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 La biomasse lignocellulosique est reconnue depuis longtemps comme une matière 

première prometteuse pour la production de biocarburants et d'autres biomatériaux, y compris 

les enzymes lignocellulolytiques (Asgher, et al., 2016). 

 Elle constitue une alternative prometteuse aux énergies fossiles, offrant une solution 

durable face à la demande croissante en énergie, en raison de sa disponibilité, de son faible 

coût et de sa capacité à être renouvelée. En effet La biomasse lignocellulosique représente une 

des ressources d’énergies renouvelables les plus abondantes sur terre, et certainement une des 

moins coûteuses (Ogier et al., 1999). 

 Elle regroupe divers matériaux végétaux tels que les résidus agricoles, les déchets 

forestiers et industriels, ainsi que les cultures énergétiques spécifiées, ce qui en fait une 

ressource abondante. En effet, le bois de chêne est l'une des espèces les plus répandues, avec 

26% de (INFC, 2005).  

 L'exploitation forestière produit d'importants volumes de résidus ligneux qui résultent 

d'une élimination obtenue et polluante qui est susceptible d'entraîner des impacts 

environnementaux négatifs. 

 Elle constitue une alternative prometteuse aux énergies fossiles, offrant une solution 

durable face à la demande croissante en énergie, en raison de sa disponibilité abondante, de 

son faible coût et de sa capacité à être renouvelée.  

 Cependant, la conversion efficace de la biomasse lignocellulosique en composés 

valorisable reste un défi majeur en raison de sa complexité structurale. Elle est composée 

essentiellement de trois polymères (la cellulose, l’hémicellulose et la lignine), dont les teneurs 

sont variables d’une espèce végétale à l’autre et qui forment une matrice résistante à la 

dégradation (Ogier et al., 1999).  

 Vu que la lignine est difficilement biodégradable, cela nécessite de prétraiter de la 

biomasse lignocellulosique. La saccharification de la biomasse lignocellulosique constitue 

une étape clé dans le processus de conversion, permettant la libération des sucres simples 

nécessaires à la production des bioproduits. 

 Les champignons du genre Aspergillus ont émergé comme des producteurs potentiels 

d'enzymes lignocellulosique grâce à leur capacité unique à sécréter une grande variété 

d'enzymes lorsqu'ils sont cultivés sur des substrats solides. En effet Les champignons et les 
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levures ont été considérés comme des micro-organismes appropriés pour la fermentation sur 

milieux solide selon les critères théoriques (KAYSER, 1921) 

 La fermentation sur milieux solide offre plusieurs avantages, notamment une meilleure 

stabilité des enzymes, une plus grande production et une facilité de récupération des enzymes, 

qui jouent un rôle clé dans la dégradation des structures complexes de la biomasse 

lignocellulosique. En général, les coproduits agro-industriels sont considérés comme les 

substrats les plus intéressants pour les processus de FSS) (Asgher, et al., 2016). 

  Ce travail s’inscrit dans la mouvance actuelle d’exploitation des déchets lignocellulosiques 

pour produire des enzymes cellulolytiques et xylanolytiques avec un prix de revient compétitif dans la 

production des biocarburants de 2ème génération. 

  Le premier chapitre de ce document rapporte une synthèse bibliographique sur la biomasse 

lignocellulosique, les enzymes lignocellulolytiques, l’importance des cellulases et xylanases  dans 

l’industrie des fermentations ainsi que quelques généralités sur les moisissures sources d’enzymes  

xylanolytiques et cellulolytiques. 

 Le deuxième chapitre, présente la partie expérimentale de ce travail, décrivant le matériel et 

les techniques utilisées pour réaliser l'optimisation par la méthode de surface de réponse (RSM) 

de la production d'enzymes lignocellulolytiques par la souche Aspergillus niger, par le biais 

de la biodégradation de chêne de liège sous fermentation solide,  

  Le troisième chapitre présente et discute les résultats obtenus dans la phase 

d'optimisation ou dans la phase de saccharification du chêne-liège.  
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I. La biomasse lignocellulosique  

La biomasse lignocellulosique représente la matière organique renouvelable la plus 

abondante sur terre (Chen et al., 2015).Elle est issue de différentes sources végétales telles 

que les résidus agricoles, les déchets forestiers, les résidus de transformation du bois, les 

graminées, les herbacées, et autres. 

Elle se compose de cellulose (homopolymère d’unités D-glucosyles liées en β-1,4), 

d’hémicelluloses (polymère complexe ramifié composé de différents types de sucres tels que du 

D-glucose, du D-xylose, du D-mannose, du D-galactose, du L-rhamnose ou du L-arabinose) et 

de lignine (biopolymère de monolignols constituant un réseau tridimensionnel hydrophobe 

complexe) qui sont les constituants majeurs des parois des cellules végétales. 

 Cette biomasse, dont la diversité de structures permet de nombreuses applications en 

chimie verte  peut être utilisée de deux manières différentes ( Isikgor & Remzi Becer, 2015):  

 Elle offre une alternative prometteuse pour la production de biocarburants. 

 Elle peut également être utilisée pour la production de produits chimiques 

(biosourcés), tels que les acides organiques, les polymères et les solvants, qui sont 

utilisés dans de nombreuses industries (Eloutassi et al., 2014). 

 

1. Composition de la biomasse lignocellulosique  

Cette biomasse composée de trois éléments principaux : la cellulose, qui est un 

polysaccharide linéaire de glucose, les hémicelluloses, qui sont des polysaccharides ramifiés 

composés de sucres à 5 et 6 atomes de carbone, et la lignine, qui est un polymère aromatique 

complexe. En général, la biomasse lignocellulosique telle que le bois et la paille contient en 

moyenne 45% de cellulose, 25% d'hémicelluloses et 25% de lignine, (Figure 1). (Wertz et 

al., 2015). 
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Figure 1: Les constituants principaux  de la biomasse lignocellulosique (Binod et al., 

2011) 

1.1. La cellulose  

 

 La cellulose est un homopolymère linéaire de glucose lié en β-1,4 (Figure 2) dont le 

motif répété, aussi appelé anhydrocellobiose peut s’écrire (Glc-1,4-Glc). Ce polymère 

peut notamment être caractérisé par son degré de polymérisation, ce qui correspond au 

nombre moyen d’unités monomériques enchainées pour former une chaine polymérique. Il 

peut être considéré équivalent à la longueur moyenne des chaines du polymère, qui est compris 

entre 100 et 25000 selon les auteurs (Malherbe & Cloete, 2002; Percival Zhang et al., 

2006). 
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Figure n°2 : Représentation schématique de la structure chimique de la cellulose 

(BERLIOZ, 2007) 

1.2.  Hémicellulose  

 La présence d'hémicellulose dans la biomasse végétale est un élément aussi important 

que celle de la cellulose et de la lignine. Constituée d'une variété de polysaccharides 

complexes, tels que le xylane, le mannane, le glucane et l'arabinoxylane, l'hémicellulose joue 

un rôle crucial dans la structure, la croissance et le développement des cellules végétales. En 

interagissant avec la cellulose et la lignine, l'hémicellulose favorise le renforcement des parois 

cellulaires des plantes, leur donnant ainsi une certaine résistance mécanique. 

 Les hémicelluloses sont des hétéropolymères d'hexoses, de pentoses et d'acide 

glucuronique. Différents sucres peuvent être présents dans ces polymères, tels que le xylose, 

le glucose, le mannose, le galactose et l'arabinose. La composition en différents sucres diffère 

d'une lignocellulose à l'autre, mais de manière générale le xylane est le constituant 

majoritaire de l'hémicellulose (Zahra, 2016). Le xylane, polymère de xylose lié en β-1,4 

est alors le motif répété du polymère avec un degré de polymérisation allant de 100 à 200 

(Malherbe & Cloete, 2002). 

1.3 .    Lignine  

Les lignines sont des polymères hautement condensés, formés par la déshydrogénation 

et la polymérisation de trois alcools à noyaux phénylpropane C6-C3 : les alcools trans- p-

coumarylique, transconiférylique et transsinapylique (Figure 3). Elles s’incrustent dans tout 

l’espace disponible dans les parois en association étroite avec les différents polysaccharides 

et confère aux parois végétales des propriétés d’imperméabilité et de résistance aux attaques 
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microbiennes. La lignine constitue le principal obstacle à la disponibilité des glucides pour 

les microorganismes(Wertz et al., 2015) 

 

 

Figure 3 : Structure de la lignine (Mussatto Solange.I et al., 2012) 

 

2. Dégradations de biomasse lignocellulosique  

La dégradation des végétaux est depuis longtemps un des grands challenges pour les 

êtres vivants, mais également pour la recherche et l’industrie. Les végétaux ne sont pas faciles 

à dégrader, car ils sont pauvres en azote et constitués de molécules complexes. Mis à part les 

quelques sels minéraux, sucres et protéines contenus dans les cellules végétales, les 

végétaux sont constitués à 90% de lignocellulose. Ce composé est le constituant principal 

de la paroi végétale des plantes terrestres, de ce fait il constitue une ressource abondante et 

renouvelable pour un grand nombre d’organismes (Cragg et al., 2015). La lignocellulose est 

aussi d’un fort intérêt pour la recherche sur les biocarburants et autres « bioproduits », car 

elle représente une ressource importante de matière première pour la production de produis 

biochimiques (Himmel, 2009). 

              La dégradation du complexe lignocellulosique s'effectue selon plusieurs voies 

(Tableau 1). 
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Tableau n°1 : Voie de dégradation de la biomasse lignocellulosique  

Voie de 

dégradation 

principe de processus Application de la dégradation de 

biomasse 

Biologique 

(KHELFA, 

2009) 

La dégradation biologique de la biomasse 

lignocellulosique permet aux micro-

organismes tels que des bactéries, des 

champignons ou des enzymes de 

transformer des matières premières 

biologiques en produits biocarburants, des 

produits chimiques, des aliments 

fermentés, etc. (KHELFA, 2009)  

 

 La fermentation alcoolique qui conduit 

à la formation d’éthanol. 

 L’hydrolyse enzymatique. 

 La production de biodiesels par la 

tranesterification. 

 Thermochimique 

 

La conversion thermochimique utilise la 

chaleur pour décomposer la matière 

organique en produits chimiques utiles et 

comprennent plusieurs méthode comme la 

pyrolyse ,la gazéification ,la combustion 

etc…(KHELFA, 2009) 

 La production de gaz permanant comme 

le CH4 par la pyrolyse. 

 Transformation de matière organique en 

gaz de synthèse par le processus de 

gazéification. 

 

Hydrolytique 

 

 

Le processus implique principalement la 

conversion de la structure 

lignocellulosique en sucres 

fermentescibles par hydrolyse, suivi de la 

fermentation de ces sucres et finalement 

de la distillation du bouillon fermenté 

(Chapitre 10 - Hydrolyse de la biomasse 

lignocellulosique pour la production de 

bioéthanol (Binod et al., 2011) 

 

 

 La production de bioéthanol après avoir 

dégrader la biomasse lignocellulosique en 

sucre simple. 

 L'obtention de sucres à partir de cette 

matière première hétérogène nécessite une 

perturbation physique ou chimique. 

L'hydrolyse chimique est généralement 

réalisée à l'aide d'acides. Les acides 

minéraux concentrés tels que H2SO4 et 

HCl sont couramment utilisés pour ce 

processus. 
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3. Hydrolyse enzymatique de la biomasse lignocellulosique  

  

La dégradation enzymatique de la biomasse lignocellulosique est un processus 

complexe, qui implique l'action de plusieurs types d'enzymes agissant en synergie pour 

décomposer les différents composants de la matière végétale. 

 En effet, l'hydrolyse enzymatique de la biomasse lignocellulosique commence par 

l'action d'exoenzymes, qui attaquent la paroi végétale aléatoirement ou à des positions 

spécifiques, provoquant une diminution du degré de polymérisation du substrat. Cela conduit 

à la formation de courtes chaînes d'oligosaccharides solubles dans l'eau. Les endo-enzymes 

interviennent ensuite en clivant les liaisons terminales de ces chaînes d'oligosaccharides, 

libérant des unités monosaccharidiques, telles que le glucose, le xylose, l'arabinose, le 

galactose et le mannose, des extrémités réductrices et non réductrices. 

Parmi les enzymes impliquer dans la dégradation de la biomasse lignocellulosique : 

3.1. Les cellulases 

  La dégradation de la cellulose nécessite l’intervention de trois types de cellulases : 

 Les endocellulases (BC 3.2.1.74) qui clivent de façon aléatoire les chaines intérieures 

de glucose 

 Les exocellulases, aussi appelées cellobiohydrolases (BC 3.2.1.176, BC 3.2.1.91, 

BC 3.2.1.74), qui libèrent la cellobiose (i.e. polymère constitué de deux unités de 

glucoses) à partir des chaînes terminales 

 Les β-glucosidases (BC 3.2.1.21) qui libèrent les monomères de glucose à partir de la 

cellobiose. 
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Figure n°4 : Représentation schématique de l'action des cellulases sur la cellulose (Chastel, 

2020).  

 

3.2. L’hémi-cellulases  

 La dégradation de l'hémicellulose est un processus complexe qui implique plusieurs 

enzymes différentes. 

La dégradation de l’hémicellulose implique une grande diversité de CAZymes car sa 

composition varie d’une plante à une autre, et même d’un tissu à un autre au sein d’une 

plante, les hémicellulases peuvent être classées en trois catégories ; 

 Les endo-hémicellulases qui clivent les différents polymères aléatoirement au niveau 

de leurs chaînes de monomères. 

 Les exo-hémicellulases qui libèrent les monomères de sucre à partir des courtes 

chaînes. 

 Les enzymes de débranchement, ou enzymes accessoires, qui clivent les chaînes 

latérales des polymères ou des oligosaccharides associés. 

 De plus, les hémicellulases se différencient entre elles par le substrat visé par 

l’enzyme. Par exemple les endoxylanases (EC 3.2.1.8) et les xylosidases (EC 3.2.1.37) 

dégradent le xylane, alors que les endomannanases (EC 3.2.1.78) et les mannosidases (EC 

3.2.1.25) dégradent le mannane, de même les xyloglucanases (EC 3.2.1.151) dégradent 

préférentiellement le xyloglucane.  L’ensemble de ces hémicellulases se classe parmi les 

GHs au sein des CAZymes (Souza, 2013). 

3.3. Les ligninases  

 La lignine est un hétéropolymère constitué d’unités de phénylpropane reliées entre 

elles par des liaisons carbone-carbone (C-C) et aryle-éther (C-O-C). Sa dégradation 
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constitue une première étape importante dans la dégradation de la lignocellulose, car ce 

composé protège la plante contre les attaques enzymatiques  (Argyropoulos & Menachem, 

1998). La dégradation de la lignine implique de multiples réactions oxydatives et d’hydrolyse 

afin de dépolymériser les parties phénoliques et non phénoliques. La plupart des enzymes 

connues aujourd’hui pour dégrader la lignine sont issues des champignons lignivores et de 

plusieurs bactéries(Bugg et al., 2011; de Gonzalo et al., 2016; López-Mondéjar et al., 

2019; Pollegioni et al., 2015). 

 Les champignons dégradent la lignine en sécrétant des enzymes appelées 

collectivement « ligninases ». Les ligninases peuvent être classées en phénol oxydases 

(laccase) ou en hème peroxydases : lignine peroxydase (LiP), manganèse peroxydase (MnP) 

et peroxydase polyvalente (VP). 

 Les laccases : Elles catalysent l’oxydation des polyphénols et des phénols, elles sont 

capables de décomposer la lignine en utilisant un mécanisme d'oxydation par transfert 

d'électrons. 

 Les peroxydases :  Ces enzymes sont de type oxydase, elles catalysent des réactions 

d’oxydoréduction en présence de peroxyde d’hydrogène (H2O2) comme co-substrat. 

Deux d’entre elles ont été extraites des champignons et ont été identifiées comme 

responsables de la délignification dans ces organismes. Il s’agit de la lignine 

peroxydase et du manganèse peroxydase (elle utilise H2O2 pour oxyder Mn2+.). 

4. Les souches productrices de complexes lignocellulolytiques 

 La capacité de dégradation des parois cellulaires végétales (lignocellulose) ou capacité 

lignocellulolytique est très répandue chez les micro-organismes. Les champignons 

filamenteux jouent un rôle important dans la production industrielle de protéines et 

d'enzymes. Elles sont utilisées pour produire un grand nombre d'enzymes tel que cellulases, 

xylanases, chitinases, amylases,  protéases, et  autres  (Braaksma et al., 2010). Certaines de 

ces Souches industrielles produisent plus  de 100 g/l de cellulases et hémicellulases  (Gao et 

al., 2013). 

Les Principaux genres des moisissures productrices de lignocellulases 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 
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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 capacités  intermédiaires, elles sont capables de dégrader la 

cellulose et l'hémicellulose rapidement, mais   la lignine plus lentement (Moore et al., 2011). 

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). 

4.1. Le genre Trichoderma 

Le genre Trichoderma appartient au grand groupe des champignons imparfaits. Les espèces 

de ce genre produisent des quantités importantes d’exo-enzymes capables d’hydrolyser 

complètement la cellulose en glucose  (Makut & Godiya, 2010).Les cellulases de T. reesei 

présentent l’avantage de posséder les trois classes d’enzymes, Les cellulases de T. reesei sont 

commercialisées par la firme NOVO ENZYME (Ogier et al., 1999). 

4.2. Le genre Aspergillus 

Plusieurs espèces du genre Aspergillus sont capables de produire des cellulases Cependant, 

ces cellulases sont généralement riches en endoglucanases et β-glucosidases mais pauvresen 

exoglucanases, par conséquent une action limitée sur la cellulose microcristalline. 

II. La valorisation de la biomasse lignocellulosique  

 
La production annuelle de biomasse lignocellulosique dans le monde est estimée à 

plus de 200 milliards de tonnes (Polizeli et al.,2023) en Algérie spécifiquement, la biomasse 

lignocellulosique est en voie de développement avec un potentiel important compte tenu de la 

superficie forestière et agricole du pays, cette dernière offrant une opportunité de valorisation 

en vue de la production d'énergie et de produits de haute valeur ajoutée.  

La biomasse lignocellulosique est constituée de résidus forestiers, agricoles, agro-

industriels et alimentaires, qui représentent des sources d'énergie abondantes, renouvelables et 

peu coûteuses. Cependant, ces déchets lignocellulosiques s'accumulent en grandes quantités et 

posent des problèmes environnementaux. Cette matière se compose principalement de sucres 

polymères tels que la cellulose et l'hémicellulose, ainsi que de lignine. Ces composants 

chimiques peuvent être recyclés et valorisés dans de nombreux produits de grande valeur, tels 
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que l'éthanol, les additifs alimentaires, les acides organiques, les enzymes, etc (Maitan-

Alfenas et al., 2015). 

1. Les Voies de Valorisation de la biomasse lignocellulosique 

La valorisation de cette biomasse peut s'effectuer par diverses voies : 

 Soit comme une ressource naturelle de structures polymériques organisées et 

directement exploitables pour leurs propriétés fonctionnelles avérées, comme 

biomatériaux ou pour l’habillement par exemple. C’est le cas du bois, du chanvre ou 

encore du coton qui sont composés quasi-exclusivement de cellulose. La cellulose, de par 

sa structure simple et son abondance naturelle, est également largement exploitée dans 

divers domaines comme le papier ou les biomatériaux (Dhepe & Fukuoka, 2008). Plus 

récemment, de nouvelles applications à base de cellulose sous sa forme cristalline ont vu le 

jour (Sanga Pachuau, 2015). Mahmoud et al, ont par exemple couplé des nano-cristaux 

de cellulose à des nanoparticules d’or pour créer des supports d’immobilisation de 

protéines (Mahmoud et al., 2009). 

  Soit comme un réservoir de polymères, d’oligomères et de molécules, qui peuvent 

servir de précurseur dans diverses applications de la chimie ou comme molécules 

fermentescibles pour la production de bioéthanol  (Alvira et al., 2010). La 

décomposition de cette biomasse lignocellulosique en monomères fermentescibles 

ouvre la voie aux conversions biotechnologiques et la diversité des molécules 

présentes dans ce type de biomasse élargit considérablement le spectre des molécules 

biosourcées disponibles (Dumon et al., 2012). Parmi la variété des produits qu’il est 

possible d’obtenir à partir du D-glucose extrait de la cellulose, l'acide lactique, 

l'éthanol, l'acide acétique et l'acide lévulinique, obtenus par voies microbienne ou 

chimique sont des composés particulièrement intéressants pour de nombreuses industries 

(Kamm & Kamm, 2004). L’exploitation, longtemps plus marginale, des pentoses, 

présents uniquement dans les hémicelluloses, est en voie de développement. Ce retard 

est dû à une complexité et une diversité plus grande des structures polysaccharidiques 

présentes dans l’hémicellulose.  

 Par voie de conséquence, cette complexité nécessite un arsenal enzymatique large, 

et de nombreuses études se consacrent à la découverte de ces biocatalyseurs ou à leur 

optimisation (Dumon et al., 2012). 
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 La valorisation récente des pentoses est aussi passée par la mise au point de procédés de 

synthèse enzymatique de xylo-oligosaccharides qui possèdent un intérêt nutritionnel, 

entre autres comme prébiotiques (Grootaert et al., 2007). Un autre composant de 

l’hémicellulose, l’acide férulique possède des propriétés antioxydantes (Graf, 

1992).intéressantes pour l’industrie cosmétique, alimentaire et pharmaceutique 

(Horbury et al., 2016) et qui peut également être utilisé comme précurseur dans la 

synthèse de vanilline (Gallage et al., 2014). 

2. Biodégradation de la biomasse lignocellulosique par fermentation solide 

 Les enzymes interviennent dans la bioconversion de la biomasse sont une série 

d'hydrolases induites par la biomasse et les cellulases, les ligninases, les xylanases, les 

pectinases, etc. sont les enzymes les plus courantes et pouvant utiliser la biomasse comme 

substrat pour leur production. Les champignons filamenteux, Trichoderma, Penicillium, 

Aspergillus, Rhizopus et autres sont impliqués dans la majorité des processus de production 

d'enzymes. En particulier, les espèces Trichoderma et Aspergillus sont connues pour leur 

capacité à sécréter des niveaux élevés d'enzymes (Chen, 2013). 

   Cependant, la bioconversion de la biomasse fait référence au processus de 

fermentation solide (SSF) pour qu’il n'y a pas besoin d'un apport d'oxygène, et il y a moins 

d'émission de dioxyde de carbone et une plus faible consommation d'eau et d'énergie dans la 

biodégradation à l'état solide.  

 La fermentation en milieu solide peut être utilisée pour obtenir des composés à valeur 

ajoutée tels que des enzymes, des champignons, des biopesticides, des biocarburants, des 

acides aminés, des biosurfactants, des acides organiques, des arômes, des colorants, des 

composés aromatiques, des métabolites secondaires biologiquement actifs et d'autres 

substances d'intérêt pour l'industrie alimentaire (Silvério, 2013). 

  La fermentation en milieu ou en phase solide (SSF) est un procédé technologique qui 

reproduit les conditions de vie naturelle des microorganismes, en particulier celles des 

champignons filamenteux et des champignons supérieurs, en permettant leur développement 

(adhésion) à la surface d’un support organique (Ho, 2005). D’un point de vue 

fondamental, la fermentation en milieu solide est définie comme une fermentation 

impliquant des particules solides humides en absence ou presque d’eau libre et diffère de la 

fermentation en milieu liquide, où le milieu nutritif est complètement solubilisé dans un grand 
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volume d’eau, et de la fermentation en milieu submergé où le milieu nutritif est par 

exemple sous forme d’une suspension de fines particules dans la phase liquide  (Pandey 

2003; Duchiron et al., 2019).  La principale différence entre ces procédés réside dans la 

variation des proportions et de l’équilibre entre les phases solide, liquide et gazeuse. 

  Le développement des champignons filamenteux en SSF se fait par extension et 

ramification des filaments formant le mycélium. Après l’inoculation d’un substrat par 

des conidies, les hyphes se développent pour former un tapis mycélien qui s’étend à la 

surface des particules solides. A partir de ce tapis mycélien, des filaments se développent 

dans les espaces gazeux et des filaments pénètrent à l’intérieur des particules (de la matrice 

solide) ou dans les espaces interparticulaires à la recherche de composés nutritifs, 

notamment dans les pores remplis de liquide. A des taux normaux d’humidité, les espaces 

entre les filaments aériens sont remplis de gaz (aérobie), tandis que les filaments en contact 

avec le substrat sont remplis d’eau (anaérobie). Les activités métaboliques se 

produisent principalement près de la surface où à l’intérieur des pores, mais les filaments 

aériens peuvent présenter une activité due à des phénomènes de diffusion. Pour finir, les 

enzymes hydrolytiques diffusent dans la matrice solide et dégradent les polymères afin de 

permettre la production de molécules assimilables par le champignon  (Ho, 2005; Rahardjo 

et al., 2006) 

3. Optimisation de la production d’enzymes par plan d'expérience RSM  
L’optimisation est un terme fréquemment employé pour décrire la recherche des 

conditions optimales d'une procédure, afin de produire la réponse la plus précise et la plus 

fiable possible. Cela implique de trouver les paramètres clés qui affectent les résultats de la 

procédure et de les ajuster de manière à obtenir les meilleurs résultats. 

Un plan d'expériences, également appelé Design of Experiments (DOE), consiste en 

une série d'essais méthodiquement organisés pour déterminer l'influence de différents 

paramètres sur les performances d'un système étudié. Cette méthode statistique s'applique à de 

nombreuses disciplines et industries. Les plans d'expériences sont souvent utilisés en 

conjonction avec l'optimisation par RSM (surface de réponse) pour améliorer les 

performances d'un système étudié, en minimisant le nombre d'expériences nécessaires pour 

obtenir des résultats précis et significatifs. 
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La méthodologie de surface de réponse (RSM) consiste en une technique mathématique et 

statistique qui est basée sur l'ajustement de modèles empiriques aux données expérimentales 

obtenues dans le cadre d'un plan d'expérience (Bezerra et al., 2008a). 

Afin d'optimiser un système étudié, des fonctions polynomiales linéaires ou carrées 

sont utilisées pour décrire ce système et ainsi permettre l'exploration des conditions 

expérimentales (modélisation et ajustement) jusqu'à ce que l'objectif soit atteint. 

Après identification des facteurs significatifs, des plans d'expérience plus 

perfectionnés sont couramment utilisés pour déterminer les conditions d'exploitation 

optimales. Parmi ces plans, on peut citer les plans à trois niveaux tels que le plan de Box-

Behnken (BBD) (Bezerra et al., 2008a). 

La matrice de Box-Behnken est une méthode de conception expérimentale qui utilise 

des facteurs codés à trois niveaux (-1, 0 et +1) pour estimer les interactions des modèles de 

second ordre. Cette méthode consiste à réaliser des expériences avec un nombre minimum 

d'essais, tout en obtenant le maximum d'informations utiles à partir des résultats (Bezerra et 

al., 2008a). 

 4. Saccharification et la bioconversion de la biomasse 

 La lignocellulose peut être convertie en produits énergétiques, tels que l'éthanol, le 

méthane et l'hydrogène, par la fermentation de micro-organismes. Un bon processus de 

fermentation nécessite non seulement un microorganisme efficace mais aussi des conditions et 

un équipement optimal pour exercer un potentiel de production suffisant. Les procédés de 

fermentation de l'éthanol carburant utilisant la lignocellulose comme matière première sont 

très différents de ceux de l'amidon et du sucre. Par exemple, l'hydrolysat de biomasse contient 

souvent des composants nuisibles aux micro-organismes de fermentation. De plus, 

l'hydrolysat contient davantage de xylose( Chen et al. 2009).  La lignocellulose doit être 

hydrolysée et fermentée après prétraitement pour obtenir de l'éthanol et d'autres produits 

biosourcés. Le premier processus est l'hydrolyse, puis la fermentation est utilisée, ce qui est 

appelé saccharification et fermentation séparées.  

  Lors de la saccharification industrielle, les sucres fermentescibles sont libérés de la 

biomasse lignocellulosique au cours d'un processus en deux étapes. La première étape 

consiste à utiliser des prétraitements physiques et/ou chimiques pour rendre les 

polysaccharides plus accessibles à l'hydrolyse enzymatique. La deuxième étape consiste à 
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traiter la cellulose exposée avec des cocktails d'enzymes cellulolytiques commerciaux, 

généralement produits à partir de champignons filamenteux tels que Trichoderma reesei, qui 

dégradent ensuite la cellulose et les hémicelluloses en sucres simples  (Navarro et al., 2010). 

 L’une des grandes complexités de cette dégradation enzymatique est l’aspect 

synergique de la catalyse progressive de la cellulose. Ce modèle synergique est basé sur le cas 

le plus étudié des cellulases de T. reesei. Les endoglucanases découpent tout d’abord 

aléatoirement la cellulose dans les régions amorphes accessibles. Les exocellulases récupèrent 

les extrémités libres des polymères de cellulose afin de progressivement les hydrolyser sous 

forme de cellodextrines hydrosolubles. Enfin, les β-glucosidases achèvent la saccharification 

en catalysant la production de glucose à partir du cellobiose en solution  (Zhang et al., 

2009).L’autre intérêt de cette synergie est aussi de progressivement dégrader les produits de 

catalyses antérieures afin de limiter l’effet d’inhibition lié à leur accumulation, en particulier 

sur les endo et exoglucanases.  
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1. Production des enzymes lignocellulolytiques par fermentation 

solide de la biomasse lignocellulosique 

Les souches d'Aspergillus niger BG et Trichoderma afroharzianum (TH) ont été 

utilisées pour produire des complexes enzymatiques de type lignocellulosique, ces deux 

souches fongiques ont été obtenues auprès du laboratoire de microbiologie appliquée "LMA" 

(Université de Bejaia). Ces souches sont isolées  d'une parcelle forestière  parsemée d’oliviers 

dans la région d’IGHRAM à Akbou, Bejaia, située au Nord-Est de l'Algérie (Azzouz et al., 

2020a, 2020b).  

Afin de sélectionner le substrat de fermentation et la souche de moisissure les plus 

performants pour la production de cellulase et d'hémicellulase, des fermentations en milieu 

solide ont été réalisées à 28°C pendant 7 jours avec des substrats lignocellulosiques tels que le 

chêne-liège, pin, sapin et l'eucalyptus. Le substrat et la souche qui se sont avérés les plus 

performants ont ensuite été intégrés dans le processus d'optimisation de la production de ce 

type d'enzymes. 

1. Le matériel biologique : Les souches fongiques 

1.1. Remise en culture 

  La remise en culture des souches d'Aspergillus niger BG et Trichoderma 

afroharzianum (TH) a été systématiquement effectuée à partir des cryotubes servant à 

l’inoculation d’une série de boite de Pétri contenant le milieu gélosé PDA, c’est un milieu de 

culture qui contient divers nutriments essentiels qui favorisent la croissance des champignons. 

Ce milieu comprend principalement de la pomme de terre et du dextrose(Westphal et al., 

2021), les boites sont ensuite incubé à 28°C pendant 7 jour. 

1.2. Préparation de la solution sporale  

  Après une semaine de culture à 28°C, des suspensions de conidies sont prélevées en 

aspergeant les milieux avec une solution d’eau distillé tween à 0,1%, puis en grattant la 

surface avec une pipette, la solution sporale récupérée à l’aide d’une pipette électrique (Pipet 

Controller, Accumax) est versée dans des flacons stériles, puis bien agiter et conservée afin de 

pouvoir être utilisée comme inoculum. Ces suspensions ont ensuite servi à ensemencer les 

cultures principales en milieu solide. le comptage des spores a été effectué dans une chambre 

de comptage Malassez (Marienfeld, Allemagne) ( Handa et al., 2014;Ang et al., 2015 ).  
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2. Préparation des substrats pour fermentation  

Les substrats de chêne-liège, pin, sapin et l’eucalyptus utilisés dans cette étude sont récoltés 

au niveau des Forets dans la région de SIDI-AICH (Bejaia). 

 Tous les substrats sont lavés à l’eau distillée, séchés  dans l’étuve (Muve incubator EN055, 

Turquie) à 70°C pendant 24 heures (h) puis broyés en petites particules   à l’aide d’un mixeur 

(BOMANN, Allemagne) (Narra et al., 2014; TAO et al., 2010; Menezes et al., 2017).  

 La veille du lancement de la fermentation, le taux d’humidité des substrats sont déterminées à 

l'aide d'un dessiccateur (MOISTURE BALANCE MOC -120H, Allemagne).  

 

Figure  5: Détermination de taux d’humidté des substrats par déssiccateur infra-rouge. 

3. Production d'enzymes parFermentation solide « SSF » 

3.1. Le milieu Mandels  

 Ce milieu a servi de complément aux cultures en milieu solide. Il est composé de 0,30 

g d’urée, de 2,0 g de K2HPO4, de 1.4 g de (NH4)2SO4, de 1,40 g de sulfate d’ammonium, de 

0,30 g de MgSO4 heptahydraté, de 0,30 g de CaCl2,  de 5,0 mg de FeS04 heptahydraté, de 1,6 

mg de MnSO4 dihydraté, de 1,4 mg de ZnSO4 heptahydraté, de 2,0 mg de CoCl2 et d’eau 

déminéralisée qsp 1 L (Mandels & Weber, 1969).  

3.2. Mise en œuvre de la fermentation solide  

La fermentation solide a été réalisée en ensemençant une série de fioles d’Erlenmeyers de 

500 mL à col large contenant 10 g de substrat sec que ce soit le chêne-liège,  pin,  sapin et 

l'eucalyptus, les erlens sont ensuite humidifiés  à 70% avec le milieu Mandels du pH 

5(Sandhu et al., 2013). Après traitement thermique (Advantage-Lab) à 121°C pendant 20 

minutes et refroidissement, les erlens ont été inoculés à un taux de 1.107 spores/g de substrat 
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avec les solutions sporales des souches d'Aspergillus niger BG et Trichoderma afroharzianum 

(TH).  Les cultures sont ensuite incubées durant 7 jours à 28°C (étuve, Muve incubator 

EN055, Turquie), puis les complexes enzymatiques produits ont été extraits en homogénéisant 

10 g de chêne-liège, pin, sapin et l'eucalyptus fermentés avec 100 mL d’eau déminéralisée, 

suivi d’une l’homogénéisation. Cette étape est très importante pour récupérer le maximum 

d’enzymes qui adhérent fortement à la fraction hemicellulosique et cellulosique du substrat 

solide. La suspension obtenue a ensuite été centrifugée (Rotina 380R, Allemagne)à 10 000 g 

et 4°C pendant 10 minutes.  Le surnageant a été récupéré et conservé à 4°C avant utilisation. 

 

Figure n°6: Processus de la fermentation solid ; Préparation de substrat (a), Humidification 

(b), Stérilisation (c), Inoculation (d), et Incubation (e). 

 

4. Dosage de l’activité enzymatique   

4.1. Dosage de l’activité ligninasique 

a. Dosage de l’activité lignine peroxydase 

 Le test d'activité de la lignine peroxydase a été réalisé avec le substrat ABTs (L'acide 

2,2'-azino-bis -3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique, Sigma-Aldrich) par mélange de 850µl 

d'ABTs avec 100µl de H2O2, ensuite en ajoutant 50µl d'extrait enzymatique. L'absorbance est 

mesurée immédiatement à une longueur d'onde de 465nm (Sumiati et al., 2022). 

b. Dosage d’activité laccasique   

a d c b e 
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 L’activité laccasique est mesurée en mélangeant dans un tube à hémolyse, 950μl 

d’ABTs et 50μl de l’extrait enzymatique, l’absorbance est directement mesurée juste après 

contact de l’enzyme avec l’ABTs à une longueur d’onde de 436nm (Sumiati et al., 2022). 

c. Calcule de l’activité laccasique et lignine peroxydase   

Les activités enzymatiques de types ligninases ont été calculées en utilisant la méthode décrite 

par, (Yanto et al., 2019)selon l'équation suivante : 

 

Dans cette équation, ε représente l'absorptivité molaire de 36 000 M-1 cm-1. Les 

valeurs d’Abs (t min) et Abs (0 min) correspondent respectivement aux absorbances mesurées 

à t = 1 min et t = 0 min. Le facteur de correction 103 est utilisé pour convertir les résultats en 

unités de μmol/mol.  

4.2. Dosage des activités cellulases et xylanases  

 Les activités avicelase (activité exocellulase), β-1,4-endoxylanase et de la β-1,4 

endo-glucanase ont été mesurées  par dosage de sucres réducteurs libérés  par la méthode de 

Bailey et al., (1992) avec les modifications suivantes :  0.1 mL de complexe enzymatique 

sont ajoutées à 0.9 mL  de tampon de citrate de sodium (50 mM, pH 5,0)  (annexe I) 

contenant 2 % d'Avicel (Merck, Kenilworth, NJ) ou 2% de xylane de hêtre ou 2 % de 

carboxy-méthyl-cellulose (CMC, Serva, Heidelberg, Allemagne), comme substrats pour 

l'avicelase, β-1,4-endoxylanase et la β-1,4-endoglucanase, respectivement. Des cinétiques 

d’hydrolyses ont ensuite été réalisées durant 10 minutes à 50°C pour déterminer les sucres 

réducteurs libérés.  

L’intensité de la coloration est proportionnelle à la concentration en glucose ou en 

xylose contenue dans le mélange réactionnel. Ces concentrations de sucre réducteur sont 

déterminées par référence à des courbes étalons (Annexe) établie avec des concentrations 

variables en glucose et en xylose (0,2 à 2 mg/ml) à partir d’une solution mère à 2 g/l. 

L’absorbance est mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre à 540 nm. 

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. 

Activité Enzymatique (U/mL) = [(Abs (t min) - Abs (0 min)) * Volume total (mL) * 10
3
] 

 

                                     [ε * Volume enzyme (mL) * t (min)] 
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Activité endoglucanase ou exoglucanase= (mg de glucose libéré / 0.18016 mg/µmol) / (0.1 

ml* 10 min) 

Activité endoxylanase= (mg de xylose libéré / 0.15013 mg/µmol) / (0.1 ml* 10 min) 

= µmol min-1ml-1 

= U / ml  

 Une unité «Avicelase, xylanase ou endoglucanase» a été définie comme la quantité 

d’enzyme nécessaire à la libération d’une μmole de sucres réducteurs, équivalent au xylose ou 

au glucose par minute dans les conditions du test (Miller, 1959). 

4.3.  Activité β-glucosidase et β-xylosidase  

  Les activités β-glucosidase et β-xylosidase ont été déterminées en utilisant le p-

nitrophényl-β-D-glucopyranoside (pPN-G ; Sigma-Aldrich) et p-nitrophényl-β-D-xylopyra-

noside (pPN-X ; Sigma-Aldrich) respectivement. La libération de p-nitrophénol (ɛ410=15,200 

M-1cm-1) est mesurée par spectrophotométrie à 410nm. Le mélange réactionnel est composé 

de 100µl, de tampon citrate de sodium 50 mM (pH 5) contenant 3,5mM (0.2%) de pNPG ou 

pNPX et de 100µl de la dilution appropriée de l'extrait brut de culture. Les essais sont   

incubés à 50°C pendant 10 min et les réactions sont arrêtées par l'addition de 500µl de 2% 

Na2CO3 (Norkrans, 1957).Une unité d'activité β-xylosidase ou β- glucosidase a été définie 

comme la quantité d'enzyme qui hydrolyse 1 µmol de pNPX ou pNPG par minute 

respectivement. 

II.  Optimisation de la production d’enzymes lignocellulolytique 

par fermentation de chêne de liège en utilisant le Plan Box 

Behnken  

 Le chêne de liège est sélectionné comme le substrat adéquat pour la fermentation en 

milieu solide (SSF) qui a donné une meilleure production de xylanases et cellulases avec la 

souche Aspergillus Niger BG, dont les fermentations sont réalisées pendant sept jours. Ce 

substrat le plus performant est incorporé dans la culture pour l’étape d’optimisation par la 

méthodologie de la surface de réponse (RSM)qui est un outil expérimental stratégique 

efficace qui permet de déterminer des interactions entres les déférents paramètres 

étudié(Sandhu et al., 2013) 
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  La production de xylanases et de cellulases à partir de chêne de liège sous SSF a été 

optimisée par RSM. Le plan Box-Behnken (BBD) permet d'estimer les effets principaux de 

certains facteurs simultanément (Wahid & Nadir, 2013). 

 Les paramètres préliminaires sont sélectionnés en fonction de la littérature et des résultats 

enregistrés par (Azzouz et al., 2022a) . 

 A : temps d’incubation, B : température d’incubation, C : Humidité, (Tableau n°2), les 

facteurs d'influence élevés et leurs niveaux ont été confirmés. 15 expériences en triplicatas du 

point central ont été utilisés (Tableau 2) pour ajuster les modèles polynomiaux basés sur un 

plan de Box-Behnken (BBD, 3 variables) réalisés par le logiciel Design Expert 10® 

(Version10.0.5.0.USA).  

Tableau n°2 : Variables indépendantes et leurs différents niveaux dans BBD. 

Study Type          Response Surface                          Randomized 

Design Type            Box-Behnken Runs15 

No Blocks Design Mode           Quadratic 

Factor Name Units Type Minimum Maximum Mean 

A Incubation time Day Numeric 3,00 11,00 7 

B Temperature °C Numeric 24,00 32,00 28 

C Moisture % Numeric 50,00 90,00 70 

 

Response 

 

Name 

 

Units 

 

Obs 

 

Analysis 
Polynomial     

R1  Endoglucanase U/gds 15  

R2 

R3 

R4 

R5 

Exoglucanase 

B-glucosidase 

Endoxylanase 

B-xylosidase 

U/gds 

U/gds 

U/gds 

U/gds 

15  

15  

15  

15  

 

 

  Des plans expérimentaux BBD à trois niveaux (-1, 0, +1), et trois facteurs ont été 

testés et le nombre d'essais (N) prévu a été défini selon l'équation (1) : 

 

 

k est le nombre de facteurs et C0 est le nombre de points centraux (3). 

Les données d'essai sont ensuite ajustées par le modèle de surface de réponse (RSM) pour 

découvrir la relation entre les facteurs contrôlables et les facteurs de réponse (Xie et al., 

2020).L'analyse de régression des données pour ajuster une équation polynomiale du second 

ordre (modèle quadratique) a été effectuée selon l'équation générale Eq 2, qui a été utilisée 

pour prédire les conditions optimales du processus de production. 

N = 3k . (k-1) + C0                                                                               (01) 
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      (2) 

 

 Où R représente les surfaces de réponse, β0 est le terme constant (intercept), βi, βii et βij 

sont respectivement les coefficients linéaires, quadratiques et d'interaction, , tandis que Xi , X
2  

et XiXj sont des variables linéaires, quadratiques et le terme d'interaction des variables, 

respectivement, et ɛ est le résidu associé aux expériences (l'erreur de prédiction, représente la 

différence entre les valeurs R mesurées et prédites et quantifie la variabilité aléatoire dans 

notre conception de l'expérience. R a été utilisé pour effectuer des analyses de régression et 

l’analyse de l’ANOVA pour la régression.  

Tableau n°3 : BBD pour 15 séries d'expériences testées pour optimiser la production des 

cellulase et xylanases d’A. niger BG sur le chêne de liège 

 Factor 1 Factor 2 Factor 3 

Run A:Incubation time B:Temperature C:Moisture 

 Day °C % 

1 3 28 50 

2 7 32 50 

3 11 28 90 

4 7 24 50 

5 7 28 70 

6 7 28 70 

7 7 28 70 

8 3 28 90 

9 3 24 70 

10 7 32 90 

11 11 32 70 

12 11 24 70 

13 11 28 50 

14 7 24 90 

15 3 32 70 

  

           Le modèle d'équation a été appliqué aux données expérimentales pour obtenir le 

modèle proposé. Les coefficients correspondants des variables, les interactions entre les 

variables et les graphiques de surface de réponse ont été donnés par logiciel statistique Design 

Expert10. L'analyse statistique de la signification des estimations des coefficients a été 

effectuée par le test Fisher (F-test). Les valeurs optimales des variables sélectionnées ont été 

obtenues en résolvant l'équation de régression et en analysant les graphiques de surface de 

2

1 1 1 1

0

n n n n

i i i j

i i ii i j i jiR X X X X    
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réponse, le modèle proposé a été validé en effectuant de nouveaux essais en triplicata proposé 

par logiciel Design Expert10(Dai et al., 2011; Handa et al., 2014; Srivastava et al., 2018). 

II. Saccharification de la biomasse lignocellulosique  

  La biomasse lignocellulosique peut être convertie en sucres fermentescibles par 

l'action synergique d'enzymes comprenant des exo- et endoglucanases et des β-glucosidases , 

ainsi que par l'action synergique d'enzymes comprenant des exo- et endoxylanaseet des β-

xylosidase et d'autres enzymes auxiliaires (Guo et al., 2018). 

  Dans ce contexte, Les cellulases et xylanases (extraits enzymatique) produites par la 

souche A. niger BG ont été étudié pour leurs capacités à saccharifier la cellulose et 

l’hémicellulose de la biomasse lignocellulosique ressource renouvelable abondante dans la 

biosphère. Ce sont les principaux composants de cette biomasse, qui peuvent être hydrolysé 

en glucose et en xylose pour être ensuite transformés en bioéthanol. 

1. Délignification de la biomasse lignocellulytique 

 L'hydrolyse enzymatique de la lignocellulose native ne solubilise pas parfaitement la 

cellulose  et l’hémicellulose, des prétraitements sont généralement appliqués pour améliorer 

l'accessibilité du substrat (Saha et al., 2005). Le peroxyde alcalin a été développé avec succès 

pour le prétraitement de la lignocellulose, et il s’est avéré efficace pour éliminer la lignine ( 

Chen et al., 2008). 

 Le chêne de liège est utilisé dans ce travail, cette biomasse lignocellulosique a été séchée 

dans une étuve à 70 °C/ 24 h. 

 Afin d'améliorer l'accessibilité des enzymes à la biomasse, un prétraitement à l'hydroxyde 

de sodium (NaOH) a été effectué selon la méthode de Silva et al. (2011). Brièvement, le   

chêne de liège est trempé dans une solution de NaOH à 0,5% (p/v) jusqu'à un rapport solide, 

liquide de 1 :20. Un traitement thermique est effectué ensuite à 50 °C dans un agitateur à 200 

rpm pendant 1 h. Le matériau prétraité est refroidi dans un bain de glace, et le pH est ajusté à 

5 par l'ajout d'une solution d'acide sulfurique à 72 %. Ensuite, la matière solide est séparée par 

centrifugation à 12.000 g et 4 °C puis séchée dans l’étuve. Cette matière première a été 

utilisée pour la saccharification (Azzouz et al., 2021) 

2. Hydrolyse enzymatique de la biomasse lignocellulolytique 
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 La conversion de la biomasse lignocellulosique en sucres fermentescibles nécessite une 

action synergique des enzymes, comprenant des exo- et endoglucanases, ainsi que des β-

glucosidases. De plus, Ces interactions enzymatiques sont essentielles pour dégrader cette 

biomasse et permettre la libération des sucres nécessaires à la fermentation. En complément, 

d'autres enzymes auxiliaires peuvent également jouer un rôle important dans ce processus de 

conversion enzymatique(Guo et al., 2018). 

 La capacité de l’enzyme à saccharifier la biomasse lignocellulosique a été évaluée en 

mesurant la quantité de glucose libérée à partir de chêne de liège traité et non traité. L'extrait 

enzymatique utilisé dans cette étude est produit par fermentation de la souche fongique A. 

niger. 

 Le chêne de liège (5g) traité et non traité a été saccharifié dans deux flacons iso contenant 

100 mL d'une solution enzymatique dans un tampon citrate de sodium (0,5%), pH 5.  

 Après avoir réalisé la stérilisation de l'enzyme par filtration à travers un filtre de 0,45 

et 0.22µmdans le but d’éliminer les champignons et les bactéries, 3 mL de cet extrait 

enzymatique (2 U/mL) ont été ajoutés à chaque flacon. 

 Les réactions ont été effectuées dans un Shaker à 40 °C et à 150rpm pendant 

0min,1h,2h,3h,4h ,5h,6h,7h,8h, 24 h, 48h et 72 h. Cette configuration de conditions de 

réaction permet d'assurer l'activité enzymatique optimale et de favoriser la dégradation 

efficace de la cellulose et hémicellulose présente dans le chêne de liège (Kane et al., 2022) 

Le glucose et le xylose libre ont été mesurés à différents temps de réaction en utilisant la méthode de 

Miller, (1959). 

3. Dosage des sucres réducteurs  

 La concentration en sucres réducteurs a été estimée avec la méthode de Miller (Miller, 

1959). Pour cela, 50 µL d’échantillon ont été ajoutés à 450 µL d’eau distillé avec 750 µL de 

réactif DNS, puis homogénéiser au vortex et mis à chauffer à 100°C pendant 5 minutes. Après 

refroidissement dans un bain d’eau glacée, une lecture de l’absorbance à 540 nm est effectué à 

l’aide un spectrophotomètre 540nm. Une solution de glucose a servi de référence pour la 

réalisation d’une gamme d’étalonnage allant de 0 à 2 g/L.
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III. Production d’enzymes lignocellulolytiques par fermentation 

solide 

 

3. Caractérisation biochimique et moléculaire des souches Trichoderma 

 afroharzianum isolat AZ 12 et Aspergillus niger BG 

 Les caractères macroscopiques des deux souches sont étudiés sur le milieu PDA, le plus 

communément utilisé. Les principaux caractères culturaux des colonies à savoir : l’aspect du 

mycélium, la surface des colonies ainsi que la couleur de la pigmentation au revers des boites 

se révèlent comme suit : 

 La souche Aspergillus niger BG présente ; une croissance rapide, Un mycélium d’aspect 

velours, blanc cotonneux au départ devenant poudreux avec l’apparition de spores noires (Fig. 

7-a). 

  La souche Trichoderma afroharzianum (TH) présente ; une croissance très rapide et le 

mycélium envahit facilement le milieu. Le mycélium aérien est cotonneux blanc puis vert olive 

après sporulation (Fig. 7-b). 

 

Figure 7 : Principaux caractères culturaux des souche d’Aspergillus niger BG (a) et la souche 

Trichoderma afroharzianum (b) sur milieu PDA (a et c) après 7 jours d’incubation à 28°C 

4. Production de cellulases et de Xylanases par fermentation solide de la 

 biomasse lignocellulolytiques 

 

 La production de Lignocellulases est un facteur important dans l'hydrolyse de matières 

lignocellulosique. Il est également essentiel de rendre le procédé économiquement viable. 



                                                                                              Résultats et discussion  

27 
 

Beaucoup de travaux rapportent la production de lignocellulases à partir de matières 

lignocellulosique (Bano et al., 2013; Goldbeck et al., 2013; Soni et al., 2010). Les mycètes 

les plus utilisés dans l’industrie de fabrication des enzymes appartiennent aux genres 

Aspergillus, Trichoderma et Penicillium. Ils présentent  des capacités de production et de 

sécrétion élevés; correspondant à plus de 50 % des études relatives aux cellulases, Trichoderma 

reesei peut  atteindre des rendements de  cellulases  de 40 g /L (Moore et al., 2011; Passos et 

al., 2018). 

 La culture solide en erlens repose sur une distribution homogène des spores de mycètes 

à l’intérieur des substrats lignocellulosique. La préparation d’un substrat poreux est nécessaire 

pour assurer une bonne aération et une croissance rapide du mycélium. Le pH acide et une 

charge importante de l’inoculum sporal favorisent cette croissance. L'humidité joue également 

un rôle important dans la croissance des mycètes et la production des enzymes dans les 

SSF(Zahra, 2016). 

 La fermentation solide avec la biomasse lignocellulosique, comme le chêne-liège, pin, 

sapin et l'eucalyptus nous a permis de tester les souches d’Aspergillus niger BG et la souche 

Trichoderma afroharzianum TH, Elles sont caractérisées par leurs capacités de production de 

cellulases et de xylanases sur cette biomasse testée.  L’aspect   des cultures fongiques étudiées 

sur milieu solide après 7 jours d'incubation est représenté dans la figure 8. 

 

Figure8 : Aspect des cultures  d’A.niger BG (a) T. afroharzianum TH (b) après fermentation 

solide de la biomasse lignocellulosique 

 Dans le cadre de cette étude, les enzymes de type lignocellulosique sont produites par 

fermentation solide de la biomasse comme le chêne-liège, pin, sapin et l'eucalyptus avec les 

b a 
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souches fongiques d’A. Niger etT. afroharzianum après 7 jours de fermentation à 28°C, ensuite, 

les activités enzymatiques sont mesurées et les résultats trouvés sont illustré dans la figure 9. 

 

Figure 9: Résultats de la production d'enzymes endo-exo-glucanse (a), endoxylanase (a) et B-

gluco-Xylosidase et lignine peroxydase (b) par fermentation en milieu solide de chêne-liège, de 

pin, de sapin et d'eucalyptusavec les souches TH et BG. 

 La souche BG révèle une activité endoglucanase plus élevée que la souche TH (figure 9-

a) vis-à-vis des différents substrats testés, alors que les activités enzymatiques sont faibles pour 
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les substrats de sapin et de pin, et ce pour les deux souches (figure 9-a-b). En outre, la souche 

BG a montré des activités exoglucanase (Figure 9-a) et B-glucosidase (Figure 9-b) 

significativement plus élevées par rapport à la souche TH sur le substrat de chêne-liège (Figure 

9-a-b), ce qui indique que ce substrat possède un potentiel plus important pour la production 

d'enzymes lignocellulolytiques. La figure 9 montre également une activité maximale de 

l'endoxylanase et de la B-xylosidase (figure 9-a-b) lorsque la souche BG est cultivée sur le 

substrat de chêne-liège. En revanche, l'activité maximale de la lignine peroxydase est observée 

avec la souche TH lorsqu'elle est cultivée sur le substrat de chêne-liège (Figure 9-b). 

 On peut conclure que la souche BG produit des activités appréciable avec de chêne-liège 

par rapport à la souche TH. Ces résultats ont permis de choisir le souche BG pour 

l’optimisation de la production des enzymes de type cellulases et xylanases par fermentation 

solide avec le substrat chêne-liège. 

II. Optimisation de la production des cellulases et xylanases 

d’Aspergillus niger BG par fermentation solide à base de chêne-

liège 

 Suite à un screening des substrats visant à identifier le substrat le plus performant en 

combinaison avec la souche la plus efficace, le chêne-liège a été utilisé comme substrat pour la 

production de cellulase et de xylanase par la souche BG en fermentation solide.  

 En outre, la variation des conditions opératoires telles que le temps d'incubation, le 

niveau d'humidité et la température d'incubation a permis d'optimiser les enzymes cellulase et 

xylanase dans la fermentation solide. 

 Les variables influençant la réponse ont été déterminées à l'aide de la méthode OFAT, en 

se référant à l'étude menée par (Azzouz et al., (2022a)). 

 La matrice BBD (Box-Behnken Design) et les résultats correspondants des expériences 

RSM sont présentés dans le tableau 1, comme meilleure conception pour l'optimisation de la 

surface de réponse. La production a été sélectionnée avec trois facteurs, dont le temps 

d'incubation (A), la température d'incubation (B), et le taux d’humidité (C). 

Le tableau ci-dessus présente la matrice BBD (Box-Behnken Design) ainsi que les résultats 

correspondants des expériences RSM (Réponse Surface Méthodology) en tenant compte des 

trois facteurs. 
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Tableau n°4 : Plan d'expérience RSM et réponses correspondantes par la matrice  BBD  des   

activités cellulases et xylanases de A,niger BG avec le chéne de liége. 

 Factor 1 Factor 2 Factor 3 Response 1 Response 2 Response 3 Response 4 Response 5 

Run A:Incubation 
time 

B:Temperature C:Moisture Endoglucnase Exoglucanase B-

glucosidase 

Endoxylanase B-xylosidase 

 Day °C % U/mL U/Ml U/mL U/mL U/Ml 

1 3 28 50 223 10,4074 1 3280 1,46 

2 7 32 50 145 2,08148 17 2010 6,50493 

3 11 28 90 318 11,7951 7,07 2649 7,51 

4 7 24 50 302 5,5 17 3343 5,62993 

5 7 28 70 251 10,0605 17,6957 2570,1 7,03454 

6 7 28 70 252 11 17 2519,83 6,41283 

7 7 28 70 238 10,4 17,41 2582,67 6,93092 

8 3 28 90 292 20,81 1,9 3826 4,33816 

9 3 24 70 341 15,26 3 4304 1,38158 

10 7 32 90 223 18,73 17,0855 1866,31 6,71217 

11 11 32 70 226 9,71 11,9276 2744 5,63224 

12 11 24 70 271 7 14,677 4122,2 5,27763 

13 11 28 50 157 1,39 14,1151 3704 7,29474 

14 7 24 90 317 11,1 18,1332 3192,2 6,45888 

15 3 32 70 238 20,81 4 3292 2,27039 

 

 Les résultats obtenus par le plan BBD indiquent que les activités endoglucanase et 

exoglucanase ont atteint des valeurs maximales de 341 U/ml et 15,26 U/ml respectivement dans 

l'essai no. 9. Ces résultats ont été obtenus avec une période d'incubation de 3 jours, à une 

humidité de 70% à une température de 24°C,  

 En revanche, des activités minimales ont été enregistrées dans les essais n°2 et n°13, avec 

des valeurs de 145 U/ml et 1,39 U/ml respectivement. Ces faibles activités ont été observées 

pendant une période d'incubation de 7 jours et 11 jours, à des températures de 32°C et 28°C, 

avec une humidité de 50% respectivement 
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  Les activités maximales des enzymes β-glucosidase, β-xylosidase et xylanase ont été 

obtenues avec une période d'incubation de 7 jours, 11 jours et 7 jours, respectivement, et des 

températures d'incubation de 24°C et 28°C, On a enregistré des valeurs maximales de 18,1332 

U/mL, 4122,2 U/mL et 7,03454 U/mL. Par contre, des activités minimales ont été observées 

dans l'essai numéro 1, avec des valeurs respectives de 1 U/mL pour la β-glucosidase, 3280 

U/mL pour la β-xylosidase et 1,46 U/mL pour les xylanases, pendant une période d'incubation 

de 3 jours à 28°C et à une humidité de 50%. 

1. Analyses de variances pour la production d’enzymes lignocellulosique  

 

1.1. Signification du modèle  

 La valeur p est généralement interprétée par rapport à un niveau de confiance de 5 % 

(Patten & Streiner, 2021). En effet, plus p-value d'un paramètre est faible, plus ce paramètre 

est significatif (Asgher et al., 2016). 

 L’analyse de la variance (ANOVA) pour les modèles est présentée dans le tableau 2. 

Cette dernière a démontré que les modèles sont significatifs avec un p-value < 0.05 Les 

résultats obtenus indiquent que les p-values pour les activités endoglucanase (R1), exoglucanase 

(R2), B-glucosidase (R3), endoxylanase (R4) et B-xylosidase (R5) sont respectivement de 

0,0367, 0,0001, 0,0003, 0,0008 et 0,0001 (tableau 5). Ces p-values sont inférieures à 0,05, ce 

qui indique que ces activités sont statistiquement significatives à un niveau de confiance de 95 

%. En effet, les paramètres étudiés ont un impact significatif sur la production de ces enzymes. 

Une augmentation ou une diminution spécifique d'un paramètre peut entraîner une variation 

significative de la production de l'enzyme correspondante. Cela signifie que les variables du 

modèle ont un effet significatif sur les réponses. 

 Les valeurs F de "Lack of Fit (> 0.05) implique que les Lack of Fit pour les 5 réponses 1, 

R2, R3, R4, et R5 ne sont pas significatifs par rapport à l'erreur pure. Un manque d'ajustement 

(lak of fit) non significatif est une bonne chose, nous voulons que les modèles s'ajustent. Cela 

signifie que les équations de régression peuvent bien être valide (He et al., 2018a), ses 

équations sont capables d'expliquer de manière adéquate les variations observées dans les 

données. Une régression significative et un manque d’ajustement non significatif présent dans 

le modèle étaient bien adaptés aux expériences. (Bezerra et al., 2008b). 



 

 

Tableau n°5 ; Coefficients de régression estimés pour le modèle polynomial quadratique et l'analyse de la variance (ANOVA) pour les résultats 

expérimentaux de la production de endo-exo-glucanase, endoxylanase et B-gluco-xylosidas. 

 

 Endoglucnase Exoglucanase B-glucosidase Endoxylanase B-xylosidase 

Source F-value p-value F-value p-value F-value p-value F-value p-value F-value p-value  

Model 

A-Incubation time 

B-Température 

C-Moisture 

AB 

AC 

BC 

A² 

B² 

C² 

Residual 

Lack of Fit 

R2 

 

5,56 

2,32 

24,78 

16,24 

1,05 

2,64 

1,24 

0,5950 

0,5191 

0,5438 

 

21,27 
 

0,0367 

0,1885 

0,0042 

0,0100 

0,3530 

0,1654 

0,3169 

0,4753 

0,5035 

0,4940 

 

0,0852 
 

91,19 

293,12 

32,61 

388,64 

3,38 

2,592E06 

51,18 

30,74 

1,43 

16,13 

 

3,72 
 

< 0.0001 

< 0.0001 

0,0023 

< 0.0001 

0,1253 

0,9988 

0,0008 

0,0026 

0,2857 

0,0102 

 

0,2189 
 

45,40 

122,88 

0,6696 

2,08 

2,41 

10,81 

0,1879 

259,21 

3,39 

3,77 

 

19,24 
 

0,0003 

0,0001 

0,4504 

0,2091 

0,1815 

0,0218 

0,6827 

<0.0001 

0,1249 

0,1097 

 
 

0,0798 

 

  

241,54 

80,57 

934,24 

23,66 

9,83 

187,86 

0,0037 

896,29 

23,73 

11,42 

 

4,48 
 

< 0.0001 

0,0003 

< 0.0001 

0,0046 

0,0258 

< 0.0001 

0,9539 

< 0.0001 

0,0046 

0,0197 

 

0,1880 
 

29,24 

145,69 

3,10 

9,39 

0,3143 

7,81 

0,4258 

76,18 

15,89 

4,43 

 

2,74 
 

0,0008 

< 0.0001 

0,1387 

0,0280 

0,5992 

0,0382 

0,5429 

0,0003 

0,0105 

0,0891 

 

0,2785 
 

Significat 

 

 

 

 

 

 

 

 

Not significat 



 

 

 La Fig. 10 montre une bonne corrélation entre la production réelle et prédite des enzymes 

endoglucanase (Fig.10-a), exoglucanase (Fig.10-b), B-glucosidase (Fig.10-c), endoxylanase 

(Fig.10-d) et B-xylosidase (Fig.10-e) d’Aspergillus niger BG par fermentation en milieu solide 

du chêne de liège, et la distribution linéaire indique un modèle bien ajusté. Ces figures 

démontrent que les modèles sont assez réaliste puisqu'il montre que l'écart entre les valeurs 

expérimentales et prédites sont très faible (He et al., 2018b). 

 

 

Figure 10 : Réponses réelles en fonction des réponses prédites pour les activités enzymatiques. 

a: Endoglucanase,b: Exoglucanase, c : B-glucosidase, d : B-xylosidase, e : Endoxylanase. 

 

 D’après la figure 10, les points sont dispersés de manière homogène autour de la droite 

de régression. Les modèles peuvent être donc jugé de qualité suffisante (Nadia & M., 2016) 

 Les modèles générés ont été utilisés par la suite pour étudier l'effet de divers paramètres 

et leurs interactions sur l'activité xylanase, le modèle pour la réponse prédite pourrait être 

exprimé par les équations polynomiales quadratiques (sous la forme de facteurs codés) et ont 

été réalisés comme suit Eqs (3,4,5,6 et 7) : 

R = β₀ + β₁XA + β₂XB + β₃XC + β₅XAXB + β₆XAXC + β₇XBXC + β₈XA+ β9XB² + β10XC
2/  β= Cste 
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R1=247–15.25A– 49.88B+40.38C+14.50AB+23AC+15.75BC+11.38A2+10.63B2 -10.88C2  (3) 

R2=10.49 – 4.67A+1.56B+5.38B – 0.7100AB+ 0.0006AC+ 2.76BC+ 2.23A2 + 0.4802B2+ 1.61C2(4)  

R3= 17.37 + 4.74A– 0.3496B–0.6158C–0.9373AB –1.99AC–0.2619 BC–10.13A2 + 1.16B2 1.22C2  (5)  

R4= 2557.53 – 185.35 A – 631.14B–100.44C – 91.55AB – 400.25AC+1.78BC + +909.95A2+148.07B2 

– 102.73C2  (6)  

R5= 6.79 + 2.03A+ 0.2965B+ 0.5162C – 0.1336AB – 0.6657AC– 0.1554BC–2.16 A2– 0.9883B2 + 

0.522C2                                                                                                                                                                                                                            (7)  

 OùR1, R2, R3, R4 et R5 : les réponses des activités Endoglucanase, Exoglucanase,B-

glucosidase, Endoxylanase et B-xylosidase, A le temps d'incubation, B est la température et 

C’est le taux d’humidité. Le signe positif devant les termes indique un effet synergique, tandis 

que le signe négatif indique un effet antagoniste. Les valeurs négatives d'un coefficient estimé 

dénotent une influence négative des paramètres sur le produit enzymatique. 

 Lorsque les variables du modèle ne sont pas significatives, elles sont exclues de 

l'équation polynomiale quadratique du modèle (Bagewadi et al., 2016). 

 Les équations 3, 4, 5, 6 et 7 représentent les modèles simplifiés en termes de facteurs 

codés. Elles permettent de prédire les réponses R1, R2, R3, R4 et R5 pour des niveaux 

spécifiques de chaque facteur. Les équations codées sont utiles pour évaluer l'importance 

relative des facteurs en comparant les coefficients associés.  

1.2. Coefficient de détermination R²  

 D'après (Vaillé & Goupy, 2006), le coefficient de détermination R² est un paramètre 

statistique qui permet d'évaluer la validité du modèle étudié. Il mesure à la fois la corrélation 

entre les variables et la signification statistique du modèle par le coefficient de détermination 

R² (W. Chen et al., 2012; Khusro et al., 2016) des réponses R1,R2,R3,R4et R5. 

 Ces modèles quadratiques se sont  avérés avoir des valeurs de coefficient de 

détermination (R2) de 0.909, 0.990, 0.987, 0.997 et 0.981 respectivement pour les réponses 

R1,R2,R3,R4et R5,  qui sont proche de 1, indique que 90.9%, 99%, 98.7%, 99.7% et 98.1% des 

variabilités des réponses peuvent être exprimées par le modèle et ces résultats confirment 

l'efficacités du ces modèles, ce qui signifie que 90.9%, 99%, 98.7%, 99.7% et 98.1% de la 

variation totale des résultats observés a été attribuée aux variables indépendantes. Par 

conséquent, les valeurs élevées de R2 obtenue dans ce modèle de régression indiquent un bon 

accord entre les activités enzymatiques prédites et réelles. 

1.3. Significativité des effets des facteurs  
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a. Effet linéaire  

 Le test ANOVA a été utilisé pour chaque variable, et les résultats ont montré que les 

effets linéaires, Les résultats obtenus montrent que le facteur, temps d'incubation (A), a un effet 

significatif sur les réponses R2, R3, R4 et R5 avec des p-values inférieures à 0,05. Le facteur 

température (B) a un effet significatif sur les réponses R1, R2, etR4 avec des p-values inférieures 

à 0,05, concernant le facteur l'humidité (C) a un effet significatif sur les réponses R1, R2, R4 et 

R5 avec des p-values inférieures à 0,05, ce qui met en évidence le grand impact de ces facteurs 

sur la production d’enzyme. En contrepartie, le facteur temps d'incubation et humidité n’est pas 

significatif sur la réponse R1 et R3 respectivement. Concernant la température d’incubation on a 

enregistré des p-values >0.05 dans les réponses R3 et R5, ce qui conclut que ce dernier n’est pas 

significatif sur la production de B-glucosidase et B-xylosidase. 

 Les résultats obtenus pour l'activité de la xylanase ont été similaires, indiquant une 

interaction significative entre la température d'incubation et l'activité de la xylanase (Azzouz et 

al., (2022b) ainsi que des résultats similaires ont été obtenue pour la production 

d’endoglucanase dans laquelle l’humidité a un effet significatif sur sa production (Narra et al., 

2014) 

b. Effets quadratiques 

 L’effet quadratique A2 (temps d’incubation* temps d’incubation), ayant une P-value 

significatif de 0.0026, 0.0001, 0.0003, 0.0001 pour les réponses R2, R3, R4 et R5, par contre 

pour la réponse R1 la p-value est de 0,4753 qui est non significatif pour cette réponse.  

 Pour l’effet quadratique B2 (température*température), les p- values sont significatifs 

pour les réponses R4, R5 avec des p-values de 0.0046 et 0.0105. Les p-value sont non 

significatifs pour les réponses R1, R2 et R3 avec des p-value de 0.5035, 0.2857 

,0.1249respectivment. 

 Pour l’effet quadratique C2(Humidité*Humidité) les p-values sont non significatifs pour 

les réponses R1, R3, R5 avec des p-values de 0.4940, 0.1094, 0.0891. Mais elles sont 

significatives pour R2 et R4 avec des p-values de 0.0102 et 0.0197. 

c. Effet d’interaction entre les paramètres étudiés 

 La relation entre les paramètres et les réponses peut être comprise en étudiant les tracés de 

surface de réponse tridimensionnels (3D) pour les activités d'endoglucanase (R1), exoglucanases 

(R2), B-glucosidase (R3), endoxylanases (R4), B-xylosidase (R5), ces réponses ont été générées à 
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partir des modèles quadratiques prédit. Le graphe de la surface de réponse en 3D peut également 

être utilisé pour déterminer le niveau optimal de chaque variable. Tout en maintenant les autres 

variables à leur niveau optimal, l'axe Z (se référant à l'activité étudié) en fonction de deux 

variables quelconques a été construit dans le graphe de la surface de réponse. Cela permet 

d'optimiser les conditions expérimentales et d'améliorer les rendements enzymatiques.   

 Activité endoglucanase (R1)  

 Les résultats obtenus montrent que les interactions entre le temps d’incubation et la 

température (AB), le temps d’incubation et l’humidité (AC) et l’interaction entre la température 

et l’humidité (BC) sont non significative pour la production d’endoglucanases avec des p-

values sont respectivement de 0.3530, 0.1654, 0.3169. Cela indique que cette interférence 

n’influence pas sur la réponse. 

 L’interaction entre les variables : AB, AC et BC sont représentées dans la Figure 11 a-c.2, 

par la surface de réponse. Les couleurs bleu, vert et orange indiquent respectivement. Les 

activités endoglucanases, basses, intermédiaires et hautes. 

 La Fig.11 a-c illustre les combinaisons des effets des variables indépendantes sur 

l'activité d’endoglucanase, avec les données obtenues à partir du graphique de réponse de 

surface, on peut observer une tendance de l’activité CMCases en fonction de temps 

d’incubation (A) et de et la température (B) (Fig. 11-a), l'interaction entre le temps d’incubation 

(A) et le taux d’humidité (C) (Fig. 11-b), et l'interaction entre la température (B) et le taux 

d’humidité (C) (Fig. 11-c).  

Ces paramètres ont une influence insignifiante sur la production de l’endoglucanase. 

L'optimisation des paramètres de fermentation a permis d'obtenir des valeurs de température, de 

taux d'humidité et de temps d’incubation permettant d'obtenir l'activité enzymatique souhaitée. 

Dans les études menées par ( Nishio, Tai, and Nagai (1979), la durée de la fermentation et la 

teneur en humidité varient généralement entre 35 et 75 % et peuvent changer en fonction de 

l'évaporation et de l'activité métabolique. Pour la durée de fermentation, le niveau élevé du taux 

d'humidité diminue la porosité et la dispersion de l'oxygène, tandis qu’une faible humidité peut 

influencer négativement la croissance des micro-organismes en raison de la diminution de la 

solubilité des nutriments causée par une rapide évaporation de l'eau. De plus, la température 

d’incubation influence la formation du produit, la croissance des micro-organismes et la 

germination des spores (Handa et al., 2014; Lonsane, 1992). 
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Figure 11 : Analyse des surfaces des réponses pour la production d’endoglucanase par 

fermentation du chêne de liège avec la souche Aspergillus niger BG. Interaction entre par 

temps d'incubation et la température d'incubation (a), temps d’incubation et l'effet de l'humidité 

(b), la température d'incubation et l'effet de l'humidité (c). 

 Activité d’exoglucanase (R2)  

 Les résultats obtenu smontrent que les interactions entre le temps d’incubation vs la 

température(AB) et le temps d’incubation vs l’humidité (AC) sont non significative pour la 

production d’exoglucanases avec des p-values sont respectivement de 0.125, 0.998, Ces 

paramètres ont une influence insignifiante sur la production d’exoglucanase. 

 Par contre l’interaction entre la température et l’humidité (BC) est hautement 

significative avec un p-value de 0.008. L'interaction des paramètres significatifs et non 

significatifs et les effets sur la réponse d’exoglucanase ont été étudiés avec des diagrammes de 

surfaces de réponse tridimensionnels (Fig. 12 a-c) basés sur l'analyse de régression de BBD. La 

variation de la réponse (production d’exoglucanase) et la signification de p-value (0,008) pour 

l'interaction entre BC (la température et l’humidité) ont prouvé la présence d'interactions 

positives entre ces deux variables (Fig. 12-c).  
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Figure 12 : Analyse des surfaces des réponses pour la production d’exoglucanase par temps 

d'incubation et la température d'incubation (a), temps d’incubation et l'effet de l'humidité (b), la 

température d'incubation et l'effet de l'humidité (c). 

 La figure 12, montre différentes zones de production d'exoglucanase. Ou La zone orange 

représente une activité enzymatique optimale à une humidité de 90% et une température de 

28°C, idéale pour la fermentation sur milieu solide. 

 L'interaction entre la température et l'humidité (BC) est significative avec une valeur de 

0,0008, cela indique qu'il existe une relation significative entre la température, l'humidité et la 

production d’exoglucanase. 

 La température est un facteur très important dans le processus de fermentation. Une 

température basse ou élevée peut entraîner une réduction de la croissance microbienne et par 

conséquent une faible production de l'enzyme. (Behnam et al. (2016)) ont signalé que 

l'interaction de la température et du temps n’était  pas significatif dans l'optimisation de la 

production de xylanase en fermentation solide par la souche Mucor indicus. Selon les études 

menées par (Yegin et al. (2016); dos Santos et al. (2017); Pathania, et al., (2017)), une 

interaction entre le temps d'incubation et la température a un impact sur la production maximale 

de xylanases par Aureobasidium pullulans Y-2311-1 ; Aspergillus niger ; et Rhizopus delemar 

F2,   

 Lorsque le pourcentage d'humidité atteint un niveau élevé, l'activité exoglucanase 

augmente avec la variation de temps. En outre, nous supposons que ce développement le plus 

important sur la SSF a été démontré   lorsque le taux d'humidité est très élevé, l'espace vide est 
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occupé par l'eau et l'air se concentre, ce qui crée une certaine anaérobiose (Rodríguez de 

Olmos et al., 2014) 

 B-glucosidase (R3)  

 Les interactions entre le temps d’incubation vs la température (AB) l’interaction entre la 

température et l’humidité(BC) sont non significative pour la production de B-glucosidase avec 

des p-values sont respectivement de 0.181, 0.682, par contre l’interaction et le temps 

d’incubation vs l’humidité (BC) est significative avec un p-value de 0.021. 

  La figure 13 a-c illustre les différentes zones de production de la B-glucosidase. La zone                

rouge représente une activité enzymatique optimale, observée à une humidité de 90% et une 

période de 9 à 11 jours. 

 Les interactions entre les deux variables : AB, AC, BC sont représentées dans la Figure 

13 a-c par la surface de réponse définissant l’interaction entre les deux facteurs. La zone en 

bleu-vert représente l’intervalle où l’on retrouve les zones d’activités faibles, cet intervalle 

se situe à des niveaux bas. La zone en jaune-orange représente la zone d’activité la plus 

importante.  

 

 

Figure 13: Analyse des surfaces des réponses pour la production de b-glucosidase par temps 

d'incubation et la température d'incubation (a), temps d’incubation et l'effet de l'humidité (b), la 

température d'incubation et l'effet de l'humidité (c). 

 Yadav (1988), a rapporté que la teneur en humidité et la température étaient considérées 

comme pertinentes pour le processus de SSF et qu'elles étaient les principaux paramètres liés à 

une meilleure production de β-glucosidase dans la SSF utilisant des champignons 
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  Behnam et al., (2019), ont rapporté que l’interaction entre le taux d'humidité et le 

temps d'incubation était significative  dans la production de xylanases par Mucor indicus. Par 

contre, selon Almeida Antunes Ferraz et al., (2020), il n’as pas été significatif dans la 

production  en SSF à base de son de blé de  xylanases et de cellulases  par Mucor hiemalis et R. 

oryza.) 

 Endoxylanase (R4) et B-xylosidase (R5)  

 Les interactions (AB) et (AC) ont des valeurs de p significatives de 0,02 et 0,0001 

(Figure 14–a-b), ce qui suggère qu'il existe une interaction significative entre ces paires de 

paramètres et la réponse endoxylanase, alors qu’une interaction significative a été enregistré 

avec les facteurs de temps d’incubation et l’humidité pour la réponse B-xylosidase (Figure 14-

c). 

Concernant l’interaction entre le temps d’incubation et la température (AB) et l’interaction 

entre la température et l’humidité (BC) sont non significatives pour les réponses B-xylosidase 

et l’activité endoxylanase respectivement. 

Figure n°14. Diagramme de surface des réponses endoxylanase et B-xylosidase pour les 

modèles de l'intersection entre : le temps d'incubation et la température d'incubation (a), temps 

d’incubation et l'effet de l'humidité (b), pour la réponse d’endoxylanase et l’interaction entre 

temps d'incubation et l'effet de l'humidité (c) pour la réponse B-xylosidase. 

 La disponibilité des nutriments peut influencer la production de xylanases en variant le 

niveau d'humidité (da Silva Menezes et al., 2018; Singh et al., 2009). 43% et 83% étaient les 

niveaux  d'humidité optima pour la production de xylanases,   rapportés pour les souches 

Aspergillus niger et Paecilomyces thermophila respectivement (Kheng & Omar, 2005; Yang 

et al., 2006). 
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 En outre, nous supposons que ce développement le plus important sur la SSF a été 

démontré   lorsque le taux d'humidité est très élevé, l'espace vide est occupé par l'eau et l'air se 

concentre, ce qui crée une certaine anaérobiose (Rodríguez de Olmos et al., 2014). 

 Dans les études menées par  Nishio, Tai, and Nagai (1979), la durée de la fermentation 

et la teneur en humidité varient généralement entre 35 et 75 % et peuvent changer en fonction 

de l'évaporation et de l'activité métabolique. 

 Pour la durée de fermentation, le niveau élevé du taux d'humidité diminue la porosité et la 

dispersion de l'oxygène, tandis qu’une faible humidité peut influencer négativement la 

croissance des micro-organismes en raison de la diminution de la solubilité des nutriments 

causée par une rapide évaporation de l'eau. De plus, la température d'incubation influence la 

formation du produit, la croissance des micro-organismes et la germination des spores (Handa 

et al., 2014; Lonsane, 1992). 

 Behnam et al. (2016) ont signalé que l'interaction de la température et du temps n’était  

pas significatif dans l'optimisation de la production de xylanase en fermentation solide par la 

souche Mucor indicus. Selon les études menées par Yegin et al. (2016); dos Santos et al. 

(2017); Pathania, et al., (2017), une interaction entre le temps d'incubation et la température a 

un impact sur la production maximale de xylanases par Aureobasidium pullulans Y-2311-1 ; 

Aspergillus niger ; et Rhizopus delemar F2,   

 

2. Validation du modèle  
 A partir de bases de données générées avec le logiciel Design Expert 11.6.0, les valeurs 

optimales des variables ont été déterminées. La validation des modèles statistiques et des 

équations de régression ont été effectuées à partir des conditions optimales proposées en 

exécutant les 04 essais de chaque réponse créée avec l'optimisation numérique dans les modèles 

(tableau 6). Les résultats des valeurs réelles et les valeurs prédites sont présentés dans le tableau 

2.  

 Une corrélation entre les valeurs prédites et les valeurs expérimentales après optimisation 

confirme la validité des modèles et l’existence de valeurs optimales à l’essai n°1 pour les 

enzymes lignocellulolytiques. 

Les conditions optimales révèlent pour un taux de production d’endoglucanases, 

exoglucanases, B-glucosidase, endoxylanase, B-xylosidase de de 324,28 U/ml. 11,799U/ml. 

15,290 U/ml. 3361,10 U/ml et 6,059U/ml respectivement. Les paramètres révélés sont, un 
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temps d’incubation de 6 jours, un taux d’humidité de 90%, et une température d’incubation de 24°C. 

Tableau 6. Valeurs prédites et expérimentales de la production d’endo-exo-glucanase, B-glucoside, endoxylanase et B-xylosidase dans des conditions optimales 

 
 

 

Essai

s 

Incuba 

tion 

time 

Tempé 

rature 

Humidit

é 

Endoglucnase SD Exoglucanase SD B-glucosidase SD Endoxylanase SD B-xylosidase SD 

Valeurs 

réelles 

Valeur

s 

prédite

s  

 Valeur

s 

réelles 

Valeur

s 

prédite

s 

 Valeurs 

réelles 

Valeurs 

prédites 

 Valeur

s 

réelles 

Valeurs 

prédites 

 Vale

urs 

réell

es 

Valeurs 

prédites 

 

 

1 

 

6 
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III. Saccharification de la biomasse lignocellulosique  

3. Prétraitement de la biomasse 

 La saccharification des substrats lignocellulosique nécessite des cocktails d’enzymes et des 

prétraitements les plus efficaces, en fonction de chaque matière première. La bagasse, la paille et le son de 

blé sont les résidus agricoles les plus importants au monde. Le prétraitement est utilisé pour éliminer une 

grande partie de la lignine, et pour rendre la cellulose de cette biomasse plus accessible. Le prétraitement 

alcalin avec NaOH améliore la digestibilité de la cellulose en réduisant fortement la teneur en lignine (van 

Munster et al., 2014)qui est solubilisée puis éliminée, laissant ainsi une fraction solide enrichie en 

polysaccharides. 

   Il a été signalé que la lignine pouvait déclencher une inactivation irréversible de la cellulase, même 

lorsque la biomasse lignocellulosique est prétraitée. Ceci est possible soit en formant une barrière physique 

qui empêche l'accès aux enzymes ou en  liant de manière non productive les enzymes cellulolytiques  

(Chaabouni et al., 1994; Méndez-Líter et al., 2020). La liaison non productive des enzymes à la lignine est 

reconnue comme un problème à surmonter pour améliorer l'efficacité de la saccharification de la biomasse 

lignocellulosique prétraitée.  

4. Saccharification de chêne de liège 

  La capacité du complexe enzymatique lignocellulolytique produit par la souche A. niger lors de la 

fermentation solide du chêne-liège a été évaluée et appliquée avec succès à la saccharification des matières 

lignocellulosique, à savoir la conversion du chêne-liège en monosaccharides. 

 La cinétique de saccharification a été réalisée pour tester l'efficacité de l'extrait enzymatique produit, à 

la fois sur des échantillons de chêne-liège non traités et traités.  Les prélèvements ont été effectués à des 

intervalles de temps de 30 minutes, puis toutes les heures jusqu'à 8h, 24h, 48h et 72h. 
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Figure 15 : Rendement de saccharification du chêne de liège non traité et chêne de liège traité par l'ajout des 

extraits enzymatiques produite par fermentation solide de chêne de liège 

 La cinétique d'hydrolyse révèle une augmentation progressive du taux de sucre réducteur libérer à 

partir de 3 heures, on remarque une diminution à partir de 6h jusqu’à 8h qui est probablement dû à une 

contamination par un microorganisme qui dégrade les unités de sucre libérer, puis une stabilisation au-delà 

de 12 heures. Ce phénomène est observé à la fois pour les substrats traités et non traités (Figure 15). 

  Par conséquent, ces résultats suggèrent que les enzymes produits par A.niger BG pourrait être de 

protéine appropriée dans le processus de valorisation de la biomasse lignocellulosique, représentant une 

alternative efficace et bon marché pour la saccharification de la biomasse lignocellulosique.
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 Les biotechnologies industrielles font partie des technologies essentielles pour le 

développement économique de demain. Elles exploitent les micro-organismes et les enzymes, pour 

fabriquer divers produits. 

 L'objectif de cette étude était de développer des biocatalyseurs lignocellulolytiques naturelles 

par fermentation fongique sur substrats solides pour convertir le chêne de liège en sucres 

fermentescibles. Pour cela, une amélioration  de la production d'enzymes de type cellulases et 

xylanases à partir de la fermentation solide de chêne du liège a été effectué par optimisation 

des paramètres de fermentation par la méthode de RSM. 

 Dans la première étape de ce travail, des productions de xylanases et cellulases par A. niger  

strain BG, et T. afrohazianum TH  ont été réalisées par fermentation solide avec le chêne-liège, pin, 

sapin et l’eucalyptus comme seule source de carbone pour évaluer  et comparer leur production de 

CMCases et de xylanases. Puis elles ont été optimisées statistiquement en utilisant une approche RSM 

avec le substrat  chêne-liège, confirmant que les rendements enzymatiques dépendent fortement de 

temps d'incubation, de l'humidité, et de la température d'incubation. L'importance de l'optimisation est 

liée à la valorisation de la production de xylanases et  cellulases avec la souche d’A. niger  strain BG   

en utilisant des sources de carbone économiques tel que le chêne-liège comme substrat de 

fermentation, et l'augmentation de la production de ces enzymes en économisant le temps de 

fermentation. 

 Les résultats obtenus  après 7 jours de fermentation des déférents substrats avec les 

deux souches BG et TH indiquent que la souche Aspergillus niger (BG) présente un potentiel 

enzymatique plus élevé que la souche  de Trichoderma afroharzianum (TH) sur le  substrat de 

chêne de liège 

L'optimisation de la production d'enzymes lignocellulolytiques par Aspergillus niger a 

été réalisée à l'aide de la méthode de surface de réponse (RSM), en étudiant les variables 

telles que le temps d'incubation, la température et l'humidité. 

Les résultats de l’optimisation sur BDD  confirment que les modèles sont significatifs avec des 

valeurs réelles qui sont très proches de celles prédites. Les activités endoglucanase, exoglucanase, B-

glucosidase, endoxylanase et B-xylosidase sont de 293,4891208 U/ml, 9,713587922 U/mL 

4,757236842 U/ml, 3198,485841 U/ml et 1,386184211 U/ml respectivement avec les valeurs 

optimales des facteurs établis par le plan expérimental étaient de 6 jours d'incubation, une 

température de 24°C,  avec une humidité de 90%.  
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Une fois l'extrait enzymatique obtenu avec les conditions optimales, la saccharification 

a été réalisée avec une synergie  entre les complexe cellulasique de types endo-exo-glucanase et B-

glucosidase et xylanasique de type endoxylanase et B-xylosidase, des cinétiques de saccharification 

ont été réalisées afin d'évaluer la production des oligosaccharides et des sucres fermentescibles par 

saccharification de chêne de liège traité et non traité. Ces résultats suggèrent que les enzymes 

pourraient être intéressantes pour les processus biotechnologiques. 

Enfin, les résultats prometteurs de cette étude ouvrent de nombreuses perspectives. 

 Amélioration de l'efficacité des processus de conversion de la biomasse 

lignocellulosique, 

 L'utilisation de fermentations mixtes dans la production d'enzymes offre la 

possibilité d'obtenir des mélanges enzymatiques plus complexes. 

 L'amélioration de l'accessibilité du substrat constitue une étape fondamentale dans 

le processus de saccharification,  

 La production de biocarburants, de produits chimiques biosourcés et d'autres 

produits à valeur ajoutée grâce à la saccharification de la biomasse 

lignocellulosique. 

 Optimisation des paramètres de saccharification dans un fermenteur pour le suivi de 

la stabilité des enzymes et son impact sur le rendement. 

 Le procédé SFS (saccharification et fermentation simultanées) 
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Milieux de culture 

 

1. Milieux PDA (agar pomme de terre-dextrose)(Saint-Germain, 2013)  

Composant  Quantité  

Pomme de terre 

Dextrose 

Agar 

Eau distillée 

Ph 

Stérilisation 

200g 

20 g 

20 g 

1 litre 

5.0 

121°C /20 min 

 

2. Milieux mendels et Weber (mandels and weber, 1969). 

Composant Quantité  

 KH2PO4 

(NH4)2SO4 

Urée 

MgSO4 7H2O2 

CaCl2 

FeSO4+7H2O2 

MnSO4+H2O 

ZnSO4+7H2O 

COCl2 

Eau distillé 

pH 

1g 

0,7g 

0,30g 

0,30g 

0,30g 

5mg 

1,6mg 

1,4g 

2mg 

1L 

5 

 

Réactif et tampon. 

 
1. Tampon citrate de sodium (50mM, pH 5) (Zhang et al., 2009) 

 

Composant  Quantité  Concentration  

Citrate de sodium déshydraté MM : 294,10 g/mol) 

Acide citrique (MM : 192,12 g/mol) 

25,703g  

2.421g 

0,0874 M 

0,0126 M 

Préparer 800 ml d’eau distillée dans un récipient approprié. 

Ajouter 25,703 g de citrate de sodium dihydraté à la solution. 

Ajouter 2,421 g d' acide citrique à la solution. 

Ajuster la solution au pH final de 5 en utilisant HCl ou NaOH 

Ajouter de l'eau distillée jusqu'à ce que le volume soit de 1 L. 

 

2. Réactif DNS (Ghose, 1987) 

Composant Quantité  

DNS 

NaOH 

Tartrate double de sodium et de potasium 

Eau distillé  

10g 

16g 

300g 

1litre  
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Le tartrate est ajouté par petite quantité avec un léger chauffage (50°C) si nécessaire pour 

éviter la formation des grumeaux insolubles. La solution est préparée dans l’obscurité puis 

filtré et conserver à l’abri de la lumière dans un flacon couvert d’aluminium. 

 

Courbes d’étalonnage. 

 

 

 

Figure 1 : Courbe d’étalonnage de glucose à 2g/L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 2 : Courbe d’étalonnage de xylose. 
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Diagramme de surface de réponse 

 

 

 

Figure 1. Diagramme de surface des réponses endoxylanase etB-xylosidase pour les modèles 

de l'intersection entre : l’humidité et la température (a) pour la réponse endoxylanase. Et 

l’interaction entre la température et le temps d’incubation (b), la température d’incubationet le 

taux d’humidité (c),pour la réponse B-xylosidase. 



 

 

Résumé 

 La biomasse lignocellulosique est une ressource prometteuse pour la production de biocarburants, de 

produits chimiques biosourcés et d'enzymes fongiques, grâce à sa composition complexe riche en cellulose, 

hémicellulose et lignine. Les champignons filamenteux, jouent un rôle important dans la biodégradation de la 

biomasse lignocellulosique. En effet, la fermentation en milieu solide s'avère être une méthode innovante pour la 

croissance de ces champignons sur un support solide. 

 Ce travail est basé sur l'optimisation des paramètres influençant la production d'enzymes 
lignocellulolytiques par SSF, suite à la sélection de la souche Aspergillus niger et du substrat de chêne-liège en 

tant que meilleurs résultats. Au cours de ce travail, l'optimisation du processus de fermentation est effectuée à 

l'aide de la méthodologie de la surface de réponse (RSM) en utilisant le modèle de Box-Behnken (BBD). Les 

paramètres principaux au SSF, tels que la température, le temps d'incubation et l'humidité, ont été étudiés en vue 

d'obtenir une amélioration et une reproductibilité accrue des enzymes. 

 Des activités endoglucanase, exoglucanase, B-glucosidase, endoxylanase, B-xylosidase ont été atteintes 

après 6 jours de fermentation à 28°C, avec un taux d'humidité de 90%, respectivement 324.288U/ml, 

11.799U/ml, 15.290U/ml, 3361.108U/ml, 6.059U/ml. Un extrait enzymatique obtenu a permis de réaliser une 

étude sur la saccharification du chêne-liège traité et non traité, qui a permis un suivi du taux de sucres réducteurs 

pour le chêne-liège non traité et pour le chêne-liège traité. Ce processus est crucial pour la production ultérieure 

de bioproduits tels que les biocarburants ou les produits chimiques biosourcés. 

 

Mots Clés: Optimisation Cellulases, Xylanases, Fermentation, Aspergillus niger, Saccharification 

 
Abstract  

 Lignocellulosic biomass is a promising resource for producing biofuels, biobased chemicals and fungal 

enzymes, due to its complex composition rich in cellulose, hemicellulose and lignin. Filamentous fungi have an 

important role in biodegradation of lignocellulosic biomass. In fact, solid-state fermentation is proving to be an 

innovative method for growing these fungi on a solid medium. 

 This study is based on the optimization of parameters influencing the production of lignocellulolytic 

enzymes using SSF, based on the selection of the Aspergillus niger strain and the cork oak substrate as the most 

suitable. Optimization of the fermentation process is carried out using response surface methodology (RSM) and 

the Box-Behnken Design (BBD). The main parameters at SSF, such as temperature, incubation time and 

humidity, were examined in order to achieve improved enzyme performance and reproducibility. 

 After 6 days of fermentation at 28°C and 90% humidity, the enzymes endoglucanase, exoglucanase, B-

glucosidase, endoxylanase and B-xylosidase activities were respectively 324.288U/ml, 11.799U/ml, 15.290U/ml, 

3361.108U/ml and 6.059U/ml. The resulting enzymatic extract was used to carry out a saccharification test on 

treated and untreated cork oak, which enabled us to monitor the level of reducing sugars in both untreated and 

treated cork oak. This process is crucial for the subsequent production of bioproducts such as biofuels or 

biobased chemicals. 

Keywords: Optimization Cellulases, Xylanases, Fermentation, Aspergillus niger,  Saccharification 

  الملخص

 لتكوينها نظرًا ، الفطرية والإنزيمات الحيوية الكيميائية والمواد الحيوي الوقود لإنتاج واعد مورد هي Lignocellulosic الحيوية الكتلة 

 ، الواقع في .lignocellulosic الحيوية للكتلة البيولوجي التحلل في مهم دور لها الخيطية الفطريات. واللجنين والهيميسليلوز بالسليلوز الغني المعقد

 .صلب وسط على الفطريات هذه لزراعة مبتكرة طريقة أنه الصلبة الحالة في التخمير يثبت

 اختيار على بناءً  ، SSF باستخدام الجذعية للخلايا المحللة الإنزيمات إنتاج على تؤثر التي المعلمات تحسين على الدراسة هذه تعتمد . 

 (RSM) الاستجابة سطح منهجية باستخدام التخمير عملية تحسين يتم. الأنسب باعتبارها الفلين البلوط وركيزة Aspergillus niger سلالة

 أداء تحقيق أجل من ، والرطوبة الحضانة ووقت الحرارة درجة مثل ، SSF في الرئيسية المعلمات فحص تم .Box-Behnken (BBD) وتصميم

 .للتكاثر وقابلية محسن إنزيم

-B ، إكسوجلوكاناز ، الإندوغلوكاناز إنزيمات أنشطة كانت ، رطوبة٪ 90 و مئوية درجة 28 عند التخمير من يامأ 6 بعد . 

glucosidase ، و إندوكسيلاناز B-xylosidase 324.288 التوالي علىU / ml ، 11.799U / ml ، 15.290U / ml ، 3361.108U / مل 

 مراقبة من مكننا مما ، المعالج وغير المعالج الفلين بلوط على التكسير اختبار لإجراء الناتج ميالأنزي المستخلص استخدام تم. مل / 6.059U و

 الحيوي الوقود مثل الحيوية للمنتجات اللاحق للإنتاج حاسمة العملية هذه. والمعالج المعالج غير الفلين بلوط من كل في المختزلة السكريات مستوى

 .الحيوية الكيميائية المواد أو

 التسكر ، Aspergillus niger  التخمير ، الزيلانيز ، السليولاز التحسين: الرئيسية الكلمات
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