8)
5

نع  بببببوٍ نَعبببببي   Box Benckhenتبببببى طسبببببعد طو تصبببببًوى (. غ/  بببببتطبوى  

يبببٍ  بببمل ً طسبببه تببب بوت طنعفيابببم ببببوٍ طنًعهًبببيط طنً ببب ً   Sarocladium kiliense. BbV1 نه بببمنه نَببب ٔ هٕ يَيء

تبببى طن صبببٕل اهببب  طنفعينوبببه طنًاهببب  نمَببب ٔؼهٕ يَوخ (. ٔيبببت طن ابببيَه ، ٔطنت ٕببببه ، ًٔ  بببه طن بببتط   ، ٔحزبببى طنهقبببيل)

×  1.9ٔ ً  بببه ي ٕ بببه، 24ٕببببه، ٪   60أ بببيو يبببٍ طنعدًبببت،  10:  بببتطو ت بببت طنلبببتٔؾ طنعينوبببه/ ٔحببب    15.03طنبينؽبببه 

10
5

 Trichoderma afroharzianum. Mtr6  ٔAspergillusتًببببت تُقوببببه طلَبببب ٔ هٕ يَوخ يببببٍ  .غ/   ببببتطبوى 

foetidus. BAS1 ٔ. BbV1 Sarocladium kiliense  خ وفبببي بيسبببعد طو طنعتفبببو، طنفبببي لأ ، طنُجبببي  ط َخ ًبببم 

 Trichoderma: نكبببم طن بببمنعوٍ 4.8ً  بببه ي ٕ بببه ًٔ  بببه طن ًٕ بببه  60ط يابببم نمَببب ٔؼهٕ يَيء فببببّ طنًُقببب  اُببب  

afroharzianum. Mtr6 ٔAspergillus foetidus.BAS1  ٔطنُجببببببي  ط ياببببببم ن ببببببمنهSarocladium 

kiliense. BbV1   بينُ ببببببببه نه بببببببمنه . 5ً  بببببببه ي ٕ بببببببه ًٔ  بببببببه طن ًٕ بببببببه  40اُبببببببTrichoderma 

afroharzianum تخ بببببب  أ َٕببببببيط ،FeSo4  ٔAg2SO4  يببببببٍ َجببببببي  طَبببببب ٔؼهٕ يَيء، حوبببببب  تبهببببببػ ط َجبببببباه طنُ بببببببوه

َجبببببي  نَببببب ٔ هٕ يَيء يبببببغ َجبببببي  َ ببببببم  بهبببببػ  FeSo4  فبببببخ ٔ بببببًٕ أ بببببٌٕ . ٪ اهببببب  طنعبببببٕطنم٪100.39 ٔ 114.32

 خ بببب  يببببٍ َجببببي  طَبببب ٔؼهٕ يَيء طنُ بببببم  AgSo4 ٔن ببببيـه Aspergillus foetidus .BAS1٪ بٕطسبببباه 111.57

أٔ  CMCaseَجبببببي   EDTA، بوًُبببببي  ابببببب    Sarocladium kiliense. BbV1بٕطسببببباه سبببببمنه ( 107.11٪)

 165ٔ بببب  أٌ طنابببببيط طن ببببتط   بيبببببت نًبببب   . اهبببب  طنعببببٕطنم( ٪33.61)ٔ ( ٪65.09)نَبببب ٔ هٕ يَيء نٓببببيتوٍ طن ببببمنعوٍ 

 Trichoderma 4.8ً  ببببببه ي ٕ ببببببه ًٔ  ببببببه طن ًٕ ببببببه طنًاهبببببب   60ًيوقببببببه اهبببببب  طنعببببببٕطنم اُبببببب   90ًيوقببببببه ٔ

afroharzianum .Mtr6  ٔAspergillus foetidus. BAS1  ٔ270   بببببه ي ٕ بببببه ًٔ  بببببه  40ًيوقبببببه اُببببب  ً

يبببغ َجبببي  َ ببببم  CMC ًعهبببن نَببب ٔؼهٕ يَيء تقي بفبببي أ ببببت يبببغ . Sarocladium kiliense. BbV1نببب   5طن ًٕ بببه 

 .٪ نه معط طنامبه  100بُ به 

، طنعٕ وؿ  Box Benckhen طنعدًت طنصهل،   ، Sarocladium kilense ،طَعقي   , : طلَخ ًيط طنًع ههه الكلمات المفتاحية 

   بينًي 
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INTRODUCTION  

 Au cours de la dernière décennie, le prix du marché du pétrole brut a chuté de manière 

drastique ce qui a gravement affecté l'économie algérienne quelle est très dépendante du marché 

des combustibles fossiles où 93,6% de ses exportations sont principalement constituées de 

pétrole et de gaz naturel (Bouraiou et al., 2020). La croissance de la population mondiale et les 

activités économiques conduit à une augmentation de la demande en énergie dans les prochaines 

décennies. Le réchauffement de la planète et la pollution de l'environnement sont exclusivement 

le résultat de l'utilisation des ressources énergétiques conventionnelles, comme le pétrole, le gaz 

naturel et le charbon, qui sont les sources principales d'émissions de gaz à effet de serre (Akbi et 

al., 2017 ; Bouraiou et al., 2020). D‘autre part l'accumulation des déchets solides municipaux 

devient un problème grave dans tous les pays en développement (Al-Khatib et al., 2015), et 

l'inadéquation de traitement de ces déchets provoque une grave menace pour l'environnement 

(He, 2012). Sur cette base, la transition vers l'exploitation des énergies renouvelables est 

devenue un objectif indispensable pour le gouvernement Algérien. En raison de cette 

problématique, l'Algérie doit envisager de passer à l'économie verte qui est la solution pour 

répondre aux besoins énergétiques futurs et réduire en même temps les risques liés à 

l'environnement (Bouraiou et al., 2020). Il existe d'énormes possibilités à explorer et de 

nouveaux systèmes à découvrir pour convertir les bioressources les plus abondantes en produits 

verts à valeur ajoutée utiles pour divers aspects et industries (Thapa et al., 2020).  

 Cependant les champignons en général sont des microorganismes bien caractérisés en 

raison de leur capacité à produire une large gamme d'enzymes pour digérer des matériaux 

complexes dans l'environnement en produits de dégradation solubilisés qui peuvent être absorbés 

par les hyphes et utilisés comme nutriments pour survivre (Webster et Weber, 2007). Les 

champignons filamenteux particulièrement jouent un rôle important dans la production de toute 

une gamme d'enzymes hydrolytiques extracellulaires utiles pour de vastes applications 

industrielles (Shruthi et al, 2020). En outre la panoplie enzymatique de ces champignons est 

extrêmement riche et leur permet d‘utiliser les substrats les plus complexes plus efficacement 

que les bactéries ; tel que la cellulose, la lignine, la kératine, les acides humiques etc… (Davet et 

Rouxel, 1997) pour produire un grand nombre d'enzymes tel que cellulases, xylanases, 

chitinases, amylases, protéases, et autres (Braaksma et al., 2010). Parmi ces enzymes d‘intérêt 

industriel, il existe des cellulases qui ont fait l'objet de recherches intensives en tant que stratégie 

compétitive pour la déconstruction rentable de matériaux cellulosiques largement disponibles. 

L'amélioration du traitement de la cellulose est un objectif important, qui implique l'exploitation 
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de biocatalyseurs nouveaux ou améliorés, avec des modes opératoires adaptés et une 

méthodologie de biotraitement optimisée (Bala et Singh 2019 ; Bugg et al. 2020).  

 Le marché mondial de l'enzyme cellulase est d'environ 1500 millions de dollars US en 

2019, qui devrait atteindre 2320 millions de dollars US en 2024 (Thapa et al., 2020). Il s'agit du 

troisième plus grand produit enzymatique industriel au monde, en volume de dollars (Singhania 

et al., 2010), et représente environ 20% du marché total des enzymes dans le monde mais 

deviendra certainement l'enzyme industrielle la plus importante en volume lors de son utilisation 

pour la conversion de la biomasse en biocarburants (Wilson,2009). La forte demande de 

cellulase contribue à ses principales applications dans les industries alimentaire, du carburant, du 

textile, de la pâte à papier et du papier (Singhania et al., 2010 ; Bhat 2000 ; Bano et al. 2019). 

En outre, la cellulase est un complexe multi enzyme à trois composants : Exoglucanase, en-

doglucanase (CMCase) et b-glucosidase (BGL) qui agissent en synergie lors de l'hydrurolyse de 

la biomasse lignocellulosique (Saini et al. 2015 ; Bajaj et Mahajan 2019). Le sol est un puits 

majeur de cellulose, où il se présente sous la forme de biomasse végétale morte en surface et 

sous terre (Lo'pez-Monde'jar et al. 2016 ; Sethi et al. 2013). De plus, la diversité et les 

fonctions des microbes cellulolytiques sont plus ou moins régies par la structure et la 

composition du sol. Par exemple, il a été constaté que le sol forestier contient un plus grand 

nombre de microbes cellulolytiques que le sol agricole, aride, de jardin et le compost (Houfani 

et al. 2019). Les cellulases commerciales destinées à la bioconversion dans des applications 

industrielles sont produites à partir de champignons filamenteux tels que Trichoderma, 

Aspergillus, Penicillium, Phanerochaete, etc. La production de cellulases par différents 

organismes en fermentation submergée (FML) a fait l'objet d'une plus grande attention mais a été 

jugée prohibitive en raison du coût élevé du génie des procédés (Chandra et al., 2007). 

Récemment, plusieurs études ont été menées sur la production de cellulases par fermentation en 

milieu solide (FMS) d‘une manière rentable (Gupta et al., 2015 ; Kuila et al., 2015 ; 

Mangalanayaki et Madhavan 2015). Il a été confirmé que les champignons filamenteux sont 

de meilleurs producteurs de cellulase sous FMS que la fermentation submergée (Shrestha et al., 

2010). En outre il existe une relation directe entre le substrat, les conditions de fermentation et la 

production de cellulase (Yoon et al., 2014), le contrôle du pH et de la température est essentiel 

pour la production et la libération des cellulases (Dong et Tae, 1994). Également, la 

caractérisation des enzymes d'intérêt industriel est l'une des étapes essentielles de leur 

exploitation dans divers domaines appliqués tels que la bio-industrie, l'agroalimentaire, etc.... 

(Saidane et al.,2001). 
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Afin de permettre une optimisation des processus ainsi qu‘une réduction des coûts 

énergétiques et une amélioration de la sécurité alimentaire et de la qualité des aliments (Minussi 

et al., 2002), l‘utilisation d‘enzymes est très recommandée. La méthodologie des surfaces de 

réponse (RSM) s'est avérée puissante et utile pour l'optimisation de la production des métabolites 

cibles (Deepak et al., 2008). Il peut être utilisé pour évaluer l'importance de plusieurs facteurs, 

en particulier lorsque des interactions existent entre les facteurs et sont complexes à déterminer 

(Converse et al., 1988), a réduit le nombre d'expériences à réaliser (Levin et al., 2008), aussi, 

l'ensemble du processus peut être achevé dans un délai raisonnable. C‘est une méthode 

avantageuse et favorable par rapport aux méthodes classiques d'optimisation (OFAT). 

  Ce travail s‘inscrit dans la mouvance récente d‘exploitation des déchets 

lignocellulosiques pour produire des enzymes hydrolytiques avec un prix de revient compétitif, 

les objectifs visés de cette étude relate : 

- L‘isolement, l‘identification et le criblage des champignons producteurs d‘enzymes 

hydrolytiques (cellulase, xylanase, amylase protéase et kératinase), 

- Effet des paramètres de fermentation solide sur la production d'endoglucanase (CMCase) en 

utilisant la méthode d‘une variable à la fois, également connue sous le nom de OFAT, 

- Détermination des optima des facteurs sélectionnés par l‘utilisation de la méthodologie des 

surfaces de réponses (RSM), 

- Caractérisation d‘une endoglucanase partiellement purifiée. 
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Chapitre I. Synthèse bibliographique 

I.1. Enzymes potentiellement importantes en industrie 

Les enzymes sont de plus en plus utilisées dans le monde industriel vu leurs nombreuses 

propriétés intéressantes. Dans plusieurs procédés industriels, les réactions d'hydrolyse et 

d'oxydation sont accomplies par des produits chimiques peu spécifiques qui occasionnent des 

pertes de rendement importantes et génèrent des sous-produits souvent difficiles et coûteux à 

éliminer. Spécifiques dans leur activité et exigeant moins d'énergie de réaction, les enzymes sont 

privilégiées en industrie car elles permettent de contourner les inconvénients des produits 

chimiques et améliorent les relations coûts-efficacité des procédés. Les enzymes présentent de 

nombreux avantages au niveau environnemental : biodégradabilité, action spécifique, faible 

toxicité et formation de sous-produits compatibles avec l'environnement (Barnabé, 2003).  

Au cours des dernières années, la demande d'enzymes industriellement  

telles que les cellulases, les xylanases, les ligninases, les pectinases et les protéases a augmenté 

en raison de leurs applications étendues dans diverses industries. Ces enzymes sont 

produites à partir de différents microorganismes par la fermentation à l'état solide ou la 

fermentation submergée de la biomasse lignocellulosique de manière rentable  

(Shahzadi et al., 2014). 

I.1.1. Les hydrolases  

Les hydrolases sont des enzymes de dégradation qui provoquent la coupure d'une 

molécule et fixent les radicaux H et OH de l‘eau sur les valences libérées. Ces enzymes ne 

nécessitent pas généralement de coenzymes, elles sont activables par des cations. Elles 

interviennent sur les fonctions éthers, acétals, esters phosphoriques, liaisons O-O 

des peroxydes, C-N des amides. Généralement les hydrolases, sont produites par les 

champignons. Il s‘agit d‘enzymes endocellulaires (catalase, lactase et invertase) ou exocellulaires 

(amylases, cellulases, pectinases et protéases) (Bornscheuer, 2002). 

I.1.1.1. Les cellulases  

Les cellulases sont un groupe d'enzymes responsables de la dégradation de la 

cellulose dans la nature. Les cellulases sont produites principalement par des microorganismes 

(bactéries, champignons et actinobactéries) au cours de leur croissance sur la matière 

cellulosique (Lynd, 2002), mais aussi par des organismes représentant le règne animal, y 

compris des insectes, des mollusques, des nématodes et des protozoaires (Watanabe et Tokuda, 
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2001). Les cellulases sont des hydrolases qui catalysent le clivage de liaisons β-1,4- 

glycosidiques de la cellulose avec addition concomitante de l‘eau au point de clivage. Même si 

un seul type de liaison chimique est présent dans la cellulose, des enzymes avec différents modes 

d'action sont nécessaires pour une dégradation complète du polymère récalcitrant et insoluble. 

Dans la nature, un organisme peut produire les enzymes nécessaires à la dégradation complète de 

la cellulose, bien que l'action synergique de nombreux organismes ait également été suggérée 

(Wilson, 2011 ; Pirzadah et al., 2014 ; Jasani et al., 2016). Les systèmes d'enzymes libres les 

plus étudiés sont ceux des champignons aérobies et mésophiles : Trichoderma reesei (Schuster 

et Schmoll, 2010), Humicola insolens (Schülein, 1997) et Phanerochaete chrysosporium 

(Broda et al., 1994). Les souches industrielles de T. reesei sont des producteurs d'enzymes 

hautement efficaces, ce qui est la principale raison pour laquelle les cellulases de ce champignon 

dominent encore aujourd'hui les marchés de la cellulase (Martinez et al., 2008). 

I.1.1.1.1. Mode d‘action des cellulases et nomenclature  

Les cellulases sont maintenant classées selon leur structure, comme toutes les enzymes 

agissant sur les sucres. Il existe trois types d‘activités enzymatiques cellulolytiques 

complémentaires pour l‘hydrolyse totale de la cellulose (Scriban, 1993). 

 L'endo-cellulase (EGs) (EC 3.2.1.4) rompt les liaisons internes de la chaîne cellulosique, d‘une 

façon aléatoire et entraîne la libération de cellodextrines, de la cellobiose et du glucose. Elle est 

très active sur les celluloses solubles. L‘attaque «au hasard » de l‘endocellulase a pour effet de 

créer de nouvelles extrémités non réductrices qui sont des sites réactifs pour la cellobiohydrolase 

(Hasper et al., 2002). 

 L‘exoglucanase ou cellobiohydrolas (CBHs) (EC 3.2.1.91), attaque les polymères de cellulose 

par les extrémités non réductrices et libère des résidus cellobiose. L‘enzyme seule n‘est active, ni 

sur la cellulose cristalline, ni sur les celluloses solubles (carboxyméthylcellulose). Par contre, 

elle attaque les celluloses partiellement dégradées. Le rôle essentiel de cette enzyme est de 

permettre l‘action de l‘endocellulase sur la cellulose cristalline (Scriban, 1993). La 

complémentarité des deux types d‘enzymes explique en partie l‘effet synergique du mélange. 

(Scriban, 1993 ; Josefsson, 2006). 

 La cellobiase (BGLs) (EC 3.2.1.21) hydrolyse les liaisons β (1-4) glycosidiques de la cellobiose, 

pour donner deux molécules de glucose (Onsori et al., 2005). 

Les cellulases sont classées dans le sous-groupe 4 du groupe 3 (hydrolases) :  

Nom codifié de la Cellulase Ec : 3.2.1.4 

Nom systématique : 1,4 - (1,3 ; 1,4) - beta-D - Glucan4 –glucanohydrolase 
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Nom recommandé : cellulase 

Synonymes : Endoglucanase, Endo-1,4-β-Glucanase, Cellulase carboxyméthylique, β- 1,4-

endoglucanhydrolase, Celludextrinase, Avicelase ect. (Schamburg et Salzmann, 1991). 

 

Figure 1. Représentation schématique de l'hydrolyse de cellulose amorphe et microcristalline par action 

de diverses enzymes cellulases. La couleur rouge représente la région cristalline et la couleur noire et la 

région amorphe. (Kumar et Muthy, 2013). 

I.1.1.1.2. Synergie des cellulases 

Pour réaliser une hydrolyse totale de la cellulose, le complexe enzymatique de la 

cellulase travaille en synergie, c‘est-à-dire que l‘activité des enzymes lors d‘une mise en œuvre 

en commun est supérieure à la somme de leurs activités individuelles (Lynd et al., 2002), 

expliquée par une coopération d‘action entre les trois composantes d‘enzymes, dans laquelle le 

produit d‘une réaction enzymatique devient le substrat pour une autre (Fang, 2008). Quatre 

formes de synergie ont été décrites : 

 Une synergie endo-exo entre endoglucanases et exoglucanases (Lemos et al., 2003) ; 

 Une synergie exo-exo entre exoglucanases agissant aux extrémités réductrices des chaînes de 

cellulose et celles agissant aux extrémités non-réductrices ; 

 Une synergie entre les exoglucanases et les β- glucosidases qui hydrolysent le cellobiose, 

produit final inhibiteur des cellobiohydrolases (Lynd et al., 2002) ; 

 Une synergie intramoléculaire entre domaines catalytiques et CBM (Mosier et al., 1999 ; 

Jossefson, 2006). 
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I.1.1.1.3. Caractéristiques des cellulases  

 Réaction et spécificité : Elle est représentée par l‘endohydrolyse des liaisons 1,4-β -D-

glucosidiques de la cellulose et des lignines mais aussi l‘hydrolyse des liaisons 1,4 et 1,3 en β-D- 

glucanes (Schamburg et Salzmann, 1991). 

 Substrats naturels : La cellulase peut avoir différents substrats naturels tels que : la 

cellulose, dont la dégradation complète nécessite une action complémentaire des enzymes 

cellulolytiques ; il en est de même pour d‘autres substrats cellulosiques tels que les Xyloglucanes 

ainsi que le coton (Lynd et al., 2002). 

 Activité enzymatique : L‘activité cellulasique est exprimée en unités internationales. Elle 

correspond à la quantité d‘enzymes dégradant la carboxymethylcellulose en carbohydrates 

réduits (1 micromole de glucose par minute). Elle varie de 60U à 1168 U et plus pour les 

enzymes immobilisées (Withers, 2001 et Teeri, 1997). 

 Poids moléculaire : Les cellulases ont des poids moléculaires très variables qui dépendent 

principalement de leurs origines. Certaines endoglucanases ont des poids moléculaires de 30 à 90 

KDa, alors que d‘autres sont de dimensions beaucoup plus faibles de l‘ordre de 13 KDa (Odier 

et Rouau, 1985 ; Dan et al., 2000). Les exoglucanases ont des poids moléculaires de 30 à 50 

KDa (Singh et al., 1990) alors que les β -glucosidases ont des masses moléculaires plus élevées 

variant de 90 à 240 KDa (Sanyal et al., 1988). 

 pH optimum : La plupart des préparations cellulolytiques étudiées ont un pH optimum 

variant de 3 à 7 (Lynd et al., 2002). Celles d‘origine fongique ont une gamme plus limitée (pH 

de 4 à 5) contrairement aux cellulases bactériennes dont le pH optimum est proche de la 

neutralité (Buchholz et al., 1983). 

 Température optimale : La température optimale des cellulases fongiques varie entre 40 et 

70 °C alors que celle des bactéries varie entre 50 et 100°C, ce qui explique leur utilisation en 

industrie du textile (Ando et al.  2002). 

I.1.1.1.4. Applications industrielles de la cellulase  

 Industries alimentaires : Les cellulases sont utilisées pour faciliter la filtration de diverses 

suspensions, riches en fibres cellulosiques (Scriban, 1993). Des traitements de différents 

produits pour améliorer leurs qualités, où les cellulases sont utilisées sous forme de mélange 

d‘enzymes. 

 Industrie des textiles et des détergents : Elles sont utilisées au cours de la finition, pour 

donner l‘aspect aux vêtements en jean après lavage et améliorer l‘apparence des tissus par 
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élimination des tâches (Gusakov et al., 2007). Elles sont utilisées aussi dans les lessives afin 

d‘améliorer l‘apparence et la brillance des couleurs (Maurer, 1997 ; Cavako-Paulo, 1998). 

 Papeterie : Dans la fabrication des pâtes à papier, l‘addition de cellulases, aux suspensions de 

pâtes en cours de lavage et surtout aux suspensions de pâtes de papier de recyclage, améliore 

significativement leur filtrabilité et conduit à des économies importantes de consommation d‘eau 

(Scriban, 1993). Elles contribuent également à l‘amélioration de la qualité du papier (Odier et 

Rouau,1 985). 

 Nutrition animale : L‘addition des cellulases, aux aliments pour volailles ou porcins, 

améliore leur digestibilité, ce qui réduit l‘excrétion de cellulose non digérée (et donc diminue la 

charge polluante des excrétas) (Scriban, 1993 ; Gusakov et al., 2000) et améliore la valeur 

nutritive de l‘aliment (Kolarova et Farkas, 1 981 ; Odier et Rouau, 1985). 

 Domaine thérapeutique : L‘utilisation quasi confidentielle de certaines cellulases dans des 

formules médicamenteuses à vocation d‘aide digestive (Odier et Rouau, 1985 ; Scriban, 1993). 

 Industrie du bioéthanol : Le bioéthanol et l‘éthanol élaboré à partir de la biomasse végétal, 

le rendement énergétique et voisin de celui de l‘essence, il est obtenu à partir de substrats 

fermentescible (canne à sucre betterave sucrière, maïs, orge, blé, pomme de terre …), ce 

biocarburant est appelé carburant de première génération ,le carburant de deuxième génération 

est obtenu à partir de la cellulose (résidus agricole: la paille ou les cannes de maïs, résidus 

forestiers) (Pimentel et Patzek, 2005) . 

I.1.1.2. Les xylanases 

Les xylanases sont des groupes denzymes qui provoquent l‘hydrolyse de l‘hémicellulose 

(Oydeji et al., 2018), comprenant de l'endo-1,4-β-xylanase (EC 3.2.1.8) et de la β-xylosidase 

(EC 3.2.1.37). Elles hydrolysent le xylane (présent dans les hémicelluloses des plantes) en sucres 

monomères (Collins et al., 2005). Parmi celles-ci, l'endoxylanase (EC 3.2.1.8), souvent désignée 

sous le nom de xylanase, qui catalyse l'hydrolyse des liaisons β-1,4 dans le xylane, est 

particulièrement importante, car elle rompt le squelette principal du xylane afin de l'hydrolyser. 

Le rôle des enzymes d'assistance tels que l‘α-L-arabinofuranosidase, l‘α-glucuronidase et 

l‘acétylxylanestérase intervient en fonction de la nature de la chaîne latérale à laquelle le xylane 

est associé. Ces chaînes latérales aident à la décomposition complète du xylane jusqu‘à son 

monomère, le xylose (Thomas et al., 2016). 

I.1.1.2.1. Mode d‘action des xylanases et nomenclature  

L‘hydrolyse complète des xylanes requiert l‘action combinée d‘endo- et d‘exoenzymes 

qui, non seulement hydrolysent les liaisons au sein de la chaine principale, mais également 
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libèrent les constituants des chaines latérales. Non seulement les enzymes qui attaquent les 

liaisons intérieures de type β-1,4-xylosidique appelées endo β1,4-xylanases (EC 3.2.1.8) sont 

nécessaires, mais également les exo- 1,4-β-xylosidases (EC 3.2.1.37) hydrolysant les petits 

oligomères libérés par les endoxylanases, en xylose. Les enzymes accessoires ou enzymes de 

débranchement éliminant les chaines latérales sont aussi nécessaires. Ce sont les α-L-

arabinofuranosidases ou xylanes-1,4 β-xylonidases (EC 3.2.1.55), les α-glucuronidases, les 

acétyl estérases, acétyl-xylan estérases et coumarique et férulique estérases. 

Les xylanases ont été signalées pour la première fois en 1955 et ont été initialement 

appelées pentosanases. Elles ont été reconnues par l'union internationale de biochimie et de 

biologie moléculaire en 1961 et ont reçu le code enzymatique EC3.2.1.8. Elles ont été désignées 

par divers noms. Les termes synonymes couramment utilisés comprennent la xylanase, 

l'endoxylanase, l'endo-1,4-β-D-xylanase, la β-1,4-xylanase et la β-xylanase, mais le nom officiel 

est l‘endo-1,4-β-xylanase. Basé sur les similitudes des séquences d'acides aminés et l'analyse des 

groupes hydrophobes (Kuno et al., 2000), elles appartiennent essentiellement au groupe 

d'enzymes hydrolases, précisément aux glycosides hydrolases. La classification par glycoside 

hydrolase ou par famille de glycoside hydrolase a placé la xylanase dans deux familles GH10 et 

GH11 (Chakdar et al., 2016).  La famille 10 (> 30 kDas avec de faibles valeurs de pI) et la 

famille 11 (<30 kDas et des valeurs du point isoélectrique pI élevées), bien que d'autres familles, 

y compris les familles 5, 7, 8 et 43, contiennent également certaines enzymes xylanolytiques 

(Thomas et al., 2016).    

I.1.1.2.2. Propriétés des xylanases des moisissures 

Selon Bakri (2003), la température optimale des endoxylanases varie entre 40 et 60 °C. 

Kulkarni et al. (1999) observent que les xylanases de bactéries sont plus thermostables que les 

xylanases de moisissures. En général, les xylanases de différents microorganismes sont souvent 

stables sur une gamme de pH 3-10 et montrent un optimum de pH dans la gamme 4-7. Les points 

isoélectriques varient entre 3 et 10. Elles constituent une unité protéique de poids moléculaire 

variable entre 8-145 KDa. La composition en acides aminés est dominée par les acides 

aspartique, glutamique, glycine, sérine et thréonine (Bakri, 2003). 

I.1.1.2.3. Les sources de xylanases 

Les xylanases microbiennes sont largement préférées dans les applications 

industrielles non seulement parce qu'elles sont principalement produites par les 

champignons et les bactéries, mais aussi en raison des divers autres avantages tels que la 

production contrôlée dans des systèmes fermés, la multiplication rapide, la facilité de 
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manipulation, le faible coût de production, l'utilisation de sources de carbone bon marché, 

l'exigence minimale d'espace, la haute capacité de biodégradation, etc. L'amélioration des 

applications et des caractères pour la production à grande échelle est mise à jour 

régulièrement. Les xylanases dérivées de micro-organismes ont de nombreuses applications 

potentielles (Xu et al., 2005). 

Le xylène n‘est pas aléatoirement hydrolysé mais les liaisons sélectionnées pour 

l‘hydrolyse dépendent de la nature du substrat tel que la longueur de la chaîne, le degré de 

ramification et la présence de substituant (Liab et al., 2000). 

I.1.1.2.4. Applications industrielles des xylanases  

La xylanase a de multiples applications biotechnologiques pour diverses industries, mais la 

majeure application de ces enzymes, est confiné dans les pâtes et papiers, les combustibles, 

l‘alimentation et dans les industries boulangères et à une moindre étendue dans les produits 

chimiques, la brasserie et le vin, les aliments pour animaux, les textiles et le blanchiment 

(Kapilan et Arasaratnam, 2017). D‘autres applications existent, dans l‘extraction du café et 

dans la préparation des cafés solubles, dans les détergents, dans la production de polysaccharides 

actifs pharmacologiquement (pour une utilisation comme agents antimicrobiens ou comme 

antioxydants), dans la production des alkyl glycosides (pour une utilisation comme surfactants), 

etc. (Collins et al., 2005).  Les xylanases sont aussi utilisées en combinaison avec d‘autres 

enzymes, et en particulier avec d‘autres hydrolases, mais aussi avec des protéases, oxydases, 

isomérases et pectinases. 

I.1.1.3. Les protéases 

Les protéases sont parmi les enzymes hydrolytiques qui catalysent le clivage des liaisons 

peptidiques de toute molécule protéique, en scindant la liaison qui lie deux acides aminés dans 

une chaîne peptidique elles sont produites extracellulairement comme intracellulairement 

(Kumar et al., 2008) Les enzymes protéolytiques sont omniprésentes dans tous les organismes 

vivants vue leur rôle essentiel dans la croissance cellulaire et dans la différentiation (Gupta et 

al., 2002; Sandhya et al., 2005).  

D‘après "The Enzyme Commission of Classification", les protéases appartiennent au 

groupe 3 (les hydrolases) et sous-groupe 4 (qui hydrolysent les liaisons peptidiques) (Rao et 

al., 1998 ; Sumantha et al., 2006 ; Wilkesman et Kurz, 2009). 

Les protéases ou peptidases (EC.3.4) peuvent être classées selon la nature chimique du 

site actif, le type de réaction catalysée et la structure et l‘homologie moléculaire (Polaina et 

maccabe,2007). Leur classification se base sur plusieurs critères tels que la longueur de la chaîne 
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polypeptidique, le mode d‘attaque de la chaîne, le pH d‘activité et la nature de résidu impliqué 

dans le site actif (Colwell et Grigorova,1989 ; Rao et al., 1998). 

I.1.1.3.1. Mode d‘action  

Les protéases catalysent le clivage des liaisons peptidiques des protéines. En fonction de 

leur mode d‘attaque, elles sont réparties en deux groupes: Les exopeptidases qui réalisent une 

hydrolyse à partir des extrémités N-terminale, ou C- un dipeptide ou un tripeptide. Les 

endopéptidases qui hydrolysent une liaison peptidique interne en libérant des peptides plus petits 

(Scriban, 1999 ; Rao et al, 1998). 

I.1.1.3.2. Propriétés des protéases 

Les protéases constituent un groupe très large et complexe contenant des enzymes qui 

diffèrent dans leurs propriétés tels que : le site actif, le mécanisme catalytique, les optima du pH 

et de température, le profil de la stabilité et la spécificité du substrat (Sumantha et al., 2006 ; 

Vishwanatha et al., 2009). La spécificité d‘action des enzymes protéolytiques est régie par la 

nature de l‘acide aminé et d‘autres groupes fonctionnels (aromatiques, aliphatiques ou la 

présence de sulfure) autour de la liaison à hydrolyser (Sumantha et al., 2006 ; Wladyka et 

Katarzyana, 2008). Les champignons produisent un spectre plus large d‘hydrolases que les 

bactéries. Ainsi, Aspergillus oryzae produit des protéases acides, neutres et alcalines. En fait, les 

protéases fongiques sont actives dans une large gamme de pH (entre 4 et 11) et montrent une 

large spécificité vis-à-vis des substrats (Rao et al., 1998 ; Mathieu, 2005). 

I.1.1.3.3. Sources de protéases 

Les protéases microbiennes sont plus intéressantes que celles provenant des sources 

végétales ou animales. Les champignons produisent un spectre plus large d‘hydrolases que les 

bactéries. (Gupta et al., 2002). Les protéases constituent les enzymes les plus importantes qui 

peuvent être produites par plusieurs genres fongiques tels qu‘Aspergillus, Penicillium, 

Trichoderma, Mucor, Rhizopus, Geotrichum, Fusarium, Rhizomucor, Endothia, etc. Cependant, 

elles ont un rendement réactionnel et une thermo tolérance plus faible que les protéases 

bactériennes (Rao et al., 1998 ; Mathieu, 2005). 

I.1.1.3.4. Applications industrielles des protéases 

Les protéases représentent la seule classe des enzymes qui occupe une place essentielle dans 

les différentes applications industrielle, biotechnologique, médicinale et dans les domaines de 

recherche (Coral et al., 2003 ; Sandhya et al., 2005). Elles représentent 65% du total des ventes 

des enzymes (Ibrahim et al., 2015), elles sont utilisées essentiellement dans les détergents 

(Gupta et al., 2002), la transformation de la viande (Rao et al.,1998), la fabrication du fromage 
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(Gupta, et Khare,2007), l'industrie alimentaire (Sullivan et Calkins, 2010), la fabrication du 

pain (Elms et al., 2006), le traitement et le dégommage de la soie dans les industries textiles 

(Ravel et Banerjee, 2003), les industries du tannage (Khan ,2013). C'est pourquoi des 

recherches ont été menées sur la production de protéases pour répondre aux besoins de 

l‘industrie (Ahmad et al.,2020). 

I.1.1.4. Les kératinases 

Les kératinases (EC 3.4.21/24/99,11) nommées aussi enzymes kératinolytiques représentent 

l‘un des plus importants groupes d‘enzymes protéolytiques, généralement des serines protéases 

ou des métalloprotéases qui hydrolysent les kératines (Pandey et al., 2017). Il s'agit d'une 

enzyme extracellulaire produite dans un milieu contenant des substrats kératiniques tels que les 

cheveux et les plumes (Selvam et Vishnupriya, 2012), qui sont des protéines fibreuses 

insolubles avec une très grande stabilité et un taux de dégradation faible (Sinoy et al., 2011). Les 

kératinases sont largement produites sur milieu contenant un substrat kératinique comme seule 

source de carbone et d‘azote (Szabo et al., 2000).  

I.1.1.4.1. Mode d‘action  

Les kératinases attaquent principalement les ponts disulfures du substrat non soluble par 

clivage de ces derniers ce qui permet l‘attaque des protéases extracellulaires et donne en 

définitive une accumulation de sulfocysteine, l‘excès de soufre est oxydé en sulfite et en sulfate 

ou en thiosulfate qui se concentre dans le milieu réactionnel (Suh et al., 2001 ; Anbu et al., 

2007 ; Pillai et al., 2008 ; Sahoo et al., 2012).  Ces enzymes sont très prometteuses du point de 

vue biotechnologique, puisqu'elles pouvaient être appliquées pour traiter les déchets contenant de 

la kératine provenant des industries de la plume et de la volaille et pour améliorer la valeur 

nutritive des farines de plumes (Selvam et Vishnupriya, 2012). 

I.1.1.4.2. Propriété des kératinases 

Les kératinases sont des métallos enzymes qui appartiennent à la famille des protéases à 

sérine où les groupements –SH sont impliqués dans le maintien de l‘activité enzymatique. Elles 

ont un poids moléculaire allant de 18 à 315 Kda (Cai et al., 2008). 

La température optimale d‘activité des kératinases s‘étend de 30 à 80°C, de plus les kératinases 

de Chysosporium keratinophilum et Fervidobacterium islandicum A W-1 présentent 

respectivement des températures optimales exceptionnelles de 90 et 100°C (Nam et al., 2002). Il 

est indiqué aussi que la stabilité thermique de ces enzymes augmente en présence de calcium 

(Feder et al., 1971 ; Riffel et al., 2003 ; Gessesse et al., 2003). Les kératinases sécrétées par les 

Actinobactéries présentent un maximum d‘activité à un large éventail de pH compris entre 7 à 12 
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et résistent à des températures très élevées allants de 55 à 90°C, et les kératinases sécrétées par 

Aspergillus fumigatus présentent un maximum d‘activité à pH de 6,5-9 et une température de 

45°C (Onifade et al., 1998). 

I.1.1.4.3. Sources microbiennes des kératinases 

Les kératinases sont produites par les bactéries, les actinobactéries, les moisissures et les 

levures. Parmi toutes les sources de kératinases : Les bactéries sont productrices, notamment par 

les espèces appartenant au genre Bacillus particulièrement Bacillus licheniformis et Bacillus 

subtilis (Thys et al., 2004 ; Devi et al., 2008 ; Gupta et al., 2013). Les actinobactéries du genre 

Thermoactinomyces (Saha, 2009 ; Gousterova et al., 2005).  

Les champignons les plus producteurs sont : Microsporum sp, Epidermophyton sp, Trichophyton 

rubrum, Aspergillus Niger et Aspergillus versicolor (Lopes et al., 2011). 

I.1.1.4.4. Applications industrielles des kératinases 

Les kératinases ont des applications biotechnologiques impératives, notamment 

l‘amélioration enzymatique de la farine de plumes, la production d‘acides aminés rares (comme 

la sérine, la cystéine et la proline) et de peptides, la conversion des plumes en produits à valeur 

ajoutée comme les engrais, les colles, les films et les feuilles, ainsi que l‘industrie du cuir, 

détergent, textile, médecine et cosmétique (Onifade et al.,1998 ; Paul et al.,2014). 

I.1.1.5. Les amylases 

Les amylases (EC :3.2.1) sont un groupe d'hydrolases qui peuvent cliver spécifiquement 

les liaisons glycosidiques dans l'amidon. Selon Michelin et al .(2010) et Gupta et al .(2003), les 

glycoside hydrolase GH peuvent être classées en trois grands groupes : les endoamylases (l‘α -

amylase (EC 3.2.1.1)) ; les exoamylases regroupent la β-amylase (EC 3.2.1.2), l‘α-glucosidase 

(EC 3.2.1.20) et la glucoamylase (γ- amylase (EC 3.2.1.3)) et les enzymes débranchantes 

regroupent la pullulanase (EC 3.2.1.41) et l‘isoamylase (EC 3.2.1.68) qui hydrolysent les liaisons 

α-1,6 de l‘amylopectine (Agrawal et al., 2005 ; Akkaya et al., 2012). Généralement, ces trois 

groupes travaillent en synergie. L'action synergique trouvée dans les complexes amylolytiques 

est bénéfique pour l'hydrolyse de l'amidon, car elle augmente la vitesse de réaction globale et 

diminue la rétro-inhibition des produits (Castro et al., 2011).  

I.1.1.5.1. Mode d'action 

Le mécanisme d'acion de l'α-amylase nécessite la participation de 3 fonctions du site actif 

impliquant une attaque nucléophile, un stabilisateur de la charge positif de l'atome attaqué et un 

donneur de proton au groupe déplacé. Ceci signifie que la rupture de la liaison osidique fait 

intervenir une série d'échanges d'électrons et de protons entre certains résidus de l'enzyme et du 
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substrat. Ce mécanisme est caractéristique de l'enzyme dans les conditions expérimentales telles 

que la T° et le pH. (Berry et Paterson, 1990). 

I.1.1.5.2. Sources d'amylases 

Les amylases sont parmi les plus importantes enzymes de conversion de l'amidon et 

peuvent être dérivées de plusieurs sources telles que les bactéries, les champignons, les plantes et 

les animaux où ils jouent un rôle dominant dans le métabolisme des glucides (Stanley et al., 

2005). Les enzymes de sources fongiques et bactériennes ont dominé les applications dans les 

secteurs industriels. L'avantage majeur de l‘utilisation de champignons pour la production 

d'amylase est la solution la plus économique et la capacité de production en vrac. De nombreuses 

espèces d'Aspergillus et Rhizopus sont utilisés comme source fongique de α-amylase (Pandey et 

al., 2005). 

I.1.1.5.3. Les propriétés de l’α-amylase 

Selon Gupta et al. (2003) La masse moléculaire des α-amylases varie selon l‘origine de 

l‘enzyme de 40 à 70 kDa.Il a été rapporté que la plus faible masse moléculaire est retrouvée chez 

Bacillus caldolyticus avec 10 kDa. Par contre, l‘α-amylase de Chloroflexus aurantiacus possède 

la masse moléculaire la plus élevé des α-amylases avec 210 kDa (Ratanakhanokchai et al., 

1992). Pour les champignons la plupart des études sur la production d'α-amylase révèlent des 

rendements optimaux de température dans l'intervalle de 25 à 40°C (Gupta et al., 2003). 

Cependant, les champignons thermophiles, tels que Thermomyces lanuginosus (Mishra et 

Maheshwarî, 1996), ont enregistrés une production optimale de l‘enzyme à 50°C. Les 

températures optimales des α-amylases bactérienne varient de 50 à 95°C. Certaines souches 

hyperthermophiles peuvent résister à des températures supérieures à 100 °C (Sindhu et al., 

2017). La plupart des α-amylases ont un pH optimal dans une gamme acide à neutre (Pandey et 

al., 2000 ; Sun et al., 2010 et Bozic et al., 2011). 

I.1.1.5.4. Domaine d‘application de l‘amylase 

Selon Hmidet et al. (2009), les amylases sont parmi les enzymes les plus étudiées. 

Contrairement à la spécificité de leur action, leur diversité a attiré l'attention du monde entier 

pour tenter d'exploiter leurs applications potentielles dans les industries biotechnologiques et 

autres (Wang et al., 2011a). Elles sont très demandées dans plusieurs domaines surtout le 

secteur agroalimentaire et médical. Les amylases sont d‘une grande importance en 

biotechnologie. Elles trouvent des applications très diverses dans les secteurs de la détergence, 

de l‘alimentaire, des bioénergies, de l‘industrie du papier, des colles ou encore de l‘industrie 

pharmaceutique (Sindhu et al., 2017). 
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I.2. Biomasses lignocellulosiques et coproduits de l’agro-industrie 

Le terme biomasse regroupe tous les types de matière organique provenant d‘un 

processus biologique. Dans ce sens, la formation de biomasse végétale est due au 

processus de photosynthèse qui forme des structures de haut contenu énergétique. 

Les forêts représentent approximativement 27% de la superficie terrestre, faisant du 

bois le principal produit extrait, avec une consommation mondiale d‘environ 3.500 millions de 

mètres cubes par an (augmentation de 65% depuis 1960). Plus de la moitié de 

cette consommation de bois est utilisée comme combustible, le reste étant utilisé dans la 

production de cellulose et de papier, comme matériau de construction, ou autres 

(Martinez et al., 2005). 

I.2.1. Les sources de la biomasse lignocellulosique 

 Les biomasses lignocellulosiques et la plupart des coproduits de l‘agro-industrie sont 

disponibles à grande échelle, à faible coût, n‘entrent pas en compétition avec l‘alimentation et 

présentent un faible impact sur les ressources fossiles. 

Les ressources lignocellulosiques et autres coproduits de l‘agro-industrie peuvent être 

regroupés en cinq catégories (Zheng et Rehmann, 2014) : 

 Les résidus de l‘agriculture, 

 Les cultures énergétiques, 

 Les déchets solides municipaux, 

 Les résidus forestiers, 

 Les déchets de l‘agroalimentaire et des autres industries. 

I.2.2. Structure et composition de la biomasse lignocellulosique 

       Un des problèmes inhérents à l‘utilisation de biomasse ligno-cellulosique est sa 

structure complexe. A l'échelle cellulaire (Figure2), la paroi lignocellulosique, aussi appelée 

paroi végétale, est un véritable cadre dans lequel est contenue la cellule. Cette paroi est à 

l'origine des propriétés mécaniques et chimiques des végétaux. A l'échelle moléculaire, la paroi 

végétale est de nature polymérique et est constituée principalement d'une matrice 

macromoléculaire composite, une fraction holocellulosique de nature glucidique et une fraction 

ligneuse de nature phénolique. 

La fraction glucidique se compose de différentes macromolécules appelées cellulose et 

hémicelluloses alors que la fraction phénolique se compose d'une macromolécule appelée lignine 

(ou protolignine dans son état natif). Les macromolécules sont agencées de façon complexe dans 
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la paroi végétale (Harris et Stone, 2009), les macrofibrilles de cellulose étant englobées dans 

une matrice de protolignine et liées à cette dernière par les hémicelluloses. Divers composés, 

appelés extractibles, sont piégés dans cette matrice macromoléculaire. Ainsi, la biomasse 

lignocellulosique est hétérogène dans sa composition et sa structure chimique (Carillon, 1987). 

Figure 2.  Structure cellulaire et moléculaire de la biomasse lignocellulosique (Zakzeski 

et al., 2010) 

 

I.2.2.1. Cellulose 

          La cellulose est le biopolymère le plus abondant à la surface de la terre. C‘est un 

homopolymère dont le motif monomérique est le glucose dans la configuration D. Les molécules 

de glucose sont liées de façon linéaire par des liaisons osidiques β-1-4, le motif dimérique 

constitutif de la cellulose étant le cellobiose (Figure3). Cette liaison osidique confère aux chaînes 

de glucose une conformation tridimensionnelle spécifique stabilisée par des liaisons hydrogène 

intra- et inter-moléculaires. Les chaînes de glucose s'associent entre elles pour former des 

microfibrilles (Barnoud, 1980). 

 

 

Figure 3.  Structure moléculaire de la cellulose (Zhu et al., 2020). 
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La cellulose est insoluble dans les solvants traditionnels et est résistante aux dégradations 

chimiques. Son hydrolyse nécessite le recours à des températures élevées et la présence d‘acide 

alors qu‘en présence d‘une solution d‘hydroxyde de sodium concentrée, elle reste insoluble mais 

gonfle de trois fois son volume (procédé de mercerisation). Les microfibrilles de cellulose sont 

un mélange intime de régions amorphes et de régions cristallines (20 à 40 unités de glucose) 

fortement orientées le long de l‘axe de la fibre. La proportion entre région cristalline et amorphe 

définit le degré de cristallinité de la cellulose. Il est variable selon son origine (40 à 50% dans les 

bois, 60% dans le coton). La cellulose est un polymère dont les masses moléculaires sont 

faiblement dispersées et de faible polymolécularité (Stevanovic et Perrin, 2009). 

 

Figure 4.  Les régions cristallines et amorphes dans les microfibrilles de cellulose (Navi et Heger, 2005). 

I.2.2.2. Les hémicelluloses 

       Après la cellulose, l'hémicellulose est le deuxième glucide majeur de la lignocellulose. 

Les hémicelluloses sont un groupe diversifié de polymères de sucres hétérogènes à chaîne 

courte linéaires et ramifiés, généralement constitués de cinq sucres différents : le L- arabinose, le 

D-galactose, le D-glucose, le D-mannose et le D-xylose (Zhao et al ; 2012), dont, le L-arabinose 

et le D-xylose sont des pentoses (C5) tandis que le reste sont des hexoses (C6) (figure5). Le type 

le plus courant de polymère de sucre de la famille de l'hémicellulose est le xylane. En outre, les 

hémicelluloses peuvent également contenir de faibles quantités d'autres sucres tels que l'α-L-

rhamnose et l'α-L-fucose, des acides organiques tels que l'acide acétique, l'acide 4-O-

méthylglucuronique, l'acide galacturonique et l'acide ferulique et les groupes acétyle peuvent être 

partiellement substitués aux groupes hydroxyle des sucres (Gírio et al ;2010 ; Mussatto et 

Teixeira, 2010 ; Martins et al ; 2011 ; Xu et al ; 2013). 
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       Contrairement à la cellulose les hémicelluloses (figure 5) manquent de cristallinité en grande 

partie du fait de leur structure ramifiée à chaîne courte en combinaison avec la présence de 

groupes acétyle attachés aux chaînes polymères (Mussatto et Teixeira, 2010). Son degré de 

polymérisation se compose entre 70 et 200, étant ainsi un polymère amorphe et facilement 

dégradable (Zhao et al., 2012). 

        La diversité des hémicelluloses se traduit par des propriétés bio-physico-chimiques très 

variables selon l‘espèce végétale considérée. En outre la variabilité des unités monomériques qui 

les constituent ne leur permet pas de développer une structure cristalline, bien que les 

hémicelluloses puissent être co-cristallisées avec la cellulose. 

. 

 

Figure 5. Schéma structural de l‘hémicellulose (Mussatto et al., 2012). 

 

I.2.2.3. Lignines 

La lignine est le troisième polymère naturel le plus abondant. Dans la paroi cellulaire 

végétale, la lignine remplit les espaces entre la cellulose et les hémicelluloses, et agit comme une 

résine qui unit l‘ensemble de la lignocellulose (biomasse lignocellulosique). 

La lignine est formée de façon aléatoire par la polycondensation et par la déshydrogénation 

enzymatique de trois alcools phénylpropènoïques en configuration trans (Figure 6), l‘alcool 

coumarylique, l‘alcool sinapylique et l‘alcool coniférylique.  Ces trois alcools peuvent être 

désignés sous le terme général de monolignols (Gellerstedt et Henriksson, 2008). 
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Figure 6. Les trois monomères de la lignine. De gauche à droite :  l‘alcool coumarylique (type H), l‘alcool 

coniférylique (type G) et l‘alcool synapylique (type S). 

  La composition de la lignine (Figure7) est souvent caractérisée par la répartition en 

motifs guaiacyle (G), syringyle (S) et p-hydroxybenzoyle (H) ainsi que par la distribution des 

types de liaison entre les unités dans le polymère. Le dosage des principales fonctions (hydroxyl, 

methoxyl) retrouvées dans les unités constitutives de la lignine renseigne également sur ses 

propriétés et sa réactivité (Dence, 1992). 

 

Figure 7.  La lignine et ses principaux groupements fonctionnels (d'après Zakzeski et al., 2010). 
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      En tant que composant majeur de la paroi cellulaire, la lignine assure une rigidité, le transport 

interne de l'eau et des éléments nutritifs, et la protection contre les attaques des microorganismes 

(Buranov et Mazza, 2008). La lignine est toujours associée aux polysaccharides (en particulier 

avec les hémicelluloses) via des liaisons covalentes sur deux sites : α-carbone et C4 dans le 

noyau benzénique et cette association est appelée complexe lignine carbohydrate (LCC) ou 

complexe lignine-polysaccharides (Jeffries, 1991). 

I.2.3. Valorisation de la biomasse 

       La valorisation de la biomasse végétale issue de végétaux d‘origine agricole ou forestière, 

s‘inscrit dans une démarche de développement durable selon le concept de bioraffinerie 

(figure8). La recherche se focalise actuellement sur le développement de nouvelles technologies 

valorisant la biomasse lignocellulosique, la source de carbone renouvelable la plus abondante de 

la planète. 

 

 

Figure 8. Transformations potentielles des différentes fractions issues de la bioraffinerie des biomasses 

lignocellulosiques (Kamm et Kamm, 2004). 

 

Cellulose 
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         De plus la valorisation de ces ressources permet de répondre à un ensemble de 

problématiques actuelles comme l‘épuisement de certaines matières premières, l‘utilisation 

raisonnée des excédents agricoles des pays industrialisés et plus particulièrement de l‘Union 

Européenne et enfin de limiter les problèmes de pollution générés par les industries de 

transformations traditionnelles (Carillon, 1987). 

I.2.4. Le procédé de conversion par voie biochimique de la biomasse lignocellulosique en 

bioproduits 

        Le procédé de conversion par voie biochimique de la biomasse lignocellulosique en 

bioproduits est composé des phases suivantes : 

- Récolte et de stockage de la matière première ; 

- Prétraitement : Hydrolyse enzymatique ;  

- Fermentation des hydrolysats en bioproduits ;  

- Extraction et purification des produits finaux. 

Il existe différentes configurations de ce procédé dont les principales variantes concernent les 

phases d‘hydrolyse enzymatique et de fermentation des hydrolysats en bioproduits. En effet, 

celles-ci peuvent être soit séparées (procédé de SHF ou Separate Hydrolysis and Fermentation), 

soit couplées (procédé de SSF ou Simultaneous Saccharification and Fermentation), soit réalisées 

selon un procédé intermédiaire entre les deux précédents (procédé de HSF ou Hybrid 

Saccharification and Fermentation). Il existe également deux autres conceptions de ce procédé: 

le procédé SSCF ou Simultaneous Saccharification and Co-Fermentation, consistant à réaliser la 

fermentation simultanée de tous les glucides libérés (pentoses et hexoses), contrairement à une 

fermentation exclusive des hexoses dans le cas du procédé SSF; et le procédé CBP ou 

Consolidated BioProcessing, consistant à réaliser en une seule et même étape (ou un même 

réacteur) les phases de production d‘enzymes, d‘hydrolyse enzymatique et de fermentation des 

hydrolysats en bioproduits (Didderen et al., 2008).  
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I.3. Les enzymes lignocellulolytiques 

Les enzymes lignocellulolytiques, une des puissantes enzymes produites par les 

microorganismes, peuvent être largement exploitées dans diverses industries à base de 

lignocelluloses (Prakash et al., 2013). 

Différentes biomasses lignocellulosiques telles que le son de blé, la paille de blé, le son 

de riz, la paille de riz, la bagasse de canne à sucre, l'épi de maïs, la farine de maïs et d'autres 

résidus agro-industriels sont utilisées pour la production d'enzymes industrielles (tableau I). Les 

enzymes lignocellulolytiques sont les plus importantes parmi elles, car elles sont également 

utilisées pour l'hydrolyse de la biomasse lignocellulosique dans d'autres produits à base 

d'enzymes (Shahzadi et al., 2014). Les polysaccharides (cellulose et hémicelluloses) sont 

hydrolysés par les cellulases et les xylanases à des sucres monomères tels que le glucose, le 

xylose, le mannose, l'arabinose et le galactose. Ces sucres monomères sont utilisés comme 

sources de carbone pour la production de différents produits industriels tels que l'éthanol, le 

xylitol, le biobutanol, le bio-hydrogène, les polysaccharides microbiens, les acides organiques et 

les protéines d'origine unicellulaire, etc. (Chandel et al., 2012a ; Chandel et al., 2012b). 

Tableau I : Valorisation de la biomasse lignocellulosique dans la production d‘enzymes 

Substrat Microorganismes Enzymes produits Références 

 

 

 

 

 

 

Son de blé 

Trichoderma 

harzianum 

Cellulase et 

xylanase 

Pathak et al., 2014 

Coprinus cinereus Xylanase Dutt et al., 2013 

Bacillus pumilus Endoxylanase Poorna et Prema, 2007 

Trichoderma 

afroharzianum isolate 

AZ 12  

 

Xylanase 

 

Azzouz et al., 2020a  

Trichoderma. 

harzianum UzCF-28 

Cellulase et 

xylanase 

Azimova et al., 2020 

Aspergillus niger Xylanase        Azzouz et al., 2020 b 

Aspergillus fumigatus Amylase Singh et al., 2014a 

Trichoderma viride Cellulase Iqbal et al., 2011 

Trichoderma 

harzianum 

Carboxymethyl 

Cellulase 

Iqbal et al., 2010 

Aspergillus niger Cellulases  
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Xylanase     Kang et al., 2004 

 

Paille de riz 

Bacillus pumilus Endoxylanase Poorna et Prema, 2007 

Aspergillus fumigatus Cellulase Soni et al., 2010 

Trichoderma reesei Cellulase Rocky-Salimi et Hamidi- 

Esfahani, 2010 

Épi de maïs Trichoderma reesei Cellulase Liming et Xueliang, 2004 

Épluchure d épois Trichoderma reesei Cellulase Verma et al., 2011 

Ecorce de banane Trichoderma viride Cellulase Sun et al., 2011 

 

I.3.1. Les Champignons source d’enzymes lignocellulolytiques 

I.3.1.1. Généralités sur les champignons 

Les champignons sont des êtres eucaryotes, hétérotrophes, unicellulaires ou 

filamenteux, sans organisation tissulaire et qui peuvent se reproduire soit sexuellement soit de 

façon asexuée, ne sont pas chlorophylliens, donc sont incapables de photosynthèse et doivent 

rechercher leur carbone dans les composés organiques (Botton et al., 1990). Ils sont d‘une 

grande importance, pas seulement en ce qui concerne la santé et l‘industrie mais aussi du point 

de vue économique, grâce à leurs propriétés métaboliques.  (Awad, 2005 ; Kalyani et al., 2016). 

Ils occupent une place importante parmi les microorganismes du sol, par leur rôle et leur 

abondance, ils représentent 75% de la biomasse microbienne du sol (Harms et al., 2011), 

interviennent dans les cycles biogéochimiques du carbone et de l'azote et contrôlent la 

transformation de la matière organique et la disponibilité des nutriments (Kirk et al., 2004).   

  Les champignons sont également des micro-organismes particuliers en raison de leurs 

caractéristiques morphologiques, physiologiques et génétiques, ils sont capables de coloniser 

toutes les matrices (sol, air, eau) en milieu naturel et jouent un rôle clé dans le maintien de 

l'équilibre des écosystèmes (Gupta et Shrivastava, 2014).  

 

I.3.1.2. Propriétés principales des champignons 

Le tableau II résume l‘essentiel des propriétés principales des champignons (formes, habitats 

naturels, croissances des hyphes, métabolisme générale et mode de reproduction. 
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Tableau II : Propriétés principales des champignons (Delarras, 2007). 

Critères 
Caractéristique 

 

Formes 

- Structure filamenteuse, hyphes ou filaments à paroi souvent 

composées de chitine, septes ou phones 

- Espèces dimorphiques avec une forme levure qui se multiplie par 

bourgeonnement ou scissiparité 

Croissance des 

hyphes 

-Croissance strictement apicale, puis ramification de l‘hyphe 

conduisant à la formation d‘un mycélium ou thalle 

Métabolisme 

générale 

-Chimiohétérotrophes 

- Source de carbone et d‘énergie : molécules carbonés organiques 

- Suivant les espèces, peuvent lyser les polymères complexes grâce à des 

enzymes extracellulaires : cellulose, amidon, pectines, mais 

aussi des protéines et des lipides 

Mode de 

reproduction 
Sexuée ou asexuée par l‘intermédiaire des spores 

Habitats 

naturels et 

autres 

- Air, eaux, sols …vivent en saprophytes ou parasites 

- Champignons pathogène pour l‘homme 

- Matières premières alimentaires, aliment pouvant être 

contaminés par des moisissures toxinogénes 

 

I.3.1.3. Activité lignocellulolytique des champignons 

Les champignons peuvent dégrader tous les composés organiques naturels, grâce à la 

production d'enzymes, telles que les amylases, lipases et protéases. Ceux-ci leur permettent 

d'utiliser des substrats comme les féculents, les matières grasses et les protéines. Certaines 

espèces peuvent utiliser la pectine, la kératine, la chitine, la lignine, la cellulose et 

1'hémicellulose comme sources de carbone (Gupta et Shrivastava, 2014). Certaines de ces 

souches industrielles produisent plus de 100 g/l de cellulases et hémicellulases (Balan et al., 

2013). Les Principaux genres des moisissures productrices d‘enzymes lignocellulolytiques 

appartiennent au groupe des Ascomycètes et Basidiomycètes. Les champignons cellulolytiques 

sont regroupés en espèces de pourriture blanche, de pourriture brune et de pourriture molle, les 

champignons de la pourriture blanche, environ 2000 espèces, principalement des Basidiomycètes 

peuvent métaboliser la lignine ; ceux de la pourriture brune, environ 200 espèces de 

Basidiomycète également dégradent les composants de la cellulose et hémicelluloses et exercent 

peu d'effets sur la lignine. Les espèces de la pourriture molle (Ascomycètes) possèdent des 
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capacités intermédiaires, elles sont capables de dégrader la cellulose et l'hémicellulose 

rapidement, mais la lignine plus lentement (Moore et al., 2011). 

I.3.1.4. Les champignons filamenteux cellulolytiques 

La caractéristique principale de champignons filamenteux est l'hyphe. La croissance des 

hyphes fournit les moyens pour la colonisation de substrats, la sécrétion d'enzymes 

hydrolytiques, l'assimilation des nutriments, régulation de la morphogenèse, et la reconnaissance 

de signaux de l'environnement (Roberson et al., 2010). En dépit de la concurrence des bactéries, 

les moisissures occupent une place importante sur le marché des cellulases dont les producteurs 

principaux sont le genre Aspergillus et Trichoderma. Ces champignons filamenteux sont les plus 

connus et les plus efficaces pour la dégradation des polysaccharides des parois cellulaires 

végétales, en produisant des mélanges d‘enzymes hydrolytiques extra cellulaires (Hasper et al., 

2002). Les moisissures des genres Aspergillus, Trichoderma, Penicillium et Phanerochaete ont 

été rapportés comme étant les meilleurs producteurs de cellulases et les enzymes brutes produites 

par ces micro-organismes sont commercialisées (Dashtban et al., 2009). Le système de 

dégradation de la cellulose par ces moisissures est complexe et constitué de : endoglucanases 

(CMCase), l'exoglucanase et β- glucosidases qui agissent en synergie lors de l'hydrolyse de la 

biomasse lignocellulosique en sucres (Saini et al., 2015 ; Bajaj et Mahajan, 2019). 

Dans le groupe des champignons imparfaits, Trichoderma reesei est l'espèce la plus 

étudiée en raison de ses potentialités commerciales. A l'heure actuelle les souches de 

Trichoderma viride et d'Aspergillus niger sont les plus importantes sources de cellulases à 

vocation industrielle (Moloney et al., 1983). Les espèces d‘Aspergillus (Aspergillus oryzae, 

Aspergillus versicolor, Aspergillus aculeatus, Aspergillus niger et Aspergillus wentii) sont 

capables de produire des cellulases en faible quantité. D‘autres espèces d‘Aspergillus comme 

Aspergillus terreus et Aspergillus fumigatus, sont capables de se développer sur la cellulose 

microcristalline en produisant des quantités importantes de β-glucosidases. Les cellulases 

produites par des espèces d‘Aspergillus sont généralement riches en endo-β- glucanase et β-

glucosidase, mais pauvres en exo et β-glucosidases, de ce fait elles ont une action limitée sur la 

cellulose microcristalline (Riccio et al., 1999). Aspergillus niger est un bon exemple, il produit 

la cellulase, les amylases, l‘invertase et la pectinase, employées principalement comme des 

catalyseurs biologiques en glucoserie, brasserie et pour la fabrication des boissons. Cette 

moisissure secrète aussi des protéases, des lipases et des estérases, utilisées dans différentes 

applications alimentaires (Kosikowski, 1988 ; Scriban, 1999). 
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Tableau III : Les principaux champignons filamenteux utilisés dans la production de cellulases 

(Singhania, 2009). 

Genre Espèces 

Aspergillus A. niger, A. nidulans, A. oryzae, A. aculeatus 

Fusarium F. solani, F. fusosporium 

Humicola H. insolens, H. griesa 

Melanocarpus M. albomyces 

Neorospora N. crassa 

Phanerochaete P. chrysosporium 

Penicillium P. brasilianum, P. occitanis, P. purpurogenum, P. janthinellum 

Talaromyces T. emersonii 

Trichoderma T. reesei, T. harzianum, T. longibrachiatum 

   

I.3.1.4.1. Le genre Trichoderma   

 Le terme « Trichoderma » a été introduit dans la mycologie en 1794 par Persoon 

(Roussos., 1985 ; Bissett., 1991). Les espèces de ce genre sont largement répartis dans le monde 

entier et présents dans presque tous les sols et autres habitats naturels, en particulier dans ceux 

contenant des matrices organiques et inorganiques (Montoya et al., 2016). Ce sont des 

colonisateurs omniprésents de l'eau cellulosique et peuvent donc souvent être trouvés partout où 

des matières végétales en décomposition sont disponibles, ainsi que dans la rhizosphère des 

plantes, où ils peuvent induire une résistance systémique contre les agents pathogènes 

(Atanasova et al., 2013). Elles appartiennent au grand groupe des champignons imparfaits sans 

reproduction sexuée connue (Taylor et al., 1999), donc sa multiplication s‘effectue par 

l‘intermédiaire d‘un organe appelé conidie qui est de petite taille et ovoïde. La germination de 

cette conidie et le développement des tubes germinatifs sont influencés par différents facteurs 

tels que le pH, la nutrition, la lumière et les propriétés hydrologiques du sol (Magan, 1988). 

Après la germination de conidie, elle donne naissance à un mycélium de couleur blanche en 

avant puis viré en vert plus tard (Chabasse et al., 2002). Elle se développe à une température 

optimale qui varie entre 25 et 30C° (Montoya et al., 2016). Les champignons du genre 

Trichoderma, fait partie de meilleurs compétiteurs saprophytes et peuvent vivre aussi dans le 

milieu où la teneur en éléments nutritifs est faible, capable de développer aussi bien dans des sols                                                                                                                                   

acides comprise entre 2 et 7 (Begoude et al., 2007). 
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 Les champignons appartenant au genre Trichoderma, jouent un rôle important dans 

la décomposition de la matière organique en attribuant une biofertilisation aux sols. En plus, en 

tant qu‘une espèce appartenant au genre Trichoderma (figure 9), il est fréquemment employé 

dans les industries alimentaires car ces champignons peuvent produire des cellulases et d'autres 

enzymes qui dégradent les polysaccharides complexes (Harman, 2006).  Le genre Trichoderma 

et les espèces de ce genre produisent des quantités importantes de cellulases (Makut et Godiya, 

2010), et d‘hémicellulases (Peterson et Nevalainen, 2012). 

Les espèces de Trichoderma les plus connues sont : Trichoderma harzianum, espèce 

largement répandue dans le sol, céréales, papiers, textiles…. etc (Botton et al., 1990)  

 

 

 
Figure 9. Morphologie de Trichoderma (Botton et al., 1990). 

 

Taxonomie 

La classification de ce champignon est basée sur les aspects culturaux et la morphologie 

des appareils sporogènes. Selon Bissett (2004), la position taxonomique actuelle des 

Trichoderma sp se présente comme suit (Bissett, 2004): 

Embranchement                          Amastigomycota et/ou Eumycètes 

Sous embranchement                      Ascomycotina 

Classe                                               Sordariomycètes 

Ordre                                                Hypocréales 

Famille                                               Hypocraceae 

Genre                                                Trichoderma 
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I.3.1.4.2. Le genre Aspergillus  

L‘Aspergillus est parmi les champignons les plus abondants dans le monde (Bleichrodt 

et al., 2013). C‘est un genre fongique asexué qui attire le plus souvent les biotechnologistes. Il 

est caractérisé par la production d'un grand nombre de spores en chaînes. La sporulation produit 

des conidies contenant des spores asexuées haploïdes, disséminées dans l‘atmosphère après 

maturation. La croissance végétative est initiée par la germination des spores avec formation 

d‘un hyphe tubulaire (extension strictement apicale) donnant naissance à un réseau mycélien par 

ramification, qui acquiert les éléments nutritifs de l‘environnement (Ward et al., 2005).  Les 

caractères de colonies utilisés pour caractériser les espèces de ce genre comprennent : les taux de 

croissance des colonies, la texture, le degré de sporulation, la couleur du mycélium, pigments 

solubles, les secrétions et le revers de colonies (Prakash et Jha, 2014).  

Ces champignons poussent rapidement (2-3 jours) sur les milieux de culture classiques 

(géloses au malt, Sabouraud et PDA). La température optimale de croissance varie généralement 

entre 25 et 30°C, mais l‘Aspergillus niger peut se développer jusqu‘à 42°C. Les colonies 

d’Aspergillus niger sont granuleuses, blanches au début, puis jaunâtres et à maturité elles 

deviennent noires (Guillaume, 2006). Il se caractérise par des longs hyphes qui se terminent par 

la formation d‘une structure globuleuse, contenant des spores ressemblant la forme d‘un 

goupillon (figure10) (an aspergillum en latin) d‘où le nom Aspergillus (Kozakiewicz et Smith, 

1994 ; Brakhage et al., 1999 ; Pasqualotto, 2010 ; Machida et Gomi, 2010). Elle est la 

caractéristique microscopique la plus utilisée dans la taxonomie d‘Aspergillus (Prakash et Jha, 

2014).  

          Quelques espèces du genre Aspergillus sont capables de produire des cellulases parmi les                    

quelles A. oryzae, A. versicolor, A.aculeatus, A.niger ,A.wentii . Cette production de cellulases   

reste cependant faible et limitée à des conditions particulières de culture (Roussos, 1981). 

D‘autres espèces d‘Aspergillus comme A.terreus et A .fumigatus sont capables de se développer 

sur la cellulose microcristalline en produisant des quantités importantes de β-glucosidase 

(D’souza et Volfova, 1982 ; Wase et Vaid, 1983). A. niger est une espèce cosmopolite (Farr et 

Rossman, 2017). Cette espèce et couramment utilisé dans les industries biotechnologies comme 

hôtes de production de l‘acide citrique et les enzymes industriels (Romsdahl et al.,2018). Parmi 

les quelles : les cellulases, les pectinase, les xylanases, les amylases, les glucoamylases et les 

protéases (Murphy et Horgan, 2005 ; Ward et al., 2005). 

 Taxonomie         

En raison de son importance économique, l‘Aspergillus est l'un des genres les mieux 

décris du point de vue taxonomique parmi les champignons filamenteux. Al-Musallam (1980) a 
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révisé la taxonomie du groupe A. niger en prenant essentiellement les caractéristiques 

morphologiques en compte. La position systématique d’A. niger est résumée comme suivant: 

(Chabasse et al., 1999) 

 Phylum : Tallophyta 

 Sous-phylum : Fungi (Mycota) 

 Division de sous-phylum : Eumycota 

 Subdivision : Deuteromycotina (Fungiimperfecti) 

 Classe : Hyphomycètes (forme filamenteuse) 

 Ordre : Moniliales 

 Famille : Moniliaceae 

 Sous-famille : Hyalosporae 

 Tribu : Aspergilleae 

 Genre : Aspergillus 

 Espèce : Aspergillus niger. 

 

Figure 10. Aspect microscopique (a) et représentation schématique (b) de la conidiophore du genre 

Aspergillus (Pasqualotto, 2010). 

I.3.1.4.3. Le genre Sarocladium 

Sarocladium est un genre hyphomycète appartenant à la famille des Hypocreaceae, ordre 

Hypocreales et classe de sordariomycètes (Maharachchikumbura et al. 2015, 2016), a été bien 

étudié par différents auteurs (Summerbell et al. 2011 ; Yeh et Kirschner,2014 ; Giraldo et al., 

2015). Les genres Sarocladium et Acremonium sont un groupe très diversifié de champignons 

morphologiquement et génétiquement apparentés qui se trouvent généralement dans 

l'environnement. De nombreuses espèces de ces genres sont des saprophytes présents dans le sol 

et en association avec des plantes, membres spécialement des Pocaceae, y compris le bambou, le 

riz, le maïs et les espèces de graminées fourragères et de mauvaises herbes (Wicklow et al., 

2005 ; Summerbell et al., 2011 ; Liu et al., 2017 ; Maia et al., 2018 ; Gama et al., 2020), ou 
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poussent sur des matières organiques en décomposition. Sur la base des séquences d'ADNr et 

d'espaceur interne transcrit (ITS), certaines espèces d'Acremonium ont récemment été déplacées 

vers le genre Sarocladium. La plupart des espèces de Sarocladium sont des agents pathogènes 

pour les plantes et les humains, comme S. oryzae, S. kiliense et S. strictum, et comprennent un 

endophyte du maïs, S. zeae (Giraldo et al., 2015 ; Summerbell et al., 2011). Bien que les deux 

genres soient morphologiquement similaires et appartiennent à l'ordre des Hypocreales, ils sont 

phylogénétiquement éloignés : l'espèce type Acremonium est apparentée aux Bionectriaceae 

tandis que celle de Sarocladium est toujours considérée comme Incertae sedis (Summerbell et 

al., 2011). En outre selon Pramunadipta et al. (2020). Les isolats de Sarocladium sp se 

développent lentement (environ 1,9 mm /jour) sur PDA à 25°C dans l'obscurité. Les 

caractéristiques de la colonie de Sarocladium sp étaient cotonneuses, la couleur du mycélium 

produit varie du blanc au jaune clair, se transforme parfois en orange pâle avec l'âge et en orange 

pâle en vue inverse. Les hyphes végétatifs de Sarocladium sp sont septées, hyalines, lisses et à 

paroi mince. Les conidiphores de Sarocladium sp sont hyalins, à paroi lisse et peuvent être 

simples ou ramifiés. Les conidies sont cylindriques, hyalines et aseptisées, de taille 1,6-4,8 µm x 

0,6-1,7 µm et disposées en têtes gluantes, chlamydospores non observées. Ces caractères sont 

similaires aux caractéristiques morphologiques de S.oryzae, qui est un champignon à croissance 

lente (Bigirimana et al., 2015), a des colonies blanches, orange-blanc sur PDA à 25°C avec la 

formation de conidies dans les têtes visqueuses et ne pas produire les chlamydospores (Giraldo 

et al., 2015).  

En biotechnologie, S. kiliense (figure11), qui appartenait au genre Cephalosporium, produit de la 

céphalosporine C, un antibiotique similaire à la pénicilline (Arora et al., 1992). De plus, comme 

S. kiliense appartient au genre Acremonium, ce genre peut dégrader les polysaccharides, la 

pectine, la carboxyméthylcellulose, les xylanes, est également connu pour oxyder le manganèse 

dans le sol et produire des protéases, amylases alcalines (Domsch et al.,1980) et dégrader la 

cellulose et la chitine (Baldrian et al., 2011). 
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Figure 11. Aspect microscopique de Sarocladium kiliense (Fridkin et al., 1996). 

 

I.4. Fermentation sur milieu solide (FMS) 

I.4.1.  Définition 

La fermentation en milieu solide correspond à la croissance de microorganismes aérobies 

ou anaérobies sur des particules solides humides en l'absence ou la quasi-absence d'eau libre 

(Durand, 2003 ; Gervais et al. 2003 ; Rahardjo et al. 2006). Ces microorganismes croissent 

sur une matrice solide à la quelle est liée une phase liquide et une phase gazeuse est piégée dans 

ces particules ou entre elles (Rahardjo et al. 2006). La plupart des procédés de fermentation en 

milieu solide implique des champignons filamenteux. Néanmoins, il existe quelques procédés 

qui intègrent les bactéries et les levures. 

I.4.2.  Avantages de la fermentation à l'état solide 

L'utilisation des procédés de fermentation à l'état solide possède plusieurs avantages. En 

effet, ces derniers sont des procédés simples qui ont recours à des technologies simples. Ils ne 

demandent pas des équipements sophistiqués et chers pour contrôler les paramètres 

environnementaux. De plus, les produits de la fermentation en culture solide sont la plupart du 

temps concentrés, ce qui facilite leur purification. En outre, la faible humidité du milieu et le 

grand volume utilisés en SSF réduisent la possibilité de contamination par d'autres 

microrganismes. Cependant, la majorité des bactéries demandent des taux d'humidité élevés pour 

survivre. De plus, lors des fermentations solides, contrairement aux fermentations liquides, il n'y 

a pas de production de mousses, les volumes des déchets générés sont faibles. Étant donné que la 

plupart des procédés de fermentation solide mettent en œuvre des moisissures, ils ne nécessitent 

pas de stérilisation préalable du substrat. Ce qui réduit le cout énergétique nécessaire (Durand, 

1983). Les enzymes produits lors d'une fermentation solide sont moins sensibles aux répressions 
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cataboliques et aux inductions (Singhania et al, 2009). La fermentation solide possède une 

réputation de technique simple à mettre en œuvre, facilement applicable en milieu rural, de 

moindre cout car peu exigeante en matériel, ne nécessitant pas obligatoirement une stérilisation 

énergétique du substrat de culture et requiert un faible espace. Elle assure une forte productivité 

en métabolites. Egalement, la faible teneur en humidité empêche la contamination bactérienne.  

La FMS peut être particulièrement avantageuse pour la culture des champignons filamenteux, 

conduisant à une productivité enzymatique plus élevée, comparée aux processus FML (Kuhad 

et al., 2016 ; Farinas et al., 2015 ; Hansen et al., 2015). Un autre avantage de la FMS par 

rapport à FML est le coût d‘exploitation en raison de l‘utilisation des déchets agro-industrielle 

comme substrat solide à faible coût (Bettache et al., 2014).  

I.4.3. Inconvénients des fermentations solides 

Les microorganismes utilisés sont limités. En effet, seuls les microorganismes se 

développant bien aux basses humidités peuvent être employés. Les connaissances physiologiques 

et technologiques de la croissance des microorganismes sur milieux solides sont faibles. Les 

problèmes de transfert d‘oxygène et de chaleur rendent difficile l‘augmentation d‘échelle des 

procédés. En effet, la faible quantité d‘eau ralentit les échanges de chaleur, pouvant criér des 

problèmes de surchauffe lorsque des masses importantes sont mises en fermentation. 

L‘évaporation compense partiellement cet échauffement, mais en réduisant l‘eau disponible. 

L‘évacuation des calories métaboliques peut donc poser un problème qu‘il s‘agit de résoudre lors 

du passage de petits essais de laboratoire aux applications en vraie grandeur. La nature solide et 

hétérogène des substrats utilisés complique le suivi direct des paramètres de fermentation. Les 

sondes utilisées en fermentation liquide ne sont pas utilisables, jusqu‘à ce que Bellon-Maurel et 

al. (2003) proposent de nouveaux types de sondes adaptées aux cultures solides. Il est 

pratiquement difficile d‘assurer une distribution parfaitement homogène de substances ajoutées 

au substrat et donc du milieu de culture. Ce qui rend le contrôle en direct des paramètres de 

culture tels que le pH, l‘humidité et la concentration des nutriments, assez aléatoire. Les 

microorganismes étant inséparables du substrat, l‘estimation de la biomasse est délicate. 

I.4.4.  Les diverses étapes suivies en fermentations solides 

Les différentes étapes suivies au cours d‘une fermentation solide sont : la préparation du 

substrat ou du milieu de culture, la stérilisation du milieu (généralement à 121 °C pendant 21 

minutes) suivie par le refroidissement de celui-ci, l‘inoculation du milieu de culture, l‘incubation 
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du milieu inoculé en maintenant dans la mesure du possible les conditions environnementales 

optimales (température, pH, teneur en eau). 

 

I.4.4.1. La préparation du substrat carboné 

Le support est l‘un des paramètres les plus importants en fermentation en milieu solide. Il 

doit être choisit avec attention en fonction de plusieurs facteurs comme la taille des particules, la 

porosité, la composition biochimique dans le cas d‘un support organique puisque celle-ci aura 

une incidence sur les microorganismes et sur le profil enzymatique (substances inductrices), sa 

capacité de rétention d‘eau et/ou sa capacité à contenir les éléments nutritifs (source de carbone, 

d‘azote et de sels minéraux), sa disponibilité et son coût (Manpreet et al, 2005 ; Krishna, 

2005). Les substrats carbonés sont classés en deux catégories, les supports inertes et les supports 

organiques, et se présentent sous trois formes :  

1. Matériaux organiques naturels (amylacés ou lignocellulosiques). Ce sont 

généralement des sources de polymères insolubles, complexes et hétérogènes (bagasse, 

pulpes de betterave, paille, bois, son de blé, manioc, …). Ils servent à la fois de substrat 

(source de carbone) et de support ;  

2. Matériaux synthétiques (mousse de polyuréthane). Ils servent uniquement de 

support et nécessitent par conséquent l‘apport d‘un milieu nutritif ;  

3. Matériaux minéraux (granulés d‘argile, perlite, pouzzolane). Ils servent 

uniquement de support et nécessitent par conséquent l‘apport d‘un milieu nutritif 

(Durand ,1998). 

I.4.4.2. L’inoculation du milieu de culture  

L‘inoculation du milieu de culture se fait le plus souvent à partir d‘une suspension de 

spores (Mathot, 1996). Celles-ci restent viables plus longtemps que le mycélium, sont moins 

sensibles aux conditions externes et se conservent plus facilement. La quantité optimale de 

spores à inoculer diffère selon les cas. Un excès de spores peut parfois inhiber la germination. 

Les spores sont cependant métaboliquement dormantes, impliquant que la dégradation du 

substrat ne peut s‘installer qu‘après la germination. Pour minimiser cet inconvénient, une pré-

germination des spores est parfois envisagée. Des inoculums : spores, mycélium et substrat de 

production peuvent être utilisés également. 
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I.4.4.3. Les facteurs influençant la fermentation en milieu solide 

 La température : A l'échelle industrielle, les contrôles de la température de culture et de 

l'humidité du milieu sont très importants pour le scaling up (Bellon-Maurel et al., 2003). La 

faible conductibilité thermique des substrats utilisés et leur faible teneur en eau réduisent le 

transfert de chaleur, qui lui-même dépend de la taille des particules de la couche solide. Une 

élévation de la température dans la masse fermentable due à un dégagement de chaleur 

métabolique peut aller jusqu'à atteindre 80°C, causant un assèchement de la culture et une baisse 

de l'aw et de la disponibilité en nutriments. La température de la culture à l'échelle industrielle 

est généralement régulée par l'injection d'air forcé, l'agitation du réacteur ou par le phénomène 

d‘évaporation (Bellon Maurel et al., 2003). 

 La teneur en eau : L'eau est impliquée dans la croissance cellulaire et les réactions 

métaboliques, les activités enzymatiques, les transports des éléments nutritifs, des métabolites 

extracellulaires et des gaz au cours de la fermentation solide (Bellon-Maurel et al., 2003 ; 

Gervais et al., 2003). Les variations de la teneur en eau sont dues à l'évaporation causée par la 

chaleur métabolique, à l'hydrolyse du substrat et aux productions d'eau métabolique. La teneur en 

eau est habituellement déterminée par les mesures de la matière sèche, laquelle, cependant, ne 

différencie pas l'eau disponible pour les activités microbiennes (l'activité d'eau, aw) de l'eau liée 

au substrat indisponible aux microorganismes.  

 Le pH : Des variations de valeur du pH résultent d'une consommation en substrat (exemple 

de l'hydrolyse des protéines) et/ou des synthèses métaboliques (exemple des acides organiques). 

Les variations de pH sont des indicateurs des changements dans les activités métaboliques 

(Bellon-Maurel et al., 2003). Il est ainsi difficile de contrôler le pH efficacement en 

fermentation solide. Lorsque cela est nécessaire, la méthode standard est de tamponner le milieu 

de culture avec un mélange adéquat de composés azotés (urée, sels ammoniacaux), des sels de 

Ca
2+

 ou des solutions alcalines. Pendant la fermentation, le pH peut être régulé par l'addition 

d'acides ou de bases à l'eau de refroidissement de la masse fermentable. 

 L’aération de la culture : L'aération des cultures solides joue quatre fonctions, à savoir le 

maintien des conditions d'aérobies, l'élimination du dioxyde de carbone, la régulation de la 

température de culture et la régulation de la teneur en eau (Raimbault, 1998). En fermentation 

liquide, l'aération est souvent le facteur limitant de la croissance microbienne à cause de la faible 

solubilité de l'oxygène dans l'eau. L'aération en fermentation solide est plus facile qu'en 

fermentation liquide à cause d'une part, de la diffusion rapide de l'oxygène dans le film humide 

entourant les particules de substrat, et d'autre part à cause aussi des grandes surfaces de contact 

entre la phase gazeuse, le substrat et les mycéliums aériens.  
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I.4.4.4. Application de la fermentation en milieu solide 

La fermentation en milieu solide s‘est développée progressivement à d‘autres domaines 

d‘applications autres que l‘alimentaire (tabeau IV). La première production industrielle 

d‘enzymes a été réalisée par Jokichi Takamine par fermentation de son de blé avec une souche 

d’Aspergillus oryzae) (Murooka et Yamshita, 2008). 

Tableau IV: Principaux domaines d‘applications de la fermentation en milieu solide (Manpreet, 2005 ; 

Durand, 1998). 

Domaine d’application Produit Microorganismes 

Alimentaire 

Champignons supérieurs 

 -Agaricus bisporus 

 (Champignon de paris) 

-Lentinus edodes (Shiitaké) 

-Pleurotus ostreatus (Pleurotes) 

 -Fromages à pâte persillées, 

Fromages à croûte fleurie 

(Camembert, brie, …) 

 -Penicillium roquefortii 

-Penicillium camembertii 

-Penicillium caseicolum 

 -Pain  -Saccharomyces cerevisae 

 Acides organiques 
 -Acide citrique 

-Acide lactique 

 -Aspergillus niger 

-Rhizopus oryzae 

 Enzymes 

 -Amylases, glucoamylases 

-Cellelases, xylanases, Pectinases, 

-Protéases 

  

 -Aspergillus spp. 

-Trichoderma spp.,  

Aspergillus spp. 

-Aspergillus spp. 

-Rhizopus oligosporus 

 Enrichissement nutritif 

(protéines) des aliments 

pour animaux 

-Betterave, Canne à sucre, 

manioc, pulpe de 

 -Aspergillus spp.,  

Trichoderma spp 

 Métabolites secondaires 

 -Aromes 
 -Penicillium spp., Trichoderma 

spp. 

 -Antibiotiques (pénicilline)  -Penicillium notatum 

 -Hormones végétales (acides 
 -Gibberella fujikuroi 

gibbérellique) 

 -Alcaloïdes (ergot)  -Claviceps purpurea 

 Lutte biologique 

(biocontrole/biopesticide) 

 Biofongicides, 

Bioinsecticides,…. 

 -Beauveria bassiana 

, Trichoderma spp 

Coniothyrium minitans. 
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I.4.4.5. Comparaison des technologies de fermentation en milieu solide et de fermentation en 

milieu liquide ou submergée 

La culture des champignons pour la production d‘enzymes s‘effectue soit sur substrat 

solide, soit en culture submergée (tablauV), comme c‘est le cas pour la production de la plupart 

des métabolites d‘origine microbienne. Au cours des trente dernières années, un nombre 

important de ces fermentations est réalisé sur des déchets agroalimentaires pour produire 

principalement des hydrolases (Leveau et Bouix, 1993 ; Boiron ,1996). 

Tableau V: Comparaison entre FMS et FML (Raimbault, 1998 ; Assamoi et al., 2009). 

Facteur Fermentation solide (FMS) Fermentation liquide (FML) 

Substrat Polymères insolubles 

(amidon, pectine, cellulose, lignine) 

Substrats solubles (sucres) 

Eau Consommation limitée de l‘eau ; aw 

faible 

Des grands volumes d‘eau sont 

consommés 

pH et Température Contrôle aléatoire et transfert 

difficile de la chaleur 

Contrôle facile 

Aération (O2) Aération facile et diffusion rapide de 

l‘oxygène 

Faible solubilité de l‘(O2) dans 

l‘eau 

 

Scale up 

Nécessitée de nouveaux 

équipements 

Equipements industrielles 

Disponibles 

Fermentation Fermentation discontenue (batch) Fermentation continue 

Contamination Risque de contamination fongique Risque de contamination 

Bactérienne 

Demande 

énergétique 

Besoin énergétique faible Consommation élevée d‘énergie 

Biomasse Inséparable du substrat Facilement séparable 

Produit Concentré Très dilué 

Pollution Pas d‘effluents Grands volumes d‘effluents 

 

I.4.4.6.   La matière première 

I.4.4.6.1. Son de blé   

Le son de blé est l‘un des sous-produits de la mouture sèche du blé tendre. Il se compose 

de couches extrêmes du grain de blé. Il représente 10 à 17% du blé moulu (Hassan et 

al., 2008). Il représente entre 11 et 15% de la masse totale du grain de blé (Hemery et al., 2007) 

et son rôle est de protéger la graine. Les enveloppes sont constituées de cellulose, hémicellulose 

et de lignine formées par un ensemble de monosaccharides dont la teneur est variable. La 

composition des sucres complexe est illustré dans le tableau VI (Menon et Rao, 2012 ; Miron et 

al., 2001). Le son de blé est l‘un des substrats les plus attractifs, est utilisé en fermentation en 
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milieu solide pour la production d‘enzymes, de métabolites secondaires et autres produits 

d‘intérêt biotechnologiques. Il a pour avantage de faciliter la pénétration du mycélium dans le 

substrat et d‘être bon marché. Le son de blé a une bonne capacité de rétention de l‘eau pouvant 

aller jusqu‘à 80% (Abdullah et al., 1985). Ainsi, il est possible de travailler avec une humidité 

importante permettant une bonne croissance des champignons. 

 

Tableau VI : Composition biochimique de son de blé (Menon et Rao, 2012 ; Miron et al., 2001). 

Constituants en sucre Pourcentages % 

Cellulose (10,5-14,8) 

Hémicellulose  (35,5-39,2) 

Lignine  (8,3-12,5) 

 

I.4.4.6.2. Paille de blé 

Le terme paille est utilisé pour désigner les tiges et feuilles sèches débarrassées de grains. 

La paille est constituée de trois parties majeures : la tige, les nœuds et les feuilles (Harper et al., 

1981). Dans le cas du blé, il y a 5 à 6 nœuds sur la plante à maturité. Les entre-nœuds, qui 

représentent environ 50 % de la masse de la paille, lui donnent sa résistance mécanique alors que 

les nœuds et les feuilles ont une moins bonne tenue mécanique, car ils contiennent plus de 

minéraux et moins de cellulose (Marechal, 2001).  

Avec l‘explosion des problématiques de raréfaction des ressources pétrochimiques et de 

développement durable, des travaux sur la valorisation de la paille ont pris leur essor. Les 

premières études se sont focalisées sur la valorisation de la fraction lignocellulosique des pailles 

de blé pour la fabrication de bioéthanol (Kristensen et al., 2007 ; Qureshi et al., 2007), 

d‘agromatériaux (Markessini et al., 1997 ; Panthapulakkal et al., 2006), de biocomposites 

(Alemdar et al., 2008), ou encore la production de biohydrogène ou de biogaz (Kaparaju et al., 

2009). 

La composition des sucres complexes de la paille de blé est illustrée dans le tableau VII 

(Iqbal et al., 2013 ; Anwar et al., 2014)  

 

 

 

Tableau VII : Composition biochimique de la paille de blé (Iqbal et al., 2013 ; Anwar et al., 2014).  

Constituants en sucre Pourcentage % 

Cellulose (29 -35) 

Hémicellulose (26-32) 
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I.5. Méthodes d’optimisation de la production d’endoglucanase  

Le processus d‘optimisation est un sujet d‘importance centrale pour la production industrielle. 

Dans le cas de la surproduction d‘enzymes, les manipulations des milieux représentent la 

meilleure alternative aux manipulations génétiques (Reddy et al., 2008). 

 

I.5.1. La méthode expérimentale classique (one-factor -at-a-time) 

Cette méthode consiste à faire varier successivement un seul facteur en maintenant les 

autres constants. Elle présente l‘avantage d‘être facile et simple, en plus les effets individuels des 

composants de milieu de culture et les conditions de processus de fermentation sont capables 

d‘êtres visualisés sous forme de graphes. En plus elle présente des limitations du fait qu‘elle 

ignore les interactions entre les paramètres, le temps consommé est important, les coûts élevés 

surtout en cas d‘un grand nombre de variables, conduisant à une expérimentation étendue (Wang 

et Wan, 2009). 

I.5.2. La méthode statistique des ‘Plans d’expérience’ 

           Définit comme étant la méthode mathématique et statistique qui permet de modéliser et 

d‘organiser au mieux des essais qui accompagnent une recherche scientifique ou des études 

industrielles (Goupy et Creighton, 2006).  

Les limites de la méthode classique (OFAT) sont évitées par l‘utilisation des plans 

statistiques qui permettent de mesurer l‘effet de plusieurs facteurs ainsi que leurs interactions 

(Kammoun et al., 2008) et leurs sources de variation supposées (Vivier, 2002). Un plan 

d‘expérience consiste en la mise en œuvre organisée d‘un ensemble d‘unités 

expérimentales d‘une manière à révéler les effets de différents traitements. 

            L‘objectif principal de la théorie des plans d‘expériences est d‘assurer la meilleure 

précession possible, avec un maximum d‘information et un minimum d‘essais sans sacrifier la 

qualité, après avoir fait varier simultanément les niveaux d‘un ou de plusieurs facteurs (Goupy 

et Creighton, 2006).  

 

I.5.2.1.  La méthode de surface de réponse (RSM)  

C‘est l‘un des différents types de plans d‘expériences disponibles actuellement, elle 

permet de régler les paramètres pour atteindre un optimum entre les niveaux des facteurs étudiés 

Lignine (16-21) 
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(Faucher, 2006). Le principe de toutes les méthodes d‘optimisation consiste à explorer cette 

surface de façon à localiser un éventuel extremum dans un domaine expérimental donné. Ces 

plans utilisent des modèles polynomiaux du second degré avec interaction d‘ordre 2 (Goupy et 

Creighton, 2006).  

Il existe de nombreux types de plans d‘experiences permettant de construire des surfaces 

de réponse tels que: les plans composites centrés, plans de Doehlert et plan Box-Behnken 

(Faucher, 2006). 

Les modèles statistiques pour optimiser les composants et les conditions des milieux de 

cultures sont de plus en plus utilisés dans la biotechnologie actuelle grâce à son applicabilité 

facilitée par l‘informatique (Reddy et al., 2008). Ces plans sont également appliqués 

dans les processus d‘optimisation de la fermentation des cultures par les bactéries (Tari et al., 

2006 ; Oskouie et al., 2008 ; Reddy et al., 2008 ; Rai et Mukherjee, 2010), les cellules 

animales (Castro et al., 1992) et les moisissures (Hajji et al., 2008 ; Kammoun et al., 2008 ; 

Lakshmi et al., 2009).  

I.6. Purification d’une enzyme  

   Les enzymes industrielles produites nécessitent généralement peu de traitement en aval et 

sont donc relativement utilisés à l‘état brut. Par contre leurs applications dans les secteurs 

agroalimentaires, pharmaceutiques et cliniques nécessitent une grande pureté de l‘enzyme 

(Gupta et al., 2003 et Sindhu et al., 2017). Différentes stratégies pour la purification des 

enzymes ont été étudiées, en exploitant les caractéristiques spécifiques de la biomolécule cible. 

I.6.1. L’ultrafiltration      

L‘ultrafiltration est une technique de séparation membranaire, mettant en jeu un gradient 

de pression, qui est utilisée pour séparer des molécules de faibles tailles (entre 5 nm et 0,1 µm) 

en solution (Tableau VIII). C‘est une méthode rapide est relativement peu coûteuse qui peut être 

mise en œuvre à température ambiante et permet la concentration et la purification simultanée 

des molécules sans engendrer leur dénaturation .  

           

 Les modules d‘ultrafiltration peuvent être de diverses natures (fibres creuses, spiralés, 

plans, tubulaires) et composés de membranes différentes : isotropes (microporeuses, denses, 

chargées) ou anisotropes (composites). Elles se caractérisent par leur seuil de coupure (MWCO : 

Molecular Weight Cut-Off) qui représente le poids moléculaire de la plus petite molécule retenue 

à 90 % par la membrane (Baker, 2000). 

Tableau VIII : Classification des techniques de séparation membranaire (Baker, 2000). 
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Technique de 

séparation 

Diamètre 

moyen 

de pore 

Force motrice 
Exemples de molécules 

séparées 

Microfiltration 10 – 0,1 µm Gradient de pression 
Petites particules, colloïdes, 

bactéries 

Ultrafiltration 0,1 µm – 5 nm Gradient de pression Macromolécules, émulsions 

Nanofiltration 1 – 5 nm Gradient de pression 

Molécules de faible poids 

moléculaire 

(sucres, sels) 

Osmose inverse <1 nm Gradient de pression Sels 

Electrodialyse <5 nm 
Gradient de potentiel 

électrique 
Molécules organiques 

Electrofiltration 10 µm – 5 nm 
Gradient de potentiel 

électrique 

Petites particules, colloïdes, 

bactéries, 

macromolécules, émulsions 

Dialyse <5 nm 
Gradient de 

concentration 
Métabolites, sels minéraux 

Perméation de 

gaz 

Molécules de 

gaz 

Gradient de pression 

partielle des 

molécules 

Mélange de gaz 
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Chapitre II.  Matériel et méthodes 

II.1. Zones de prélèvement et échantillonnage 

         Les zones d‘étude ont été choisies sur la base de leur degré de richesse en microorganismes. 

Les champignons utilisés dans cette étude ont été isolés à partir d'échantillons de sol riches en 

matière organique provenant de plusieurs régions d'Algérie : Mascara avec coordonnées 

géographiques (Latitude : 35.3833, Longitude : 0.15 35° 22′ 60″ Nord, 0° 9′ 0″ Est) et Bordj Bou 

Arrerridj (Latitude : 35.9796 - Longitude : 4.7474735° 58′ 47″ Nord, 4° 44′ 51″ Est) (figure 12) sur 

une profondeur de 5 à 10 cm après enlèvement de la couche superficielle.  Les échantillons du sol ont 

été prélevés le 17/04/2018. Tous les prélèvements du sol sont réalisés dans des conditions d‘asepsie 

et récupérés dans des flacons ou des sachets stériles pour éviter tout risque de contamination entre les 

échantillons (Davet etRouxel,1997).  

  

 

 

                        Figure 12. Localisation géographique des zones d‘echantillonage 

II.1.1. Isolement des champignons telluriques productrices d’enzymes hydrolytiques  

L‘isolement a été réalisé selon la méthode de suspension - dilution (Davet et Rouxel, 

1997). La diminution de la charge microbienne par dilution de l‘échantillon de sol à analyser est 

réalisée dans le but d‘une purification ultérieure plus aisée et l‘obtention de colonies bien 

séparées à partir des cultures mixtes. Le principe consiste tout d‘abord, à préparer la solution 

mère de chaque échantillon. Cette dernière est préparée, en ajoutant 1g de sol dans 9 ml d‘eau 

physiologique stérile,  
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Des dilutions décimales de 10
-1

 à 10
-5

 ont été effectuées ; chaque dilution subit une 

homogénéisation à l‘aide du Vortex. Un volume de 0,1 ml de chaque dilution est ensuite 

ensemencé dans des boites de Pétri sur PDA (Pomme de terre Dextrose Agar) (Tournas, 2005) 

(annexe 1) additionné de 5 mg/ l de gentamycine (Botton, 1985) pour inhiber la croissance 

bactériennes (Botton et al., 1990). Les préparations sont incubées à 28°C jusqu'au 

développement des colonies (3 à 7 jours). 

II.1.2. Purification des souches isolées 

          La pureté des souches est vérifiée par repiquage successif sur milieu PDA (Ouattara-

Sourabie et al., 2011). La technique consiste à prélever avec une aiguille stérile un fragment 

mycélien à la marge du thalle à repiquer et la transférer aseptiquement dans une autre boite de 

Petri afin d‘obtenir un développement typique du champignon, l‘inoculation est réalisée en un 

seul point au centre de la boite (Botton et al., 1990). 

II.1.3. Conservation des souches  

- Par cryoconservation  

 La congélation a été effectuée par un transfert aseptique de 2 à 3 disques (6 mm de       

diamètre coupés à partir de la gélose d‘une culture jeune) dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml 

contenant 1 ml de mélange de PDB (Potato-Dextrose-Broth,) à 20 % de glycérol ; ce dernier est 

utilisé comme agent cryoprotecteur (Nagai et al., 2005).  Ces suspensions de spores sont ensuite 

stockées au congélateur, afin de garder leur viabilité et de limiter les possibilités de variation, 

jusqu‘à leur utilisation (Botton et al., 1990). 

- Sur gélose inclinée  

Consiste à repiquer les souches fongiques purifiées en tube sur gélose PDA inclinée incubées à 

28°C pendant 7 jours puis stockées à 4°C (Takahashi et al., 2008 ; Patidar et al., 2005), pour 

favoriser leur viabilité et limiter les possibilités de variations (Botton et al., 1990). 

II.2. Criblage des isolats pour la production d’enzymes hydrolytiques    

Le premier criblage a été fait par méthode qualitative (méthode de diffusion sur gélose) et la 

deuxième méthode de criblage par culture liquide (fermentation liquide). L‘activité enzymatique 

extracellulaire a été testée sur milieux solides pour toutes les cultures d‘isolats, les souches dont 

le résultat était positif lors du premier criblage ont été testées sur milieu liquide (criblage 

quantitatif). 
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II.2.1. Mise en évidence des activités enzymatiques (criblage qualitatif) 

Le principe de cette technique est la mise en évidence de la détection des zones 

d‘hydrolyse par l‘utilisation de réactifs spécifiques. La production d'enzymes est recherchée 

qualitativement sur milieu solide. Les enzymes à étudier sont : Amylase, cellulase, xylanase, 

protéase et kératinase. La détection des activités hydrolytiques repose sur l‘ensemencement d‘un 

disque gélose (6mm) de la culture fongique sur des milieux gélosés sélectifs, dont le substrat de 

l‘enzyme recherchée est la seule source de carbone et d‘énergie (Sohail et al., 2009). Un pour 

cent (1%) pour chaque substrat utilisé et 1.8% d‘agar. L‘activité hydrolytique est déterminée en 

ensemençant les moisissures par touche au centre de la boite de Petri puis ces dernières sont 

incubées à 25° C pendant 7 jours.  

II.2.2. Recherche des carbohydrolases 

II.2.2.1. Amylase 

 La détection est effectuée sur milieu PDA additionné d‘amidon soluble à 1% à pH 6.0 

(Jalgaonwala et Mahajan, 2011). Après incubation (28°C/ 7jours), une solution de lugol dilué 

est versée sur la surface de la boite pendant 30 secondes, suivie d‘un rinçage avec de l‘eau 

distillée.  

II.2.2.2. Cellulases et xylanase 

Le milieu de culture décrit par Mandels et Weber (Mandels et Weber, 1969) (Annex I) a 

été utilisé pour étudier la capacité des isolats fongiques à produire la cellulase et la xylanase en 

utilisant respectivement 1% de carboxymethyl cellulose (CMC) et de xylane de bouleau. Les 

boites ont été inondées avec 0,25% w/v d‘iode aqueux (I2 et KI) (Annex II) et laissé agir pendant 

15 minutes, puis versé la solution de coloration et lavé la surface de la gélose avec de l‘eau 

distilée. Ensuite, les boites ont été rincées avec du NaCl 1M. La zone d‘hydrolyse de la cellulose 

apparaissait comme une zone claire autour de la colonie (Wongpisal et al., 2016). La 

dégradation du xylane autour de la colonie est apparue comme une zone jaune opaque contre une 

couleur bleu /violet rougeâtre pour le xylane non dégradé (Pointing, 1999). 

II.2.3. Recherche des protéases 

II.2.3.1. Protéase 

L‘activité protéasique a été déterminée par culture de champignons en milieu 

supplémenté avec 1% de lait écrémé (Gupta et al., 2002). Les boites ont été observées pour la 

zone claire autour de la colonie fongique, ce qui indique la dégradation de la caséine. 
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II.2.3.2. kératinase 

Cette activité a été testée sur milieu supplémenté avec 1% de plumes de poulet comme 

source de kératine selon la méthode de Wawrzkiewicz et al. (1991). La kératine solubilisée dans 

le dimethylsulfoxide (DMSO), a été précipitée par l‘acétone et après séchage (Annexe III) elle a 

été ajoutée au milieu gélosé stérile. Les milieux ont été autoclavés et inoculés avec des blocs 

d‘agar (6 mm de diamètre, d‘une colonie âgée d‘une semaine cultivée sur des boites PDA) au 

centre des boites contenant le substrat. Ces derniers ont été incubées à 28 ºC pendant 5 à 7 jours. 

Après incubation, les activités sont révélées par l‘apparition d‘une zone claire entourant la 

croissance des colonies. 

II.3. Production des enzymes hydrolytiques par fermentation sur milieu liquide (criblage 

quantitatif) 

La production d‘enzymes hydrolytiques (Amylase, cellulase, xylanase, protéase et 

kératinase) est réalisée dans des fioles Erlenmeyer de 250 ml contenant 50 ml du milieu de 

culture liquide de composition adéquate au type d‘activité enzymatique d‘intérêt (Annex I). Pour 

obtenir des enzymes hydrolytiques les champignons ont été cultivés dans ce milieu avec1% de 

chaque substrat : Son de blé pour amylase, cellulase et xylanase ; caséine pour protéase et 

plumes de poulet pour la kératinase, puis stérilisé par autoclavage à 121°C pendant 15 minutes 

avant l‘inoculation. L‘inoculum sous forme de disque de mycelium est préparé en coupant la 

gélose à partir de la périphérie des champignons cultivés activement (Philippoussis et al., 2011). 

Les disques de mycélium (6 mm de diamètre) ont été prélevés et utilisés pour inoculer le contenu 

des Erlenmeyer, la culture a été incubée dans un incubateur à agitation (150 rpm) pendant 7 jours 

à 28 ºC, après incubation, elle a été filtrée en utilisant du papier filtre Whatman n°1. Les filtrats 

ont été centrifugés à 10000 g pendant 15 minutes à 4 ºC. Les surnageants clairs ont été utilisés 

comme source d‘enzymes extracellulaires brutes (Chakraborty et al., 2016). 

II.3.1. Détermination des activités enzymatiques 

II.3.1.1. Activités carbohydrolases 

Les activités : Amylase, CMCase et xylanase, exoglucanase et papier filtre ont été 

déterminés en utilisant le DNS (Ghose, 1987) (Annex II).  

II.3.1.1.1. Activité amylase 

L‘amidon soluble a été utilisé à 1% w/v comme substrat (Bernfeld, 1955). Le filtrat de 

culture brut a été utilisé comme échantillon d‘enzyme dilué dans du tampon citrate de sodium 

(0.05m M ; pH 5.9). Le mélange de réaction contenait 200 µl de solution de l'enzyme amylase, 



 

Partie Expérimentale Chapitre II : Matériel et Méthodes 

 

 

45 

 

200 µl de tampon citrate de sodium (0.05 mM ; pH 5.9) et le substrat a été incubé à 25°C 

pendant 5 minutes pour une réaction enzymatique (Annex III). 

II.3.1.1.2. Activités CMCase (endoglucanases) et exoglucanase 

Ces activités ont été déterminées en utilisant le carboxymethyl cellulose (CMCase) et 

l‘avicel (exoglucanase) à (2%) comme substrat dans un tampon citrate de sodium, (50 mM, pH 

4.8). Le mélange réactionnel contenait 0,5 ml d‘extrait enzymatique et 0,5ml de substrat, ce 

mélange a été incubé à 50 °C pendant 30 minutes (Annex III). 

II.3.1.1.3. Activité papier filtre (APF)  

Elle détermine l‘activité totale dans un complexe cellulasique. Le mélange réactionnel est 

constitué d‘une solution d‘enzyme (0.5 ml), 1 ml de tampon citrate (0,05mM, pH 4.8) et de 50 

mg de papier filtre Wattman N° 1 (des morceaux de 1 x 6 cm), incubés à 50°C pendant 60 

minutes (Tanveer et al., 2014) (Annex III). 

II.3.1.1.4. Activité xylanase 

L'activité xylanase est déterminée dans des conditions similaires à celles décrites dans 

l‘activité de CMCase, sauf qu‘une solution de xylane de bouleau de 2% est utilisée comme 

substrat à la place de CMC (Tao et al., 2010). 

Les sucres réducteurs libérés (maltose /glucose/ xylose) ont été mesurés par le 3,5- acide 

dinitrosalicylique (DNS) selon la méthode de Miller (1959). L‘absorbance des solutions a été 

mesurées à 540 nm à l‘aide d‘un spectrophotomètre UV-VIS. Une unité internationale a été 

définie comme la quantité d‘enzyme qui libère 1 μmol de sucre réducteur par millilitre par 

minute dans les conditions de dosage données à partir d‘une courbe d‘étalonnage standard 

(maltose /glucose/ xylose) (Annex III).   

II.3.1.2. Activités protéase 

         L‘activité protéase a été dosée par la méthode de Hagihara et al. (1958) utilisant la caséine 

comme substrat. Une unité d‘activité enzymatique a été prise comme la quantité d‘enzyme 

libérant 1 μg de tyrosine par ml par minute dans les conditions d‘essai. L‘absorbance de la 

solution a été mesurée à 595nm en utilisant spectrophotomètre UV-VIS. L‘estimation de 

l‘activité enzymatique est déterminée à partir d‘une courbe d‘étalonnage standard de tyrosine 

(Annex III).   

  

II.3.1.3. Activités kératinase  

L‘activité a été déterminée par la méthode de l‘assimilation de la keratine à 1% dans le 

tampon Tris-HCl (0.05 M pH 8.0) comme substrat selon Cai et al. (2008). Une unité d‘activité 
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kératolytique (U/mL) a été définie comme une augmentation de l‘absorbance à 280nm avec celle 

du témoin pour 0,01 par minute dans les conditions standard et l‘équation suivante a été utilisée : 

U= 4×n×A280/ (0.01×T). Où 4 est le volume de réaction final (ml), n est le taux de dilution et T 

est le temps d‘incubation (min) (Annex III). 

Le blanc est préparé de la même façon, sans l‘addition de substrat. Chaque dosage est 

effectué en triplicate.  

II.3.2. Utilisation des souches les plus performantes pour la production des cellulases 

Trois souches qui représentent la plus grande capacité de production d'enzyme ont été 

séléctionées et utilisées pour la suite des expériences. 

II.3.3. Identification des souches fongiques sélectionnées 

 Elle a été réalisée selon les clefs de détermination de (Botton et al., 1999 ; 

Guiarud, 2003) ainsi que celles de Chabasse et al. (2002) pour classer les souches fongiques 

par genres. Elle est basée sur les caractères culturaux (Identification macroscopique) et à la 

morphologie (identification microscopique) (Botton et al., 1999 ; Cahagnier,1998 ; 

Guillaume,2006 ; Pitt et Hoecking, 2009). 

II.3.3.1. Observation macroscopique 

Cette étude est basée sur l‘observation des colonies à l‘œil nu et permet la détermination des 

caractères suivants : 

- Vitesse de croissance, 

- Texture et couleur du thalle, 

- Mode de sporulation, 

- Couleur du revers de la colonie. 

II.3.3.2. Observation microscopique 

L‘examen microscopique est basé sur les caractères morphologiques, en notant 

les types de spores sexuelles (oospores, zygospores, ascospores, basidiospores) ou 

asexuées, aspect du thalle, couleur et disposition des spores, conidies (uni- ou pluricellulaires, 

solitaires, en amas ou en chaînes, forme (ronde, ovale, en 

massue...) (Mouria et al., 2012). La morphologie et les examens microscopiques des différents 

isolats de cultures pures ont été utilisés pour déterminer les structures reproductrices et 

végétatives (NaveenKumar et Thippeswamy, 2013).  
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Un petit morceau de scotch est appliqué par la face collante sur la colonie à l'aide d'une 

pince puis déposé sur une lame porte –objet   contenant quelques gouttes de lactophénol 

(Chabasse et al., 2002). Aussi, un fragment de la colonie est prélevé à l‘aide d'une anse de 

platine stérile et déposé sur une lame porte-objet. Le frottis ainsi préparé est ensuite coloré par 

l‘une des solutions suivantes : bleu de coton, rouge Congo ammoniacal, lugol ou le KOH à 10%. 

Ensuite la lame est recouverte d‘une lamelle, puis observée au microscope photonique à un 

grossissement ×10, ×40 et ×100 (Chabasse et al., 2002).  

 

II.3.3.3. Caractérisation moléculaire des isolats sélectionnés 

II.3.3.3.1. Extraction d'ADN, amplification PCR et séquençage 

Le mycélium fongique frais cultivé sur PDA pendant 10 jours à 25 ºC dans l'obscurité a 

été utilisé pour l'extraction d'ADN à l'aide d'un kit commercial d'extraction d'ADN génomique 

fongique NucleoSpin Plant II (Macherey-Nagel Germany), en suivant les protocoles du 

fabricant.La partie de L'ADN (ITS) a été amplifié par PCR, le séquençage de la région ITS 

(ADN de la région de l'espaceur interne transcrit) et de la région du gène EF1-α (facteur 

d'élongation de traduction) des champignons ont été amplifiés avec les paires d'amorces ITS1-F 

(Gardes et Bruns, 1993) (5'CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A3‘) / ITS4 (White et al. 

1990) (5'TCCTCCGCTTATTGATATGC3') et EF1-728F (5' CAT CGA GAA GTT CGA GAA 

GG) /EF2 (5' TAC TTG AAG GAA CCC TTA) (Carbon et Kohn, 1999), une partie du gène 

28S de l'ARN ribosomique (LSU) et de gène β-tubuline ont été amplifiées par l‘utilisation des 

paires d'amorces NL1/NL4b et bt2a/bt2b, respectivement (O'Donnell 1993 ; Glass et 

Donaldson, 1995).  

L'amplification a été réalisée avec un volume total de 25 µL, qui contient 2 µL  

d'ADN génomique, 1µL de 10µM d‘amorces (sens et antisens), 5µL de tampon 5X Taq 

Promega, 1,5 µL de 25 mM, MgCl2, 0,2µL de mélange dNTP 25 mM, 0,2 de 5U/µL Taq 

ADN polymérase Promega et 14,10 µL d'eau stérilisée doublement distillée (ddH2O). 

Des conditions de cycle différentes ont été utilisées pour les différentes régions des 

gènes. Pour la région ITS : dénaturation initiale à 95°C pendant 5 min, 35 cycles de 

dénaturation à 95°C pendant 30 s, la température d‘hybridation est de 55°C pendant 30 s, 

extension à 72°C pendant 45s, suivie d'une extension finale à 72°C pendant 7 min. Les 

mêmes conditions de cyclisme ont été utilisées pour la région EF1-α modifiant la 

température dU circuit à 52 °C. Pour la partie du gène 28S de l'ARN ribosomique (LSU) 

les conditions sont : 95 °C pendant 2 min ; 30 cycles de 95 °C pendant 30 s, 55 °C 
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pendant 30 s, et 72 °C pendant 1 min. Pour β-tubuline, 96 °C, 3 min de dénaturation 

initiale et des cycles de 95 °C, 30 s, 57 °C, 45 s, 72 °C. 

 Le produit de PCR est stocké avant révélation a10°C jusqu‘à utilisation. 

II.3.3.3.2. Révélation des produits PCR 

Les produits d‘amplification ont été révélés après une électrophorèse sur gel d‘agarose à 

1,5% avec dépôt de 10μl de produits de PCR.  La migration est suivie d‘une coloration dans un 

bain de bromure d‘éthidium (0,5μg/ml). L‘ADN a été visualisé et photographié sous UV par 

l‘utilisation du Gel doc système de biorad (USA). 

II.3.3.3.3. Purification des produits PCR 

Les produits PCR ont été purifiés par le kit NucleoSpin
®
 Gel and PCR Clean-up de 

Macherey- Nagel (Germany). 

II.3.3.3.4. Séquençage des produits de PCR    

Les produits PCR isolés et purifiés ont été séquencés par la technique de Sanger 

(Sanger et al. 1977) en utilisant le kit BigDye v3.1 d‘Applied Biosystems et les amorces PCR 

utilisées pour l‘amplification des fragments d‘intérêt. Les séquences obtenues sont analysées par 

l‘utilisation du logiciel CHROMAS PRO. Les séquences finales sont comparées avec celles de la 

banque de données GeneBank par l‘utilisation du Programme BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi Blast) de NCBI pour l‘identification des Isolats étudies 

en se basant sur le % d‘homologie avec les souches de références.   

 

II.3.4. Mise en œuvre de la FMS et obtention des extraits enzymatiques bruts 

II.3.4.1. Préparation de l'inoculum 

Après sporulation des souches fongiques ensemencées préalablement sur milieu PDA, 

incubées à 28±2°C pendant 7-10 jours, chaque boite est lavée avec 10 ml d‘eau distillée stérile 

contenant 1 % (v/v) de Tween-80. À l'aide d'une anse de platine stérile, on gratte légèrement la 

surface de la gélose afin de mettre en suspension les spores fongiques. La solution obtenue est 

conservée dans des flacon stériles pour être utilisées comme inoculum pour la production 

d‘enzymes (Sandhu et al., 2013 ; Ang et al., 2015). La concentration en spores est déterminée 

par le dénombrement de la dilution appropriée à l‘aide d‘une cellule Malassez sous microscope 

optique. La suspension obtenue est ensuite utilisée pour l‘ensemencement des substrats 

(Belhamiche et al., 2011 ; Patel et al., 2014). 
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II.3.4.2. Préparation du substrat solide de fermentation  

  La paille de blé est la matière première principalement utilisée comme substrat de 

 fermentation solide pour la production d'endoglucanase. Ce substrat a été obtenu à partir de 

sources locales (Ferme agricole, au village de Hamadia, wilaya de Bordj Bou Arrerridj à l'Est de 

l'Algérie). Elle est lavée à l'eau du robinet, rincée à l'eau distillée, séchée à 65°C pendant 48 

heures. Ensuite, le substrat a été broyé à l‘aide d‘un mixeur et tamisé à fin d‘obtenir une poudre 

de paille puis stockés à température ambiante dans des récipients étanches à l‘air (Menez et al., 

2017). Dans les fermentations à l'état solide, la paille de blé a été autoclavée avant l'inoculation. 

L'autoclave a modifié la morphologie de la paille de blé, ce qui est considéré comme un 

prétraitement hydrothermique doux de la paille de blé (Pensupa et al., 2013), la réduction de la 

taille des particules de ce substrat est appliquée comme un prétraitement mécanique pour faciliter 

la manutention des matériaux et pour augmenter le ratio Surface/Volume (Harmsen et al., 

2010). 

 Le taux d‘humidité des substrats sont déterminées avant le lancement de chaque fermentation 

(Annex IV). 

II.3.4.3. Conduite de la fermentation solide 

 L'extrait enzymatique brut des cultures a été préparé selon les procédures décrites par Menezes 

et al. (2017). 

- Les milieux de culture de type solide sont répartis à raison de 05 g de substrat sec par 

Erlenmeyer de 250 ml, dont le taux d‘humidité initial est déterminé. 

- L‘humidité finale est ajustée avec le milieu Mendels et Weber (agent humidifiant) à 

pH=5 à un taux de 70% pour le substrat utilisé en FMS.  

- Les Erlenmeyer sont fermés avec du couton cardé et recouvert avec le papier aluminium 

puis stérilisés par autoclavage à 121°C pendant 15min. Après refroidissement, les 

Erlenmeyer sont inoculés avec une suspension sporales à raison de 10
7
 spores/g de 

substrat (poids sec), l'ensemble est bien homogénéisé à l‘aide d‘une spatule stérile (Liao 

et al., 2015). 

- Les Erlenmeyer sont incubées à 28°C dans une étuve pendant 7 jours (Sandhu et al., 

2013) 

II.3.4.4. Extraction du surnageant brut  

 Après incubation, les 5g du substrat sont misent en suspension dans 50 ml d‘eau 

distillée. Afin de récupérer le maximum d‘enzymes extracellulaires, l‘homogénéisation est 

réalisée dans un mixer pendant 2min par intermittence pour éviter l‘augmentation de la 
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température, le mélange est centrifugé à 10000g pendant 15 min à 4°C (Roussos et al., 1994). Le 

surnageant clair récupérer représente l‘extrait enzymatique brut (De Cassia Pereira et al., 2015 ; 

Moretti et al. 2012), est conservé à 4°C (Bansal et al., 2012). 

II.3.5. Optimisation de la production d’endoglucanases  

II.3.5.1. Optimisation des paramètres de la fermentation sur milieu solide par la technique de 

one factor at a time (OFAT) 

La première méthode adoptée pour l‘optimisation des conditions de production 

d'endoglucanase par les trois souches fongiques sélectionnées dans cette étude 

(Mtr6,BAS1,BbV1), est la technique d‘optimisation classique (one factor at a time).  

Les variables étudiées sont : la température, humidité, le temps d‘incubation et la charge 

d‘inoculum. 

 Cette méthode est basée sur la variation d‘un seul facteur pendant que les autres facteurs 

sont gardés à des niveaux constants. Ce protocole permet d‘évaluer l‘effet individuel d‘un 

paramètre et d‘incorporer par la suite sa valeur optimale avant de passer à l‘optimisation du 

paramètre suivant (Kumar et al., 2003 ; Wang et Wan, 2009). Après chaque étape 

d‘optimisation, la mesure de l‘activité CMCase (Ghose, 1987) des extraits enzymatiques est 

déterminée dans les conditions standards. L‘activité enzymatique est calculée en unité par 

gramme de matière sèche (U/g) (El-Ghonemy et al., 2014). Tous les dosages sont conduits en 

triple. 

II.3.5.2. Paramètres cinétiques  

II.3.5.2.1. Temps d‘incubation 

Dans cette étude, la fermentation est effectuée dans des Erlénes de 250 ml contenant 5g 

de substrat, humidifié à 70 % avec milieu MW, inoculés avec 10
7
 spores/ g de substrat sec. Puis 

incubées à 28°C pendant 10 jours. Les Erlénes sont prélevés toutes les 24 heures jusqu‘au 10ème 

jour. 

II.3.5.2.2.  Humidité 

 L‘activité enzymatique de CMCase a été déterminée dans des Erlénes de 250 ml 

contenues 5 g de substrat, humidifier aux différents taux d‘humidité allant de 50% jusqu‘à 90 % 

de milieu MW avec un intervalle de 5%, inoculées avec 10
7
 spores /g de substrat sec puis incubé 

à 28°C pendant un temps optimal déterminé précédemment. 
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II.3.5.2.3. Température 

 Afin de déterminer la meilleure température pour la production de CMCase par 

Trichoderma afroharzianum. Mtr6, Aspergillus foetidus .BAS1 et Sarocladium kiliense. BbV1. 

Les fermentations ont été réalisées à 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38 et 40°C avec une humidité 

optimale et pendant un temps optimal déterminés précédemment. 

II.3.5.2.4. Charge de l‘inoculum  

 Dans le but de visualisé la taille d‘inoculum optimale pour la production des enzymes, 

des fermentations ont été réalisées à 10
4
, 10

5
, 10

6
, 10

7
, 10

8
, 10

9
 spores /g de substrat sec avec une 

humidité optimale et pendant une température et temps optimales déterminés précédemment. 

II.3.6. Optimisation de la production d’endoglucanases par méthode des surfaces de 

réponse (RSM) pour la souche BbV1 

 Quatre paramétres ont été choisis pour l‘optimisation de la production d‘endoglucanases 

en utilisant le Box-Behnken design (BBD) (Box et Behnken, 1960) à partir de la souche BbV1 à 

savoir, la température (X1), l‘humidité (X2), le temps d‘incubation (X3) et la charge de 

l‘inoculum (X4). Le plan expérimental élaboré consistait en 27 essais et chaque variable 

sélectionnée est analysée à trois niveaux (-1), (0) et (+1) (tableau X). 

 L‘ctivité enzymatique (U g
–1 

de substrat sec) a été mesurée après la période d‘incubation 

souhaitée comme réponse. 

La réponse est modélisée à l‘aide de l‘équation polynomiale suivante (Eq. (1)) : 

 

Y=B0+ ∑BiXi+ ∑BiiXi
2
+ ∑BijXiXij (1) 

 

Où Y est la réponse prédite (activité endoglucanase), B0 est le terme d‘interception et Bi,Bii,Bij 

sont respectivement l‘effet linéaire, l‘effet carré et l‘effet d‘interaction et Xi est la valeur codée 

sans dimension des variables indépendantes à l‘étude. Cette conception a été utilisée pour 

optimiser les niveaux de paramètres pour améliorer la production d‘enzymes en évaluant les 

effets principaux, les effets d‘interaction et les effets quadratiques. L'intérêt de modéliser la 

réponse par un polynôme est de pouvoir calculer ensuite toutes les réponses du domaine d'étude 

sans être obligé de faire les expériences (Goupy, 2006).Le modèle mathématique polynomial 

développer pour l‘optimisation est un modèle de second degré (Quadratique) et la matrice 

d‘expérience du plan Box-Behnken (BBD) est réalisé par le logiciel statistique JPM (version 

d‘essai 6.0).  La surface de réponse (RSM) a été conduite pour déterminer les variables de 
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processus de production de CMCase.Les valeurs codées et naturelles des quatre paramètres 

étudiés ont été données dans le tableau IX. 

Tableau IX : Les valeurs codées et naturelles des facteurs à différents niveaux de BBD 

Facteurs 
Symbole 

codé 

             Niveaux de facteurs 
Bas 

(-1) 

Centré 

(0) 

Haut 

(+1) 



Température (°C) 
Humidité (%) 
Temps d‘incubation (jours) 
 Charge de l‘inoculum (spore/g) 

 

X1 

X2  

X3  

X4  

    24 

    60 

    6 

    10
4 

26 

80 

8 

10
5 

     28 

    100     

    10 

    1.9x10
5 

 

 

II.4. Caractérisation de l’endoglucanase (CMCase) partiellement purifiée 

II.4.1. Préparation de l'extrait enzymatique  

Les propriétés des CMCases des trois souches séléctionées, sont étudiées en cultivant les 

souches dans les conditions optimales dans des Erlenemayers de 250 mL contenant 50 mL de 

milieu à base de paille de blé. L‘extrait enzymatique issu de cette fermentation est centrifugé à 

10000 g pendant 15 min. Le surnageant qui constitue l'extrait enzymatique brut est conservé à 

4°C jusqu'à utilisation. 

II.4.2. Purification partielle d’endoglucanase par ultrafiltration 

L'extrait enzymatique brut a été concentré par des tubes d‘ultrafiltration de 50 ml 

AMICON 10 KD, permettant une concentration des protéines dont le poids moléculaire varie 

entre 30 et 90 KD. Le concentrât est obtenu après une centrifugation à 7000 g pendant 30 min. 

II.4.2.1. Effet de la température sur l’activité endoglucanase 

La température optimale de l'enzyme est déterminée en mesurant l'activité CMCase à 

diverses températures : 40.50.60.70.80 et 90 C° à pH 4,8 (Tao et al., 2010). En conservant toutes 

les autres conditions telles que décrites dans le test standard. La réaction enzymatique est 

effectuée pendant 30 min (De Almeida et al., 2013). 

II.4.2.2.  Thermostabilité 

L‘étude de la stabilité thermique de la CMCase produite est effectuée à température 

optimale déterminés précédemment (60°C pour Mtr6, et BAS1 et à 40°C pour BbV1) avec des 
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prélèvements toutes les 15 min. L'activité résiduelle est déterminée à la température optimale en 

utilisant le test standard (De Almeida et al., 2013). 

II.4.2.3. Effet du pH 

L‘effet du pH sur la CMCase est déterminé par la mesure des activités enzymatiques à 

differents 

pH : 3,0. 4,0. 4,8. 5,0. 6,0. 7,0. 8,0 et 9,0 avec des tampons à 50mM suivant : 

- Le citrate de sodium pour pH de 3,0 à 6,0  

- Phosphate de sodium pour pH 6,0 et 7,0  

 - Tris-HCl pour pH 8,0 et 9,0 (Da Vinha et al., 2011). 

II.4.2.4. Affinité vis-à-vis du substrat 

L‘affinité a été déterminée vis-à-vis de quatre substrats à citer : Cellulose, l‘avicel, 4-

Nitrophenyl-β-D- glucopyranoside (PNPG) et la carboxyméthyl cellulose (CMC) à une 

concentration de 2% dans le tampon citrate de sodium 50 mM à pH optimum (4,8) (Lee et al., 

2008). 

II.4.2.5. Effet d’ions métalliques et réactif chimique EDTA 

FeSO4, MgSO4, HgSO4, Na2SO4, Ag2So4, ZnSO4, CuS4 ont été testés à une concentration 

de 5mM. Les ions sont additionnés au mélange réactionnel contenant le CMC à 2%. 

L‘effet de l‘éthylène diamine acétate (EDTA) est recherché dans les mêmes conditions 

réactionnelles. L‘activité relative à 100% est exprimée comme étant l‘activité observée en 

absence des ions métalliques et de réactif chimique. 

 

II.4.3. Analyses statistiques 

Les données obtenues ont été analysées statistiquement à l'aide de l'analyse de variance 

(ANOVA) Graph pad prism 8. Pour toutes les analyses, la différence est considérée comme étant 

significative lorsque p < 0,05
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Chapitre III. Résultats et discussion 

III.1. Isolement et identification des champignons telluriques 

Les travaux de recherche suivants ont été réalisés pour trouver une source potentielle de 

production d'enzymes d‘intérêt industriels chez les champignons. La fiabilité des résultats d‘une 

recherche scientifique dépend d‘une bonne réalisation d‘échantillonnage, qu‘il s‘agisse 

d‘isolements à partir du sol ou à partir d‘un végétal (Davet et Rouxel, 1997). Quarante souches 

de moisissures ont été isolées de sols riches en matières organiques de deux régions d'Algérie 

(Mascara à l'Ouest et Bordj Bou Arrerridj à l'Est). Dans cette étude la même densité de souches 

fongiques a été observée dans les sols des deux sites (20 isolats, qui correspond à 50 % pour 

chaque région), Mascara (Mtr1, Mtr2, Mtr4, Mtr5, Mtr6, Mtr8, Mtr9, Mtr12, Mtr13, Mtr15, 

BAS3, BAS4, BAS5, BAS7, BAS9, BAL3, BAL4, BPn1, MFS1, MCL1) et Bordj Bou Arrerridj 

(Mtr3, Mtr7, Mtr10, Mtr11, Mtr14, Mtr16, BbV1, BAS1, BAS2, BAS6, BAS8, BAS10 BAL1, 

BAL2, BAL5, MFS2, BPn2, BPn3, MCL2, BCL1). Ce résultat s‘explique par une ressemblance 

entre le climat des deux sites (climat sec). Dans ces conditions, l‘activité de l‘eau est de 0.65, qui 

est la limite de la disponibilité en eau pour que les moisissures croissent (Raimbault, 1983 ; 

Guiraud, 1998).  

III.1.1. Etude macroscopique et microscopique des isolats 

La caractérisation et l‘identification des isolats ont été faites à l‘échelle du genre, à partir 

des caractères morphologiques des colonies qui ont été déterminées avec une culture de 5 jours 

incubée à 25 °C dans la gélose de Pomme de terre Dextrose (PDA). La morphologie des cellules 

a été complétée par un examen microscopique effectué entre lame et lamelle/scotch des cultures 

ayant servi à l‘étude des caractéristiques culturales (Guiraud, 2003). 

Les caractères macroscopiques (l‘aspect du mycélium des souches isolées, la surface et la 

consistance des colonies, ainsi que la présence ou l‘absence de pigments) et 

l‘étude microscopique qui porte sur l‘observation des structures caractéristiques des 

souches fongiques isolées (mycélium, conidiophore, conidies, etc.) (tableau X) ont permis de 

mettre en évidence huit (08) genres de moisissures à savoir Trichoderma, Aspergillus, 

Penicillium, Cladosporium, Fusarium, Alternaria, Culvularia, Sarocladium, avec la dominance 

du genre Trichoderma (40%), Aspergillus (22,5%), Alternaia (12,5%), Penicillium (10%) , 

Fusarium et Culvularia (5%), Cladosporium et Sarocladium (2,5%) (figure13). 
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Tableau X: Principaux caractères macroscopiques et microscopiques des isolats. 

Code des 

souches 

Caractères 

macroscopiques 
Caractères microscopiques 

Genre 

Mtr1, Mtr2, 

Mtr3, Mtr4, 

Mtr5, Mtr6, 

Mtr7, Mtr8, 

Mtr9, Mtr10, 

Mtr11, Mtr12, 

Mtr13, Mtr14, 

Mtr15, Mtr16 

 

-Une croissance très rapide 

et le mycélium envahit 

facilement le milieu. 

-Les colonies sont laineuses 

de couleur blanche au 

départ, puis apparaissent en 

vieillissant des touffes 

verdâtres isolées ou 

disposées en anneaux 

concentriques sur le milieu 

de culture.- Le verso reste 

incolore. 

-Les isolats possèdent des 

conidiophores avec des 

ramifications en structure 

pyramidale et des phialides 

de forme allongée, 

cylindrique, ou gonflée 

-Hyphes cloisonnés 

-Conidies de couleur verte 

qui se rassemblent en amas 

au sommet des phialides, et 

forment ainsi des fausses 

têtes. 

 

 

Trichoderma 

          BbV1 

-Une croissance lente sur 

PDA. 

-Les caractéristiques de la 

colonie étaient cotonneuses, 

-la couleur du mycélium 

produit varie du blanc au 

jaune clair, se transforme en 

orange pâle avec l'âge et en 

orange pâle en vue inverse. 

 

-Hyphes cloisonnés et 

hyalins 

-Conidiophores constitués de 

phialides simples ou de 

courtes branches latérales 

- Les phialides sont 

aciculaires et très étroites 

- leurs conidies sont 

cylindriques, disposées en 

têtes gluantes, groupées dans 

la même lignée. 

 

 

Sarocladium 

BAS1, BAS2, 

BAS4, 

BAS5, BAS6, 

BAS7, 

BAS8, BAS9, 

BAS10 

-Une croissance rapide. 

-Un mycélium d‘aspect 

velours formé de courts 

filaments aériens blancs 

cotonneux au départ 

devenant poudreux avec 

l‘apparition de spores de 

couleurs différentes : brune, 

verte, jaune ou noires selon 

les espèces 

- Thalle à mycélium 

cloisonné 

- Conidiophores nombreux, 

dressés, non ramifiés, 

terminés en vésicules 

- Phialides formés 

directement sur la vésicule 

- Conidies en chaînes 

divergentes 

- Cellules à paroi épaisse 

 

 

Aspergillus 

 

BAL1,BAL2, 

BAL3, 

BAL4, 

BAL5 

 

-Une croissance rapide 

-Les colonies sont 

duveteuses à laineuse de 

couleurs blanc-gris au 

départ, devient rapidement 

foncé (vert foncé à noire) 

 

 

- Conidiophores à croissance 

sympodiale, noirs 

- Conidies bourgeonnées, en 

chaînes acropétales, noires, 

souvent en forme de 

massue, cloisonnées 

longitudinalement et 

transversalement 

 

 

Alternaria 
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BAS3, BPn1, 

BPn2, BPn3 

 

-Une croissance rapide 

-Les colonies sont 

duveteuses, poudreuses de 

couleurs verte, grise et jaune 

-Le revers incolore ou foncé 

-Le revers est incolore ou 

foncé. Un pigment diffuse 

parfois dans la gélose 

 

- Conidiophores isolés, 

simples ou ramifiés, 

terminés par un pénicille 

- Pénicilles constitués de 

phialides branchés 

directement à l‘extrémité du 

conidiophore 

- Conidies disposées en 

longue chaînes, globuleuses, 

cylindriques ou fusiformes, 

lisses ou rugueuses 

 

 

 

Penicillium 

 

MFS1, 

MFS2 

 

-Une croissance rapide. 

-Les colonies sont 

duveteuses ou cotonneuses 

de couleurs violet ou lilas et 

blanche 

 

- Conidiophores très ramifiés 

- Phialides plus ou moins 

allongées pouvant produire 

deux types de conidies : 

des macroconidies 

fusiformes, des 

microconidies septées 

fusiformes ou 

ovoïdes. 

 

 

Fusarium 

 

 

MCL1, 

MCL2 

-Une croissance lente à 

modérément rapide sur PDA. 

-Les colonies sont de texture 

laineuse de couleur blanche 

au départ puis brun olive 

-Le verso est foncé 

-Conidies pluricellulaires 

cloisonnées 

transversalement, disposées 

en grappes au sommet d‘un 

conidiophore à aspect 

géniculé 

-Les spores brunes 

légèrement incurvées, 

présentent une cellule 

centrale plus grosse 

 

 

Curvularia 

 

 

BCL1 

-Une croissance lente à 

modérément rapide sur PDA. 

-Les colonies ont une texture 

veloutée ou floconneuse de 

couleur va du vert olive à 

brun noir très foncé 

-Le revers est brun noir 

-Blastospores uni ou 

pluricellulaires disposées en 

chaines acropètes 

-La paroi des conidies, de 

forme généralement 

elliptique à cylindrique, est 

lisse 

 

Cladosporium 
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Figure 13. Le pourcentage d'isolats fongiques par genre 

III.2. Production des enzymes hydrolytiques extracellulaires  

III.2.1. Criblage qualitatif des isolats 

Les tests qualitatifs sont des outils puissants et particulièrement utiles pour le criblage d'un 

grand nombre d'isolats fongiques pour plusieurs classes d'enzymes (Pointing, 1999). 

Les résultats des essais qualitatifs réalisés sur des milieux solides pour la production d'enzymes 

hydrolytiques par les 40 isolats fongiques (figure 14) sont présentés dans le tableau XI. 

 

 

 
 

 Figure 14. Détection des activités enzymatiques à l'aide de boites de Petri contenant des milieux 

spécifiques. (A) Activité cellulolytique, (B) Activité amylolytique, (C) Activité protéolytique, (D) 

Activité xylanolytique, (E) Activité kératinolytique. 

Les quarante isolats fongiques utilisés dans les tests qualitatifs ont été soumis à des tests 

d‘activités hydrolytiques pour confirmer la production de cellulase, xylanase, amylase, protéase 

et kératinase. Les résultats montrent l'existence d'une flore fongique plus ou moins variée qui 

possède une ou plusieurs activités enzymatiques(tableauXI).  

 

 

 

40% 

22% 

12% 

10% 

5% 
5% 3% 3% 

Trichoderma

Aspergillus

Alternaria

Penicilium

Fusarium

Culvularia

Sarocladium

Cladosporium



 

Partie Expérimentale Chapitre III : Résultats et discussion 

 

 

58 

 

Tableau XI : Activité enzymatique d'isolats fongiques sur des milieux solides 

 Activité enzymatique 

Isolat Cellulase Xylanase Amylase Protéase Kératinase 

Mtr1 - - - - - 

Mtr2 ++ ++ +++ - - 

Mtr3 - - - + - 

Mtr4 +++ +++ +/- - - 

Mtr5 ++ ++ - - - 

Mtr6 + ++ +++ + - 

Mtr7 - - - - - 

Mtr8 + + - + + 

Mtr9 + + - - - 

Mtr10 + + - - - 

Mtr11 ++ ++ +++ - - 

Mtr12 - - - - - 

Mtr13 - - - - - 

Mtr14 - - - - - 

Mtr15 - - - - - 

Mtr16 +++ +++ - - - 

BAL1 +++ +/- - - - 

BAL2 ++ + +++ +/- - 

BAL3 - - - - - 

BAL4 + - - - - 

BAL5 +++ +++ +++ - +/- 

MFS1 - - - - - 

MFS2 - - - - - 

BbV1 +++ +++ +++ +++ +++ 

BCL1 +++ + - - - 

MCL1 + + ++ +++ +++ 

MCL2 + - - - - 

BPn1 +++ +++ + - - 

BPn2 ++ +/- - - - 

BPn3 ++ + +++ +++ +++ 

BAS1 +++ +++ + /- +++ ++ 

BAS2 +++ +++ +++ - - 

BAS3 +++ +++ - +++         ++ 

BAS4 - - - - - 

BAS5 - - +/- - - 

BAS6 - +/- - - - 

BAS7 - - - - +/- 

BAS8 - +/- - - - 

BAS9 - - - - +/- 

BAS10 - - +/- - - 

+++ Forte activité, ++ Activité modérée, + Faible Activité, +/- Activité suspecte, - Pas de zone 

d'hydrolyse   
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Parmi les 40 souches isolées, 23 souches ont montré une activité cellulase, 18 souches ont 

produit de la xylanase, 10 souches ont présenté une activité amylase, 8 sont capables de produire 

de la protéase, et 6 souches sont positives pour l'activité kératinase. La distribution de la 

production d'enzymes hydrolytiques parmi les 40 isolats fongiques testés a été présentée par 

pourcentage dans la figure 15. 

 

Figure 15. Pourcentage d'isolats fongiques en fonction des activités hydrolytiques. 

      

Les enzymes hydrolytiques diffusent dans la matrice solide et dégradent les polymères 

afin de permettre la production de molécules assimilables par le champignon (Rahardjo et al., 

2006). La figure 15 confirme que sur 40 souches isolées dans le cadre de ces travaux, 35 % 

présentaient une activité cellulolytique. Parmi celles-ci, les isolats Mtr4 (Trichoderma sp.), 

Mtr16 (Trichoderma sp.), BAL1(Alternaria sp.), BAL5 (Alternaria sp.), BbV1(Sarocladium sp), 

BCL1(Cladosporium sp), Bpn1(Penicillium sp), BAS1(Aspergillus sp), BAS2 (Aspergillus sp) et 

BAS3(Aspergillus sp) présentent une zone d'hydrolyse plus large, ce qui suggère que ces 

champignons ont une activité cellulase plus élevée que les autres isolats. Mtr2 (Trichoderma sp), 

Mtr5 (Trichoderma sp), Mtr11 (Trichoderma sp), BAL2 (Alternaria sp), Bpn3 (Penicillium sp), 

Bpn2 (Penicillium sp) ont une activité modérée et Mtr8 (Trichoderma sp), Mtr9 (Trichoderma 

sp), Mtr10 (Trichoderma sp), Mtr6 (Trichoderma sp), BAL4 (Alternaria sp), MCL1(Culvularia 

sp), MCL2 (Culvularia sp) ont présenté une faible activité.  

Les résultats obtenus confirment la production d‘endoglucanases sur milieu solide. 

L‘hydrolyse du CMC semble un bon indicateur du pouvoir cellulolytique ; les réactions positives 

sont faciles à détecter et évaluer, de ce fait elle est fréquemment utilisée (Jo et al., 2011 ; 

Kamsani et al., 2016). La solution de Lugol a été trouvé meilleure pour révéler la dégradation 

de CMC (Figure 14A).  (Kasana et al., 2008).  

35% 
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16% 
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Protease 
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La production de xylanases extracellulaires se traduit par la formation de zones claires 

autour des colonies (Figure 14D). Ces zones sont dues à la dégradation du xylane de bouleau par 

les xylanases. 28 % des isolats ont donné des résultats positifs pour la xylanase : Mtr4 

(Trichoderma sp), BAL5 (Alternaria sp), BbV1 (Sarocladium sp), Bpn1 (Penicillium sp), BAS1 

(Aspergillus sp), BAS2 (Aspergillus sp), BAS3 (Aspergillus sp) présentaient des halos plus 

importants dans le milieu solide, indiquant une activité xylanolyitque plus élevée de ces isolats. 

Alors que Mtr2 (Trichoderma sp), Mtr5 (Trichoderma sp), Mtr6 (Trichoderma sp), Mtr11 

(Trichoderma sp) ont une activité modérée et BCL1 (Cladosporium sp), BAL2 (Alternaria sp), 

MCL1 (Culvularia sp), Bpn3 (Penicillium sp), Mtr8 (Trichoderma sp), Mtr9 (Trichoderma sp), 

Mtr10 (Trichoderma sp) une activité faible.  

Le pourcentage d'isolats producteurs d'amylase est de 16 % : Mtr2 (Trichoderma sp), 

Mtr6 (Trichoderma sp), Mtr11 (Trichoderma sp), Mtr16 (Trichoderma sp), BAL2 (Alternaria 

sp), BAL5 (Alternaria sp), BbV1 (Sarocladium sp), Bpn3 (Penicillium sp) et BAS2 (Aspergillus 

sp) ont fourni des halos plus importants que le Penicillium sp (Bpn1) qui a une faible activité. En 

effet, l‘iode se combine avec l'amidon, et donne un complexe de coloration bleu foncé plus ou 

moins intense selon sa concentration. Preuve de la dégradation de l‘amidon par l‘amylase, les 

souches à halo clair sur le pourtour, sont considérées comme productrices d‘amylases (figure 

14B). Le diamètre des zones d‘hydrolyse, est pris en considération pour la sélection de la souche 

amylolytique la plus performante (Fossi et al., 2005). 

En ce qui concerne la production de protéase, 12 % des isolats ont donné des résultats 

positifs. Les plus grands halos indiquant une protéase plus élevée sont la souche Bpn3 

(Penicillium sp), BAS1 (Aspergillus sp), BAS3 (Aspergillus sp), MCL1 (Culvularia sp) et BbV1 

(Sarocladium sp), suivis par Mtr3 (Trichoderma sp), Mtr6 (Trichoderma sp), Mtr8 (Trichoderma 

sp) qui ont une faible activité. La zone claire interne indique une protéolyse (Figure 14C), car les 

protéines du lait (caséines) dans ce milieu sont la seule source d‘azote ; la croissance elle-même 

implique donc la capacité des champignons à digérer les caséines en produisant des enzymes 

protéolytiques (Hadda et al., 2015). L'activité de la kératinase a été vérifiée pour trois isolats : 

Bpn3 (Penicillium sp), MCL1 (Culvularia sp) et BbV1 (Sarocladium sp) avec une forte activité, 

suivi de BAS1 (Aspergillus sp), BAS3 (Penicillium sp) qui ont une activité modérée par rapport 

à Mtr8 (Trichoderma sp) qui a une faible activité. La zone claire sous forme de halos a été 

visualisée autour de la colonie fongique (Prathyusha et al.,2015) indique la dégradation de la 

kératine (Figure 14E). 

Les champignons produisent une variété d‘enzymes pour se maintenir en vie, ces 

enzymes ouvrant d‘énormes possibilités devant leurs utilisations industrielles et écologiques  



 

Partie Expérimentale Chapitre III : Résultats et discussion 

 

 

61 

 

(Hanson, 2008 ; Horgan et Murphy, 2011). La production d‘exoenzymes est soumise à 

plusieurs mécanismes de régulations, dont l‘induction enzymatique par un substrat approprié et 

aussi la répression par les produits cataboliques finaux (Archer et Wood, 1995 ; Kobakhidze et 

al., 2016). Pratiquement tous les composés organiques peuvent être utilisés comme source de 

carbone et d‘énergie par les moisissures et la plupart d‘entre elles peuvent métaboliser le glucose 

et le saccharose avec quelques polysaccharides comme l‘amidon et la cellulose (Compaoré et 

al., 2016). Leur digestion doit commencer dans le milieu extérieur par des enzymes excrétées 

(extra cellulaires) ou liées à la paroi (Davet, 1996). Les enzymes fongiques restent toujours les 

outils clés de la biotechnologie et reflètent de plus en plus l‘importance et le rôle infini des 

moisissures dans les différentes applications alimentaires. Selon Botton et al. (1999), environ 

40% des enzymes industrielles sont d‘origine fongique. 

III.2.2. Production des enzymes hydrolytiques sur milieu liquide (Fermentation submergée)  

Les résultats de la production d‘enzymes montrent que la souche Trichoderma sp. (Mtr6) a 

produit un maximum de CMCase qui est de (5,10 UI/ml), Penicillium sp (BAS3) produit un 

maximum d‘activité papier filtre avec (1,94UI/ml), Alternaria sp (BAL2) avec une production 

maximale d‘exoclucanase de (1,49 UI/ml) (Figure 16A). Pour l‘activité xylanase, Trichoderma 

sp (Mtr6) a produit (98,25UI/ML) bien qu'elle ne fasse pas partie des souches qui présentent une 

zone d'hydrolyse plus importante (Figure16B).  

L'activité de la xylanase est élevée par rapport à celle de la cellulase car les hémicelluloses 

sont les composés polysaccharidiques les plus facilement hydrolysés de la paroi cellulaire 

végétale (Flannigan, 1970). Par contraste avec la cellulose, les hémicelluloses sont des 

polymères facilement hydrolysables par voie chimique ou par voie enzymatique (Kumar et al., 

2009). 

Le terme cellulases fait référence à un groupe d'enzymes qui catalysent l'hydrolyse de la 

cellulose en sucres. Les microorganismes cellulolytiques jouent un rôle important dans la 

biosphère en recyclant la cellulose, le glucide le plus abondant produit par les plantes (Kasana et 

al., 2008). Les champignons sont généralement capables de produire des endoglucanases (Cai et 

al., 1994, Buswell et al.,1996 ; Pointing et al.,1999, Ahlawat et al.,2008). 
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 Figure 16. Activités des enzymes extracellulaires des isolats fongiques. A (Activités CMCase, papier 

filtre et exoglucanase), B (Activité xylanase), C (Activité protéase), D (Activité kératinase), E (Activité 

amylase). 

Selon la figure 16A, la valeur moyenne de l'activité enzymatique de l'endoglucanase (EG) 

est supérieure à celle de l'activité enzymatique de papier filtre (FP-ase). Cela s'explique par le 

fait que l'enzyme cellulase est un complexe enzymatique composé de plusieurs protéines, telles 

que l'endoglucanase (CMC-ase), l'exoglucanase et la β- glucosidase (Iqbal et al.,2011). La 

CMC-ase est une partie du complexe de la cellulase, ce qui permet de tester l'activité 

enzymatique en utilisant un substrat CMC (carboxyméthylcellulose) plus simple. Ceci est lié à 

A 

B 

C 

D 
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l‘activité enzymatique spécifique entre l'enzyme et son substrat, alors que l'activité enzymatique 

du papier filtre (FP-ase) présente l'activité totale de la cellulase (Oberoi et al., 2008), ainsi, dans 

le test d'activité enzymatique utilisant le substrat de papier filtre Whatman n°1 qui était plus 

complexe, parce qu'il impliquait trois composants des enzymes de la cellulase qui nécessitent la 

synergie des trois complexes enzymatiques pour décomposer la cellulose. L‘activité APFase ne 

corrèle pas toujours avec l‘activité CMCase la même remarque a été rapportée par Mahdi et al. 

(2011). 

Les xylanes sont les composés prédominants dans la fraction hémicellulose, elle est 

dépolymérisée en xylose et autres sucres par les xylanases (E.C. 3.2.1.8) (Girio et al., 2010 ; 

Selvam et al., 2014 ; Kandasamy et al., 2016). D‘apret la figure16B, la souche Mtr6 

(Trichoderma sp) est la plus productrice de xylanase, les champignons de ce genre sécrètent un 

grand nombre et une variété d'enzymes qui peuvent agir sur les polycassharides présents dans les 

parois cellulaires des plantes (Ang et al., 2015). Ces enzymes comprennent les cellulases, les 

hémicellulases, les pectinases, les estérases, les oxydoréductases et les protéases (Chandra et 

al., 2010). Les polysaccharides, en particulier les celluloses et les hémicelluloses, sont très bon 

marché et facilement disponibles sous forme de déchets industriels, comme le papier et la pâte à 

papier, l'agriculture, l'alimentation humaine et animale et les déchets municipaux. Dans les pays 

en voie de développement, ces déchets ne sont pas éliminés ou traités correctement et deviennent 

la principale cause de pollution de l'environnement (Dashtban et al., 2009).  

Les moisissures constituent le groupe le plus intéressant à cause de leur taux de 

production de xylanase élevé (Bakri, 2003). Aspergillus sp (BAS2) présente une activité 

amylasique de 44,67 U/ml, révélé être un producteur d'amylase (Figure 16E).  

Les amylases (endo-1,4-dglucan glucohydrolase, E.C. 3.2.1.1) sont des enzymes 

extracellulaires qui coupent de manière aléatoire les liaisons 1,4-D-glucosidiques entre les unités 

de glucose adjacentes dans la chaîne amylose linéaire (Goesaert et al., 2009). Ils représentent 25 

% de la production mondiale d'enzymes (Gurung et al., 2013) et sont d'une grande importance 

biotechnologique, étant utilisées dans les industries suivantes : production de sucre isomérisé et 

de biocarburant à partir d'amidon, applications en boulangerie, industries du textile et du papier, 

produits pharmaceutiques et détergents (Tamamura et al., 2014 ; Sahnoun et al., 2015). Par 

conséquent, la recherche de nouvelles sources de cette enzyme hydrolytique est apparue comme 

une approche de recherche intéressante. L'amylase d'origine fongique est plus stable que 

l‘amylase bactérienne (Amirita et al., 2012). 

De nombreuses souches amylolytiques appartiennent au genre Aspergillus sont des 

enzymes amylolytiques dominantes dans la nature (Akbarzadeh et al., 2006 ; Sohail et al., 
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2005). Chimata et al. (2010) ont rapporté que l'Aspergillus MK07 produisait la plus grande 

partie de l'amylase après 5 jours d'incubation sur le son de blé. L'activité protéase extracellulaire 

maximale a été observée chez Penicillium sp (Bpn3) avec (3,80 U/ml) (Figure 16C). 

Les protéases microbiennes jouent un rôle important dans les processus 

biotechnologiques et elles représentent environ 60 % du total des enzymes utilisées (Gupta et 

al., 2002). Les protéases sont produites par un large éventail de microorganismes, notamment 

des bactéries, des champignons et des levures. La protéase fongique est l'une des principales 

raisons de la grande popularité des champignons dans l'industrie de la fermentation. Elles 

trouvent des applications dans divers secteurs industriels comme les détergents, l'alimentation, 

les produits pharmaceutiques, le cuir, les diagnostics, la gestion des déchets et l'argent (Rao et 

al., 1998 ; Gupta et al., 2002). 

Les champignons sont une source intéressante de protéases en raison de leur faible 

encombrement pour la culture et de leur aptitude à la manipulation génétique (Sandhya et al., 

2005). Penicillium, Aspergillus et Rhizopus sont particulièrement utiles pour produire des 

protéases. Plusieurs espèces de ces genres sont généralement considérées comme sûres pour la 

production de cette enzyme (Devi et al., 2008). 

  D‘après la figure 16D, l'activité extracellulaire maximale de la kératinase était de 2,18 

UI/ml pour le Penicillium sp (BAS3). Les kératines, sont des protéines structurelles insolubles de 

la laine et des plumes et l'un des biopolymères hautement rigides les plus abondants au monde. 

Elles sont connues pour leur dégradation difficile et leur grande stabilité puisque les polypeptides 

sont fortement stabilisés et abondamment tassés par des liaisons hydrogène et des interactions 

hydrophobes (Brandelli, 2008). Les kératinases provenant des microorganismes sont également 

utilisées dans la préparation de suppléments protéiques, de nutriments pour animaux, de 

cosmétiques, de fabrication de cuir, de traitement des textiles, de formulation de détergents et 

d'engrais azotés pour les plantes (Goushterova et al., 2005).      

Selon Marcondes et al. (2008), les genres Penicillium, Sarocladium, Aspergillus, 

Culvularia, Acremonium, Alternaria et Paecilomyces sont les champignons filamenteux les plus 

connus pour la production de kératinase lorsqu'ils sont cultivés sur des plumes de volaille comme 

substrat. Seules trois souches (Penicillium sp (BPn3), Culvularia sp (MCL1) et Sarocladium sp 

(BbV1) ont produit toutes les enzymes étudiées. Dix isolats ne produisaient aucune des enzymes 

hydrolytiques étudiées : Trichoderma sp (Mtr1), Trichoderma sp (Mtr7), Trichoderma sp 

(Mtr12), Trichoderma sp (Mtr13), Trichoderma sp (Mtr14), Trichoderma sp (Mtr15), Alternaria 

sp (BAL3), Fusarium sp (MFS1), Fusarium sp (MFS2) et Aspergillus BAS4. Cependant, un 

résultat négatif ne confirme pas l'incapacité d'une souche à produire l'enzyme. Cela signifie que 
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le milieu est inadéquat pour la détection de l'enzyme, ou que l'enzyme n'a pas été libérée du 

mycélium (Chamekh et al., 2019).   

III.3. L’enzyme choisie parmi les cinq enzymes hydrolytiques testées  

Dans cette étude, 23 souches (35 %), ont montré une activité cellulase parmi les 40 

souches isolées à partir de sols riches en matière organique. Sethi et al. (2013) et Soares et al. 

(2012) ont confirmés que plusieurs microorganismes cellulolytiques ont été isolés dans divers 

environnements, comme le sol. Les cellulases sont le troisième plus grand produit enzymatique 

industriel dans le monde, en volume de dollars, mais deviendra certainement le plus grand 

volume d'enzyme industrielle lors de son utilisation pour la conversion de la biomasse en 

biocarburants (Singhania, 2010). Les souches isolées, dotées d‘un pouvoir enzymatique sont 

sélectionnées comme étant champignons producteurs d‘enzymes. Les souches : Trichoderma sp 

(Mtr6), Aspergillus sp (BAS1) et Sarocladium sp (BbV1) sont parmis les 23 souches 

cellulolytiques qui présentent les meilleures activités par rapport aux autres isolats. 

III.3.1. Identification des isolats présentant de meilleures activités hydrolytiques 

Les champignons filamenteux sélectionnés précédemment après criblage qualitatif et quantitatif 

de leur activité cellulolytique (Mtr6, BAS1, BbV1) ont subi une identification morphologique 

(macroscopiques et microscopiques) et une étude moléculaire résumés ci-dessous : 

III.3.1.1. Isolat Mtr6 

Colonie à Thalle à croissance très rapide, envahissement de la boite entre le 3ème et le 

5ème jour d‘incubation à 28°C sur PDA, Les colonies sont floconneuses ou bien compactées en 

touffes. Le mycélium fongique est apparu blanchâtre au début et s'est transformé en vert pendant 

la phase de sporulation. Sur le plant microscopique, le mycélium est composé d‘hyphes jaunes, 

septés, ramifiés à parois lisses. Les conidiophores sont forme conique ou pyramidale, ils sont 

ramifiés et portent des phialides en forme de flasque ou de quilles. A leurs tours, les phialides 

portent des spores (figure17). 
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Figure 17. Morphologie de l‘isolat Mtr6. (A) : Colonie sur PDA, (B et C) : Aspect microscopique au 

microscope optique avec le bleu coton (Grossissement x100). 

 

L'identification morphologique a permis d'identifier l'isolat Mtr6 au niveau du genre 

comme appartenant au genre Trichoderma. L‘identification au niveau de l'espèce a ensuite été 

confirmée par l'identification moléculaire. Les gènes séquencés (espaceur transcrit interne ADNr 

: 600 pb) et le facteur d'élongation de traduction (EF1-α : 450bp) ont été disposés dans la base de 

données NCBI/ GenBank par l‘utilisation du Programme BLAST et ont montré que l'isolat Mtr6 

partageait 99% de similarités avec Trichoderma afroharzianum (Figure18). Sur la base de 

l'identification morphologique et moléculaire, l'isolat Mtr6 a été identifié comme étant 

Trichoderma afroharzianum. Mtr6. 
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Figure 18. Arbre phylogénétique de l‘isolat Mtr6 généré par l'analyse du Maximum Likelihood basé sur 

l'alignement combiné des données des séquences ITS-TEF1. L'arbre est enraciné avec Trichoderma 

estonicum GJS 96-129 et Trichoderma parestonicum CBS 120636. Les valeurs maximales du bootstrap 

ML≥50% sont représentées au niveau des nœuds. 
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III.3.1.2. Isolat BbV1 

Les principaux caractères macroscopiques et microscopiques de l‘isolat BbV1sont 

présentés dans le tableau X car c‘est la seule souche du genre sarocladium sp. 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19. Morphologie de l‘isolat BAS1. (A et B) : Colonie sur PDA, (C) : Aspect microscopique au 

microscope optique par le bleu coton (Grossissement x100). 

Le séquençage des différentes régions de l‘ADN (ITS, EF1-α et LSU) de l‘isolat BbV1 a 

confirmé l‘appartenance de ce dernier au genre sarocladium et a permis d‘approfondir 

l‘identification jusqu‘au niveau de l‘espèce. L‘arbre concaténé (figure20) a montré la position 

taxonomique proche de l‘isolat BbV1 avec l‘espèce Sarocladium kiliense, avec un pourcentage 

de similarité de 99%. 
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Figure 20. Arbre phylogénétique de l‘isolat BbV1 généré par une analyse de Maximum de Vraisemblance 

(ML) basée sur le modèle à 2 paramètres de Kimura utilisant MEGA7 pour l'alignement des données de 

séquences LSU.L'arbre est enraciné avec Parasarocladium breve CBS 150.6 et Parasarocladium 

debruynii CBS 144942. Les valeurs de bootstrap de vraisemblance maximale MLBS≥70 % sont données 

aux nœuds. 
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III.3.1.3. Isolat BAS1 

Colonie caractérisée par une croissance rapide (3 à 5 jours) a température 28°C. 

Sur PDA, la couleur des colonies est d‘abord blanche, puis jaune, et enfin granuleuses noires 

tandis que le revers est incolore à jaune pâle. L‘aspect microscopique montre un Conidiophore : 

lisse, hyalin ou brunâtre dans sa moitié supérieure, très long, une vésicule globuleuse, phialides 

insérées sur la vésicule par l‘intermédiaire de métules disposées sur tout le pourtour de la 

vésicule et des conidies globuleuses brunes. La tête aspergillaire est bisériée radiée, noire à 

maturité. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21. Morphologie de l‘isolat BAS1. (A) : Colonie sur PDA, (B et C) : Aspect microscopique au 

microscope optique par le bleu coton et lugol respectivement (Grossissement x100).  

Pour confirmer l'identité du BAS1, nous avons séquencé l'ADN de la région complète du gène de 

l'ADNr de l'espaceur transcrit interne (ITS) et de la région du gène β-tubuline . 

 

Voici l‘arbre phylogénétique généré par la séquence ITS pour l‘isolat BAS1. 

La qualité de la séquence β-tubuline n‘était pas bonne, elle donne un query cover très faible 

<7%. 
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Figure 22. Arbre phylogénétique de l‘isolat BAS1 généré par l'analyse du Maximum Likelihood basé sur 

l'alignement combiné des données de la séquence ITS. L'arbre est enraciné avec Aspergillus flavus CBS 

100927.Les valeurs maximales du bootstrap ML≥50% sont représentées au niveau des nœuds. 

Selon l‘arbre phylogénétique l‘isolat BAS1 fait partie d‘un clade regroupant 3 espèces, mais 

d‘après les résultats du blaste il est plus proche à l‘espèce Aspergillus foetidus CBS 121.28. Cette 

derniere anciennement considérée comme le synonyme de Aspergillus niger. 

 

Les genres fongiques les plus importants ayant fait l'objet d'une grande production de 

cellulases à usage industriel appartiennent à Trichoderma, Colletotrichum, Penicillium, 

Aspergillus et Fusarium (Jung et al. 2015 ; Srivastava et al. 2018). En outre, les isolats 

d'Aspergillus et de Penicillium sont également de grands producteurs de cellulases utilisées dans 
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l'hydrolyse de la biomasse et la production de biocarburants (Vaishnav et al. 2018). Selon 

Biswas et al. (2014) et Bajaj et Mahajan (2019), les cellulases commerciales pour la 

bioconversion dans les applications industrielles sont produites à partir de champignons 

filamenteux tels que Trichoderma, Aspergillus, Penicillium, Phanerochaete etc. 

Les champignons du genre Trichoderma sont les plus étudiés comme producteurs de 

cellulase (Hansen et al. 2015, Singhania et al. 2006). Ce genre a été enregistré comme l'un des 

plus importants producteurs commerciaux de cellulase et a été largement utilisé dans diverses 

industries. Ces espèces sont largement répartis dans le monde entier et présents dans presque 

tous les sols et autres habitats naturels, en particulier dans ceux contenant des matrices 

organiques et inorganiques (Montoya et al., 2016). Ce sont des colonisateurs omniprésents de 

l'eau cellulosique et peuvent souvent être trouvés partout où des matières végétales en 

décomposition sont disponibles, ainsi que dans la rhizosphère des plantes, où ils peuvent induire 

une résistance systémique contre les agents pathogènes (Atanasova et al., 2013). 

Les cellulases sont des enzymes inductibles qui sont synthétisées par les 

microorganismes pendant leur croissance sur des matériaux cellulosiques (Lee et Koo, 2001). 

Les recherches sur les cellulases extracellulaires des champignons se sont concentrées 

principalement sur Trichoderma sp et des études sur d'autres champignons mésophiles ont 

suggéré la possibilité d'utiliser d'autres systèmes cellulasiques pour l'hydrolyse de la cellulose 

(Dashtban et al., 2009). Pratiquement, tous les champignons qui ont été rapportés pour la 

production de cellulases sont mésophiles et les producteurs de cellulases les plus connus sont 

Trichoderma sp., Aspergillus sp, Acremonium sp., Penicillium sp., Rhizopus sp., Fusarium solani 

et Chaetomium sp, entre autres mésophiles (Kuzmanova et al., 1991 ; Teeri et Koivula, 1995 ; 

Bhat et Bhat, 1997 ; Schulein, 1997 et Reddy et al., 2014). L‘espcèce la plus connu est 

Trichoderma harzianum, espèce largement répandue dans le sol, céréales, papiers, textiles…. 

etc… (Botton et al., 1990).  

Selon Bagewadi et al. (2018), la souche Trichoderma harzianum HZN11 se multiplie 

entre le 5ème et le 6ème jour, elle produit des mycéliums ramifiés et des spores bien 

développées. Le mycélium fongique est blanchâtre au début et s'est transformé en vert pendant la 

phase de sporulation. 

Ces colonies sont floconneuses ou bien compactées en touffes (il existe des aspects 

intermédiaires). La coloration des colonies dépend de la pigmentation des phialides et le 

mycelium de substrat est généralement incolore. Sur le plant microscopique, le mycélium est 

composé d‘hyphes jaunes, septés, ramifiés à parois lisses. Les conidiophores sont sous forme 

conique ou pyramidale, ils sont ramifiés et portent des phialides en forme de flasque ou de 
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quilles. A leurs tours, les phialides portent des spores (phialospores ou bien conidies) 

(Landreau, 2001 ; Kubicek et al., 2003). Ces résultats sont similaires à celle de l‘isolat Mtr6 de 

cette étude. 

Selon Bagewadi et al. (2018), la souche isolée de T. harzianum HZN11 est un excellent 

producteur de pool cellulolytique requis pour une hydrolyse efficace de la biomasse. Il est 

intéressant de noter que l'isolat a également produit de la cellobiase en concentrations 

importantes, ce qui est une caractéristique unique. Habituellement, la cellobiase est déficiente 

dans la plupart des souches. Le pool de complexe cellulolytique des enzymes produites par cette 

souche pourraient être économiquement utilisées dans l'hydrolyse de la biomasse pour produire 

des sucres fermentables. Iqbal et al. (2010) ont étudié le potentiel de cette espèce pour 

l'hyperproduction de la troisième enzyme industrielle la plus demandée, la 

carboxyméthylcellulase, en utilisant de la paille de blé, un résidu agro-industriel bon marché et 

facilement disponible, comme substrat de croissance dans une technique de fermentation à l'état 

solide. (Iqbal et al., 2010). 

             Les Aspergillus constituent un groupe de moisissures qui a montré une diversité 

considérable et une dominance dans la production de métabolites bioactifs comme les 

antibiotiques et les enzymes. Ces composés ont témoigné d‘un grand intérêt par leurs 

applications aux différents domaines biomédicaux et biotechnologiques (Prakash et al.,2013). 

Les Aspergillus sont connus pour produire une gamme étendue d'enzymes dégradant les 

parois cellulaires des plantes et l'un des principaux agents microbiens de décomposition et la 

source la plus courante de la production d'enzymes cellulolytiques (Sarkar et Aikat, 2014 ; 

Kumar et al. 2016). De nombreuses espèces de ce genre ont été identifiées comme possédant 

tous les composants du complexe cellulase. Selon Deejing et Dittamart (2015), le champignon 

Aspergillus foetidus TISTR 3159 a produit la plus forte activité de cellulase. Pasha et al. (2013) 

ont isolé Aspergillus foetidus MTCC 10367 de l'industrie alimentaire en Inde. Cet isolat fongique 

a été criblé pour l'hydrolyse et la dépolymérisation de multiples enzymes d'importance 

industrielle telles que les pectinases, les cellulases, les protéases, les phytases et les amylases qui 

ont des applications biotechnologiques pertinentes dans plusieurs domaines industriels.  La 

capacité d'Aspergillus foetidus à produire des variétés d'enzymes hydrolytiques et fournit des 

informations supplémentaires pour soutenir la recherche future sur le potentiel industriel de ces 

enzymes (Deejing et Dittamart 2015). 

 

            Aspergillus niger, espéce dominante des Aspergillus, caractérisée par une croissance 

rapide (2 à 3 jours), la couleur de colonies d‘abord blanches, puis jaunes, et enfin granuleuses 
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noires tandis que le mycelium de substrat est incolores à jaune pâle (Chabasse et al., 2002). 

L‘aspect microscopique de ce genre montre un conidiophore : lisse, hyalin ou brunâtre dans sa 

moitié supérieure, très long, une vésicule globuleuse, phialides insérées sur la vésicule par 

l‘intermédiaire de métules disposées sur tout le pourtour de la vésicule et des conidies 

globuleuses brunes, échinulées à très verruqueuses, souvent disposées en chaînes. La tête 

aspergillaire est bisériée radiée, noire à maturité (Chabasse et al., 2002). BAS1 dans cette étude 

présente les mêmes caractéristiques. Cette espèce est largement utilisée comme productrice 

d‘enzymes. En outre les Aspergillus peuvent cohabiter dans des environnements extrêmes où les 

conditions de vie sont particulières : température et pression élevées, pH acides et représentent 

une importante source à exploiter pour développer des procédés biotechnologiques nouveaux 

(Bhat, 2000 ; Peciulyte, 2007). 

                La production de cellulases par les champignons Ascomycota a été rapportée par 

Trichoderma sp, Aspergillus sp, Penicillium sp. Cependant, peu de recherches ont été rapportées 

sur la détection de l'activité cellulase extracellulaire par Sarocladium sp (anciennement 

Acremonium sp) (Fang et al.,2008 ; McDougall et al.,2002), alors que ces champignons 

mésophiles ont la capacité de dégrader les polysaccharides tels que la cellulose (Domsch et al. 

1980 ; Baldrian et al., 2011 ; Goldbeck et al., 2012 ; Reddy et al., 2014 ; Tarayre et al., 2015 

; Tasia et al., 2017).  

Les résultats de l‘étude macroscopiques et microscopiques pour l‘isolat BbV1 sont 

similaires aux caractéristiques du genre Sarocladium (Pramunadipta et al. 2020 ; Giraldo et al. 

2015) et plus précisément à l'espèce Sarocladium kiliense (Pérez-Cantero et Guarro, 2020) qui 

présente des caractéristiques morphologiques particulières permettant son identification par des 

traits phénotypiques. Plus précisément, ses colonies sont plates à légèrement ridées avec une 

surface humide et d'un blanc sale à orange pâle ou brun très pâle. Ses conidiophores sont 

constitués de phialides simples ou de courtes branches latérales portant jusqu'à quatre phialides, 

souvent issues de brins de corde avec plusieurs hyphes fascinées ensemble. Les phialides sont 

aciculaires et très étroites tandis que ses conidies sont hyalines, ellipsoïdales à cylindriques et 

portées sur des têtes gluantes. Selon Tarayre et al. (2015) la souche Sarocladium kiliense, a 

montré des activités enzymatiques différentes : β-glucosidase, endo-1,4-β-D-glucanase, endo-

1,3-β-D-glucanase, activité FPcellulase et endo-1,4-β-D-xylanase. 



 

Partie Expérimentale Chapitre III : Résultats et discussion 

 

 

75 

 

III.3.2. Identification moléculaire des champignons par un ensemble commun de 

marqueurs  

Trois problèmes principaux ont été constatés en ce qui concerne les ITS (la région de 

l'espaceur interne transcrit): le manque de succès de la PCR, l'incapacité d'obtenir des séquences 

propres en raison de l'hétérogénéité des séquences intra souches entre les copies, et l'absence 

d'un écart clair entre les régions ITS de certaines espèces proches. Avec la disponibilité 

croissante de séquences du génome représentant tous les grands groupes de champignons, de 

meilleures amorces ciblant les régions ITS pourraient être développées pour permettre 

l'amplification de (pratiquement) tous les champignons afin de surmonter le premier problème. 

Le deuxième problème peut être surmonté avec les technologies actuelles, soit en clonant d'abord 

les produits de la PCR avant le séquençage en utilisant l'approche Sanger, soit en utilisant 

directement les technologies récentes de séquençage de l'ADN (Buée et al., 2009 ; Chen et al., 

2016 ; Mark et al.,2016). Un consensus se dessine sur le fait que le TEF1 pourrait être une 

excellente région secondaire d‘identification pour la grande majorité des groupes de 

champignons afin d'aider à résoudre le troisième problème. Avec l'augmentation des données 

issues des études génomiques et évolutives de divers champignons, d'autres régions spécifiques 

aux taxons tels que l'ARNr, nLSU, TOP1, PGK et LNS2 pourraient devenir disponibles et utiles 

pour compléter les informations sur les taxons lorsque l'ITS et TEF1 sont insuffisants. En raison 

de leur haut débit, les technologies de séquençage de la prochaine génération seront de plus en 

plus utilisées et sont particulièrement puissantes pour les études des mycobiomes 

environnementaux où la richesse des espèces et, dans une moindre mesure, leur abondance 

relative, peuvent être analysées en même temps. Ces données continueront à fournir des 

informations sans précédent pour suivre les modèles spatiaux et temporels de la dynamique 

fongique dans les environnements naturels (Xu et al., 2016).  

 

III.4. Effet des paramètres de fermentation solide sur la production d'endoglucanase en 

utilisant l'approche OFAT  

Les paramètres efficaces pour la production d'endoglucanase par les isolast potentiels 

Trichoderma afroharzianum Mtr6, Aspergillus sp. BAS1 et Sarocladium kiliense BbV1 en 

fermentation à l'état solide ont été déterminés en étudiant les variables du processus : le temps 

d'incubation, la température, la charge de l'inoculum et l‘humidité par l'approche OFAT. Les 

résultats de l'analyse OFAT sont présentés dans la figure 23. 
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III.4.1. Effet de temps d'incubation sur la production d'enzymes 

Comme le montre la figure 23A, la période d'incubation optimale a atteint une activité 

endoglucanase de 34,27±0,012 U/gds à 6 jours d‘incubation pour Trichoderma afroharzianum 

Mtr6, Aspergillus foetidus BAS1 avec 24, 76 ± 0,002 U/gds à 7 jours d‘incubation, alors que 

8,72 ±0,014 U/gds est l‘activité maximale de la souche Sarocladium kiliense BbV1, obtenue à 8 

jours d'incubation ; la production diminue progressivement avec l'extension du temps 

d'incubation aux 10 ème jours d'incubation. Cela pourrait être dû à la dénaturation de l'enzyme 

suite à la variation du pH pendant la fermentation, ou à l'effet cumulatif du cellobiose, inhibiteur 

de l'enzyme CMCase (Melo et al., 2007). Les résultats de la production de CMCases par 

Trichoderma afroharzianum. Mtr6 et Aspergillus foetidus. BAS1 sont similaires à celles obtnues 

par Akinola et al., (2012) qui a confirmé que la période de fermentation de 6 jours était la 

meilleure pour la production d'endoglucanase par Trichoderma harzianum. Reddy et al., (2015) 

a prouvé que l‘activité maximale des enzymes cellulases ont été signalées au bout de 7 jours 

d‘incubation par Aspergillus niger. 

A. niger et Trichoderma sp. sont les espèces cellulolytiques les plus actives au cours de 

différentes périodes d'incubation. Pour atteindre le pic d'activité de la cellulase par ces isolats, le 

temps d‘incubation était de 4 et 6 jours respectivement, ce qui convenait au point de vue 

commercial (Kang et al.,2004). 

III.4.2. Effet de la température sur la production d’enzymes  

De nombreux travaux ont fait état de températures différentes pour une production 

maximale de cellulase soit en flacon, soit en fermenteur, utilisant Trichoderma sp. Suggérant que 

la température optimale pour la production de cellulase dépend également du type du micro-

organisme (Suto et Tomito, 2001 ; Liu et al., 2003). 

L'activité endoglucanase maximale des souches Trichoderma afroharzianum. Mtr6, 

Aspergillus foetidus. BAS1et Sarocladium kiliense. BbV1 sur la paille de blé ont été obtenue à 

24°C, 28°C et 26°C respectivement avec 25,65±0,001 U/gds (Mtr6), 29,73±0,006 U/gds (BAS1) 

et 11,77±0,008 U/gds (BbV1) (figure 23B). Ces résultats sont similaires à celles obtenues par 

Rubeena et al. (2013) et Ajijolakewu et al. (2016), avec une activité maximale de 

l'endoglucanase à 28°C pour Aspergillus niger en utilisant la paille de blé et le son de blé comme 

source de carbone (Jecu, 2000), et 26°C pour Trichoderma asperllum respectivement. Les 

résultats d‘Akinola et al. (2012) ont confirmé que quelques souches de Trichoderma harzianum 

ont produit une endoglucanase maximale à une température de 25 °C. 
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La température d'incubation est un facteur important affectant la production d'enzyme en 

FMS. La température optimale dans une gamme de 25-30 °C ont été rapportés pour la production 

de cellulase dans divers champignons (Gautam et al., 2011 ; Singhania et al., 2006).  

Selon Bansal et al. (2012), les rendements les plus élevés de CMCase (297,00 ± 10,46 U / 

gd), ont été obtenus à 30 °C pour Aspergillus niger NS-2 et Hanif et al. (2004) ont également 

signalé une augmentation de la production de cellulase d'Aspergillus niger jusqu'à 30 °C. 

L'activité enzymatique de Trichoderma harzianum augmente en fonction de l‘augmentation de la 

température, jusqu'à 35 °C, avec une activité maximale de 422 ± 3,21lM / ml / min (Iqbal et al., 

2010). La température d‘incubation de 35°C a également été signalée pour la production 

maximale de cellulase par Trichoderma harzianum et Trichoderma reesei (Sharma et al., 2014). 

Plusieurs auteurs ont rapporté des optima de production à 30°C par Jonesia denitrificans BN-13 

(Nawel et al., 2011) ; 30°C par Aspergillus niger (Javed et al., 2017) et à 25°C par 

Chryseobacterium sp (Nkohla et al., 2017). 

Lorsque la température est supérieure à l‘optimum, l‘activité CMCase est progressivement 

réduite probablement en raison de la dénaturation enzymatique vue que les enzymes sont de 

nature protéique (Tallapragada et Venkatesh., 2011 ; Harris, 2016). Dans une étude de Javed 

et al. (2006), une plage de température allant de 25 à 40 °C a été étudiée et une meilleure 

croissance d‘Aspergillus niger et Trichoderma viride a été trouvé à 30°C.  

III.4.3. Effet de l’humidité sur la production d’enzymes 

Afin d'optimiser la teneur en humidité, différents pourcentages d'humidité ont été utilisés, 

allant de 50 % à 90 % de substrat lignocellulosique de la paille de blé avec un intervalle de 5 %. 

La présente étude indique que la production maximale d'endoglucanase a été observée à un 

niveau d'humidité de 90 % pour les trois souches a savoire : Trichoderma afroharzianum. Mtr6, 

Aspergillus foetidus.BAS1 et Sarocladium kiliense. BbV1 avec 32,96± 0,01, 23,31± 0,03 et 

12,13±0,016 U/gds respectivement (figure 23C).  

Ce résultat (90% d‘humidité) est proche du résultat obtenu par Pensupa et al., (2013), qui 

est de 91,1 %. Ce résultat est peut-être dû à la surface élevée lors de l'utilisation de boîtes de 

Petri avec un taux de chargement relativement faible (2 g de paille de blé en poids sec par boîte 

de Petri), qui ont permis de surmonter la limitation du transfert d'oxygène. Des teneurs en 

humidité sont variés d‘un substrat à un autre pour un microorganisme particulier (Chugh et al., 

2016). Il a été signalé qu'un taux d'humidité plus élevé n'était pas favorable à la croissance des 

champignons en raison de la limitation du transfert d'oxygène au niveau des eaux de surface 

(Gao et al., 2008 ; Delabona et al., 2013 ; khanahmadi et al., 2018).  
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L'humidité joue également un rôle important dans la croissance des mycètes et la 

production des enzymes dans les FMS (khushal, 2003). L‘hydratation est un facteur important 

qui influence sur le taux de croissance, l‘évolution de la germination, la sporulation et le 

rendement du produit en FMS (Elshichtawy et al., 2015).  

 

  D‘autre part la teneur en humidité inferieure au niveau optimal, réduit le gonflement du 

substrat qui rend le transfert des nutriments difficile (Kar et al., 2013; Maan et al., 2016). 

La teneur en eau nécessaire pour les cultures est dépendante des souches 

utilisées, mais sa limite basse serait fixée à 12%, seuil au-delà duquel les activités 

métaboliques cessent, et sa limite supérieur dépendrait principalement du support et de sa 

capacité de rétention (mais elle serait de 90% pour les substrats lignocellulosiques) (Assamoi et 

al., 2009 ; Smith et al., 1983). L‘augmentation de l‘humidité et la disponibilité de l‘eau libre 

provoque une augmentation du taux de croissance, de la production de biomasse et de la 

biosynthèse d‘enzymes (Lakhtar, 2009). 

La teneur optimale en humidité pour la croissance et l'utilisation du substrat se situe entre 

40 et 70% mais dépendait de l'organisme et du substrat utilisé pour la culture. (Raimbault et 

Alazard, 1980). 

III.4.4. Effet de la charge de l’inoculum sur la production d’enzymes 

Un niveau d‘inoculum optimal est nécessaire pour maintenir l‘équilibre entre la 

biomasse proliférée et les nutriments disponible pour produire le maximum d‘enzymes 

(Maktar et al., 2013 ; Desai et lyer, 2017). 

L‘effet des concentrations initiales de l‘inoculum sur la biosynthèse de CMCase est 

donné dans la figure 23D. En étudiant l'effet de différentes concentrations de l'inoculum (10
4
, 

10
5
, 10

6
, 10

7
, 10

8
, 10

9
 spores/g de substrat). L'activité maximale de l'endoglucanase est de 20,87± 

0,01 U/gds pour Trichoderma afroharzianum. Mtr6 obtenue avec 10
7
 spores/g de substrat

,
 la 

méme charge d‘inoculum que Trichoderma afroharzianum. Mtr6 a été enregistrée (10
7
) pour 

Aspergillus foetidus. BAS1 avec 23,75± 0,01 U/gds et 11,82±0,006 U/gds a été déterminée à 10
5
 

spores/g de la concentration d'inoculum pour la souche Sarocladium kiliense. BbV1. La 

sporulation fongique et les activités métaboliques sont fortement influencées par la taille de 

l'inoculum (Domingues et al. 2000). La taille de l'inoculum minimale nécessite plus de temps 

pour que les cellules puissent se multiplier à un nombre suffisant pour utiliser le substrat et 

produire puissamment l‘enzyme (Singh et Kaur, 2012 ; Garais et Kumar, 2013). D‘autre part, 

la diminution du rendement pour une charge au-delà de l‘optimum revient aux stress oxydatifs 
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dans le milieu, en raison de la forte concentration initiale fongique, ou un déséquilibre 

nutritionnel causé par une énorme croissance entrainant l‘autolyse cellulaire (Singh et Kaur, 

2012 ; Thomas et al., 2016). 

L'optimisation des paramètres de processus pour la production d'endoglucanase FMS en 

utilisant la paille de blé comme substrat a démontré l'impact de ces paramètres sur le rendement 

de la production de cette enzyme ainsi que leur nature indépendante dans l'influence de la 

capacité des souches Trichoderma afroharzianum. Mtr6, Aspergillus foetidus. BAS1 et 

Sarocladium kiliense. BbV1 à les synthétiser. La diminution de l‘activité cellulasique au-delà du 

pic peut être due aussi à l‘arrêt de la croissance et de la production en réponse à 

l‘appauvrissement nutritif du milieu de culture (Santos et al., 2011). Selon Roussos et 

Raimbault (1982), la diminution de l‘activité est due aussi à l‘action des protéases libérées à la 

fin de la culture durant la phase d‘autolyse du mycélium entrainant l‘hydrolyse et la dénaturation 

des cellulases. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 . Résultats de l'analyse de l'OFAT sur la production d'endoglucanase par les 

souches : Trichoderma afroharzianum. Mtr6, Aspergillus sp. BAS1, Sarocladium kiliense. 

B A 
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BbV1. (A) Effet du temps d‘incubation ; (B) Effet de la température ; (C) Effet de l'humidité ; 

(D) Effet de la charge de l'inoculum. 

 Les conditions de cultures telles que le temps d‘incubation, la composition du milieu de 

fermentation et le genre du microorganisme utilisé, sont des paramètres qui contrôlent l‘activité 

enzymatique ainsi que sa stabilité (Al- jazairi et al., 2015).  

 La plupart des chercheurs ont utilisé des cultures submergées (Limkar et al., 2019 ; 

Abdullah et al., 2019 ; Stephen et al., 2020), cela permet de contrôler le degré d'aération, le pH 

et la température du milieu, et le contrôle des autres facteurs environnementaux nécessaires à la 

croissance optimale des microorganismes. Ces dernières années, la fermentation à l'état solide a 

reçu un intérêt renouvelé de la part des chercheurs. Cela est dû à un certain nombre de facteurs 

économiques et techniques, comme la nature des substrats. Une aération inférieure à celle 

nécessaire pour les liquides pour éviter une agitation vigoureuse (Rodrigues et al., 2020). En 

outre, la fermentation submergée présente un inconvénient majeur lié à la faible concentration 

des produits finaux (Couto et Sanromán.,2005), ce qui nécessite une purification 

supplémentaire. Les processus supplémentaires en aval nécessaires à la fermentation submergée 

contribuent à augmenter le coût de production de la cellulase.  

La FMS (fermentation en milieu solide) est particulièrement avantageuse pour la 

production d'enzymes par les champignons filamenteux, car ils peuvent être cultivés en l'absence 

d'eau libre (Raghavarao et al., 2003). Il a été confirmé que les champignons filamenteux sont de 

meilleurs producteurs de cellulase sous FMS (Shrestha et al.,2010), conduisant à une 

productivité enzymatique plus élevée, comparée aux processus FML (Kuhad et al., 2016 ; 

Farinas et al., 2015 ; Hansen et al., 2015). Un autre avantage de la FMS par rapport à FML est 

le coût d‘exploitation en raison de l‘utilisation des déchets agro-industrielle comme substrat 

solide à faible coût (Bettache et al., 2014). Du point de vue environnemental, l‘avantage de la 

FMS est lié à l'utilisation de résidus agro-industriels comme substrat solide, agissant comme 

sources de carbone et d'énergie (Hansen et al., 2015). Le choix du milieu pour la production de 

cellulases peut fortement affectent le rendement, ainsi que le coût du produit final. Le choix le 

plus économique et le plus respectueux de l'environnement serait d'utiliser les déchets comme 

substrats contenant à la fois des sources de glucides et d'azote qui peuvent induire une production 

élevée d'enzymes. Les déchets agricoles et les déchets de bio raffinage en aval offrent de 

nombreuses possibilités de nouveaux moyens de production à faible coût (Sørensen et al., 2011 

; Sørensen et al., 2014). Du point de vue environnemental, l‘avantage de la FMS est lié à 

l'utilisation de résidus agro-industriels comme substrat solide, agissant comme sources de 

carbone et d'énergie (Hansen et al.,2015). Cependant il existe une relation directe entre le 
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substrat, les conditions de fermentation et la production de cellulase (Yoon et al., 2014). En 

outre, plusieurs études ont été menées sur la production de cellulase sous la fermentation à l'état 

solide (FMS) de manière rentable (Gupta et al., 2015 ; Kuila et al., 2015 ; Mangalanayaki et 

Madhavan, 2015).  

Afin de permettre une optimisation des processus ainsi qu‘une réduction des coûts 

énergétiques et une amélioration de la sécurité alimentaire et de la qualité des aliments (Minussi 

et al., 2002), l‘utilisation d‘enzymes est très recommandée. Les conditions optimales de 

croissance peuvent varier d‘une espèce à l‘autre, chacune d‘entre elles ayant un degré différent 

d‘adaptation à son environnement (D’Halewyn et al., 2004). Selon Boiron (1996), le 

développement optimal (croissance et reproduction) des moisissures nécessite la connaissance et 

le contrôle des facteurs nutritionnels et physicochimiques du milieu de culture. 

 

III.5. Détermination des optima des facteurs sélectionnés par l’utilisation de la 

méthodologie des surfaces de réponses (RSM) pour Sarocladium kiliense (BbV1) 

      Dans la présente étude, la conception de Box-Behnken a été utilisée pour optimiser la 

production d‘endoglucanase. Le modèle consistant en 27 essais pour déterminer les valeurs 

optimales exactes et l'effet de quatre paramètres X1 (température °C), X2 (% d'humidité initiale), 

X3 (temps d'incubation) et X4 (taille de l'inoculum spr/g). L'activité d'endoglucanase de réponse 

et les résultats expérimentaux obtenus sont présentés dans le tableau XII.  

       Le plan statistique (RSM) est mis en œuvre pour établir la relation entre les variables et les 

réponses et pour concevoir les modèles avec un nombre minimum d'expériences (Das et Mishra, 

2017), ce qui permet de réduire la consommation de réactifs et de diminuer considérablement le 

temps de travail au laboratoire. En outre, ces méthodes permettent de développer des modèles 

mathématiques qui permettent l'évaluation de la pertinence et de la signification statistique des 

effets des facteurs étant étudiés ainsi évaluer les effets d'interaction entre les facteurs (Rosli et 

al., 2020).   

       L'utilisation d'enzymes cellulolytiques a suscité une attention soutenue de la part des 

chercheurs en tant que stratégie compétitive pour la déconstruction rentable de matériaux 

cellulosiques largement disponibles. L'amélioration du traitement de la cellulose/xylose est un 

objectif important, qui implique l'exploitation de biocatalyseurs nouveaux ou meilleurs, avec des 

modes opérationnels adaptés et une méthodologie de biotraitement optimisée (Bala et Singh, 

2019 ; Bugg et al., 2020).  
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Tableau XII : Plan d'expérience et résultats de RSM pour la production d'endoglucanase à partir de la 

souche Sarocladium kiliense (BbV1) en utilisant la paille de blé comme substrat de fermentation 

Procès 

N° 

Code 

valeur 

X1 X2 X3 X4 

    Valeur réelle 

X1   X2   X3   X4 

Y observé 

(U/gds) 

Yprédit 

(U/gds) 

Y résiduel 

 (U/gds) 

1 +-00 28   60     8       10
5
 7.5 6.73 0.77 

2 -00- 24   80     8      10
4
 6.08 6.60 -0.52 

3 +0-0 28   80      6      10
5
 5.27 5.97 -0.70 

4 0-+0 26   60    10     10
5
 9.15 9.59 -0.44 

5 -00+ 24   80     8     1.9 10
5
 10.75 10.45 0.3 

6 --00 24   60      8     10
5
 10.31 10.79 -0.48 

7 0+0- 26 100      8     10
4
 6.22 5.81 0.40 

8 0000 26   80      8     10
5
 7.97 7.73 0.23 

9 0-0- 26   60      8      10
4
 6.96 7.14 -0.18 

10 00++ 26   80     10    1.9 10
5
 10.75 10.72 0.03 

11 0-0+ 26   60      8     1.9 10
5
 9.78 10.03 -0.25 

12 -0-0 24   80       6    10
5
 8 7.86 0.14 

13 0++0 26  100     10  10
5
 6.87 8.11 -1.24 

14 0+0+ 26  100     8    1.9 10
5
 6.38 6.04 0.33 

15 0000 26   80      8    10
5
 8 7.73 0.26 

16 ++00 28  100     8     10
5
 7.18 6.19 0.98 

17 00— 26   80       6     10
4
 7.4 6.93 0.46 

18 +0+0 28   80       10    10
5
 8.15 8.14 0.01 

19 +00- 28   80       8     10
4
 6 6.94 -0.94 

20 +00+ 28   80      8    1.9 10
5
 6.09 6.21 -0.12 

21 0—0 26   60      6     10
5
 9.13 8.53 0.6 

22 0000 26   80       8     10
5
 7.23 7.73 -0.5 

23 00+- 26   80      10    10
4
 8 7.21 0.78 
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24 -+00 24  100     8     10
5
 5.75 6.02 -0.27 

25 -0+0 24  100     8     10
5
 11 10.15 0.85 

26 00-+ 26  80       6    1.9 10
5
 6.25 6.54 -0.29 

27 0+-0 26  100     6    10
5
 4.5 4.70 -0.20 

 

Pour identifier l'effet de chaque facteur sur la production d'endoglucanase, la valeur F et 

les valeurs p ont été utilisées. Le p value des coefficients inferieur à 0,05 indique que la variable 

correspondante est significative (He et al., 2018). La valeur p a été utilisée comme un outil pour 

vérifier la signification de chaque coefficient, qui indique également la force de l'interaction 

entre chaque paramètre indépendant (Liu et al., 2003).  

L'analyse de régression de l'étude d'optimisation a indiqué que les termes du modèle, X1, 

X2, X3, X4 et l'interaction entre les termes (X1, X2), (X1, X4) et (X3, X4) étaient significatifs (p 

< 0,05). Cependant, les effets quadratiques des quatre paramètres étudiés sont statistiquement 

non significatifs. 

Ces résultats d'analyse de variance (ANOVA) indiquent que les quatre paramètres 

température, humidité initiale, temps d'incubation et taille de l'inoculum ont une relation directe 

avec la production d'endoglucanase.  

L‘analyse de la variance (ANOVA) pour la production d'endoglucanase a été effectuée, et 

les résultats sont présentés dans le tableau XIII. Le résultat de l'ANOVA montre une valeur p de 

0,0006 et une valeur F de 7,6484, cette analyse démontre que le modèle est significatif. 

Tableau XIII: ANOVA pour le modèle quadratique de surface de réponse 

Source p-value                            F-value Signification 

 

X1 

X2 

X3 

X4 

X1*X2 

X1*X3 

X2*X3 

X1*X4 

X2*X4 

X3*X4 

X1
2
 

X2
2
 

X3
2
 

X4
2
 

 

             Modèle   

 

0.0015 

0.0001 

0.0005 

0.0068 

0.0247 

0.9433 

0.1803 

0.0169 

0.1333 

0.0360 

0.9973 

0.4255 

0.4217 

0.6262 

 

           0,0006 

 

16.725 

31.005 

21.840 

10.658 

6.589 

0.005 

2.024 

7.688 

2.593 

5.575 

0.000 

0.680 

0.692 

0.249 

 

         7,6484 

 

Significatif 

Significatif 

Significatif 

Significatif 

Significatif 

Non significatif 

Non significatif 

Significatif 

Non significatif 

Significatif 

Non Significatif 

Non Significatif 

Non Significatif 

Non Significatif 

 

        Significatif 
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     Manque d'ajustement 0,2118 4,1024 Non significatif 

R²  0.8992  

           R² Ajusté   0.78  

 

Selon les résultats obtenus dans le tableau XIII, la valeur de manque d'ajustement est de 

4,1024 pour la valeur F et de 0,2118 pour la valeur p. Cela implique que le manque d'ajustement 

n'est pas significatif par rapport à l'erreur pure. Un manque d'ajustement non significatif indique 

que le modèle est bien adapté. 

Le coefficient de détermination R² s'est avéré être de 0,8992, ce qui indique que la 

variation de l'échantillon de 89,92 % a été attribuée aux variables. Selon Dagnelie (2008), le R² 

est un paramètre statistique qui indique la validité du modèle étudié. La mesure de la corrélation 

et de la signification statistique du modèle par le coefficient de détermination R² égal à 0,899 

proche de 1 signifie l'adéquation du modèle (Yatish et al., 2016) et indique que 89,9% de la 

variabilité de la réponse par le modèle, ce qui signifie que seulement 10,1% des variations ne 

sont pas exprimées par le modèle. 

  Le coefficient de détermination ajusté (R
2
 ajusté = 0,78%) a également été satisfaisant 

pour confirmer la signification du modèle. La valeur de R² ajusté confirme que les valeurs réelles 

sont proches des valeurs prédites (Pérez-Rodríguez et al., 2014). Selon la figure 24, les points 

se sont répartis autour de la ligne de régression. Le modèle peut être considéré comme de qualité 

suffisante, puisqu'il y a 89,9% de chances qu'il explique les variations mesurées de la réponse. 

 

Figure 24.  Corrélation entre les valeurs observées et prévues de l'activité endonucléase par le modèle de 

surface de réponse. 

Le modèle peut être présenté comme suit : 

 

 

Où Y est l'activité endoglucanase prévue et X1, X2, X3 et X4 sont des valeurs codées de la 

température, de l'humidité initiale, du temps d'incubation et de la concentration de l'inoculum, 

Y= 7,733 + 1,114X3 + 0,778X4 + 1,06X1*X2 + 0,587X2*X3 + 0,975X3*X4 + 0,297X3
2
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respectivement. Le signe positif devant les termes indique un effet synergique, tandis que le 

signe négatif indique un effet antagoniste sur le produit enzymatique endoglucanase. 

 

III.5.1. Effet d'interaction 

Le modèle de prédiction a été présenté sous forme de graphes de surface de réponse (figure 

25), afin de mieux comprendre les effets de l'interaction sur la production d'endoglucanase. Une 

optimisation valide de la production d'enzymes microbiennes est possible grâce à l'implication 

des graphiques en 3D qui permettent une visualisation directe de l'influence individuelle et 

interactive des variables (Singh et al., 2014b ; Wang et al., 2011b). 

 

 

 

(a)  (b)  

(c)  (d)  
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(e)  (f)  

 

 

Figure 25 . Surface de réponse de l'interaction du paramètre sur l'activité de l'endoglucanase (U/g 

ds) : (a) température /humidité ; (b) température / temps d'incubation ; (c) température / taille de 

l‘inoculum ; (d) humidité / temps d'incubation ; (e) humidité / taille de l‘inoculum ; (f) temps 

d'incubation /taille de l‘inoculum. 

L‘analyse de la courbe de surface de réponse indique que l'activité de l'endoglucanase 

augmente lorsque l'interaction entre les différents paramètres tend vers l'une des extrémités 

positive (+1) ou négative (-1) (figure25). 

Les résultats obtenus montrent que l'interaction entre la température et l'humidité a un 

effet significatif sur la production d'endoglucanase par la souche Sarocladium kiliense. BbV1 

avec une valeur p de 0,024 7. Selon les auteurs Behnam et al. (2019), Brijwani et al. (2010), 

Ghoshal et al. (2012), Pathania et al. (2017), l'interaction entre la température et l'humidité 

initiale a un effet sur la production d'endoglucanase par les souches Trichoderma reesei et 

Aspergillus oryzae, Penicillium citrinum, Rhizopus delemar F2, Rhizopus oryzae, 

respectivement.  

L'interaction entre la température et la taille de l'inoculum a également un effet 

significatif sur la production d'endoglucanase par la souche Sarocladium kiliense. BbV1 avec 

une valeur p de 0,0169, ce qui confirme les résultats obtenus par Saravanan et al. (2012), qui 

ont rapporté que le terme d'interaction entre la taille de l'inoculum et la température était 

significatif dans l'optimisation de la production de cellulase par la souche Trichoderma reesei. 

D'autre part, l'interaction entre le temps d'incubation et la taille de l'inoculum a un effet 

significatif sur la production d'endoglucanase par la souche Sarocladium kiliense. BbV1 avec 

une valeur p de 0,0360. Yasmeen et al. (2013) ont indiqué que la courbe de niveau prédisait une 
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forte interaction entre la taille de l'inoculum et le temps d'incubation pour la production 

d'enzymes par Schizophyllum commune par la FMS, avec la tige de maïs comme substrat.  

III.5.2. Validation des conditions optimisées 

Les conditions optimales proposées par le modèle BBD pour l'activité endoglucanase sont 

présentées dans la figure 26. La production optimale d'endoglucanase de 15,03 U/gds peut être 

obtenue lorsque le niveau de code est comme suit : X1 (-1), X2 (-1), X3 (+1) et X4 (+1) ; dans 

les conditions suivantes : Température de 24°C, humidité initiale de 60%, durée d'incubation de 

10 jours et concentration d'inoculum de 1,9 10
5
 spr/g respectivement. 

 

                  Figure 26 . Représentation du profil de prédiction et de désirabilité maximale. 

Les conditions optimales obtenues à partir de RSM ont montré que la production 

d'endoglucanase par la souche Sarocladium kiliense. BbV1 était fortement affectée par les quatre 

paramètres sélectionnés. Les conditions de culture avec une température de 24°C, 60% 

d'humidité pendant 10 jours, avec une taille d'inoculum de 1,9 10
5
 spr/g montrent une production 

d'endoglucanase plus élevée par rapport au milieu basal. 

L'utilisation de la fermentation à l'état solide à l'aide de la biomasse lignocellulosique et 

d'inducteurs a contribué à augmenter la production d'enzymes cellulolytiques pour réduire les 

coûts, en soulignant l'importance d'optimiser le processus de fermentation et la capacité des 

micro-organismes à exprimer les enzymes (Ahmad et al., 2013 ; Forootanfar et al.,2011 ; 

Manavalan et al., 2013 ; Osma et al., 2011). 

Dans la méthode FMS, le facteur vital est le temps d'incubation car il a un effet important 

sur la croissance et la biosynthèse du champignon, ainsi que sur la production de divers 

métabolites primaires et secondaires, tels que les enzymes (Lee et al., 2011 ; Vaithanomsat et 

al., 2010). 
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La période d'incubation optimale varie en fonction du type de substrat utilisé et de 

l'espèce de champignon employée dans le processus de fermentation. Dans notre étude, le temps 

d'incubation de 10 jours donne une activité endoglucanase plus élevée par la souche Sarocladium 

kiliense. BbV1. La production maximale de CMCase par A. niger a eu lieu après le 8 ème jour de 

fermentation solide (Pothiraj et al., 2006). 

La température affecte le métabolisme microbien, régule la croissance, la formation de spores, la    

germination et la formation de produits. À des températures plus basses, les molécules se 

déplacent plus lentement, les enzymes ne peuvent pas servir de médiateurs aux réactions 

chimiques. À mesure que la température augmente, les molécules se déplacent plus rapidement, 

les enzymes accélèrent le métabolisme et les cellules augmentent rapidement en taille. Après une 

certaine valeur, toutes ces activités se font à un rythme trop élevé, et les enzymes commencent à 

se dénaturer (Santos et al., 2016). 

De nombreuses études ont fait état de différentes températures optimales pour la production de 

cellulase, soit en flacons, soit en fermenteurs, en utilisant les espèces Aspergillus sp et 

Trichoderma sp, ce qui suggère que la température optimale pour la production de cellulase 

dépend du micro-organisme utilisé (Gautam et al., 2011). Il est important d'indiquer que l'usine 

de production de bioéthanol existante utilise des enzymes fongiques pour la dégradation de la 

biomasse à des températures modérées (Elleuche et al., 2014). 

Le taux d'humidité optimal pour la croissance et l'utilisation du substrat se situe entre 40 

et 70%, en tenant compte de l'organisme et du substrat utilisé (Raimbault et Alazard ,1980). 

Les résultats de ce travail corroborent avec ceux de Liu et Yang (2007), qui ont constatés que 

l'humidité optimale dans le substrat solide est comprise entre 40 et 60% dans le cas de 

Trichoderma koningii pour la production d'endoglucase avec 10,5 U/gds. Lee et al. (2011) ont 

observé que la teneur en humidité optimale pour la production de cellulase par Aspergilus niger 

en utilisant la bagasse de canne à sucre et le tourteau de palmiste comme substrat était de 70 %, 

alors que 85% de la teneur en humidité a été jugée appropriée pour une production maximale de 

xylanase par l'isolat de Trichoderma afroharzianum AZ 12 utilisant le son de blé comme substrat 

(Azzouz et al., 2020a). 

   Une taille d'inoculum plus faible nécessite un temps plus long pour la multiplication 

fongique et l'utilisation du substrat, tandis qu'une taille d'inoculum plus élevée augmente la 

densité des spores ainsi que la teneur en eau du milieu, ce qui entrave la pénétration de l'oxygène 

et inhibe la croissance fongique et la production d'enzymes (Vu et al., 2011). Pour la taille de 

l'inoculum, le résultat optimal obtenu est de 1,9 × 10
5
 spore/g, entraiant la plus forte activité de 

CMCase suggérée par l'optimisation RSM.  
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III.6. Caractérisation de la CMCase partiellement purifiée 

III.6.1. Température et pH optimum  

Le contrôle du pH et de la température est essentiel pour la production et la libération de 

cellulases. 

Les effets de la température et du pH sur l'activité de l‘endoglucanase des trois souches 

selectionées sont illustrés dans la figure 27. Elle révèle un optimum d‘activité similaire pour les 

deux souches : Trichoderma afroharzianum. Mtr6 et Aspergillus foetidus. BAS1 avec 60°C et à 

pH4,8 et un optimum d‘activité de la souche Sarocladium kiliense. BbV1 à 40°C et pH 5. 

 

Figure 27. Effet de la température (A) et du pH (B) sur l‘activité de l'endoglucanase 

 

 En fonction de la température optimale, les enzymes peuvent être classées comme 

mésophiles (40-60°C), thermophiles (50-80°C) et hyperthermophiles (>80°C) (Maheshwari et 

al., 2000). Des études ont confirmé que les températures optimales pour les activités des EG de 

champignons sont généralement entre 50 et 60 °C et stable entre 50 à 55 °C (Tao et al., 2010). 

Les résultats rapportés pour Trichoderma sp et Aspergillus sp ont un optimum de 40-

55°C, (Tangarone et al., 1989 ; Kotchoni et al., 2003). 

Certains champignons thermophiles tels que Sporotrichum pulverulentum, Aspergillus 

(A. wentii, A. versi color, A. terreus), Malbranchea cinnamomea, Melanocarpus albomyces, 

Myceliophthora thermophila, Humicola insolens, Chaetomium thermophile sont également 

connus pour leurs cellulases activant dans la plage de température de 60 à 65 °C (Ahirwar et al., 

2017 ; Mahajan et al., 2016). 

Les cellulases fongiques ont une gamme plus limitée, pH de 4 à 6 et une température 

optimale dans la gamme 40 et 70°C, Trichoderma sp (El-Zawahry et al., 2010), Aspergillus 

sydowii (Matkar et al., 2013). Des études ont rapporté des températures optimales de 55°C pour 

une endoglucanase de Trichoderma reesei (Samanta et al., 2012). 
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Les résultats de pH sont similaires à celles de Pachauri et al. (2017) qui ont fait état d'un 

maximum de pH avec 4,8 pour la cellulase de Trichoderma longibrachiatum et supérieur à celles 

produites par Trichoderma harzianum et Trichoderma longibrachiatum, où les pH optimaux des 

activités CMCase atteignent 4,5 et 4, respectivement (Azimova et al.,2016 ; Dobrev et al., 

2011). 

L'augmentation du pH par rapport à la valeur optimale de la cellulase a montré une 

tendance à la baisse de son activité. La raison de cette diminution de l'efficacité attribuable aux 

valeurs de pH basal revient à influencer les groupes d'acides aminés dans le site actif ou 

molécule d‘enzyme sur l'état ionique du substrat (Englard et Sifter, 1990), de plus, les 

changements de pH peuvent modifient également la forme tridimensionnelle de l'enzyme. Les 

variations de pH du milieu entraînent la forme ionique du site actif de l'enzyme et modifient 

l'activité de l'enzyme et donc la vitesse de réaction (Rajesh et al., 2012). Une autre raison des 

faibles variations du pH optima pourrait être dû à la variabilité génétique entre les différentes 

espèces (Iqbal et al., 2011). 

Tableau XIV: Comparaison du pH et des températures optimaux de la CMCase de diverses espèces 

fongiques 

Champignon 
pH 

optimal 

Température optimale 

(°C) 
Référence 

Sarocladium kiliense. BbV1   5,0 40 

Cette étude 
Trichoderma afroharzianum. 

Mtr6  
4,8 60 

Aspergillus foetidus. BAS1 4,8 60 

Acremonium sp. EA0810 5,0 70 De Almeida et al. 

(2011) 

Penicillium simplicissimum H-

11  
3.2 60 Bai et al. (2013)  

Penicillium funiculosum  4.0 65 Karboune et al. (2008) 

Aspergillus niger VTCC-F021  5 55 Pham et al. (2012) 

Chaetomium cellulolyticum 

NRRL 18756  
5.5 50 Fawzi et Hamdy (2011) 

Trichoderma sp.  5.0 50 
El-Zawahry et 

al.(2010) 

Trichoderma viride  6.5 55 Iqbal et al. (2011) 
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Trichoderma harzianum UzCF-

28  
5 50 Azimova et al. (2020) 

Trichoderma sp. IS-05  3.0 60 Andrade et al. (2011) 

Aspergillus glaucus XC9  4.0 50 Tao et al. (2010) 

Autres CMCase d'Aspergillus 

sp 
4,8 50 

(Nazir et al., 2009 ; 

Elshafei et al., 2009 ; 

Tao et al., 2010) 

Aspergillus Oryzae VTCC-

F045  
         5.5  55 

Nguyen et Quyen 

(2010) 

 

III.6.2. Effet des ions métalliques et de réactif chimique EDTA  

L‘effet des ions métalliques et les réactifs chimiques sont très importants pour les 

applications industrielles car ils sont connus pour leurs effets sur la production et l‘activité des 

enzymes (Rani et al., 2004 ; Kotchoni et al., 2006). Les ions métalliques agissent comme des 

cofacteurs ou inhibiteurs des enzymes (Jabbar et al., 2008). 

Pour obtenir l'effet des ions métalliques (5mM), l'enzyme a été traitée avec différents 

métaux pendant 30 min à 50 °C. Ensuite, l'activité enzymatique a été déterminée à l'aide d‘une 

procédure standard. Les résultats de l'activité de la cellulase en présence d'ions métalliques sont 

présentés dans le tableau XV. 

Tableau XV : Effet des ions métalliques et de réactif chimique EDTA sur l'activité 

enzymatique 

Ions métalliques et 

réactif chimique (5mM) 

Activité 

relative (%) 

Trichoderma afro 

harzianum. Mtr6 

Activité 

relative (%) 

Aspergillus 

foetidus. BAS1 

Activité 

relative (%) 

Sarocladium 

kiliense. BbV1   

Aucun (controle)             100              100              100 

 Fe2+ (FeSO4) 

Mg2+(MgSO4) 

Hg2+(HgSO4) 

Na2+(NaSO4) 

Ag2+(AgSO4) 

Zn2+ (ZnSO4) 

Co2+ (CoSO4) 

EDTA 
 

114,32 

62,88 

60,93 

69,13 

100,39 

90,36 

93,22 

129,82 
 

111,57 

66,68 

17,56 

70,97 

47,02 

83,64 

86,77 

65,09 
 

60,23 

36,41 

31,56 

41,04 

107,11 

39,54 

48,59 

33,61 
 

 

Les ions métalliques peuvent influencer fortement l‘activité enzymatique, en effet les 

résultats expérimentaux présentés sur le tableau XV indiquent que l‘activité endoglucanase de la 
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souche Trichoderma afroharzianum. Mtr6 montrent que les ions FeSo4 et Ag2SO4 stimulent 

l'activité enzymatique avec des activités relatives qui sont respectivement de 114,32% 

et 100,39%, d‘un autre coté les autres ions inhibent cette activité avec des proportion 

variables (Tableau XV). 

Pour Aspergillus foetidus.BAS1, FeSO4 stimule l‘activité endoglucanase avec une activité 

relative de 111,57%. Selon Chen et al. (2001) Les CMCases d'autres espèces fongiques sont 

fortement activées par, Fe
2+

. Par ailleurs, les résultats montrent que l‘ion HgSO4 inhibe l'activité 

endoglucanase avec une diminution de 17,56%. La présence de Hg
2+

, Cu
2+

, Pb
2+

 diminue ou 

supprime complètement l'activité de la cellulase (Gao et al., 2008). Yang et al. (2008) ont 

démontré que la cellulase produite par Paecilomyces thermophile a été fortement inhibée par le 

Hg
2+

 ; alors que l'activité est fortement renforcée en présence de Zn
2+

. 

L‘activité relative d‘endoglucanase de la souche Sarocladium kiliense. BbV1 en présence 

d’AgSO4 est de 107,11%, cela signifie que cet ion stimule l‘activité de l‘enzyme. D‘autre part 

les autres ions réduisent l‘activité enzymatique (Tableau XV). Les CMCase d'autres espèces 

fongiques sont fortement activées par le Co
2+

, Mn
2+

 (Iqbal et al., 2011), Cu
2+

, Fe
2+

 (Pham et al., 

2012), Fe
2+

 (Chen et al., 2001), Co2+ et Zn
2+

 (Elshafei et al., 2009) et principalement inhibée 

par le Hg
2+

 (Iqbal et al., 2011 ; Elshafei et al., 2009 ; Gao et al.,2008 ; Akiba et al., 1995). 

Les ions Co
+
, Cu

2+
 et Mn

2+
 sont couramment cités dans la littérature comme des inhibiteurs de 

plusieurs cellulases microbiennes (Tao et al., 2010 ; Shanmughapriya et al., 2010). L'activité 

enzymatique est probablement inhibée par l'attaque de certains groupes au site actif de l'enzyme, 

par exemple, les groupes thiol, conduisant à l'inactivation de l‘activité enzymatique (Tao et al., 

2010).  

Divers ions métalliques et composés chimiques peuvent influencer l'activité de la 

cellulase. Il a été signalé que généralement les ions métalliques tels que Hg
2+

, Cu
2+

, Zn
2+

, Mg
2+

, 

Fe
3+

, Mn
2+

, Ag
+
, Mn

2+
, K

+
 sont légèrement ou complètement inhibiteur de la cellulase, alors que 

les ions métalliques tels que Ca
2+

, Na
+
 et Co

2+
 stimulent l'activité de la cellulase (Dutta et al., 

2008 ; Bagga et al., 1990 ; Nazir et al., 2009).  

Riou et al. (1998) ont étudié l'effet de différents ions sur la cellulase produite par A. 

oryzae, et a constaté que Ag
+
, Hg

2+
 inhibe légèrement ou complètement la cellulase. Zafar et al. 

(2014) ont montré une augmentation de l'activité enzymatique par Mg
2+

 mais l'activité de 

l'endoglucane a été inhibée par les ions Zn
2+

, Hg
2+

 et Ni
2+

.  

L‘acide éthylènediaminetétraacétique (EDTA), peut augmenter, diminuer ou supprimer 

l'activité enzymatique, en fonction de la nature des enzymes (Pal et al., 2010). 
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D‘après les résultats de cette étude, l'EDTA est un activateur de l‘activité CMCase de la 

souche Trichoderma afroharzianum. Mtr6 (129,82%), alors que l‘activité CMCase de la souche 

Aspergillus foetidus.BAS1 et Sarocladium kiliense. BbV1 sont réduites (65,09%) et (33,61%) 

respectivement. L‘endoglucanase semi purifiée des souches Aspergillus sp.BAS1 et Sarocladium 

kiliense. BbV1 ont été inhibée par l‘EDTA. L‘inhibition par l‘EDTA suggère que l‘enzyme est 

une métalloenzyme (Annamalai et al., 2013).  

L'ajout d'EDTA n'a pas d'effet inhibiteur sur l'activité de l'endoglucane semi purifiée de la 

souche Trichoderma afroharzianum. Mtr6 (129,82%), ce qui indique que l'enzyme ne dépend 

pas des ions métalliques divalents pour son activité. 

L‘effet de l'EDTA sur l'activité de la CMCase selon Garg, et al. (1982) n'avait pas 

d‘effet significatif sur l'activité de la CMCase, ce qui indique que les enzymes produites ne 

dépendaient pas d‘un cofacteur métallique sur son site actif. Le même résultat a été obtenu par 

Elshafei, et al. (2009) dans une étude utilisant la souche Aspergillus terreus DSM 826. 

III.6.3. Thermostabilité en présence du substrat 

D‘après la figure 28 l'endoglucanse semi purifiée a montré une thermostabilité pendant 

270 min à 40 ºC et pH 5 pour Sarocladium kiliense. BbV1 sp, les résultats de température sont 

similaires à celles de Gorems (2014), qui a montré que la température optimale de la cellulase 

est de 40ºC pour l'isolat de Trichoderma AUT1.  

En ce qui concerne les souches Trichoderma afroharzianum. Mtr6 et Aspergillus foetidus. 

BAS1,la figure 27 montre une thermostabilité pendant 165 min et 90 min respectivement à 60 ºC 

et pH optimal de 4,8. 
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Figure 28.Thremostabilité de l‘endoglucanase des troix souches Trichoderma afroharzianum. 

Mtr6, Aspergillus foetidus. BAS1, Sarocladium kiliense. BbV1 

 Au-delà d'une certaine température, l'activité enzymatique diminue avec l'augmentation de 

la température en raison de la dénaturation des enzymes (Rajesh et al.,2012).  

La température pourrait accélérer la réaction, mais l'activité de la cellulase s'estomperait avec 

l'augmentation de la température.  

 La structure spatiale de l'enzyme serait détruite dans un environnement acide ou basique, 

entraînant le changement de conformation et la perte de l'activité enzymatique (Zeng et al., 

2016). 

 Elshafei et al. (2009) ont indiqué que l'endoglucane de A. terreus DSM826 pouvait supporter un 

chauffage jusqu'à 50 ºC pendant 1 h sans perte apparente d‘activité. Certaines enzymes cellulases 

commerciales ont également été signalées comme étant stables jusqu'à 60 ºC (Immanuel et al., 

2007). Pour toute une série d'applications industrielles, une thermostabilité relativement élevée 

est un avantage attrayant et caractéristique souhaitable d'une enzyme (Haddar et al., 2009). 

III.6.4. Spécificité vis-à-vis du substrat  

          La spécificité de l‘endoglucanase semi purifiée est testée vis-à-vis de différents substrats à 

une concentration de 2% (m/v) : CMC, cellulose, PNPG, et l‘avicel 

Les résultats (Figure 29) montrent que l‘endoglucanase purifée a plus d‘affinité pour le 

CMC (activité relative de 100%). Pour les trois souches à savoir : Trichoderma afroharzianum. 

Mtr6, Aspergillus foetidus. BAS1 et Sarocladium kiliense. BbV1. Elle dégrade aussi la cellulose 

avec une activité relative de 32,80%, 24,77% et 74,02% pour Trichoderma afroharzianum Mtr6, 

Aspergillus foetidus. BAS1 et Sarocladium kiliense BbV1 respectivement. Ces souches ont une 

activité relative de 40,55%, 17,40 % et 82,33 % pour l‘avicel, concernant le PNPG, l‘activité 

relative est de 14,40%, 6,52% et 40, 50% respectivement. 
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Figure 29. Spécificité des celulases du surnageant semi purifié vis-à-vis de différents 

substrats. 

Sur la base de la spécificité du substrat et du mode d'action, les cellulases 

sont classées comme endoglucanases, cellobiohydrolases ou β-Glucosidases 

(Saini et al., 2015 ; Baja et Mahajan, 2019). L‘utilisation d'une variété de polysaccharides 

confirme que l‘enzyme semi purifiée dans la présente étude est une endoglucanase. La nature « 

endo » de l'endoglucanase est confirmée par son activité élevée sur la carboxyméthyl cellulose et 

la diminition d'hydrolyse de la cellulose cristalline (Béguin et Aubert, 1994). L‘endoglucanase 

de Trichoderma reesei a revelé également une activité hydrolytique sur une large gamme de 

substrats à savoir le β-glucane, carboxyméthyl cellulose, hydroxyéthylcellulose, xylane, 

méthylumbelliféryl-β-D-cellobioside et méthylumbelliféryl- β -D-lactoside (Takashima et al., 

1998). Parmi plusieurs substrats utilisés, CMC s'est avéré être le meilleur inducteur qui a montré 

la plus haute activité pour l‘endoglucanase de Aspergillus.foetidus TISTR 3159(Deejing et 

Dittamart 2015). 

Dans la plupart des études, l'endoglucanase avait une forte activité d‘hydrolyse de la 

CMC-Na (Karnchanatat et al., 2008 ; Iqbal et al., 2011 ; Pham et al., 2012).  

D‘après les résultats obtenus, la souche Sarocladium kiliense. BbV1 a la capacité de 

dégradée la cellulose, l‘avicel et le PNPG, avec des activités superieur par rapport aux souches 

Trichoderma afroharzianum. Mtr6 et Aspergillus foetidus. BAS1. 

Le substrat ne sert pas seulement de source de carbone mais produit également les 

composés inducteurs nécessaires à l'organisme (Haltrich et al., 1996). Il a été signalé que 

l'activité de l'endoglucanase était réprimée par le glucose et induite par le CMC (Ahmed et al., 

2005). Lucas et al. (2001) ont démontré que la CMC était le substrat préféré pour la production 

d'endoglucanase. 
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Conclusion et perspectives 

L‘accumulation des déchets solides municipaux devient un problème grave pour 

l‘environnement dans tous les pays en développement. La dépollution et la valorisation de ces 

déchets nécessite la transition vers l'exploitation des énergies renouvelables qui devenue un 

objectif indispensable pour le gouvernement Algérien. 

La 1ère partie expérimentale a concerné l‘isolement, l‘identification et le criblage de 

souches fongiques isolées du sol Algérien riche en matière organique pour la production 

d‘enzymes hydrolytiques. Quarante souches de champignons filamenteux sont isolées sur milieu 

PDA dans deux sites. Les souches ont été examinées pour la production d'enzymes 

extracellulaires telles que les cellulases, les xylanases, l'amylase, la protéase et la kératinase, qui 

ont poussé sur des milieux spécifiques (activité qualitative) et sous fermentation submergée 

(activité quantitative). L'ordre des activités enzymatiques trouvées dans cette étude avec le 

pourcentage pour les microorganismes isolés est : cellulolytique > xylanolytique > amylolytique 

> protéolytique > kératinolytique. Pour les activités cellulase et xylanase, Tricoderma sp Mtr6 

était la meilleure. Aspergillus sp. BAS2 est la souche la plus productrice d‘amylase, tandis que 

les souches produisant le plus de protéase et de kératinase était Penicillium sp. Bpn3 et 

Penicillium sp. BAS3 respectivement. D'après ces résultats, les souches Aspergillus sp et 

Penicillium sp ont un rôle majeur dans la dégradation de la matière organique. Après le criblage, 

l‘activité endoglucanase a été privilégiée pour compléter ce travail, et cela par les isolats les plus 

performants à savoir : Mtr6, BAS1et BbV1. 

L‘identification de ces champignons filamenteux fait appel, généralement, aux caractères 

morphologiques. Quand ces caractères s‘avèrent inefficaces, la chimiotaxonomie qui regroupe 

les méthodes chimiques et les méthodes moléculaires peut venir en aide. Il est certain que la 

technique de PCR est l‘un des outils incontournables qui ont fait le succès de l‘identification 

moléculaire des champignons filamenteux. Sur cette base les isolats Mtr6, BAS1et BbV1 ont été 

identifié comme Trichoderma afroharzianum. Mtr6, Aspergilus foetidus. BAS1 et Sarocladium 

kiliense. BbV1 respectivement. 

  La deuxième partie expérimentale de ce travail est consacrée sur l‘effet des paramètres de 

fermentation solide (le temps d'incubation, la température, l'humidité et la taille de l'inoculum) 

sur la production d'endoglucanase (CMCase) en utilisant la méthode d‘une variable à la fois 

(OFAT) avec l‘utilisation de la paille de blé comme substrat. Les souches Trichoderma 

afroharzianum. Mtr6, Aspergilus foetidus. BAS1 et Sarocladium kiliense. BbV1 sont choisies 

pour leurs performances à produire cette enzyme, l'optimum de paramètres de fermentation 
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solide sont respectivement : (6 jours, 90%, 24°C et 10
7
 spores/g), (7 jours, 90%, 28 °C et 10

7
 

spores/g), (8 jours, 90%, 26 °C et 10
5
 spores/g) respectivement. 

En outre, la méthode de surface de réponse (RSM) par la souche Sarocladium kiliense. 

BbV1 a été utilisé dans la troisième partie expérimentale de ce travail dont le but de maximisé le 

rendement d‘endoglucanase et de réduire le nombre d‘expérience à réaliser en optimisant les 

facteurs suivants : temps d'incubation, température, humidité initiale et taille de l'inoculum. Et en 

se basant sur la conception Box-Bencken, dans le cadre d'une fermentation à l'état solide (FMS) 

utilisant de la paille de blé comme substrat de fermentation. La validation du modèle a permis 

d'obtenir une activité endoglucanase maximale de 15,03U/gds avec les paramètres optimisés 

suivants : 10 jours d'incubation, 60% d'humidité initiale, 24°C de température d'incubation et 1,9 

10
5
spores/g d‘inoculum. 

Enfin, dans la quatrième partie de ce travail de recherche, nous avons procédé à la semi 

purification et la caractérisation physicochimique de l‘endoglucanase produite par les trois 

souches : Trichoderma afroharzianum. Mtr6, Aspergilus foetidus. BAS1 et Sarocladium kiliense. 

BbV1. Elle révèle un pH et une température optimale de 4,8 et 60 °C pour les deux souches : 

Trichoderma afroharzianum. Mtr6 et Aspergillus foetidus. BAS1 et un optimum d‘activité de la 

souche Sarocladium kiliense. BbV1 à 5 et 40°C. Par ailleurs, à 5 mM, les ions FeSo4 et Ag2So4 

augmentent l‘activité endoglucanase de Trichoderma afroharzianum. Mtr6, avec des activités 

relatives qui sont respectivement 114,32% et 100,39% et l‘ajout de l‘EDTA n'a pas d'effet 

inhibiteur sur l'activité de l'endoglucanase semi purifiée (129,82%), ce qui indique que l'enzyme 

ne dépend pas des ions métalliques divalents pour son activité. La présence de l‘ion FeSo4 

stimule l‘activité endoglucanase de l‘Aspergillus foetidus. BAS1 avec une activité relative de 

111,57% et l‘addition d‘AgSo4 augmente l‘activité relative d‘endoglucanase de Sarocladium 

kiliense. BbV1 (107,11%), tandis que, l‘effet de l'EDTA pour ces deux souches (65,09%) et 

(33,61%) respectivement inhibe la CMCase. La thermostabilité révélée stable pendant 165 min et 

90 min respectivement à 60 ºC et pH optimal 4,8 pour Trichoderma afroharzianum Mtr6 et 

Aspergillus foetidus. BAS1 et 270 min à 40 ºC et pH 5 pour Sarocladium kiliense. BbV1. Les 

propriétés de thermostabilité et d‘activités à pH acide sont recherchées par les industriels. La 

thermostabilité est en effet un des critères de sélection des enzymes destinées à la 

biotechnologie. Ces enzymes peuvent remplacer des catalyseurs chimiques dans différents 

domaines industriels, pharmaceutiques, chimiques, textiles, agroalimentaires et papeteries. 

L‘endoglucanase possède plus d‘affinité pour le CMC avec une activité relative de 100% pour 

les trois souches. Elle dégrade aussi la cellulose avec une activité relative de 32,80%, 24,77% et 

74,02% pour Trichoderma afroharzianum. Mtr6, Aspergillus foetidus. BAS1 et Sarocladium 
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kiliense. BbV1 respectivement. Ces souches ont une activité relative de 40,55%, 17,40 % et 

82,33 % pour l‘avicel, et pour le pNP, l‘activité relative et de 14,40%, 6,52% et 40, 50%. 

Afin de poursuivre ce travail et en se basant sur les résultats obtenus, il serait intéressant     

de fixer les points suivants comme perspectives : 

- Rechercher chez les champignons sélectionnés d‘autres enzymes d‘intérêt, pouvant ouvrir 

à d‘autres applications industrielles. 

- D'une manière générale l'étude sera focalisée sur la valorisation des enzymes de sources 

locales, non seulement celles qui dégradent les polysaccharides mais aussi les 

polyphénol-oxydases et les peroxydases. 

- Elargir l‘étude sur d‘autres sous-produits afin d‘élaborer de nouveaux produits à valeur 

économique, vu que le CMC commercial est très couteux. 

- Pour une exploitation industrielle, il est nécessaire de réaliser des cinétiques en « Scall 

Up » (en fermenteur de 20 L, en fermenteur de 50 L: en fermenteur de 100 L) pour 

s‘assurer de la stabilité de l‘enzyme en conditions industrielles. 

- Mettre en application industrielle la production du bioéthanol. 

- Rechercher d‘autres activités enzymatiques du complexe lignocellulosique (ligninases). 

- Il serait intéressant de réaliser un clonage du gène d‘endoglucanase dans E. coli pour 

obtenir des quantités et des activités plus élevées et de réduire ainsi la durée de 

fermentation. 

- Déterminer les gènes potentiels responsables de la synthèse de ces protéines, puis 

exprimer ces gènes dans des vecteurs appropriés, afin de déterminer les principales 

propriétés enzymatiques. 
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Annexe I : Milieux de culture  

 
1. Le bouillon aux pommes de terre (Potato Dextrose Broth ; PDB) 

 

Pomme de terre 200 g ; 

 Glucose 20 g ; 

 Bouillir la pomme de terre dans de l'eau distillée pendant 15-20 min, 

 Après filtration, compléter le volume du filtrat à 1 litre, 

 Ajouter le glucose, agiter puis stériliser à 121°c pendant 15 min. 

 

2. Le milieu de culture PDA  

  
Pomme de terre 200 g ; 

 Glucose 20 g ; 

 Agar 15 g ; 

 Bouillir la pomme de terre dans de l'eau distillée pendant 15-20 min. 

 Après filtration, compléter le volume du filtrat à 1 litre, 

 Stériliser à 121°C pendant 15 min. 

 

3. Milieu de fermentation Mandel et Weber (MW)  
 
Milieu Mandels et Weber (Mandels et Weber, 1969) 

 

K2HPO4 …………………………………………. ............2g 

(NH4)2SO4 ……………………………………… ........ …1.4g 

Urée………………………………………………. ...........0.3g 

MgSO4.7H20……………………………………............... 0.3g 

CaCl2……………………………………………..........…..0.3 g 

FeS04 . 7 H2O……………………………………..............5.0mg 

MnSO4 . H2O…………………………………… ...... ......1.56mg 

ZnSO4 .7 H2O………………………………… ........ ……1.4mg 

CoCl2…………………………………………… ........…...2.0mg 

Peptone…………………………………………………….0,75g 

Extrait de levure……………………………………………0,25g 

Eau distillée (qsp.) ………………………………........ ……1 litre. 

pH ........................................................................................ .5 

Stériliser à l'autoclave à 121°C pendant 20 min. 
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4. Milieu de fermentation de protéase 
 

Glucose ………………………………………………….10g 

Kcl ……………………………………………………….0,5g 

MgSO4.7H2O …………………………………………….0,5g 

FeSO4 .7H2O……………………………………………...0,01g 

K2HPO4………………………………………………...... 1g 

Caséine…………………………………………………….10g 

Eau distillée (qsp.)………………………………........ …1 litre. 

-Stériliser par autoclave à 110°C pendant 10 minutes. 

 

5. Milieu de farine de plume de poulet  
 

Na2HpO4 ………………………………………………0,4g 

Na2HpO4……………………………………………….0,3g 

NaCl………………………………………… …………05g 

Farine de plume………………………………………  10g 

Agar……………………………………………………15g 

Eau distillée (qsp.)………………………………........ 1 litre. 

pH….….……………………………………………….5 

 
6. Milieu de fermentation à base de farine plume  

 
MgSO4…………………………………………………0,5g 

K2HPO4…………………………………………………1,0g 

KH2PO4 ………………………………………………..0,46g 

Farine de plume……………………………………….  10g 

Eau distillée (qsp.) ………………………………........ .1 litre. 

pH ………………………………………………………5 
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Annexe II : Réactifs et tampons 

 
 

1. Bleu coton au lactophénol : 

Phénol en cristaux ........................................................... 20 g 

Acide lactique (commercial concentré) ........................... 20 g 

Glycérine ......................................................................... 40 g 

Eau bidistillée .................................................................. 20 g 

Bleu de méthyle .............................................................. 0,5 g 

 

Les produits doivent être dissous dans l‘ordre indiqué et en agitant modérément à l‘aide d‘une 

baguette de verre. La dissolution du bleu de méthyle peut prendre un certain temps (laisser 

reposer 24 h puis agiter à nouveau). 

 

2. Réactif DNS (Ghose, 1987) 

DNS……….. …………………………………………….10g 

NaOH……………………………………………………. 16g 

Tartrate double de sodium et de potassium…… …………300g 

Eau distillée (qsp.)……………………………..................1 litre 

 

Le tartrate est ajouté par petites quantités avec un Léger chauffage (50°C) si nécessaire pour 

éviter la formation des grumeaux insolubles. La solution est préparée dans l‘obscurité puis 

filtrée et conservée à l‘abri de la lumière dans un flacon couvert d‘aluminium. 

 

3. Solution de Lugol bactériologique (Iodo-iodure de potassium) 
I2 ……………………….............................................1g 

KI……………………..................................................2g 

Eau distillée (qsp.)…….............................................. 300 ml 

 

4. Tampon citrate de sodium (50 mM ; pH 4.8) (Zhang et al., 2009) 

 

Tampon citrate (1 M, pH 4.5)  

 

Acide citrique monohydraté………… …… ...............................21g 

NaOH (pour ajuster le pH à 4,5)…………. .............................5 à 6g 

Eau distillée (qsp.) ………………………….................. ……100 ml 

 

 



 

 Annexes 

 

 

 

 

 

Tampon citrate (50 mM, pH 4.8) 

 

Diluer le premier tampon (1 M, pH 4.5) par l‘ajout de 19 fois le volume en eau distillé, ajuster 

le pH à 4,8 avec la soude si nécessaire. 

 

5. Solution tampon tris HCl (0,05 M)  

 
Trishydroxyméthylaminométhane (tris) présente une masse molaire de 121,14 g/mol, servi pour la 

préparation de 250 ml du tampon tris HCl à 0,05 M, par le mélange de 1,5 g de tris dans 250 ml d‘eau 

distillé et ajusté avec l'acide chlorhydrique HCl jusqu‘à l‘obtention d‘un pH de 8. 

 

6. Solution hydroxyde de sodium NaOH à (0,05 M)  

 
Pour la préparation de 200 ml d‘hydroxyde de sodium qui présent une masse molaire de 40 g/mol, 0,4 g 

du NaOH sont dissouts dans 200 ml d‘eau distillé suivi d‘une agitation 

vigoureuse. Le pH est de 12. 

 

7. Solution hydroxyde de sodium NoaH à (1N)  

 
- 4g de NaOH (40g /mol) 

- Placer dans un Erlenmeyer contenant 50 ml de l‘eau distillée, mélanger  

puis remplir jusqu‘à 100 ml. 

 

8. Solution acide chlorhydrique à (1N)  

 
- 8.28 ml du HCl (37%), diluer avec de l‘eau distillée jusqu'à l‘obtention d‘un volume de 100 ml de la 

solution acide à 1N. 

 

9. Solution d’acide trichloracétique TCA (0,4 M)  
 

L‘acide trichloracétique (TCA) avec une mass molaire de 163,39 g/mol, 16,338 g sont dissouts dans 250 

ml d‘eau distillé et mélangés vigoureusement. 
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Annexe III : Les dosages et les courbes d’étalonnages 
 

1. Dosage d’amylase par la méthode de Benfeld (1955) 

Préparation de la courbe d‘étalonnage de maltose. 

 

Concentration en maltose (mg/ml) 0 0,4 0,8 1,2 1,6 2 

Solution mère de maltose (2mg /ml) 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 

Eau distilée (ml) 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0 

DNS (ml) 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 



Protocole de dosage 

 

            Gamme      Témoin enzyme Enzyme 

Substrat (µl), solution d‘amidon 

soluble à 2% (p/v) dans la solution 

tampon citrate de sodium (0.05M, pH 

5,9)   

 

 

200 

 

 

200 

 

 

200 

                                                         Equilibrer à 50°C pendant 10 min 

Enzyme (µl)                  /                   /     200 

Incuber pendant 30 min à 25 °C 

Arrêter la réaction en ajoutant 0,6 ml de DNS 

Tampon (µl) / / / 

Glucose (µl) 200 / / 

Enzyme (µL) / 200 / 

                                                               Placer 5 min à 100 °C 

                                                      Refroidir dans un bain d‘eau glacée 

                                  Ajouter 1ml de l'eau distillée dans chaque tube, avec agitation 

                   Mesurer l‘absorbance à 540 nm contre l‘eau déminéralisée (en triplicata) 
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Figure 1. Courbe d‘étalonnage du dosage de maltose 2mg /ml 

 

2.Méthode de dosage de l’activité protéolytique 

 

Préparation de la courbe d‘étalonnage de tyrosine10 mg tyrosine /100 ml 

 

Concentration en 

tyrosine (μg/ml) 
0  20  40  60  80  100 

Solution mère de 

tyrosine (ml) 
0  0.1  0.2  0.3  0.4  0.5 

TCA (ml)  0.5  0.4  0.3  0.2  0.1  0 

Na2CO3 (ml)  2.5  2.5  2.5  2.5  2.5  2.5 

               Agitation et incubation pendant 10 min à température ambiante. 

 

Folin-Ciocalteu dilué à 

1/4ème (ml) 
0.25  0.25  0.25  0.25  0.25  0.25 

 
Après une agitation, laisser reposer 20 min à température ambiante et à l‘obscurité pendant 20 min. 

Lire l‘absorbance à 750 nm et tracer la courbe d‘étalonnage. 
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Protocole de dosage 

 

L‘activité protéolytique est déterminée par l‘utilisation de la caséine comme substrat. Le 

mélange réactionnel est préparé comme suit: 

- 1 ml de l‘extrait enzymatique décongelé juste avant le dosage dilué au 1/10éme. 

- 1 ml de substrat (solution de caséine à 2 % dans le citrate de sodium (0,02 M) à pH 7,0. 

Après agitation, et incubation pendant 30 min au bain marie à 40°C, la réaction a été arrêtée par 

addition de 2 ml de TCA froid à 4%. Le mélange a été agité et laissé reposer pendant 15 min à 

4°C, ce qui entraine la précipitation des macromolécules, y compris l‘enzyme et la caséine non 

hydrolysées. Le produit obtenu a été ensuite filtré sur papier Whatman N°01.  

- 1 ml du filtrat. 

- 5 ml de Na2CO3 (0.4M). 

- 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué à 10%. Les mélanges ont été bien agités et laissés 

reposer à température ambiante et à l‘obscurité pendant 20 min. L‘absorbance de la coloration 

bleue développée a été lue à 750 nm. 

L‘activité a été calculée par référence à une courbe étalon de la tyrosine comme standard. Une 

unité (UI) de protéase est l‘équivalent de 1μg de tyrosine libérée pendant 1h de temps par 1 ml 

de la solution d‘enzyme. Le blanc a été préparé de la manière suivante, 1 ml de caséine a été 

ajouté à 2 ml TCA est rajouté avant le substrat. 

Chaque dosage est effectué en trois répétitions. 

 

 

 
Figure2. Courbe d‘étalonnage du dosage de tyrosine (10 mg /100 ml) 
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3.Méthode de dosage de l’activité kératinolytique 

3.1. Préparation de la farine de plume 

Les plumes utilisées dans ce travail sont celles qui recouvrent les poulets et délimitent leurs 

contours. Elles sont de couleur blanche, issues d‘un poulailler local. Le processus de préparation 

de la farine de plumes passe par les étapes suivantes : 

- Nettoyage des plumes par élimination des saletés et lavage successifs à l‘eau du robinet, 

(la dernière étape de lavage se fait à l‘eau distillée) 

- Séchage des plumes dans un four à 150°C pendant 5min 

- Broyage des plumes séchées au moyen d‘une moulinette 

- Tamisage de la poudre obtenue à l‘aide d‘un tamis avec des maille de port de 1mm a fin 

d‘obtenir une farine homogène. 

Ce processus conduit à l‘obtention de plumes finement broyées, homogènes et insolubles 

appelées farine de plumes. 

 

3.2. Solubilisation de la kératine 

 

La kératine de plume soluble est préparée à partir de la farine de plumes (5 g) qui est 

dissoute dans 250 ml de diméthyle sulfoxyde (DMSO), ensuite le mélange est chauffé dans un 

rotavapeur ((Buchi Rotavapor R-114) à 80 °C pendant 4 h. La kératine soluble est ensuite 

précipitée pendant 2 h par l‘addition de 500 ml d‘acétone déjà refroidis à (-80 °C). 

Le précipité est récupéré par centrifugation à 5000 ×g pendant 20 min, ensuite lavé deux fois 

à l‘eau distillée et séché à 50 °C jusqu‘à l‘obtention d‘une poudre . 

1 g de ce précipité est dissout dans 20 ml de NaOH (0,05 M). Le pH est ajusté à 8 par une 

solution de HCl (1N), puis la solution est diluée avec 200 ml avec du tampon Tris-HCl (0,05 M) 

à pH 8. 

 

3.3. Test d’activité de kératinase 

Le mélange réactionnel est composé de 1 ml du surnagent de culture avec 1 ml de la 

solution de kératine soluble. L‘incubation du mélange se fait au bain-Marie à 50 °C pendant 

10 min; les témoins sont préparés parallèlement dans les mêmes conditions sans surnagent de 

culture. Les réactions sont arrêtées par l‘addition de 2 ml de TCA (0,4 M). 

Le mélange est refroidi 5 min dans un bain de glace et en même temps le surnageant 

de culture est ajouté aux temoins, les tubes sont centrifugés pendant 20 min à une vitesse de 

5000 ×g. L‘activité enzymatique est détectée par mesure de l‘absorbance à 280 nm à l‘aide 

d‘un spectrophotomètre. 

Selon Cai et al (2008), une unité de l‘activité kératinolytique (U/ml) est définie 

comme étant l‘augmentation de la DO 280 par rapport au blanc, de 0,01 par min dans les 

conditions expérimentales décrites ci-dessus. L‘activité est calculée selon la formule ci- dessous : 

4×𝑛×𝐴280 

(0,01×10) 

n : Taux de dilution 
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4 : Volume réactionnel final (ml) 

10 : Temps d‘incubation (min 

 

4. Activité CMCases (endoglucanases) 

 
- Substrat : carboxyméthylcellulose à 2%, préparée dans du tampon citrate de sodium  

50 mM pH=4,8 

- Température : 50°C 

- pH = 4,8 (tampon citrate de sodium 50 mM) 

- Durée : 30 minutes 

- Répétabilité : triplicate 

Gamme étalon : Solution mère de glucose à 2g/L 
Les différentes étapes du dosage de l‘activité CMCase selon Ghose (1987) 

 

            Gamme      Témoin enzyme              

Enzyme 

Substrat (µl), Solution de CMC 

à 2% (p/v) dans le tampon 

citrate (0,05 M - pH 4,8) 

 

250 

            

   250 

         

250 

                                                         Equilibrer à 50°C pendant 10 min 

Enzyme (µl)                  /                   /      250 

Incuber pendant 30 min à 50 °C 

Arrêter la réaction en ajoutant 1.5 ml de DNS 

Tampon (µl) / / / 

Glucose (µl) 250 / / 

Enzyme (µL) / 250 / 

                                                               Placer 5 min à 100 °C 

                                                      Refroidir dans un bain d‘eau glacée 

                   Mesurer l‘absorbance à 540 nm contre l‘eau déminéralisée (en triplicata) 

 
Calcul de l’activité : 
 

Absorbance = Absorbance de l‘enzyme – Absorbance témoin enzyme 

Les absorbances des échantillons sont converties en concentration de glucose libéré à partir de la 

courbe d‘étalonnage 
CMCase = (mg de glucose libéré / 0.18016 mg/μmol) / (0.25 ml* 30 min) 

= μmol min-1 ml-1 

= U / ml 
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Figure 3. Courbe d'étalonnage du dosage de glucose (2g/l) 

 

 
 

Figure 4. Courbe d‘étalonnage du dosage de Xylose (2g/l) 

 

5. Activité papier filtre ou APF ou FPases (cellulases totales) 

 
- Substrat : papier filtre Whatman n°1 (bandelette 1,0 * 3,0 cm soit ≈ 25 mg) 

- Température : 50°C. 

- pH = 4,8 (tampon citrate de sodium 50 mM) 

- Durée : 60 minutes 

- Répétabilité : triplicate 

 

Gamme étalon : Solution mère de glucose anhydre 10g/l. 

 

 
1/5  1/3  1/2  1/1,5 

[Glucose] en (mg/ml)  2,0  3,3  5,0  6,7 

Quantité de glucose 

(µg/250µl)  
500  825  1250  1675 
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Les étapes du dosage de l‘activité papier filtre (Ghose, 1987) 
 
 

 Gamme Témoin enzyme Enzyme 

Papier filter 

Papier Whatman N° 1 de 1cm x 

3 cm ,25 mg 

/ / 1 

Tampon (µl) 

tampon citrate (50 mM; pH 4,8) 
500 500 500 

Equilibrer à 50°C pendant10min 

Glucose (µl) 250 / / 

Enzyme (µl) / 250 250 

                                                     Incuber pendant 60 min à 50 °C 

                                            Arrêter la réaction en ajoutant 1.5 ml de DNS 

                                                                Placer 5 min à 100 °C 

                                                      Refroidir dans un bain d‘eau glacée 

           Attendre 20 min ou centrifuger afin d‘éliminer les débris du papier filtre déchiqueté 

                       Prélever 500 µl de milieu réactionnel et ajouter 10 ml d‘eau distillée. 

                      Mesurer l‘absorbance à 540 nm contre de l‘eau distillée (en triplicata). 

 
Calcul de l’activité : 
Absorbance = Abs enzyme – Abs témoin enzyme. Construire une droite d‘étalonnage en 

utilisant les quantités absolues de glucose libéré. 

Convertir les absorbances des échantillons en quantité absolue de glucose libéré. 

Activité enzymatique (AE). 
= ((mg de glucose libéré/0,18016 mg/µmol) / (0,25 mL x 60 min)) 

= µmol min-1 mL-1 

= U/Ml 
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Figure 5. Courbe d'étalonnage du glucose (10g/L) 
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Annexe IV : Mesure de la matière sèche et de l’humidité 

 

2g d‘échantillons de matière fraîche sont pesés (P0) dans des creusets en porcelaine 

préalablement tarés, à l‘aide d‘une balance de précision. 

L‘échantillon est mis à sécher à 105°C jusqu‘à poids constant (P sec). Les résultats sont 

exprimés en pourcentage de matière sèche. 

La veille du lancement de la fermentation, le taux d‘humidité des substrats sont 

déterminées. 

H (%) = [(P0 – P sec) / P0] x 100 

P0 : Poids frais 

P sec : Poids sec 

Le poids sec est déterminé après séchage des substrats au four Pasteur à 105°C pendant 24 

heures. 

 

Exemple 

Hinitial ……………. ….10% 

M total…………...100% 

M sèche (10g)……100% - 60%} M sèche = 40% 

10g……………...40% 

M(MW)…….......60% M(MW) = (60.10)/40 =15g 

Ce qui correspond à un volume de 15 ml du milieu (MW) pour ajuster à 70% d‘humidité final. 
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Annexe V : Les séquences obtenues pour l’identification moléculaire des souches 
 

 >A-332836_E11 séquence exportée de Souche Mtr6 -ITS2 

AAAGGAAAAAATTCACTTCCCAAGGCCAAGGCGCAACGTTACCAAACTGTTGTTTCGGAGTGTTCTCTGCCCCG

GATGCATCACTGCCCCGTGCCATTGAGCCCGCCGATAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGG

TTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGAT

CTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCACAATTCAGTGAATAA

TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCG

AACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTC

TCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACAC

CCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA

CCTTACCGAGTTTACAACTCCCATACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCTGCGGGATCTCTGCCCGTG

GTGCGTCGCAGCCCCGTACCAAGGCGACCGCCGGAGGACAACCAAAACTCTTATTGTTATACCCCTCGCGGGTA

TTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAGATGAATCAGAACTTTCACAACGGATCTCT

TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATTAAGTAATGTGGAATTGTCAGAATTCGTGGAATCAT

CGAATCTTTGAATGCACATGGGGGCCGCAGTAATTCTGGTGGGGATGACTGTTCTAAGCGTATTTTACCCCAAAC

CCTCCGGGGGG 

>A-332730_C19 séquence exportée de Souche Mtr6 -EF - P2EF 

CCCAATGATTTCGTCTCGATTCTTCCTCCTCCACATTCAATTGTGCCCGACAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGTCG

ACAATTTTTCATCACCCCGCTTTCCATTACCCCTCCTTTGCAGCGACGCAAATTTTTTTTGCTGTCGTTTGGTTTTT

AGTGGGGTTCTCTGTGCAACCCCACTAGCTCCCTGCTTTTTCCTGCTTCACTCTCACTTCCTCGTCATCATTCAAC

GTGCTCTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACCACTTTTACATCAATAGGAAGCCGCCGAACTCGGCAAGGG

TTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGACATTGCTCT

GTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTAAGTCTTCACTAAGTTCATGCTGCAATTGCGG

ACCAGTGCTAACAGGCAATTCACAGACGCTCCCGGCCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATCACTGGTACTTCC

CAGGCCGATTGCGCTATCCTCATCATTGCCGCCGGTACTGGTGAGTTCGAGGCTGGTATCCAAAGGGAGATGGA

AAAA 

>A-333458_B12 séquence exportée de Souche BbV1- LSU  

CCAAAGGGATGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCGCAAGGTCCGAG

TTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGCGAGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGAGGGTGAGA

GCCCCGTACGGTAGGACCACCAAGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTA

AATGGGAGGTGTACGTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAG

ATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGGGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCATTCATGACCAGACTT

GGGCTTGGTTGAACATCCGGCGTTCTCGCCGGTGCACTCTGCCAGTCCAGGCCAGCATCAGTTTGCCCCGGGGGA
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TAAAGGCGGCGGGAATGTGGCTCCCTTCGGGGAGTGTTATAGCCCGTCGTGTAATGCCCTGGGGCGGACTGAGG

AACGCGCTTCGGCACGGATGCTGGCGTAATGGTCATCAATGACCCGTCTAACAACCGCGGGACCAAA 

>A-331749_J11 séquence exportée de Souche BbV1- P1 Primer ITS  

AAATAACAGATTAAATCCAAACCCCTGTGAACATACCTTATGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAA

AAGGGACGGCCCGCCGCAGGAACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTATAAAAAACAAATAAATCA

AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATT

GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGA

GCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGGGAGCTGCAGTCCTGCTGCACTCCCCAAATACATTGGCGG

TCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAATTTACACATCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCA

ACTTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAGGCCGGAGGAA 

 

>A-331749_I11 séquence exportée de Souche BbV1 - P2 Primer EF 

CCCCCAGTCCGGCGCGATAATGAGAATAGCGCAGTCAGCCTGGGAAGTACCAGTGATCATGTTCTTGATGAAAT

CACGGTGACCGGGAGCGTCTGAAGTCTGGTTAGTGACTGCTGATGAGGGTGGTACATGGGAGGGGTGAACATAC

CGATGACGGTGACATAGTACTTGGGAGTCTCGAACTTCCAGAGGGCAATGTCGATAGTGATACCACGCTCACGC

TCAGCCTTCAGCTTGTCAAGGACCCAAGCGTACTTGAAGGAACCCTTGCCGAGCTCGGCGGCTTCCTGTTGATCA

AAAAGTCAGTCACAGTTCAGGCGGTCATCATTTCCTGGTCGCTGCCTTCGCGCCCGTGGTCCAAACGCATTTGCA

GTGGCGGGGTAAATTTGCAGCCCCACCAACAGATAAGCGCCGTGAAAAATTGTGCGACTTCAGTGAGGGGTCGT

AACAAGATTCGAGCAGACGGCGGGCACAAACGCAGCAGCTAGGAAATTGAGGCGAGAATCGCGGGACTGTCAC

GAACCTTCTCGAACTTTCCTCAATGAAA 

 

Séquence exportée de Souche BAS1 β-tubuline  

 CAGTGTTACTGCGATTGGATGAGGATGGGCTCGTCTCTTAAGCAATCGCAGCTTGAGTTCGGATGTTGT
CCATTACGTGCATGCTATCTCTCTGACAACAAGTCCAACACTTCGAAGGACTAGCATCCCTGGGCCTGAT
GAACTGGTTAGGACATTGATGAAATTGCCACGTTATCACACCTGTCCAATGGACCTCACCGCGCTAAAG
GATAGGTCCTCGGACTCCCACTAGAGGTCCGATGGGCCCTTGTACCTCTCCTGGGAGCCCAAGAACCCC
TACCTTTGCCAATTGATAACCATCTGACATTTGCTTTTAAACTACACTTACACCCCGGACCTAATCAGGTC
GTGCTCGCCAGAGATGGTCTGCCTGTCCTCTTGCCATCCTCGTCCATATCCAGACCGGAAGCATGTAATG
CACCCGTGCCGAACTTTTCCTGAAATTCTTCAACACACAATGTTTCATCCTCAATCCAATGGGTGTTGTAT
ACATCTGGGACAGCGGTACCAAATGGGATGGTTGGTCGTTTTTGTGGACTTGATTTGTCTCGGAGGTCC
CTTCGTTACCCAGTTTTGCGGTGGCACTCCTAACGGAGGAAGGTTCGATTTCTAGTTTCGGTGGAATCTT
TTTAACCCCCCCCTATTAATTAGTTTTCTTCATGGGTGGGGAGGACAAGGGCGGTTAACTCATTTTGGCT
CAGAGCTTAGCCTTTGCACCCCAAGGATGTGGTCCCACAAAAAAAAGGCGCCCCTTCCGTTGGGTCATG
CGCCCCAATCACTTGAGGATACCCCCGCTACGGAGGGCTTCCTCTTTCCCCGACGGTGTTTACTTCTGTG
AAGATTCTACAGCAGGCTCCATTACTCGACGCAACTAACTATCACAGCGAGCTGGGGAGAATGCCCGC  
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Séquence exportée de Souche BAS1 ITS P2 Primer ITS4   

CCAATGGTCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTGGGAAAGAATGGTTGGAAAACGTCGGCAGGCGCCGGC
CAATCCTACAGAGCATGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTC
GGGCCCGTCCCCCCGGAGAGGGGGACGGCGACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGAC
GCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACT
GAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCAT
TGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCATTCAATCAACTCAGACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGG
GTCTCCGGCGGGCACGGGCCCGGGGGGCAGAGGCGCCCCCCCGGCGGCCGACAAGCGGCGGGCCCGC
CGAAGCAACAGGGTACAATAGACACGGATGGGAGGTTGGGCCCAAAGGACCCGCACTCGGTAATGATC
CTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTTTACTTCCTCTAATGGGAACCAGGAA  
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Photos des champignons isolés 
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   Résumé 
L'objectif visé lors de cette étude, cible l‘isolement, l‘identification, l‘optimisation, et la caractérisation des champignons producteurs d‘enzymes hydrolytiques. Les quarante 

champignons isolés d'un sol riche en matière organique ont été criblés pour la production d'enzymes extracellulaires. Ils ont été sélectionnés sur la base de leur potentiel 
hydrolytique de la cellulose, du xylane, de l'amidon, de la caséine et des plumes de poulet. Les souches isolées présentaient une activité enzymatique classée comme suit: 

cellulolytique (35%), xylanolytique (28%), amilolytique (16%), protéolytique (12%) et kératinolytique avec 9%. Les souches qui produisent des niveaux élevés d'enzymes 

(cellulase, xylanase, amylase, protéase et kératinase) ont été cultivées en fermentation submergée (SmF) et ont été évaluées quantitativement. Les activités les plus élevées de 
CMCase (5,10 UI/ml) et de xylanase (98,25 UIml) ont été obtenues à partir de la souche de Trichoderma sp. Mtr6. Pour l'amylase, l'activité enzymatique maximale (44,67 UI/ml) 

a été enregistrée par la souche d'Aspergillus sp. BAS2. Penicillium sp. Bpn3 a montré une activité protéasique de 3,80 UI/ml. Penicillium sp. BAS3 est la souche la plus 

productrice de kératinase avec (2,18 UI/ml). Après le criblage, l‘activité CMCase (endoglucanase) a été choisie pour approfondir le travail, et cela par les isolats Mtr6, BAS1et 
BbV1 qui ont montré une production de CMCase élevée. Sur la base de l'identification morphologique et moléculaire ces isolats ont été identifiés comme Trichoderma 

afroharzianum. Mtr6, Aspergilus foetidus. BAS1 et Sarocladium kiliense. BbV1 respectivement. Les résultats de l'étude OFAT ont révélé que le temps d'incubation, l'humidité, la 

température et la taille de l'inoculum ont significativement influencé la production d'endoglucanase, l'optimum de ces paramètres sont respectivement : (6 jours, 90%, 24°C, 107 
spores/g), (7 jours, 90%, 28 °C et 107 spores/g), (8 jours, 90%, 26 °C et 105 spores/g). Le plan de Box Benckhen a été utilisé pour améliorer la production d'endoglucanase de la 

souche Sarocladium kiliense. BbV1 en étudiant l'effet d'interaction entre les paramètres sélectionnés (temps d'incubation, humidité, température, et taille de l'inoculum). L‘activité 

d‘endoglucanase optimale de 15,03 U/gds a été obtenue dans les conditions suivantes : 10 jours de fermentation, une humidité de 60 %, une température d'incubation de 24 °C et 
une taille d'inoculum de 1,9 x 105 spores/g. L‘endoglucanase des souches Trichoderma afroharzianum. Mtr6, Aspergillus foetidus .BAS1 et Sarocladium kiliense. BbV1 ont été 

partiellement purifiée en utilisant l‘ultrafiltration. L‘optimum de l‘activité enzymatique de l‘endoglucanase semi purifiée est observé à 60°C et pH 4,8 pour les deux souches : 

Trichoderma afroharzianum. Mtr6 et Aspergillus foetidus. BAS1 et un optimum d‘activité de la souche Sarocladium kiliense BbV1 à 40°C et pH 5. Pour la souche Trichoderma 
afroharzianum, les ions FeSO4 et Ag2SO4 augmentent l‘activité endoglucanase, avec des activités relatives qui sont respectivement 114,32% et 100,39%. La présence de l‘ion 

FeSO4 stimule l‘activité endoglucanase avec une activité relative de 111,57% par L‘Aspergillus foetidus.BAS1 et l‘addition d‘AgSO4 augmente l‘activité relative d‘endoglucanase 

(107,11%) par la souche Sarocladium kiliense BbV1, tandis que l'effet de l'EDTA pour ces deux souches (65,09%) et (33,61%) respectivement inhibe la CMCase. La 
thermostabilité révélée stable pendant 165 min et 90 min respectivement à 60 ºC et pH optimal 4,8 pour Trichoderma afroharzianum. Mtr6 et Aspergillus foetidus. .BAS1 et 270 

min à 40 ºC et pH 5 pour Sarocladium kiliense. BbV1. L‘endoglucanase possède plus d‘affinité pour le CMC avec une activité relative de 100% pour les trois souches. Elle 

dégrade aussi la cellulose avec une activité relative de 32,80%, 24,77% et 74,02% pour Trichoderma afroharzianum Mtr6, Aspergillus foetidus. BAS1 et Sarocladium kiliense 
BbV1 respectivement. Ces souches ont une activité relative de 40,55%, 17,40 % et 82,33 % pour l‘avicel et pour le PNPG l‘activité relative et avec 14,40%, 6,52% et 40, 50%. 

       Mots clés : Enzymes hydrolytiques, criblage, Sarocladium kiliense, fermentation solide, Box Benckhen, caractérisation.  

 

   Abstract 
The objective of this study was to isolate, identify, optimise and characterise hydrolytic enzyme producing fungi. The forty fungi isolated from a soil rich in organic matter were 

screened for the production of extracellular enzymes. They were selected on the basis of their hydrolytic potential of cellulose, xylan, starch, casein and chicken feathers. The 
isolated strains showed enzymatic activity classified as follows: cellulolytic (35%), xylanolytic (28%), amilolytic (16%), proteolytic (12%) and keratinolytic with 9%. Strains 

producing high levels of enzymes (cellulase, xylanase, amylase, protease and keratinase) were grown in submerged fermentation (SmF) and quantitatively evaluated. The highest 

activities of CMCase (5.10 IU/ml) and xylanase (98.25 IU/ml) were obtained from the Trichoderma sp. strain Mtr6. For amylase, the maximum enzymatic activity (44.67 IU/ml) 
was recorded by the Aspergillus sp. BAS2 strain. Penicillium sp. Bpn3 showed a protease activity of 3.80 IU/ml. Penicillium sp. BAS3 was the most keratinase producing strain 

with (2.18 IU/ml). After screening, CMCase (endoglucanase) activity was selected for further work by isolates Mtr6, BAS1 and BbV1 which showed high CMCase production. 

On the basis of morphological and molecular identification these isolates were identified as Trichoderma afroharzianum. Mtr6, Aspergilus foetidus. BAS1 and Sarocladium 
kiliense. BbV1 respectively. The results of the OFAT study revealed that incubation time, humidity, temperature and inoculum size significantly influenced endoglucanase 

production, the optimum of these parameters are respectively: (6 days, 90%, 24°C, 107 spores/g), (7 days, 90%, 28°C and 107 spores/g), (8 days, 90%, 26°C and 105 spores/g). 

The Box Benckhen design was used to improve endoglucanase production of the Sarocladium kiliense. BbV1 by studying the interaction effect between the selected parameters 
(incubation time, humidity, temperature, and inoculum size). The optimum endoglucanase activity of 15.03 U/gds was obtained under the following conditions: 10 days of 

fermentation, 60% humidity, 24°C incubation temperature and an inoculum size of 1.9 x 105 spores/g. The endoglucanase of the strains Trichoderma afroharzianum. Mtr6, 

Aspergillus foetidus. BAS1 and Sarocladium kiliense. BbV1 were partially purified using ultrafiltration. The optimum enzymatic activity of the semi-purified endoglucanase is 
observed at 60°C and pH 4.8 for both strains: Trichoderma afroharzianum. Mtr6 and Aspergillus foetidus. BAS1 and an optimum activity of the Sarocladium kiliense. BbV1 

strain at 40°C and pH 5. For the Trichoderma afroharzianum strain, FeSO4 and Ag2SO4 ions increase endoglucanase activity, with relative activities of 114.32% and 100.39% 

respectively. The presence of FeSO4 ion stimulates endoglucanase activity with a relative activity of 111.57% by Aspergillus foetidus. BAS1 and the addition of AgSO4 increases 
the relative endoglucanase activity (107.11%) by Sarocladium kiliense strain. BbV1, while the effect of EDTA for these two strains (65.09%) and (33.61%) respectively inhibits 

CMCase. Thermostability was found to be stable for 165 min and 90 min respectively at 60ºC and optimum pH 4.8 for Trichoderma afroharzianum. Mtr6 and Aspergillus 

foetidus. BAS1 and 270 min at 40 ºC and pH 5 for Sarocladium kiliense. BbV1. Endoglucanase has more affinity for CMC with a relative activity of 100% for the three strains. It 
also degrades cellulose with a relative activity of 32.80%, 24.77% and 74.02% for Trichoderma afroharzianum. Mtr6, Aspergillus foetidus.BAS1 and Sarocladium kiliense. BbV1 

respectively. These strains have a relative activity of 40.55%, 17.40% and 82.33% for avicel and for PNPG the relative activity and with 14.40%, 6.52% and 40, 50%. 

   Keywords: Hydrolytic enzymes, screening, Sarocladium kiliense, solid state fermentation, Box Benckhen, characterisation. 

 ملخص
تبى ط عوبي ْى اهب  أسبي  نيكيَبيط طنع هبم . يعخٔنه يٍ تتبه ؼُوه بينًٕطً طنعإ ه لَعي  نَخ ًيط  ي   طندهوه طتى ـ   أ بعوٍ ـات. طنًُعزه ناَخ ى طنًي م ٔت    ْي ٔت  وُٓي ٔتٕ وفٓيطنٓ ؾ يٍ ْ ِ طن  طسه ْٕ اخل طنفات يط 

ًَبت (. ٪9)طنكوتطتوُبيء بُ ببه ( ٪12)، طنبتٔتويء (٪16)، طعيومء (٪28)، طنكخ مَيء (٪35)طن هوٕعء : نه ـعينوه نَخ ًوه يصُفه  ينعينمأظٓتط طن معط طنًعخٔ. طنًي م ن  ٓى يٍ طن هوهٕء، طنكخ هٕء، طنُجي ، طنكيء ٍ ٔ    طن  ي 

 يبٍ سبمنه( يبم/ ٔحب   ًٔنوبه  98.25)   ٔطنكخ مَبيء( يبم/ ٔحب   ًٔنوبه  5.10)بقوًبه  تبى طن صبٕل اهب  أاهب  َجبي  نَب ٔ هٕ يَيء. ٔبعقووًٓبي  ًوفبي( SmF)سبمعط تُبعج ي بعٕ يط اينوبه يبٍ ْب ِ طلَخ ًبيط ـبم طنعدًوبت طنًؽًبٕ  

Mtr6.Trichoderma sp بٕطساه ( يم/ ٔح   ًٔنوه  44.67)، بينُ به نلايومء تى ت زوم أيص  َجي  نَخ ىAspergillus sp. BAS2 ٔBpn3 .Penicillium sp  أيبي ( يبم/ ٔحب   ًٔنوبه  3.80)أظٓت َجي  بتٔتويءBAS3. 

Penicillium sp    بعب  طنف ب ، تبى ط عوبي  َجبي  نَب ٔ هٕ يَيء (. يبم/ ٔحب   ًٔنوبه  2.18)ـٕٓأ ات طن معط نَعي بي نهكوتطتوُبيء(CMCase)  نًخ ب  يبٍ طنعًبم بٕطسباه طنعبخعطMtr6 ٔBAS1 ٔBbV1   ٔطنعبم أظٓبتط نَعبي

CMCase تى ت     ْ ِ طنعخعط اه  أَٓي  ٔطنزخ  م،أسي  طنععت ؿ طنًٕ ـٕنٕ م   اه. اينمTrichoderma afroharzianum. Mtr6  ،Aspergilus foetidus. BAS1  ٔSarocladium kiliense. BbV1 اه  طنعٕطنم .

 أ يو، 7) ،( ى/  تطبوى  107 ي ٕ ه،ً  ه  24 ٪،90أ يو،  6: )طنًعهًيط ْم اه  طنعٕطنمأٌ ي   طن ايَه ٔطنت ٕبه ًٔ  ه طن تط   ٔحزى طنهقيل أبتط بجكم  بوت اه  نَعي  نَ ٔ هٕ يَيء، ٔأـام ْ ِ  OFATأظٓتط َعي ج ً طسه 

 مل ً طسه ت بوت  يٍ Sarocladium kiliense. BbV1 نه منه نع  وٍ نَعي  نَ ٔ هٕ يَيء Box Benckhenتى طسعد طو تصًوى (.  ى/  تطبوى  105ًٔ  ه ي ٕ ه  26 ٪،90 أ يو، 8) ،( ى/  تطبوى  107ًٔ  ه ي ٕ ه  28 ٪،90

 24٪   ٕببه، 60أ يو يٍ طنعدًبت،  10:  تطو ت ت طنلتٔؾ طنعينوه/ ٔح    15.03تى طن صٕل اه  طنفعينوه طنًاه  نمَ ٔؼهٕ يَوخ طنبينؽه (. ٔيت طن ايَه ، ٔطنت ٕبه ، ًٔ  ه طن تط   ، ٔحزى طنهقيل)طنعفيام بوٍ طنًعهًيط طنً  ً  

 خ وفبي بيسبعد طو طنعتفبو، طنفبي لأ ،  Trichoderma afroharzianum. Mtr6  ٔAspergillus foetidus. BAS1 ٔ. BbV1 Sarocladium kilienseتًت تُقوبه طلَب ٔ هٕ يَوخ يبٍ  . ى/   تطبوى 105×  1.9ٔ ي ٕ ه،ً  ه 

ٔطنُجببي  ط ياببم ن ببمنه  Trichoderma afroharzianum. Mtr6 ٔAspergillus foetidus.BAS1: طن ببمنعوٍنكببم  4.8ً  ببه ي ٕ ببه ًٔ  ببه طن ًٕ ببه  60طنُجببي  ط َخ ًببم ط ياببم نمَبب ٔؼهٕ يَيء فبببّ طنًُقبب  اُبب  

Sarocladium kiliense. BbV1   ُبينُ به نه منه . 5ً  ه ي ٕ ه ًٔ  ه طن ًٕ ه  40اTrichoderma afroharzianum،  تخ   أ َٕيطFeSo4  ٔAg2SO4  114.32يٍ َجي  طَ ٔؼهٕ يَيء، حو  تبهػ ط َجاه طنُ بوه ٔ ٪

بٕطسباه سبمنه ( ٪107.11) خ ب  يبٍ َجبي  طَب ٔؼهٕ يَيء طنُ ببم  AgSo4 ٔن يـه Aspergillus foetidus .BAS1٪ بٕطساه 111.57َجي  نَ ٔ هٕ يَيء يغ َجي  َ بم  بهػ  FeSo4  فخ ٔ ًٕ أ ٌٕ . ٪ اه  طنعٕطنم100.39

Sarocladium kiliense. BbV1    بوًُي  اب ،EDTA   َجيCMCase  ٍ60ًيوقبه اهب  طنعبٕطنم اُب   90ًيوقبه ٔ 165ٔ   أٌ طنابيط طن تط   بيبت نً   . اه  طنعٕطنم( ٪33.61)ٔ ( ٪65.09)أٔ نَ ٔ هٕ يَيء نٓيتوٍ طن منعو 

 ًعهبن . Sarocladium kiliense. BbV1نب   5ً  ه ي ٕ ه ًٔ  ه طن ًٕ به  40ًيوقه اُ   Trichoderma afroharzianum .Mtr6  ٔAspergillus foetidus. BAS1  ٔ270 4.8ً  ه ي ٕ ه ًٔ  ه طن ًٕ ه طنًاه  

 Trichoderma afroharzianum Mtr6  ٔAspergillus٪ نكم يٍ 74.02٪ 24.77ٔ٪ 32.80ٔ٪ نه معط طنامبه  ًي أَّ   هم طن هوهٕء بُ به َجي  َ بم تبهػ  100يغ َجي  َ بم بُ به  CMCنَ ٔؼهٕ يَيء تقي بفي أ بت يغ 

foetidus.BAS1 ٔSarocladium kiliense BbV1 نلاـو وم أيي بينُ به نم 82.33ٔ٪ 17.40٪، 40.55َفس ْ ِ طن معط نٓي َجي  َ بم بُ به . اه  طنعٕطنم ٪PNPG  40ٔ٪ 6.52 ٪،14.40بُ به  نٓي  يٌـينُجي  طنُ بم، 

50٪.  

، طنعٕ وؿ  Box Benckhen طنصهل،طنعدًوت    , Sarocladium kilense ،طنفتء  , : طلَخ ًيط طنًع ههه بينًي الكلمات المفتاحية .  


