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Introduction

Introduction

Le choc pétrolier de 1973, la diminution des ressources combustibles fossiles et des
produits chimiques de base ont suscité un vif intérét pour les ressources carbonées naturelles
renouvelables. L’un de ces source la biomasse végétale elle communément appelée
lignocellulose est la plus abondante sur terre et est constituee essentiellement de cellulose,

d’hémicellulose et de lignine dans des proportions différentes (Chang et Holtzapple, 2000).

Les enzymes hydrolytiques qui sont des enzymes de type hydrolase peuvent provenir
d'animaux, de plantes et de microbes qui ont connu une demande croissante dans plusieurs
applications telles que la production de détergents, la transformation dans I'industrie des pates
et papiers, ainsi que dans les industries textiles, alimentaires et fourragéres (Howard et al.,
2003).

Parmi ces enzymes, les cellulases sont des systemes enzymatiques complexes qui
hydrolysent les liaisons -1, 4 glycosidiques de la cellulose pour libérer des unités de glucose
(Nishida et al., 2007). Les chercheurs s'intéressent fortement a 1’optimisation de cellulase en
raison de leurs applications dans diverses industries, notamment la transformation de
I'amidon, la fermentation alcoolique des grains, la brasserie et le vin, I'extraction de jus de
fruits et de légumes (Lokhande et Pethe, 2017).

Il existe deux méthodes pour optimiser la production de cellulase, a savoir la méthode
classique et la méthode statistique. La méthode classique consiste a étudier 1’effet d’un facteur
sur la production tout en maintenant les autres facteurs constants (Shanmughapriya et al.,
2010 ; Annamalai et al., 2011 ; Shivanand et al., 2012). D’autres ont suivi une approche
statistique consistant en 1’étude simultanée de plusieurs facteur suivie par des calculs par
ordinateur (Singh et Kaur, 2012 ; Singh et al., 2014). L’optimisation des conditions de
cultures pour une meilleure production de cellulases est nécessaire pour réduire le prix de ces
enzymes. Des progrés considérables ont été concus pour une production élevée de cellulase

par optimisation des conditions de fermentation (Islam et al., 2019).

Donc on étude I’effet de déférent paramétre environnementaux sur production optimal
de cellulase : effet source de carbone, effet source d’azote, effet de pH, effet de la

température, effet de la période d’incubation.

L’objectif de ce travail est I’étude comparative et synthétique des travaux sur
I’optimisation de la production de cellulase a partir de souches bactériennes mésophiles

isolées de différentes sources naturelles.
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Chapitre | Biomasse lignocellulosique

1.1.  Geénéralité sur la matiére lignocellulosique

La lignocellulose est le principal composant structural des plantes ligneuses et des
plantes non ligneuses comme I'herbe et représente une source majeure de matiere organique
renouvelable. La lignocellulose est constituée de lignine, d'hémicellulose et de cellulose
(Figure 1). Les propriétés chimiques des composants de la lignocellulose en font un substrat
d'une grande valeur biotechnologique (Malherbe et Cloete, 2003).

La lignocellulose se compose principalement d'hydrates de carbone (cellulose et
hémicellulose) et de lignine, ainsi que de petites quantités s de protéines, de pectines,
d'extractibles et de cendres (Jgrgensen et al., 2007 ; He et al., 2016 ; Di et al., 2018). Ces
compositions sont différentes d'une espéce a l'autre (Ye et Cheng, 2002). En outre, les
composants d'une méme matiere lignocellulosique de plante varient en fonction de I'age des

plantes, des stades de croissance et d'autres conditions de croissance (Pérez et al., 2002).

Lignine

Heémicellulose

Cellulose

Figure 1. Structure tridimensionnelle de la lignocellulosique
(Eloutassi et al., 2014)

1.2.  Structure et composition de la biomasse lignocellulosique
1.2.1. Cellulose

La cellulose est la molécule organique la plus abondamment synthétisée sur la terre.
C'est un polysaccharide de la série des 13-D-glucanes. Elle est formée de plusieurs milliers
d'unités de D-anhydro glucose dans la configuration chaise type 4 Cl reliées entre elles par
des liaisons 8-4. Le maillon élémentaire est le cellobiose. Compte tenu de la taille du motif

unitaire, la longueur de la molécule peut étre estimée 10 um ou plus (Tchunden, 1990).
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eellobiose
¢ >

&—10,515 nm————3 D-anhydroglucopyrannose
— >

Cellulose

Sy

Figure 2. Structure linéaire de la cellulose (Tchunden, 1990)

1.2.2. Heémicelluloses

Ce sont des polyméres de polysaccharides ramifiés a basse masse molaire (masse
moléculaire moyenne < 30000) Elles sont constituées de sucres en C5 (pentoses) dont les
principaux représentants sont les xylanes ou C6 (hexoses) représentés par les glucomannanes.
La nature et la proportion des hemicelluloses varient sensiblement entre les especes,
parametres qui auront un réle déterminant dans le comportement du bois lors du traitement
thermique. Les feuillus contiennent environ 25% de xylanes et 5% de glucomannanes. Les
résineux contiennent environ 10% de xylanes et 15 a 20% de glucomannanes (Boutin et al.,
2002).

1.2.3. Lignine

Est le terme générique d'un vaste groupe de polymeres aromatiques. Elle constitue le
seul groupe de polymeres bi synthétisés a squelette aromatique. Ces polymeres sont déposés
principalement dans les parois secondaires des cellules, les rendant rigides et imperméables.
La lignine, qui protege les polysaccharides de la paroi cellulaire de la dégradation
microbienne en leur conférant une résistance a la pourriture, est par la méme occasion un des
facteurs limitant les plus importants a la conversion de la biomasse en pate a papier ou en
biocarburants. La lignine est issue de la polymérisation des alcools p-coumaryligue,
coniférylique et sinapylique, qui sont des monolignols, ou 4-hydroxyphénylpropanoides,
dérivés d’un acide aminé, la phénylalanine. La polymérisation s’effectue par une
radicalisation oxydative des monolignols suivie d'un couplage radicalaire combinatoire
(Vanholme et al., 2010).
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Figure 3. Présentation de structure de la lignine (Paillet, 2013)
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Chapitre 11 Cellulase

2.1.  Définition
Les cellulases [1,4-(1,3 ; 1,4)-B-D-Glucanohydrolase] se rapportent & un groupe

d'enzymes agissant ensemble et hydrolysent la cellulose en sucres simples (Korish, 2003).

Elle est I’'une des principaux membres de la famille des glycosides hydrolases, qui est
un systéme enzymatique complexe, composé de trois types principaux d’enzymes: Endo B (1-
4)-glucanase ou endocellulase (EC 3.2.1.4), Exo B (1-4)- glucanase ou cellobiohydrolase (EC
3.2.1.91), B (1-4)-glucosidase ou cellobiase (EC 3.2.1.21) (Xu, 2002).

2.2.  Nomenclature du cellulase
Nom codifié : E.C.3.2.1.4

Nom systématique : 1,4-(1,3 ; 1,4)-B-D-Glucan 4-glucanohydrolase.
Nom recommandé : Cellulase.

Synonymes : Endoglucanase, Endo-1,4-B-Glucanase, Cellulase carboxyméthylique, f-1,4-

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

2.3.  Enzyme cellulolytiques
Les micro-organismes ont produit des cellulases extracellulaires, libres ou associées aux

cellules, pour hydrolyser et métaboliser la cellulose insoluble. L'analyse biochimique des
systemes cellulasiques des bactéries aérobies et anaérobies et des champignons a fait I'objet
d'une étude approfondie au cours des trois dernieres décennies. Les composants suivants des
systemes cellulasiques ont été classés en fonction de leur mode d'action catalytique (Sadhu et
Maiti, 2013).

2.3.1. Endoglucanases ou Endo-1, 4-p-D-Glucan Glucanohydrolases (EC 3.2.1.4)

Les exoglucanases agissent de maniére possessive sur les extrémités réductrices ou non
réductrices des chaines polysaccharidiques de la cellulose, libérant soit du glucose
(glucanohydrolases) soit du cellobiose (cellobiohydrolase) comme principaux produits. Ces
enzymes sont actives contre le substrat cristallin tel que l'avicel, les celluloses amorphes et les
cellooligosaccharides. Cependant, elles sont inactives contre le cellobiose ou les celluloses
solubles substituées telles que la CMC (Sadhu et Maiti, 2013).

2.3.2. Exoglucanases ou 1, 4-p-D-Glucan Cellobiohydrolases (Cellobiohydrolases) (EC
3.2.1.91)

Les exoglucanases agissent de maniere possessive sur les extrémités réductrices ou non

réductrices des chaines polysaccharidiques de la cellulose, libérant soit du glucose
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(glucanohydrolases) soit du cellobiose (cellobiohydrolase) comme principaux produits. Ces
enzymes sont actives contre le substrat cristallin tel que l'avicel, les celluloses amorphes et les
cellooligosaccharides. Cependant, elles sont inactives contre le cellobiose ou les celluloses
solubles substituées telles que la CMC (Sadhu et Maiti, 2013).

2.3.3. Exoglucanases ou 1, 4-B-D-Oligoglucan Cellobiohydrolases (également appelées
Cellodextrinases) (EC 3.2.1.74)

Il catalyse I'élimination du cellobiose des cellooligosaccharides ou du p-nitrophényl -f3 -
D- cellobioside mais est inactif contre la cellulose amorphe ou la CMC (Sadhu et Maiti,
2013).

2.4.  Mécanisme de production de cellulase

Il existe des Parametres affectant la production de cellulase divers parametres de
croissance tels que la méthode de fermentation, la source de carbone, la source d'azote, le pH,
la température d'incubation et la période d'incubation affectent largement les productions

enzymatiques, ils doivent donc d'abord étre optimisés (Saini et al., 2017).

Production de cellulases par fermentation Dans la technologie enzymatique, I'étape la
plus critique est la production d'enzymes, car cette étape détermine le colt global du procedé.
Ainsi, l'objectif principal est de se concentrer sur I'étape de production et de rendre le
processus economiquement viable. La fermentation est la méthode bien connue utilisée pour
la production d'enzymes. Dans cette méthode, les microbes sont utilisés pour la conversion
des polymeres en leur forme reductrice, c'est-a-dire monomere (Pandiyan et al., 2014). La
cellulase peut étre produite par fermentations solide ou immergé mais presque toutes les
entreprises ont choisi un bouillon ou un milieu liquide est utilisé pour dissoudre tous les
nutriments essentiels et la source microbienne utilisée pour la production d'enzyme utilise ces
nutriments (Ahmed et al., 2017).

2.5.  Applications industrielles de la cellulase

Les différentes applications industrielles des cellulases sont compilées dans le tableau 1.
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Tableau 1. Application de cellulase dans une différente industrie (Ramesh et al., 2011)

L’industrie :

Application :

Agriculture

Controle des pathogenes et des maladies des plantes; génération de
protoplastes végétaux et fongiques; amélioration de la germination des

graines et systeme racinaire améliore.

Bioconversion

Conversion de matieres cellulosiques en éthanol, autres solvants, acides
organiques et protéines unicellulaires et lipides; production d'aliments

pour animaux riches en energie.

Détergents

Détergents a base de cellulase; action de nettoyage supérieure sans
endommager les fibres; amélioration de la luminosité des couleurs et

élimination de la saleté.

Fermentation

Maltage et brassage ameliorés; amélioration du pressurage et de
I'extraction de la couleur des raisins; aréme améliore des vins;
amélioration de la fermentation primaire et de la qualite de la biere;

amélioration de la viscosité et de la filtrabilité du mo(t.

Aliments

Libération des antioxydants du marc de fruits et légumes; amélioration des
rendements en amidon et en protéines extraction; amélioration de la
maceration, du pressage et de l'extraction de la couleur des fruits et

légumes; clarification des fruits jus de fruits.

Pate et papier

Coadditif dans le blanchiment de la pate; pate biomécanique; drainage
amélioré; desencrage enzymatique; énergie réduite exigence; besoin de

chlore réduit; amélioration de la brillance des fibres.

Textile Biodégradation de jeans; biopolissage de fibres textiles; amélioration de la
qualité des tissus; propriété dabsorbance améliorée de fibres;
adoucissement des vétements.

Autres Extraction ameéliorée des caroténoides; amélioration de I'oxydation et de la

stabilité de la couleur des caroténoides; huile d'olive améliorée extraction:;

amélioration du pétrissage de la pate d'olive.
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3.1.  Optimisation de la production de cellulases

La croissance et production des enzymes par les microorganismes sont influencés par
plusieurs facteurs environnementaux tels le pH, la température, la source de carbone et la
source d’azote, I’oxygéne....etc. par conséquent, une étude systématique des conditions
optimales qui favorisent une meilleure production de cellulases est nécessaire afin d’envisager

la production rentable de ces enzymes a 1’échelle industrielle.

3.1.1. Effet du pH

Le pH est une I’'un de paramétre physico- chimique qui influence sur la production des
enzymes. La variation du pH affecter la stabilité et la solubilité des enzymes. A des pH
extréme il y’a un excés de charge de méme signe, de plus des interactions électrostatiques et
les laissons qui un rdle clé dans la stabilisation de la structure tridimensionnelle des enzymes
sont rompues. La dénaturation induite par le pH est un processus plus réversible que ’enzyme
est exposée a des pH extrémes. La valeur de pH optimale est trés variable d’une famille

d’enzyme a une autre (site web 1).

3.1.2. Effet de la température

La température est parametre trés importance pour la production d’enzyme. L’activité
de plus part des enzymes est optimale est entre 15°C et 45°. La vitesse de réaction chimique
non catalyser est augmenté de maniere exponentielles avec la température, Selon la modéle
classique I’activité enzymatique augmente jusqu’a la température optimal pour ’enzyme

considérer puis diminuée raison de la dénaturation irréversible d’enzyme (site web 1).

3.1.3. Effet de la période d'incubation

Il est défini comme le temps mis par le micro-organisme pour synthétise enzyme
utilisant les nutriments du milieu de production. Cela dépend également de type de
fermentation et microorganisme utilisé pour la production. SSF prend plus de temps par
rapport a SmF et de méme, les bactéries nécessitent moins temps pour la culture par rapport
aux sources fongiques. Activité de I'enzyme cesse apres avoir atteint la période optimale, cela
peut étre di a I’épuisement des nutriments dans le milieu de fermentation (Ahmed et al.,
2018). A ont été rapportés 192 h et 168 h pour SSF et SmF respectivement, en utilisant
Myceliophthora heterothallica contenant du son de blé ou de la canne a sucre Source de

carbone.

3.1.4. Effet de la source de carbone
Source de carbone est la principale condition préalable a la production d'enzymes et

toute la production d'enzymes en dépend (Saini et al., 2017 ; Zhang et al., 2017). Divers agro

N
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déchets comme le son de blé, le son de riz, la tige de malis, la paille de blé et de riz, le coton
tiges, épis de mais et baggase de canne a sucre, sont couramment utilisés comme source de
carbone (Prasanna et al., 2016). Ont rapporté une activité cellulase maximale de Penicillium
sp. En utilisant des sources de carbone telles que le sorbose, le maltose, le saccharose, lactose,
dextrose, galactose, cellobiose et CMC (Zhang et al., 2017).

3.1.5. Effet de la Source d'azote

Le deuxiéme constituant principal du milieu de fermentation est la source d'azote car ils
induisent la synthése des protéines, qui est essentielle pour I'extracellulaire production
d'enzymes. Peptone, levure, tryptone, sulfate d'ammonium, le chlorure d'ammonium,
I'nydrogénophosphate d'ammonium est les composés organiques et sources inorganiques
d’azote (Ahmed et al., 2018).
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4.1. Matériel biologique
Quinze sources ont fait 1’objet de sources d’isolement de bactéries productrices de

cellulases, dont le lieu et le milieu de culture utilisés pour I’isolement sont résumés dans le

tableau 2.
Tableau 2. Microorganismes cellulolytiques.
Microorg | Nom Source | Lieu Milieu d’isolement Référence
anismes
Bactérie Pseudomonas | Sol Different | Méthode de plaque (Lokhande
florescens, villages de | dilution. Isolement de et Pethe,
Bacillus saline belt | bactérie cellulitique, 2017)
subtills, E. de Akola | Milieu (1.0 % peptone,
coli, and et 1.0% (CMC), 0.2 %
Serratia Buldhana | K:HPO4, 1 % agar,
marcescens. District,M | 0.03 % MgSO4.7H>0,
aharashtra | 0.25 % (NH4)2SO4 et
India. pH 7.0) incubation 48 h
30°C.
Bacterie Bacillus sp Matiéres | Zoo Milieu geélos | (Sadhu et
fécales d'Alipore, | d'omealiansky al., 2013)
Kolkata, (NH4)2S04 1,0 KoHPO4
1,0; MgSOs. 7H.0 0,5;
Nacl 0,1; Carboxy
Méthylcellulose 1%,
PH 7,0 par dilution de
I'échantillon
homogénéisé suivi
d'une incubation & 37°C
4 Jours.
Bacteérie Micrococcus | Biomass | Le village | Les échantillons ont été | (Mmango-
Species e de Melani | collectés de maniere | Kaseke et
végétale | dans le | aseptique et placés dans | al., 2016)
Cap des conteneurs stérilisés
oriental et plus tard transporté
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Province | sur des blocs de glace
du Sud | au laboratoire pour le
d'Afrique. | traitement.

Bactérie Bacillus Fumier Ville  de | Echantillons ont | (Li et al.,

velezensi frais Suihua, collecté dans un | 2020)
province aseptique de 50
du millilitres  tuyau vis
Heilongjia | sparment de six truies
ng, Chine. | Min multipares (151,2
A 45 kg). lls placent
dans la glaciere et
transports  laboratoire
dans les 3 h.
Bactérie Aspergillus Sol En utilisant de la gélose | (Acharya
niger CMC. La culture a été | et al.,
maintenue sur PDA | 2008)
incliné & 4°C et sous-
cultivé sur un PDA
stérile frais incliné et
incubé pendant 72 a
120 h.

Bacteérie L'intestin | Chhattisga | Les colonies pures des | (Shinde et
des rh, Inde isolats ont été | al., 2017)
termites maintenues en pente

NAM a 16 ° C pour des
études ultérieures.
Bacteérie Trois souche, | Biomass | Village de | Les échantillons ont été | (Balasarav
NASCB-5 | e Melani collectés de maniére | anan et al.,
NASCB-8 et | végétale | dans le | aseptique et placés dans | 2013)
NASCB-12 | épis de | Cap des conteneurs stérilisés
mais oriental et plus tard transporté
Province | sur des blocs de glace
Sud du | au laboratoire pour le

o]
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d'Afrique | traitement.
Bactérie Pseudomonas | Sol Les bactéries ont été | (Sethi et
florescens, isolées des sols par la | al., 2013)
Bacillus plaque de dilution ou
subtills, E. méthode de plaque
coli, et étalée  utilisant  des
Serratia milieux de  gélose
marcescens. CMC. Les assiettes ont
été incubées a 45, 50 et
55°C  pendant 24
heures.
Bactérie Pseudomonas | Sole du | Aurangaba | Le milieu CMC a été | (Nandimat
e sp jardin d, Ms, | utilisé pour | h et al.,
india I’enrichissement et | 2016)
isolement des micro-
organismes.
Bacterie Bacillus L’cau Birbhum milieu liquid basique 20| (Acharya
licheniformis du I;, (NH4)2S041,0 g/ I; M{ et
MVS1 Bengale I; FeSQO4, 10,0 mg / I; Na{ Chaudhary
Bacillus  sp. occidental, | levure, 1,0 g / | supplé| , 2012)
MVS3 en Inde. carboxymeéthylcellulose i
a un échantillon deau
mélangé et incubé.
Bacteérie Bacillus Intestin | Chhattisga | Intestin du poisson a été | (Sreeja et
altitudinis poison rh, Inde prélever de maniere | al., 2013)
Bacillus Etroplus aseptique et
licheniformis | suratensi homogénéiser dans eau
S. salin le suspension a
diluée en série et a
partir d’une diluions
10-4 0,4 ml
d’échantillon a  été
plaqué  sur  plague

]
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d’agar CMC et incuber
a 37° 24-48 h.
Bactérie Souche Zone Kerala. Echantillon est collecter | (Vimal et
bactérienne industriel dans un conteneur | al., 2016)
le et stérile stoker a 4°C
agricultu Jusque a  moment
re utilisation et poser
direct dans plaque
d’agar CMC.
Bactérie Bacillus Muscle Korea | Milieu  de  culture | (Andriani
subtilis TD6 | et continent 10 g de CMC, | et  Park,
intestin 4gde K>HPO4, 4 g de | 2010)
Poisson Na,HPO.. 2H20, 0.2 g
Takifugu de MgSO; .7H20,
rubripes 0.001g de CaCl,, 0.004
g de FeSO4. 7H.0 7, 2
g de crypton dans 1l de
I’eau distiller pH =7.
Souche Alternaria Gujranwal | La souche était obtenue | (ljaz et al.,
fongique | alternata a, Pakistan | a partir des cultures de | 2011)
stock de la banque
fongique d’institut de
phytopathologie et de
mycologie, Punjab
Université, Lahore.
Des Souche Différent | Warangal, | Echantillons dilués en | (Sujatha et
champign | Scytalidium habitat Andhra série versés sur milieu | al., 2014)
ons thermophilu | thermo- | Pradesh, gélose  levure-amidon
m géniques | Inde gélose au glucose a
SKESMBKU l'extrait de levure et
01 incubé & 45 °.
4.2. Méthodologie
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4.2.1. Optimisation de production de cellulase

Ce travail se proposer d’optimiser la production de cellulase a partir des souches isolées
de différents sources. Elle consiste a déterminer les meilleures conditions de culture pour
meilleur production de cellulase, donc on va étude quelques paramétres qui influencent sur la
production d’enzymes tels la composition du milieu de culture en sources de carbone et

d’azote, le pH, température, I’effet de la période d'incubation.

4.2.1.1. Optimisation des sources de carbone

Dans I’'une de ces études, l'optimisation de la production de cellulase a été étudiée dans
différentes sources de carbone (Glucose, Xylose, Cellulose, Amidon, CMC, Saccharose,
Maltose, Fructose et Lactose) a une concentration de 1% (p/v) (Sujatha et al., 2014).

Dans une autre étude, I’effet de divers composes de carbone, a savoir, cellulose, CMC,
dextrose, lactose, saccharose, ont été utilisés pour étudier. Le bouillon a été distribué dans
différents flacons et 0,5 a 2,5% de chaque source de carbone étaient puis ajouté avant
I'inoculation de la souche et aprés inoculation de culture, les flacons ont été incubés pendant 5
jours a 40°C (Lokhande et Pethe, 2017).

Dans un autre travail, I'effet de diverses sources de carbone comme I'amidon, le glucose,
le maltose, le lactose et le fructose a la concentration de 1 a 5% a été examinée dans la

production moyenne (Sethi et al., 2013).

Pour identifier la source de carbone appropriée pour la production de cellulase par les
organismes d'essai, le carbone suivant les sources ont été testées. Le support de production
contenant la Carboxyméthyl cellulose agit comme une source de carbone, cette CMC était
remplace par I'ajout de glucose, de saccharose, de fructose, de maltose, de cellulose perdre,
lactose, mannitol et sorbitol. Ces sources de carbone ont été testées individuellement a la

concentration de 1% avec des substrats (Sreeja et al., 2013).

4.2.1.2. Optimisation de Source d’azote

Dans I’étude de Sujatha et al., (2014), les sources d'azote telles que la peptone, I'extrait
de levure, l'extrait de malt, le beeuf extrait, urée. (NH1)2SOs, NH4NO3, KNO3s, NH4Cl ont été
ajoutés a une concentration de 0,2% au milieu de fermentation Mandel et Weber. Tous les
flacons ont été incubés a 45°C x 2°C dans un orbital agitateur incubateur a 100 rpm, a

intervalles réguliers, un dosage enzymatique a été effectué.

Pour l'optimisation dans 1’étude de Acharya et al., (2008), les différentes sources d'azote

utilisées étaient la peptone, (NH4)2SO4 et urée. Toutes ces sources ont été utilisées dans
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différente concentration. La peptone a été utilisée dans la plage de 0,05, 0,075, 0,1, 0,125 et
0,15%. Le (NH4)2SO04 a été utilisé dans la plage de 0,1, 0, 12, 0,14, 0,16 et 0,18%. Alors que
l'urée a été utilisée dans une plage de 0,01, 0,02, 0,03, 0.04.et 0,05% dans la sciure de bois
contenant de la fermentation médium. Tous les flacons ont été incubés a 28 + 2°C dans un

agitateur orbital & 120 tr / min, & intervalles réguliers.

Des sources d'azote pour la sécrétion de cellulose, sources d’azote sont testées dans

Omeliansky’s moyen pour améliorer le milieu (Sadhu et al., 2013).

Diverses sources d'azote comme la levure I'extrait, la peptone, l'urée et le sulfate
d'ammonium ont été examinés pour leur effet sur la production d'enzymes en remplacant

0,5% peptone dans le milieu de production (Sethi et al., 2013).

Approprié source de production de cellulase par les isolats, le milieu de fermentation a
été complété par deux inorganique (sulfate d'ammonium et sodium nitrate) et deux bio (extrait
de levure et beeuf extrait) composés azotés a 0,2%, substituant ainsi la source d'azote prescrite

du milieu de fermentation (Acharya et Chaudhary, 2012).

La source d'azote appropriée pour la production de cellulase par I'isolat, le milieu de
fermentation a été complété avec de I'extrait de levure, de la peptone, de la glycine et les
composes azotés dextrait de malt a 0,5%, remplacant ainsi la source d'azote prescrite du

milieu de fermentation (Balasaravanan et al., 2013).

Production de cellulase en utilisant différents sources azotes a également été analysée en
changeant la source dazote (NH4NOz et Proteose peptone) de la production d'enzymes
moyen. Les sources d'azote utilisées étaient: le nitrate de sodium, chlorure d'ammonium,
hydrogénocarbonate d'ammonium, sulfate d’ammonium, nitrate de potassium, extrait de
levure, soja, extrait de beeuf, NH4NO3z, peptone protéique et lait écrémé. Ils ont été incorporés
individuellement dans le support de production a la concentration de 0,5% (Sreeja et al.,
2013).

4.2.1.3. Effet du pH

L'effet du pH sur la production d'enzymes a été étudié a différentes gammes de pH
allant de 3,0 a 10,0 de milieu de production. Le pH du milieu a été ajusté en utilisant HCI 1N
ou NaOH 1N. Apres inoculation avec Scytalidium thermophilum les flacons ont été conservés
dans un incubateur agitateur orbital a 45°C a 100 tr/min. Aprés 3 jours de croissance, le filtrat
de culture a été récolté et dialysé contre eau pendant la nuit. Le filtrat concentré a été utilisé

comme source d'enzyme (Sujatha et al., 2014).
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L'optimisation a été réalisée en ajustant les gammes de pH de 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 et 6,0 de
la sciure contenant des milieux de fermentation. Le pH du milieu a été ajusté en utilisant HCI
1IN ou 1IN NaOH. Apres inoculation avec 10 disques d'A. niger de 8 mm. Les flacons ont été
conservés dans un agitateur-incubateur orbital & 28 + 2°C & 120 tr / min (Acharya et al.,
2008).

Pour déterminer le pH optimal, Bacillus thuringiensis a été cultivé dans un flacon de
150 ml contenant 50 ml milieu optimisé avec différentes plages de pH de 3,0 a 8.0. Le pH du
milieu a été ajusté en utilisant 1IN HCI ou NaOH 1N. Les flacons ont été maintenus en stade
stationnaire a 37°C pendant culture de 5 jours (Lokhande et Pethe, 2017).

Des flacons contenant du bouillon contenant la concentration optimale du substrat et de
la source de carbone sont prelevés et le pH du bouillon est ajusté a 7,0, 8,0, 9,0, 10,0 et 11,0
dans différents flacons utilisant 1IN HCI et 1IN NaOH et sterilisés. Les cultures sont
ensemencées et incubées a température particuliére. A la fin de la période d'incubation, la

culture acellulaire le filtrat est obtenue et utilisé comme source d'enzyme (Sethi et al., 2013).

Le pH a été optimisé de 3,0 a 9,0 (50 mM) pour sélectionner pH optimal auquel A.

alternata présenterait I'activité hyper cellulase a été sélectionnée (ljaz et al., 2011).

Le flacon erlenmeyer de 250 ml a été utilisé dans toutes les cultures microbiennes.
Différentes valeurs de pH initial (4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5 ou 7,0) de LB-CMC milieux ont
été sélectionnées pour optimiser la valeur du pH pour le rendement élevé de production de
cellulase (Li et al., 2020).

L'effet du pH initial du milieu de croissance sur la production de cellulase a été examiné
par faire varier le pH de 3 a 11. Le pH a été ajusté en utilisant HCI 1M ou NaOH avant

l'autoclavage (Mmango-Kaseke et al., 2016).

4.2.1.4. Effet de la température
L'effet de la température sur la production d'enzymes a été réalisé en incubant le

Scytalidium thermophilum a différentes températures 45, 50, 55°C en incubateur agitateur
orbital a 100 rpm pour trois jours d'incubation. Aprés des intervalles réguliers (Sujatha et al.,
2014).

Le milieu de production a pH 5 a été inoculé avec souche bactérienne. Le bouillon a été
incubé a différentes températures de 25, 30, 35 et 40°C pendant 24 h. A la fin de la période
d'incubation, le surnageant de culture cellulaire a été utilisé comme source d'enzyme
(Nandimath et al., 2016).

Y
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Afin de déterminer la température effective pour production de cellulase par Bacillus
thuringiensis la fermentation a été effectuée a des intervalles de 10°C dans la plage de 20 a
80°C (Lokhande et Pethe, 2017).

L'optimisation de la température a été réalisée en incubant la scie poussiéres contenant
du milieu de fermentation a 23, 28 et 37°C, dans un incubateur a agitateur orbital a 120 tr /

min. Aprés intervalles réguliers (Acharya et al., 2008).

Pour déterminer la température optimale pour la production de cellulase, la fermentation
a été effectuée a diverses températures comprises entre 30, 35, 40 et 45°C (Vimal et al.,
2016).

Le milieu de production & pH 7 a été inoculé avec une souche bactérienne sélectionnée
cultivée pendant une nuit. Le bouillon a été incubé a différentes températures de 35, 40, 45,
50, 55 et 60°C pendant 24 h. A la fin de la période d'incubation, le filtrat de culture cellulaire
est obtenu et utilisé comme source enzyme (Sethi et al., 2013).

Des flacons en double inoculés avec A. alternata ont été gardé a 25, 30, 35 et 40°C,
respectivement a déterminer la température optimale a laquelle le dit exprimerait une activité

cellulase élevée était de sélectionner (ljaz et al., 2011).

Effet de la température d’incubation pour meilleur production de cellulase est (25, 30,

37, 45 et 50°C) (Andriani et Park, 2010).

4.2.1.5. Effet de la période d'incubation sur la production d‘enzyme
La période de fermentation était un parametre important pour production d'enzymes par

Bacillus thuringiensis. Dans cet Etude, une expérience de fermentation a été menée jusqu'a 7

jours et le taux de production a été mesuré a 24 h intervalle (Lokhande et Pethe, 2017).

Pour obtenir une production maximale de cellulase, la fermentation a été réalisée a
différentes périodes d'incubation allant de 48, 72, 96 et 120 heures (Vimal et al., 2016).

Dupliquer des flacons erlenmeyer a l'aide d'épis de mais cultivés avec A. alternata ont
été incubées a température 30°C pendant une période de 1 a 7 jours pour sélectionner le
période d'incubation optimale d'A. alternata pour la production de cellulases. La croissance a
été évaluée toutes les 24 heures et la meilleure période d'incubation a quelle contrainte

employée donnerait le maximum l'activité cellulase a été sélectionnée (ljaz et al., 2011).

3
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Pour déterminer temps d’incubation cultures bactériennes poussant dans un bouillon
nutritif ont été retirés aux différents intervalles de temps et l'activité enzymatique a été
déterminée (Shinde et al., 2017).

4.2.2. Mesure de I’activité enzymatique

Généralement la mesure de I’activité enzymatique est baser sur le principe suivent:
utilisation de substrat carboxyméthylcellulose avec un tampon plus d'enzyme filtrat ensuit en
passe a I’étape d’incubation dans les quelle le mélange réactionnelle est incuber en
température spécifique. La réaction enzymatique a été arrétée en ajoutant de réactif DNS,
acide 3,5-dinitrosalicylique et bouillie vigoureusement dans un bain d'eau bouillante. En fin
en vas lire I’absorbance (Sadhu et al., 2013 ; Sujatha et al., 2014 ; Lokhande et Pethe, 2017 ).

L'activité cellulase a été mesurée selon la méthode de Miller Un mélange réactionnel
composé de 0,2 ml de solution enzymatique brute plus 1,8 ml de carboxyméthyl cellulose a
0,5 % dans du tampon phosphate de sodium 50 mM (pH 7) a éteé incubé a 37°C dans un bain-
marie agité pendant 30 min. La réaction a été interrompue en ajoutant 3 ml de réactif DNS. La
couleur a ensuite été developpée en faisant bouillir le mélange pendant 5 min. La DO des
échantillons a été mesuré a 575 nm par rapport a un blanc contenant tous les réactifs moins le

brut enzymatique (Sethi et al., 2013).

4.2.3. Détermination des protéines
Pour la détermination des protéines, le kit de dosage des protéines SMART™ Acide

bicinchoninique (BCA) pour le dosage standard a été utilisé le produit de réaction de couleur
violette de ce dosage est formé par la chélation de deux complexes hydrosolubles présentant

une forte absorbance a 562 nm (Andriani et Park, 2010).

Les concentrations de protéines dans un échantillon brut ont été déterminées en utilisant
une méthode de Folin Lowry avec de l'albumine sérique bovine (BSA) comme standard
(Balasaravanan et al., 2013 ; Sadhu et al., 2013 ; Vimal et al., 2016).
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5.1. Résultats
5.1.1. Effet des sources de carbone

Neuf sources de carbone différentes ont été choisies pour élucider la meilleure d'entre
elles qui convient a une production maximale de cellulases. La production maximale d'endo et
d'exoglucanases a été atteinte dans le glucose (0,897 U/mi?) suivi du xylose (0,735 U/ml™?) et
lactose (0,540 U/mI) par Scytalidium thermophile SKESMBKUO1 (Tab. 3) (Sujatha et al.,
2014).

Tableau 3. Optimisation des sources de carbone (Sujatha et al., 2014).

Nom de Carbone Activité endoglucanase/ U/ml? Activité exoglucanase/ U/ml!
champignons thermophiles sources Période d'incubation (jours) Période d'incubation (jours)
3rd 6e % 12e 3rd 6e 9e 12¢

Glucose 0,897 0,366 0,340 0,300 0,203 0,143 0,106 0,017
Xylose 0,735 0,436 0,418 0,152 0,045 0,078 0,164 0,014

Cellulose 0,012 0066 0012 0006 0014  ND ND ND
Scytalidium Amidon 0067 0311 0077 0062 0014 0036 0027 ND
thermophile cMe 0007 002 0116 0048 0007 0016 002 0,013
SKESMBKUOL Saccharose ND 0,003 0,005  ND 0014 0008 0007 ND

Maltose ND 0,118 0,270 0,390 0,007 0,037 0,134 0,014
Fructose 0,029 0,059 0,222 0,077 0,029 0,060 0,149 0,055
Lactose 0,540 0,699 0,418 0,070 0,029 0,051 0,048 0,016

Remarque : ND = aucune activité enzymatique n'a été détectée.

Sources de carbone testées pour la production d'enzyme cellulase par B.thurigiensis
étaient la cellulose, la carboxymeéthylcellulose, le dextrose, le lactose et le saccharose allant de
0,5 a 2,5% (p/v). Les CMC se sont avérées étre les meilleures sources de carbone pour la
production d'enzymes par B.thuringiensis comme indiqué dans le tableau 4 (Lokhande et
Pethe, 2017).

Cependant, le maximum de production d'exoglucanase (2,11 Ul/ml), lI'endoglucanase
(2,02 Ul/ml) et la glucosidase, (2,08 Ul/ml) ont été obtenus dans une culture contenant 1,0%
de carboxyméthyl cellulose. Parmi les différentes sources de carbone utilisées, la CMC était la
deuxiéeme meilleure source de carbone (1,0%) pour la production de cellulase par
B.thuringiensis suivis du dextrose, de la cellulose, du lactose et du saccharose (Tab.4). La
production de cellulase a augmenté avec des augmentations de la concentration initiale en
sucre de 1,0 a 1,5%, tandis que des augmentations supplémentaires de la concentration en
sucre ont légérement réduit le rendement. L'utilisation de la CMC comme source de carbone
est la meilleure pour la production de cellulase, comme indiqué par Das et al., (2010)
(Lokhande et Pethe, 2017).
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Tableau 4. Effet de carbone source sur la production de cellulase par Bacillus thuringiensisa

(ABS 125A) (Lokhande et Pethe, 2017)

Conc. % 0,5 1,0 15 2 2.5

0,61 1,01 1,50 0,89 0,55

Cellulose 0,49 1,90 1,41 0,86 0,45

0,41 1,85 1,39 0,81 0,49

Carboxyméthye 1 0,71 2.11 1,81 0.99 0,70
Cellulose 2 0,69 2.02 1,71 0,97 0,62
3 0,67 2.08 1,76 0,81 0,66

1 0,72 1,97 1.61 1,25 0,86

Dextrose 2 0,68 1,89 1,56 1.11 0,71
3 0,63 1,90 1,45 1.18 0,69

1 0,41 1,83 1,51 1.11 0,71

Lactose 2 0,35 1,71 1,45 1.02 0,69
3 0,34 1,63 1,46 1.09 0,65

1 0,55 1,51 1.21 0,88 0,51

Saccharose 2 0,41 1,40 1.22 0,86 0,43
3 0,40 1,49 1.22 0,76 0,42

1) Exoglucanase, 2) Endoglucanase, 3) p-glucosidase

Diverses sources de carbone telles que l'amidon, le fructose, le maltose et le

saccharose ont éte utilisées pour remplacer le glucose, les resultats obtenus ont montré que le

glucose apportait la production de cellulase la plus élevée par rapport aux autres sources de

carbone a 24 h d'incubation. Le lactose et le fructose ont eégalement montré une production

élevée de cellulase a 24 h d'incubation. Par conséquent, le glucose s'est avéré étre la meilleure

source pour la production de cellulase (figure 4). On a déduit aussi que la xylose n'est pas bien

métabolisée par les souches bactériennes qui présentaient une production élevée de cellulose

dans un milieu de glucose, alors que le saccharose, le glucose et le mannitol se sont avéres

appropriés pour des niveaux optimaux de production de cellulase (Sethi et al., 2013).
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Figure 4. Effet de sources de carbone (Sethi et al., 2013)

Des concentrations importantes de sources de carbone ont été utilisées pour remplacer

1% de sucre qui était la concentration d'origine dans les milieux de croissance avec 2 a5%.

Les résultats obtenus ont montré que 5% de source de carbone apportaient la production de

cellulase la plus élevée par rapport aux autres % de sources de carbone a 24 h d'incubation
(figures 5, 6, 7, et 8 et 9) (Sethi et al., 2013).

1.6

1.4

1.2

81
o
=

=] 0,84
~)
=

= 0,6
—
[=]
<T

0,4

0,2

07

1 2 3 4 5
Glycémie (%)
M E. coli W Pseudomonas
B Bacille B Serratia

Figure 5. Effet du glucose (Sethi et al., 2013)
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Figure 6. Effet du lactose (Sethi et al., 2013)
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Figure 7. Effet du saccharose (Sethi et al., 2013)
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Figure 8. Effet du fructose (Sethi et al., 2013)
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Figure 9. Effet du maltose (Sethi et al., 2013)

Les sources de carbone telles que le glucose, le saccharose, le fructose, maltose,
cellulose, lactose, mannitol et sorbitol ont été incorporés individuellement dans le milieu a
raison de 1% et les bactéries ont été cultivées individuellement pendant 48h. La bactérie, B.
altitudinis APS MSU a produit la quantité la plus élevée (5,48 + 0,25 U/ml) de cellulase dans
le milieu additionné de fructose, alors que la quantité la plus faible (0,96 + 0,21 U/ml) de
production d'enzyme a été enregistrée dans le milieu alimenté en maltose. La capacité de
production de cellulase par B. licheniformis APS2 MSU était plus (2,71 + 0,18 U/ml) chez
CMC, mais c'était moins au fructose (0,30+ 0,05U/ml) (Figure 10) (Sreeja et al., 2013).
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Figure 10. Production de cellulase par B. altitudinis et B. licheniformis dans les médias

complétés par différentes sources de carbone (Sreeja et al., 2013)

5.1.2. Optimisation des sources d’azote

Les sources d'azote qui ont soutenu la croissance et la production denzymes par
Scytalidium thermophilum SKESMBKUO1 ont été étudiés (Tab. 5). Les résultats ont révélé

que KNOs (0,366 U/ml™?) était la source d'azote appropriée qui a exercé I'endoglucanase la
plus élevée suivie par NH4ClI (0,27 U/ml) (Sujatha et al., 2014).

Optimisation de la source d'azote et de sa concentration la (NH4)2SOs et l'urée ont été

utilisées pour une production d'enzymes maximale. Comme le montrent les figures 11, 12 et

13, aprés 96 h, 0,1196, 0,15281 et 0,1528 Ul/ml d'activités cellulase étaient obtenues a l'aide

de peptone, (NH4)2SO4, l'urée, respectivement. A 0,125% de concentration de peptone,

maximum de cellulase (0,1196 Ul/ml) a été observée. A 0,03% d'urée, peptone et NaNO3

utilis¢ comme source d'azote, l'activité de la cellulase obtenue était de 0,824, 0,421 et 0,401

Ul/ml (Acharya et al., 2008).
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Tableau 5. Optimisation des sources d'azote pour la production d'enzymes par Scytalidium
thermophilum souche SKESMBKUOL1 (Sujatha et al., 2014)

Activité endoglucanase /

Activité exoglucanase /

Nom
om de Sources d'azote U/ml? U/mi?
Période d'incubation Période d'incubation
(jours) (jours)
champignons thermophiles
3rd  6e % 12e 3rd  6e % 12e
Peptone ND 0214 0222 0088 ND 0053 0044 0,00
7
Extrait de levure 0059 0211 0179 0003 0019 0058 0055 0,004
Extrait de malt NP ND ND 0179 0056 0019 0016 0,007
. ND 0168 0168 0118 0007 0040 0038 0,010
Scytalidium Extrait de boeuf
thermophile Urée ND 0233 0214 0220 ND 0053 0055 0,103
SKESMBKUUL
(NH4)2SO4 ND 0185 0196 0222 ND 0,007 0007 0,038
NaNos 0011 0240 0222 ND ND 0,007 0007 0,053
0035 0240 0281 0366 ND 0025 0029 0,007
KNO;
NH,CI 0118 0270 0240 0118 ND 0048 0049 0072
Remarque : ND = aucune activité enzymatique n'a été détectee
0,14
0,11%54
012 T T
- 0,0962
< 017 L
£ 0,08187 T
T 0,07524
2008+ [T T
& T
=2
3006 T
8
80,04 T 0,029
2
30,02 T
0 ' =
0,05 0,075 0,1 0,125 0,15

Concentration de peptone (%)

Figure 11. Effet de la peptone sur Aspergillus niger activité cellulase en utilisant de la sciure

de bois comme substrat (Acharya et al., 2008)
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Figure 12. Effet de (NH4).SO4 au Aspergillus niger activité cellulase en utilisant de la sciure
de bois comme substrat (Acharya et al., 2008)
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Figure 13. Effet de l'urée sur Aspergillus niger activité cellulase utilisant de la sciure de bois
comme substrat (Acharya et al., 2008)

Parmi les différentes sources d'azote testées, chez Bacillus sp. Pour optimal production
de cellulase l'activité enzymatique était plus élevée avec NH4Cl (Tab 6). Pour connaitre la
concentration appropriée de NH4Cl, différentes concentrations dont 0,15% NH4CI était
optimal pour cette souche. NH4 les composeés ont été considérés comme les sources d'azote les
plus favorables pour la synthése de la cellulase comme noté dans Thermomonospora fusca
(Sadhu et al., 2013).
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Tableau 6. Effet de différentes sources d'azote (0,1 % W/V) sur la production de cellulase par
Bacillus sp aprés 10 jours d'incubation & 37°C et pH 7,0. Les resultats du test post hoc de
Tukey ont montré des différences significatives entre les variables appariées sous nitrosources
de génes et types d'enzymes, a l'exception de ceux présentés avec NS en exposant (Sadhu et

al., 2013)
Source d'azote (0.1%) CMCase Avicelase FPaseN.-E. R
u VA ,170 R i -
(U/mg de (U/mg de (U/mg de protéine) GlucosidaseN.
protéine) protéine) E.
(U/mg de
protéine)
KNO, 1,11 £0,0153 1,05 +£0,01732 1,02 £0,01732 1,04 £0,01732
(NH.),S04 1,14 +0,0153 1,82 +0,0153 1,82 +0,0153 1,99 +0,01732
NH;NO3 1,35+ 0,0208 1,23 £0,0153 1,2+0,01732 1,06 £ 0,0153
NH,CI 2,26 +0,0153 2,40 £ 0,0153 2,05+ 0,0153 2,82 £0,01732
Peptone 1,75+ 0,0153 1,68 £ 0,01155 1,45 £0,01155 1,40 £ 0,0153
Extrait de levure 1,22 £ 0,0152 1,12 £ 0,0153 1,07 £0,0173 1,04 £0,0152
Tryptone 1,05+ 0,0153 1,20 £ 0,0153 1,08 £ 0,0153 1,12 £ 0,0153

L'effet de Les sources d'azote ont été étudiées dans le milieu de croissance, ou la
peptone a été remplacée par du sulfate dammonium, de l'urée et de I'extrait de levure. Parmi
les différentes sources d'azote testées, le sulfate d'ammonium s'est avéré étre la meilleure

source d'azote pour la production de cellulase (Figure 14) (Sethi et al., 2013).

1 —
0,9
0,8
0,77
0,6
0,5

0,4

Activité cellulase (U/mL)

0,3
0,27

0,17

0
Urée Amm sul. Peptone Levure
extr.
Azote
M E coli Pseudomonas
M Bacille M Serratia

Figure 14. Effet des sources d’azote (Sethi et al., 2013)

Les résultats de I'effet de divers azote, B. lichéniforme MVS1 et Bacillus sp. MVS3 est
a la fois la production de CMCase et de FPase pour les deux illustrées dans le tableau 2. Parmi

tous les pailles de blé et de riz azotées. Les résultats ont montré des sources testées, au cas ou
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de B. lichéniforme MVS1, activité cellulase inférieure avec azote inorganique I'extrait de

beeuf a donné une activité FPase maximale 0,542 ces sources de données mais en cas de paille

de riz milieu cellulolytique s'est averé meilleur (0,471 Ul/ml) (Tab. 7) (Acharya et

Chaudhary,

2012).

La source d'azote joue un role important dans la production d'enzymes Bacillus subtilise

a été étudié en ajoutant différentes sources d'azote dans les milieux de production. Différents

azotes testés individuellement a la concentration de 0,5% d'azote dans les milieux de

production. La production d'enzymes maximale observée dans les milieux complétés par un
extrait de malt (0,61 U/ml) (Figure 15) (Balasaravanan et al., 2013).

Tableau 7. Effet de diverses sources d'azote sur la cellulase production par Bacillus

licheniformis MVS1 et Bacillus sp.MVS3 (Acharya et Chaudhary, 2012)

Azote CMase (Ul/ml) FPase (Ul/ml)
sources La paille de
CMC La paille de blé Lapaillederiz CMC La paille de blé  riz
0,471+0,029
Controler 0,079+0,01c1  0,120+0,012°¢  0,106+0,008 ° 0,255+0,018 " 0,505+0,032 ° ré
0,177+0,013
Bacillus (NH4)SO24 ND 0,078+0,008°  0,039+0,003 ° ND 0,308+0,021 ' "€
0,257+0,023
lichéniforme  NaNO3 ND 0,018+0,002 "™ 0,021+0,002 '™ ND 0,273+0,017 e
Extrait de
MVS1 boeuf 0,023+0,002 ' 0,119+0,009°¢  0,018+0,002 “"*  0,300+0,021° 0,542+0,030 °©  0,320+0,020 ©
0,315+0,015
Extrait de levure 0,041+0,003 ® 0,075+0,006°  0,035+0,004°  0,274+0,019“"®  0,325+0,018 “"8 ¢
Azote CMase (Ul/ml) FPase (Ul/ml)
sources La paille de
CMC La paille de blé Lapaillederiz CMC La paille de blé riz
) 0,444+0,026
Controler 0,128+0,01b1  0,099+0,008 © 0,082+0,009 © 0,271+0,019 "  0,433+0,027 © ¢
(NH4)2DONC 0,178+0,016
Bacillus sp. 4 ND 0,083+0,007 ¢  0,055+0,005° ND 0,222+0,024 e une
0,211+0,014
MVS3 NaNO3 ND 0,027+0,003 "  0,050+0,006 ° ND 0,244+0,020 B une
Extrait de 0,319+0,022
boeuf 0,045+0,00 “"**0, 060+0,005 ° 0,029+0,003 "¢ 0,289+0,018 “"*  0,415+0,025 © b
Extrait de 0,339+0,015
levure 0,035+0,004 " 0,050+0,004 °  0,043+0,004 “"®  0,289+0,016 “"*  0,288+0,013 ° b

Valeurs moyennes portant le méme exposant dans Columan ne différait pas significativement (P>0,05). ND = Nt

détecté ; une unité de l'activité a été définie comme la quantité d'enzyme libérée par plmol de glucose par

minute dans les conditions de dosage exprimé en Ul/ml.
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Figure 15. Effet de la source d'azote sur la production d'enzymes par Bacillus subtilis dans la
production d'enzymes media contenant des vieux papiers comme source de carbone
(Balasaravanan et al., 2013)

Effet de différentes sources d'azote sur la cellulase production apres 48h d'incubation
par B. altitudinis a montré le niveau le plus élevé (27,42 = 0,11 U/ml) dans le milieu
incorporé avec de I'hydrogénocarbonate d'ammonium, cependant c'était maximum de
seulement 1,52 + 0,29 U/ml dans le milieu fourni avec sulfate d'ammonium par B.
licheniformis. En méme temps, la quantité maximale de production de cellulase a été
enregistrée dans I'écrémé (2,91 + 0,38 U/ml et 0,26 + 0,41 U/ml) milieu fourni par les deux

organismes B. altitudinis et B. licheniformis, respectivement (Figure. 16) (Sreeja et al., 2013).
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Figure 16. Production de cellulase par B.altitudinis et B. licheniformis dans les milieux
additionnés de différentes sources d’azote (Sreeja et al., 2013)
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5.1.3. Effet du pH sur la production de cellulase

Les Figures 17 et 18 montre que la production la plus élevée d'endo et d'exoglucanase
de Scytalidium thermophilum SKESMBKUO1 a opté pour les pH 5,0 et 6,0. Cependant, la
production d'enzyme était faible a pH 9,0 et 10,0 le champignon a montré une bonne
croissance a ces valeurs de pH (Sujatha et al., 2014).

Effectof pH on Endoglucanseactivity
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pH-3  pH4  pHS  pH6  pH7  pHB  pHe  pH-10

Figure 17. Effet du pH sur I’activité endoglucanase par Scytalidium thermophilum
SKESMBKUOL1 (Sujatha et al., 2014)
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Figure 18. Effet du pH sur I’activité exoglucanase par Scytalidium thermophilum
SKESMBKUOL1 (Sujatha et al., 2014)

Comme le montre la figure 19, l'effet du pH sur la production de cellulase a été

déterminé a des valeurs de pH de 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 et 6,0 ; et l'activité cellulase obtenue était
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de 0,0925, 0,0444, 0,05427, 0,04317 et 0,0074 Ul/ml, respectivement. Le pH optimal pour
l'activité cellulase était compris entre 4,0 et 4,5. L'activité cellulase maximale était de 0,0925
Ul/ml trouvée a pH 4,0. 1l a été observé que I'activité cellulase a une large gamme de pH entre

3,0 et 9,0. Il a été rapporté que le pH optimal pour une cellulase d’A. niger était entre 6,0 et
7,0 (Acharya et al., 2008).
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Figure 19. Effet du pH sur Aspergillus niger activité cellulase utilisant de la sciure de bois
comme substrat (Acharya et al., 2008)

Pour évaluer les effets de la valeur du pH dans le substrat sur la synthese de la cellulase,
les valeurs de pH ont été ajustées par I'ajout de HCI ou de NaOH a 3.0, 4.0, 5.0, 7.0 et 8.0. Les
résultats présentés dans la figure 20 ont montré que la production d'exoglucanase (1,92
Ul/ml), d'endoglucanase (1,86 Ul/ml) et glucosidase (1,96 Ul/ml) par B. thuringiensis a été
trouvée a pH 7. L'activité enzymatique a augmenté progressivement lors de lI'augmentation du

pH jusqu'a l'optimum suivi d'une pleine activité progressive (Lokhande et Pethe, 2017).

E



Chapitre V

Résultats et discussion

|

e
e
"

mzyme Activity ITU/ml.
=
e —

~
N

E
==
S
N

W Exoglucanase
i Endoglucanase

W f-ghicosidase

Figure 20. Effet du pH sur la production de cellulase par Bacillus thuringiensis (ABS 125A)

(Lokhande et Pethe, 2017)

Effet du pH. Les quatre isolats on peut croitre dans des milieux de pH différents allant

de 6,0 a 11,0. Une activité enzymatique maximale a été observée dans un milieu de pH 9,0 a

11,0 dans cas d’E. Coli, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, et Serratia marscens

(Figure 21) (Sethi et al., 2013).
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Figure 21. Effet de pH sur l'activité cellulase (Sethi et al., 2013)

Le pH influence sur la production de cellulase. pH différent (3.0-9.0) a partir d'épis de mais

par A. alternata est représenté sur la figure 22, I'activité cellulase était la plus élevée a un pH
acide de 6,0 (26,41 +0,08 ug/ml) et le plus bas a pH 9,0 (11,84 +0,07ug/ml), indiquant son pH

optimal de 6,0 (ljaz et al., 2011).
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Figure 22. Effet du pH optimal pour la production de cellulase sur épis de mais en Alternaria
alternata (ljaz et al., 2011)

La tendance de l'activité cellulase a augmenté progressivement de pH 3,0 a 5,0 puis s'est
stabilisée de pH 6,0 2 9,0 (ljaz et al., 2011).

La courbe de production d'enzymes de la souche M2 avec une valeur de pH initiale a été
présentée sur la figure 23. L'activité CMCase maximale (20,20 + 0,74 U/ml) a été observée a
un pH du milieu initial de 5,0. De plus, l'activité CMCase était stable (> 80 % du niveau

maximal) sur une large gamme de valeurs de pH (de 4,5 a 7,0) (Li et al., 2020).
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Figure 23. Effets du pH sur activité CMCase (Li et al., 2020)
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L'effet du pH initial du milieu de croissance sur la production de cellulase par
Micrococcus sp. SAMRC-UFH3 a été évalué sur une large gamme de pH de 3 a 11. Le pH
optimal pour la cellulase la production était de pH 5 avec une activité enzymatique de 173
U/ml (Figure 24) (Mmango-Kaseke, 2016).
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Figure 24. Effet du pH initial du milieu de croissance sur la production de cellulase par
Micrococcus sp. SAMRC-UFH3. Les données sont présentées sous forme de moyenne + SD
de trois répétitions. Graphiques a barres avec differents les lettres montrent une différence
significative p<0,05 (Mmango-Kaseke, 2016)

5.1.4. Effet de la température
L'effet de la température sur la production d'enzymes a été étudie a 45-55°C. La
température optimale pour les endo et exocellulases était de 45°C (Figures 25, 26). Faible

quantité d'enzyme produite a 50°C sur 3 jours d'incubation (Sujatha et al., 2014).




Chapitre V Résultats et discussion

o o
o be

o
~

[}

Endoglucanse activity U/ ml?
Lo
¥ =

45°C seC s5C

Temparaturein °C

Figure 25. Effet de la température sur l'activité de I'endoglucanase par Scytalidium
thermophilum SKESMBKUO1 (Sujatha et al., 2014)
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Figure 26. Effet de la température sur 1’activité exoglucanase par Scytalidium thermophilum
SK (Sujatha et al., 2014)

La production d'enzyme a été enregistrée a différentes températures. Résultats illustrent
que les souches 2b et 38b produisent une production maximale de cellulase a 30°C. La vitesse
de réaction optimale a été observée a 30°C et pH 5. Les mesures ont été faites en triple et les
barres standard représentent I'écart type. Le test t bilatéral de Student a été utilisé pour
déterminer la signification statistigue des différences entre les enzymes activités a des
intervalles de temps différents. Les barres d'erreur indiquent SD (définia 100 % ;n=3;***

* P <0,0001, ***P <0,001, **P <0,01, *P < 0,05, ns-pas important) (Nandimath et al., 2016).
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Figure 27. Optimisation de la température pour la production de cellulase 2b. Ont été utilisés
pour la production de cellulase (Nandimath et al., 2016)
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Figure 28. Optimisation de la température pour la production de cellulase 38b. Ont été
utilisés pour la production de cellulase (Nandimath et al., 2016)

Les résultats du test effectué a différentes températures ont montré que la température
optimale pour l'activité de l'exoglucanase (2,09 Ul/ml) et de I'endoglucanase (1,86 Ul/ml)

produite par B.thuringiensis était de 40°C (Figure 29) (Lokhande et Pethe, 2017).
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Figure 29. Effet de la température sur la production de cellulase par Bacillus thuringiensis
(ABS 125A) (Lokhande et Pethe, 2017)

Tandis que la tempeérature optimale pour l'activité B-glucosidase (1,95 Ul/ml). En raison
de la température elevée (supérieure a 60°C), les résultats ont montré que lactivité
enzymatique diminuait lorsque la température augmentait au-dessus de 65°C. Ont rapporté
gu'un rendement minimum de cellulase était observé lorsque la fermentation était effectuée a
45°C (Lokhande et Pethe, 2017).

L'optimisation de température a été realisée en incubant le flacon de fermentation a 23,
28 et 37°C et les activités cellulase étaient respectivement de 0,03207, 0,0925 et 0,02173
Ul/ml. Ainsi, comme le montre le tableau 8, une dégradation maximale de la sciure de bois a
été observée a 28°C (Acharya et al., 2008).

Tableau 8. Optimisation de la température (Acharya et al., 2008)

23°C 28°C 37°C
Les heures Activité cellulase Activité cellulase Activité cellulase
Ul/ml Ul/ml Ul/mi
48 0,03454 0,0629 0,0333
72 0,0555 0,0777 0,03947
96 0.03207 0,0925 0,02713

Activité enzymatique enregistrées a différentes températures ont révelé que les quatre
bactéries ont produit une production maximale de cellulase a 40°C, la Figure 30. Température
optimale pour croissance maximale de Bacillus subtilis115 et Bacillus subtilis avait 40°C
(Sethi et al., 2013).
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Figure 30. Effet de la température sur l'activite cellulase (Sethi et al., 2013)

Effet de la température sur la production de cellulase par la souche TD6 a été déterminé
a différentes températures allant de 25 a 50°C a pH 7,0 la figure 31 en utilisant un bouillon
CMC. La production de cellulase la plus importante a été observée entre 30 et 45°C avec
activité maximale a 45°C (4,1 U/ml) (Andriani et Park, 2010).

—®— 5.¢C

o 30:C
—--%-- 3
41— 2~ ascC A

Activité enzymatique (U/mL)

0 20 40 60 80 100 120 140

Temps (h)

Figure 31. Effet de diverses températures sur I’activité cellulase de l'isolat B.subtilis TD6
(Andriani et Park, 2010).

5.1.5. Effet de période d’incubation sur production de cellulases
Bacillus thuringiensis a été inoculé dans un milieu salin basal et incubé a 40°C pendant
une période de 7 jours. L'activité cellulase a été mesurée a intervalles réguliers, le rendement

maximal d'activité de I'exoglucanase (1,41 Ul/ml) et de lI'endoglucanase (1,40 Ul/ml) a été
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obtenu aprés 4 jours. Cependant, une activité maximale de la glucosidase (1,45 Ul/ ml) a été

montrée aprés 4 jours d’incubation, la figures 32. Les périodes d'incubation pour atteindre

I'activité cellulase maximale par le Bacillus thuringiensisa étaient aprés 4 jours (Lokhande et

Pethe, 2017).
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Figure 32. Effet de la période d'incubation sur la production de cellulase par Bacillus
thuringiensis (ABS 125A.) (Lokhande et Pethe, 2017)

La période d'incubation de 48 heures, 72 heures et 96 heures s'est avérée optimale pour
les souches CB3, CB4 et CB8 respectivement (Vimal et al, 2016).

Tableau 9. Optimisation de la production de cellulase (Vimal et al., 2016)

Activité enzymatique des isolats (U/ml)

Différents parametres Différentes valeurs CB3

CB4 CBs8

48 2,56 1,87 2.971

72 2,50 2.01 3.154

Durée d'incubation 9% 2012 209 2 487
120 1,871 1,60 2.814

30 1,235 1.713 1.173

Les teneurs en cellulose dans les rafles de mais ont été déterminées a 24,54%. La

période d'incubation est directement associée a la production. Période d'incubation pour la

production de cellulase par Alternaria alternata sous SSF est représenté sur la figure 33, les
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rafles de mais et la bagasse de canne a sucre ont montré un jour optimal (72 h) avec une
activité cellulase maximale de 15,06 £ 0,17 ug/ml (ljaz et al., 2011).

Incubation period for cellulase production by Alemaria aliermata
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Figure 33. Evolution de la production de cellulase par Alternaria alternata au cours du temps
(ljaz et al., 2011)

5.2.  Discussion
5.2.1. Effet de source de carbone

D’aprés Sujatha et al., (2014), la quantit¢ maximale de production d'endo et
d'exocellulases a été montrée dans le glucose comme se meilleure source de carbone par
Scytalidium thermophilum souche SKESMBKUOQ1, ces résultats sont en accord avec la
production de cellulase chez les bactérie Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, E. coli,
et Serratia marcescence (Sethi et al., 2013). Alors que Lokhande et Beth (2017) ont prouveé
que la carboxy méthylcellulose la meilleure source de carbone pour la production de cellulase,
Srieja et al., (2013) et Li et al., (2020) trouvé que le fructose et le CMC provoquent une
production maximale de cellulase parmi les diverses sources de carbone chez les bactéries B.

altitudinis et B. licheniformis.

Les cellulases de la souche sont des enzymes induites par les produits de la dégradation
de la cellulose comme le cellobiose et le glucose, alors qu’elle est inhibée en présence de

d’autres sources ne contenant pas le glucose.

5.2.2. Effet de source d’azote
Selon Acharya et al., (2008) et Sethi et al. (2013) et Sujatha et al., (2014) sulfate

d'ammonium était la meilleure source d'azote pour la production de cellulase, dans 1’étude de
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Sreeja et al., (2013) I’hydrogénocarbonate d'ammonium et le sulfate d'ammonium ont
amélioré au maximum la production de cellulase en Bacillus altitudinis et Bacillus
licheniformis. Sadhu et al. (2013) a montré que la source dazote NH4Cl a 0,15% était
optimale pour la production de cellulase par Bacillus sp a combinaison de source d'azote
inorganique et organique convenait & la production de cellulases. Dans I'ensemble, la
production de FPase était beaucoup plus élevée que la production de CMCase par les
souches était plus Licheniformis MVS1 que Bacillus sp. MVS3, d’aprés Acharya et
Chaudhary (2012). Alors que la production d'enzymes maximale observée dans les milieux
complétés par un extrait de malt (0,61 U/ml) comme source d’azote (Balasaravanan et al.,
2013).

Source d’azote est un facteur essentielles qui influence sur optimisation de cellulase la
variété dans les résultats obtenues par ce que chaque micro-organisme (des bactéries,

champignon...) port caractere spécifiques.

5.2.3. Effet de pH

Scytalidium thermophilum a montré une activité élevée dendo et d'exocellulases au
début de la fermentation (3 jours) en raison de la présence d'un pH approprié (5,5), et l'activité
des exo cellulases a diminué en raison de la dérive du pH vers des conditions trés acides (pH
2,0 a 3,0) (Sujatha et al., 2014). Similaire que optimal production de cellulase était de pH 5
avec une activité enzymatique de 173 U/ml (ljaz et al., 2011 ; Mmango-Kaseke, 2016 ; Li et
al., 2020) alors que l'activité enzymatique a augmenté progressivement pour d'exoglucanase
(1,92 Ul/ml), d'endoglucanase (1,86 Ul/ml) et glucosidase (1,96 Ul/ml) par B. thuringiensis a
pH 7 (Lokhande et Pethe, 2017) bactéries cellulolytiques dérivées des termites gut le pH
optimale aussi 7 (Shinde et al., 2017).

Dans autres études de Sethi et al., (2013) le pH 10 est meilleur production de cellulase,
le recherche de Acharya et Chaudhary (2012) trouver que la production optimale de cellulase
par Bacillus licheniformis MVS et Bacillus sp. MVS3 isolé de la source chaude indienne est
6,5-7. Acharya et al., (2008) obtient que le pH optimal pour la production de cellulase
Aspergillus niger était compris entre 4,0 et 4,5. La chute de l'activité de la cellulase pourrait
étre due a la perte d'humidité et a l'inactivation de I'enzyme résultant de la fluctuation du pH
pendant la fermentation (Melo et al., 2007) la raison de diminution de production en pH élevé
est probablement due a I’inactivation protéolytique de cellulase. Par conséquence cela
suggérée les valeurs de pH I’égerment acide favoriser production de cellulase avec les quelle

nous sommes accordé avec résulta de autre chercheure (Yadav et al., 2016).
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Comme nous avons observé il existe des différences dans les valeurs de pH dans ces
résultats a cause de caractéristique spécial de chaque micro-organisme le pH est un facteur
important pour optimisation de production de cellulase donc une augmentation ou diminution
de ce dernier peut agit sur la structure d’enzyme donc son activité, ci pour ¢a chaque micro-

organisme port un pH favorable pour la meilleur production enzyme dons ce cas la cellulase.

5.2.4. Effet de la température

La plupart des organismes fongiques présentent une température optimale comprise
entre 25 et 37°C pour la production de cellulase, comme le montre Aspergillus fumigatus
(Gilna et Khaleel, 2011). Ou comme Scytalidium thermophilum SKESMBKUO1 un
thermophile a optimale pour 45°C pour une production maximale de cellulases (Sujatha et al.,
2014).

Presque méme résultat pour souche fongique d’Alternaria alternata l'activité cellulase a
augmenté progressivement de 25-35°C puis est tombe a 40°C d’autres études. Les conditions
optimales trouvées pour la production de cellulase étaient de 30°C souche bactérienne
Bacillus sp.et Pseudomonas sp (Nandimath et al., 2016). Contrairement la fermentation
submergée a 120 tr/min a 28°C a donné des rendements supeérieurs en cellulase poue
Aspergillus niger production optimal étaient de 40°C Bacillus thuringiensis (Lokhande et
Pethe, 2017) une degradation maximale de la sciure de bois a été observée a 28°C (Acharya et
al., 2008).

Activité enzymatique enregistrées a différentes températures ont révelé que les quatre
bactéries ont produit une production maximale de cellulase a 40°C (Sethi et al, 2013). Les
résultats ont montré que l'activité enzymatique diminuait lorsque la température augmentait
au-dessus de 65°C. Ray et al., (2007) ont rapporté qu'un rendement minimum de cellulase
était observé lorsque la fermentation était effectuée a 45°C. Immanuel et al., (2006) a
enregistré une activité endoglucanase maximale dans Cellulomonas, Bacillus, et Micrococcus
sp. Alors que de cellulase de, Bacillus subtilis TD6 isolé poisson de Takifugu Rubripes
activité maximale a 45°C (4,1 U/ml) (Andriani et Park, 2010).

La production maximale de cellulase a été obtenue a température 40°C (0,741 +0,02
U/ml) et suivi de 35°C (Balasaravanan et al., 2013). Les bactéries cellulolytiques ont été
précédemment isolées des intestins des termites gut .L'activité CMCase a été trouvée optimale
a différentes températures (35°C, 40°C et 45°C). Les activités avicelase et FPase ont été
trouvées optimales a 35°C (Shinde et al.,, 2017). On peut dire que ce différence

I’augmentation de température de milieu de culture peut étre port un effet négatif sur ’activité
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de cellulase la dénaturation mais la basse température port aussi effet négative mais tout ca

selon aux propriétés spécifiques de micro-organisme étudié.

5.2.5. Effet de période d’incubation

Activité enzymatique maximale de production de cellulase apres troisieme jour de la
période d'incubation (Lokhande et Pethe, 2017). La période d'incubation de 48 heures, 72
heures et 96 heures s'est avérée optimale pour les souches CB3, CB4 et CB8 respectivement
(Vimal et al., 2016) alors que les conditions optimales de culture étaient 96 heures
d'incubation (ljaz et al., 2011) autre recherche trouve que la production maximale a été
trouvée entre 48 et 72 heures et le pic d'activité majeur a été trouvé a 60 heures (0,72 +
0,02U/ml). Chez Bacillus subtilis (Balasaravanan et al., 2013). Cela pourrait étre di a
I'épuisement des nutriments dans le milieu qui a souligné la physiologie fongique entrainant
I'inactivation de la machinerie secrétaire des enzymes (Nochur et al., 1993). La production
d’enzymes cellulase chez bactérie Bacillus sp augmentait régulierement depuis le début et
atteignait le maximum a 10 jours d'incubation (Sadhu et al., 2013) activités de cellulase de
champignon augmenter réguliecrement avec augmentation de période d’incubation est attient
le maximum (1.8 U/mg de substrat) en 144 heure d’incubation. Cependant une incubation

supplémentaire entraine une diminution de production de cellulase.
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Conclusion

L’objectif de ce travail consiste de faire une revue sur plusieurs études qui ont comme
but d’optimiser la production de cellulase a partir de souches bactériennes isolées de
différentes sources. Les paramétres étudiés dans ces travaux sont I’effet de la source de

carbone, de la source d’azote, du pH, de la température, de période d’incubation.

Les résultats obtenus ont montré que la meilleure source de carbone est le glucose, la
carboxy-méthylcellulose et le fructose. La meilleure source d’azote est le sulfate
d'ammonium, I’hydrogénocarbonate d’ammonium, le sulfate d'ammonium, le chlorure
d’ammonium et I’extrait de malt. Ces résultats montrent la diversité des sources de carbone et
d’azote utilisées par les bactéries pour la production de cellulases. Les sources d’azote
inorganiques semblent étre les sources préférées par les bactéries pour la production de ces

enzymes.

Le meilleur pH de production de cellulases par les bactéries est également divers ; il
peut étre un pH légérement acide (4 - 4,5-5,5), un pH neutre (7) ou un pH basique (6,5-10). La
meilleure température est entre 25°C a 45°C. La période d’incubation pour une production
maximale de cellulase varie entre 48h jusqu’a 10 jours. Ce sont des périodes de production

relativement courtes a I’échelle industrielle.

Ils existent d’autres parametres qui agissent sur la production optimale de cellulases tels
que l’effet des conditions statiques et agitées sur la production de cellulase, la taille de

I’inoculum, la concentration du substrat et ’effet des ions métalliques.
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/ Résumé \

Le but de ce travail est 1’étude des travaux qui se sont intéressé 1’influence des facteurs environnementaux
sur la production de cellulases a partir de 15 bactéries isolées de déférentes sources. Aprés la mesure de 1’activité
enzymatique on trouve que la source optimale de carbone est le glucose, la carboxy- méthylcellulose, le fructose.
La source d’azote optimale est le sulfate d'ammonium, I’hydrogénocarbonate d’ammonium, le chlorure
d’ammonium, et I’extrait de malat. Des pH Iégérement acide (4-4,5-5,5) neutre (7) ou basique (6,5-10) donnent
une meilleure production. La température optimale est entre 25°C & 45°C et la meilleure période d’incubation est
de 48, 60, 96 h et 3, 10 jours.

!wots Clés : biomasse lignocellulosique, cellulase, optimisation, paramétres environnementaux j

/ Abstract \

The purpose of this work is the study of the work that has investigated the influence of environmental
factors on the production of cellulases from 15 bacteria isolated from deferential sources. After the measurement
of the enzymatic activity, it is found that the optimal source of carbon is glucose, carboxy- methylcellulose,
fructose. The optimum nitrogen source is ammonium sulphate, ammonium hydrogen carbonate, ammonium
chloride, and malat extract. Slightly acid pH (4-4,5-5,5) neutral (7) or basic (6,5-10) gives a better
production. The optimal temperature is between 25°C to 45°C and the best incubation period is 48, 60, 96 h and
310 days.

Q(eywords: lignocellulosic biomass, cellulase, optimization, environmental parameters /
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