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Introduction

Lignocellulosique biomasse, qui est principalement obtenue a partir de déchets agricoles et
de déchets forestiers, est une ressource organique abondante et abordable dans la nature. De
plus, est un élément essentiel de la production de biocarburants et d'autres produits biorafinés
dans le processus de bioraffinge (Liu, 2019). Pour la production de biocarburants, la
décomposition de la biomasse lignocellulosique en sucres fermenticibles est une methode
efficace de hydrolyse cellulaire (Limayem et Ricke, 2012). Toutefois, le colt élevé de la
production de cellulase est I'un des problémes majeurs rencontrés par le développement de
biocarburants renouvelables dans la production industrielle (Muhammed et Hafiz, 2020).

La cellulose est le principal composant de la paroi cellulaire des plantes vertes et elle est
également secrétée par une variété de microbes, y compris des algues, des champignons, des
bactéries et des oomycetes. Parce que la cellulose est composée de nombreux atomes de carbone,
d'hydrogéne et d'oxygeéne, elle est classee comme un composé organique. Les cellules ont des
caractéristiques telles que leur insolubilité dans les principaux solvents organiques et I'eau, leur

absence de go0t et d'odeur et leur capacité a étre biodégradable (Pramanik, 2021).

Les trois enzyme de cellulose sont endoglucanase, exoglucanase et glucosidase, qui
fonctionnent en synergie pour I’hydrolyse de la cellulose. C'est pourquoi la cellulase est une
enzyme industriellement importante, car elle représente environ 20% du marché mondial des

enzymes (Singh , 2021).

Dans divers secteurs tels que l'industrie textile (biostoning, biopolissage et blanchiment du
denim), I'application d'enzymes cellulolytiques est en augmentation (Singh, 2019) industrie du
papier (traitement de la pate et désencrage) , santé (remplacement des antibiotiques par
Pseudomonas pour produire des biofilms) (Lavanya, 2011) l'industrie des aliments et des
boissons (transformation et clarification des jus de fruits) , la biotechnologie (production de
bioéthanol et valorisation de fruits transformés) biomasse lignocellulosique) agents de lavage et
détergents (Singh , 2019; Bhati , 2021).

Selon de nombreux chercheurs, les bactéries aérobies et anaérobies (Singhania, 2017)
(Kumar, 2019) , fungi, et actinomycétes (Shida, 2016; Kumar, 2019; Ramesh, 2020) sont bon
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pour produire des cellulases . Ces microbes présentent une décomposition enzymatique efficace
et sécrétent des cellulases libres ou liées a la surface cellulaire. Les bactéries sont les dégradeurs
de cellulose les plus efficaces parmi les différents types de microbes car elles se
développent rapidement et ont une activité synergique cellulase élevée (Muhammed et Hafiz,
2020).

Il est donc crucial de chercher de nouvelles cellulases présentant des caractéristiques
intéressantes sur le plan industriel. De nombreux efforts ont été déployes ces derniéres années
pour sélectionner des microorganismes cellulolytiques et utiliser des mutations génétiques pour
créer des souches hyper productives (Marques, 2018) . Le pH, la température, la taille de
I'inoculum, le type de cellulose, I'aération, le temps d'incubation et les inducteurs sont tous des
facteurs qui affectent leurs rendements en cellulase (Kognou, 2022).

Le présent travail, qui représente une synthese des articles scientifiques, dont leur objectif

est I’exploitation des microbes isolés des différents milieux dans la sécrétion des cellulases.

Le travail est composé de deux parties : la premiére est purement bibliographique, elle
comporte deux chapitres dont le premier est matieres lignocellulosiques et le second chapitre
porte comme titre production de cellulases. La deuxiéme est expérimentale consacré au matériel
utilisée et méthode suivies, un autre chapitre qui explique les différents résultats obtenus et en

fin on a terminé par une conclusion générale.
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1.1 Cellulose

Le polymére d'origine naturelle le plus abondant sur Terre est la cellulose. La
photosynthése est un processus biochimique qui produit principalement cette macromolécule. Il
produit environ 1011 a 1012 tonnes par an. Les molécules qui composent la cellulose sont
fibrilles présentes dans toutes les espéces végétales dans des proportions trés variables. Le bois
(résineux ou feuillus) contient entre 40 et 50 % de cellulose en masse séche, tandis que les fibres
de coton contiennent entre 85 et 95 % (Krassig et Schurz, 2002). Les parois cellulaires des
veégétaux sont soutenues et protégees par les fibrilles cellulosiques. Une bactérie biosynthétise
également ce polysaccharide selon un processus différent. On De plus, certaines algues
contiennent de la cellulose sous une forme trés cristalline ( Le Roux, 2003 ; Fischer, 2006).

Figure 1.Structure de cellulose (Atia,2014)

1.2 Hémicellulose

L'hémicellulose, le deuxieme polysaccharide le plus abondant dans les plantes, représente

20 a 35 % du poids total des parois cellulaires végétales.
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L'hémicellulose est un polysaccharide polyphasé a faible poids moléculaire composé
d'unités de sucre C-6 et C-5. De nombreux types d'hémicellulose ont une structure complexe et

une chaine moléculaire courte.

En fonction de leurs différences structurelles, les hémicelluloses sont généralement classées
en xylanes, mannanes, b-glucanes et xyloglucanes (Guoshuai et al .,2023).

OH OH OH _OH
6
HO~ ) —O HOYE :OO 0
.\ - )
HO OH HO OH Hos:@ _OH
3 OH I OH

D-glucopyannose D-mannopyranose D-galactopyranose
4 .
HO 5 0O,
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D-xylopyranose L-arabinofuranose D-glucuronic acid

Figure 2.Principales unités structurelles de I'némicellulose (Guoshuai et al .,2023)

1.3 Lignine

La lignine est un biopolymére naturel provenant de la biomasse lignocellulosique qui
contient principalement les unités G, S et H, qui sont liées par des liaisons carbonecarbone et
éther.( Boerjan et al .,2003 ;Tran et al.,2021 ; Abu-omar et al.,2023).

Lorsque l'acide cinnamique est créé, il est converti en trois monomeres d'alcools : p-

coumaryl, coniferyl et sinapyl.

Des processus oxydases et peroxydases comme l'acide caféiqgue O méthyltransférase,
I'alcool cinnamylique déshydrogénase et la férulate 5-hydroxylase . Le contenu et la structure de
la lignine dans les graminées et les bois (résineux et feuillus) different  considérablement en

raison de diverses enzymes biosynthétiques (jing,2023).
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Figure 3.Structure de la Lignine (Paillet, 2013).

1.4 Enzymes lignocellulosique :

Les enzymes lignocellulolytiques sont des biocatalyseurs qui décomposent la lignine et la
cellulose des matériaux en leurs composants afin qu'ils puissent étre hydrolysés plus tard pour
produire des produits utiles. Toutes les enzymes connues sont classées dans I'une des six classes
principales suivantes : ligases, isomérases, hydrolases, lyases, transférases et oxydoréductases
(Lehninger et al.,2004).

Les enzymes hydrolytiques font partie de la classe des hydrolases, tandis que les enzymes

ligninolytiques font partie des oxydoréductases.( Singh et al.,2019).

Mais la production d'enzymes bactériennes lignocellulolytiques présente les caractéristiques
suivantes : Les bactéries sont capables d'avoir des complexes multi-enzymes et se développent
plus rapidement que leurs homologues fongiques sont capables d'avoir des complexes multi-
enzymes qui possedent des fonctionnalites accrues et sont plus spécifiques, et peuvent gérer
beaucoup plus rapidement que leurs homologues fongiques, sont capables d'avoir des complexes
multi-enzymes qui possédent des fonctionnalités accrues et sont plus spécifiques, et peuvent gérer

beaucoup plus rapidement que leurs homologues fongiques (Chukwuma et al.,2020).
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Sur la base de leurs systemes enzymatiques, les enzymes lignocellulolytiques sont soit

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

Lignocellulolytic

Lignolytic ' Hydrolytic '

Ptl":fl’?::* ';':;f:;‘::: Versatile Dye decolourinsing Gt
(LiP) (MnP) Peroxidase (VP) peroxidase (DyP)

' ' ' } ' ' ' ' '
( Xylanases ) ( Proteases J [ Amylase J ( Chitinase J [ Cellulase ) ( Esterase J [Hcmi(c"llhqj (\hnmmw) ( Pectinase )

Figure 4.Des enzymes lignocellulolytiques différentes sont classées en fonction de leurs
systemes enzymatiques (Chukwuma et al.,2020).

2 Cellulases

2.1 Nomenclature

Nom codifié : EC. 3.2.1.4
Nom systématique : 1,4 - (1,3 ; 1,4) - beta-D - Glucan4 —glucanohydrolase
Nom recommandé : Cellulase

Synonymes : Endoglucanase, Endo-1,4-3-Glucanase, Cellulase carboxyméthylique, B-1,4-
endoglucanhydrolase, Celludextrinase, Avicelase, ect. (Schamburg et Salzmann, 1991).
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2.2  Généralités

Les cellulases [1,4-(1,3 ; 1,4)-B-D-Glucanohydrolase] se rapportent a un groupe d'enzymes
qui, agissant ensemble, hydrolysent la cellulose en sucres simples (Kader et al.,1999; Korish,
2003). Elle est I’'une des principaux membres de la famille des glycosideshydrolases. C’est un
systéeme 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 oucellobiohydrolase (EC
3.2.1.91), B (1-4)-glucosidase ou cellobiase (EC 3.2.1.21) (Annamalai et al.,2016).

2.3 Enzymes cellulolytiques

L'hydrolyse enzymatique totale de la matiére cellulosique nécessite divers types de

cellulases, a savoir les endoglucanases, les cellobiohydrolases et les B-glucosidases .

2.3.1 Endoglucanase ou Glucanohydrolase (EC 3.2.1.4)

Ces enzymes, les endoglucanases, hydrolysent de maniere aléatoire les parties amorphes de
la cellulose, principalement les chaines de surface des microfibrilles, ce qui génére des
oligosaccharides de différentes tailles, ainsi que de nouvelles extrémités de chaines. Il est
important de noter que ces enzymes n‘agissent pas sur la cellulose cristalline, mais elles sont
efficaces sur la carboxyméthylcellulose (CMC), qui est une forme soluble de la cellulose. Les
endoglucanases sont parfois également appelées CMCases (Bayer et al.,1998).

2.3.2 Exoglucanase ou Cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91)

Elles attaquent les polymeres de cellulose par les extrémités non réductrices et liberent des
résidus cellobiose (Linton et al., 2004).

2.3.3 p-glucosidase (EC 3.2.1.21)

Ces enzymes sont impliquées dans I'hydrolyse des oligosaccharides courts, tels que le
cellobiose et le glucose, ce qui réduit I'inhibition de la production des cellobiohydrolases (Linton

et Greenaway , 2004).
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La complémentarité de leurs actions est essentielle pour I'hydrolyse complete de la
cellulose. Le complexe enzymatique de la cellulase fonctionne en synergie, ce qui signifie que les
trois enzymes interagissent entre elles, et les produits de réaction enzymatique sont utilisés

comme substrats pour d'autres reactions (Gao et al., 2008).
Il existe quatre formes de synergie décrites :
1. Synergie endo-exo entre les endoglucanases et les exoglucanases (Lemos et al., 2003).

2. Synergie exo-exo entre les exoglucanases qui agissent aux extrémités réductrices des chaines

de cellulose et celles qui agissent aux extrémités non-réductrices.

3. Synergie entre les exoglucanases et les B-glucosidases, ce qui permet I'nydrolyse du cellobiose,

un produit final caractérisé par son pouvoir d'inhibition important des cellobiohydrolases.

4. Synergie intramoléculaire entre les domaines catalytiques et les domaines de liaison a la
cellulose (CBM) (Lynd et al., 2002).

2.4 Structure

Il est produit par des actinomyceétes, des protozoaires, des plantes, des champignons, des
bactéries et des animaux. La base de données Enzymes Carbohydrate-Active contient des
données sur les familles de glycosides hydrolases. Sur la base des similitudes de séquences
d'acides aminés et de structures cristallines, les glycosides hydrolases, y compris la cellulase, ont
été classées en 115 familles. Plusieurs génes de cellulase ont été clonés et caractérisés. Ils
appartiennent a 13 familles distinctes. Plus de cinquante cellulases sont également présentes dans
des structures 3D. Les liaisons [B-1,4-glucosidiques sont clivent par toutes les cellulases.
Cependant, ils présentent une variété de topologies, allant de toutes les protéines de feuille a

toutes les protéines hélicoidales a tous les barils/protéines (Jayasekara,2019).
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2.5 Mécanismes d’action

Les modules catalytiques et non catalytiques sont présents dans la structure de la cellulase.
En fonction de leurs séquences d'acides amines et de leurs structures cristallines, les modules
catalytiques des cellulases ont été classés en de nombreuses familles. Un module catalytique peut
contenir des modules non catalytiques de liaison aux glucides (CBM) et/ou d'autres modules
fonctionnellement connus ou inconnus a I'extrémité N ou C. La cellulase fongique et bactérienne
ont généralement deux ou plus de domaines structurels et fonctionnels. Cette enzyme est produite
par des micro-organismes aérobies et anaérobies. Par conséquent, les systémes cellulaires non
complexes et complexes sont les deux catégories. Les micro-organismes cellulolytiques aérobies
produisent un systeme de cellulase non complexe qui est un mélange d'enzymes coopératives

extracellulaires dans une unité (Jayasekara,2019).

Les cellulases sont catalytiques par deux processus. Ils sont simplement présentés comme
des mécanismes de retenue et d'inversion. En utilisant une catalyse a base d'acide, les cellulases
clivent les liaisons glucosidiques. Deux résidus catalytiques de I'enzyme, un acide général
(donneur de protons) et un nucléophile/base, contribuent a I'hydrolyse. La position spatiale des
résidus catalytiques détermine le mécanisme catalytique qui se produit. Les deux mécanismes qui
hydrolysent la cellulose sont la rétention et I'inversion de la configuration anomérique de la
cellulose. Méme aprés une hydrolyse a double déplacement avec deux étapes clés de
glycosylation ou de déglycosylation, les cellulases "de rétention” maintiennent la méme

configuration de C anomeérique, transportant la liaison glucosidique cible.

Apreés une seule hydrolyse par déplacement nucléophile, les cellulases « inversées » inversent la

configuration de la configuration anomérique C (Vocaldo et Davis,2008).

2.6  Sources

La cellulase n'est pas l'une des seules enzymes. Il s'agit d'un groupe d'enzymes
principalement composé d'endoglucanases et d'exoglucanases, y compris les cellobiohydrolases
et la glucosidase. On sait que les champignons, les bactéries et les actinomycetes produisent
efficacement des enzyme cellulase dans I'environnement naturel. Ces micro-organismes sécretent

des cellulases liées a la surface cellulaire ou libres. La composition du complexe enzymatique et
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I'efficacité de production d'enzymes different toujours. Les enzymes sont produites par des
micro-organismes aérobies et anaérobies, mais les champignons cellulolytiques aérobies, tels que

Trichoderma viride et Treesei, ont été largement étudiés (Jayasekara,2019).

2.7 Applications

Les cellulases ont joué un réle essentiel en tant que biocatalyseurs pendant de nombreuses
décennies. lls ont démontré leur potentiel dans de nombreuses industries. Les principales
industries utilisant des cellulases microbiennes sont le textile, le papier et la pate a papier, la
lessive et les détergents, I'agriculture, la médecine et I'alimentation humaine et animale. En 2017,
Iindustrie textile est le marché dominant des cellulases, selon Coherent Market Insights. Selon la
majorité des rapports d'études de marché sur les enzymes publiés en 2018, les principaux
marchés seraient les aliments et les boissons, I'industrie textile, I'alimentation animale et les

biocarburants. domaines d'applications spécifiques ( Kuhad et al., 2011).
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Tableau 1.Domaines d'application de cellulase dans I'industrie( Kuhad et al., 2011)

Industerie

Application

Agriculture

création de protoplastes végétaux et fongiques;
amélioration de la germination des graines et
du systéeme racinaire; augmentation de la
croissance et de la floraison des plantes;
augmentation de la qualité du sol ; diminuer la
dépendance aux engrais minéraux.

Bioconversion

Production d'aliments pour animaux riches en
énergie, conversion de matériaux cellulosiques
en éthanol, amélioration de la qualité
nutritionnelle de [l'alimentation animale ;
meilleure digestion et la conservation du
fourrage de haute qualité.

Détergents

Les détergents a base de cellulase offrent une
action de nettoyage  supérieure  sans
endommager les fibres, éliminent la saleté et
améliorent la luminosité des couleurs.

Fermentation

Amélioration du maltage et de I'écrasement des
raisins, amélioration du pressage et de
I'extraction des couleurs des raisins,
amélioration de l'arbme des vins la
fermentation primaire et la qualité de

la biere, améliorer la filtrabilité et la viscosité
du mo0t, améliorer la clarification de la
production de vin, augmenter le taux de
filtration et la stabilité du vin.

Pate et papier

Coadditive dans le blanchiment de la pulpe, la
pulpe biomécanique, la réduction de la
demande d'énergie et la réduction des besoins
en chlore augmenter la luminosité des fibres,
production de carton biodégradable, de
serviettes en papier et de papier hygiénique ;
amélioration du drainage des papeteries.
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Chapitre 2 Production des cellulases

3 Substrats pour la production des Cellulases:

La fermentation a I'état solide (SSF) et la fermentation submergée (SmF) ont produit des
cellulases fongiques. L'espéce fongique est cultivée en SSF sur un ou plusieurs substrats
solides tels que la paille de riz, le son de blé, la balle de mais, le tourteau de manioc ou la
bagasse de canne a sucre, sans ou tres faible teneur en eau . En revanche, dans le SMF, des
micro-organismes sont cultivés a l'aide d'un liquide a écoulement libre comme la mélasse

et/ou de bouillons contenant divers nutriments( Ahmed et Bibi, 2017).

Pour produire de la BC, la fermentation est effectuée en mode statique et agité ou
remué. Avec le changement de mode, diverses formes de cellulose sont produites (Lahiri et al
.,2021), Une pellicule réticulaire interconnectée tridimensionnelle a été observée dans des
conditions statiques tandis que les conditions agitées et agitées produisaient une cellulose de

forme irréguliére en forme de sphére particule (SCP) (Esa et al .,2014).

Smi SSC
Feedstock Feedstock
Enzyme Production Enzyme Production

.

Enzyme Concentration I
T . SR y
)
' v Enzyme Dryving 1
G ? : o
| Enzyme FreezeDrying + ] eeeeeess lf """"
A A ] epeeeeeeeean \ |
v U . LT
R e S S T i
Final Enzvimes ' Final Enzymes | Final Enzymes | 1 Final Enzymes |
. mar ]
' ] > » ) . e e 1
Used on<ite | Used offite : Lsed on-site | 1 sed offsite i

Straght (dashed) Ines represent orsite (off-site) erzyme production process

Figure 5.0rganigramme de la production d'enzymes avec la méthode SmF conventionnelle
comparée a la méthode SSC (Sadhu et Kanti M, 2013)

3.1 Techniques de culture :
L'élimination des granulés bruts impurs de BC, qui comprennent des substances

métaboliques et des résidus de nutriments avec le BC, suit le mécanisme de fermentation.
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Pour éliminer les cellules bactériennes, le BC peut étre traité avec une solution alcaline a
1000° C pendant 15 a 20 minutes. Apres cela, les pastilles sont lavées avec de I'eau distillée
pour récupérer les pastilles BC et les valeurs de pH (Petersen et Gatenholm , 2011).

Le milieu de fermentation est incubé pendant 1 a 14 jours avec l'inoculum a un pH de 4
a7eta28a30°C,jusqu'ace que le récipient soit rempli de cellulose. La formation et
I'aération appropriées dans la production de BC, le CO2 contr6le l'activité métabolique. La
culture agitée est plus colteuse que la culture statique en raison de l'agitation continue, qui
augmente le rendement de production (Islam et al, 2015).

3.2 Composants de milieu de culture pour la production de cellulases :

Les milieux de culture doivent contenir du carbone, de l'azote et d'autres micro et
macronutriments nécessaires a la croissance des micro-organismes, et la proportion de ces
composantes ont un impact direct ou indirect sur la formation du produit (Speretto et al
,2021).

Les facteurs de croissance, qui sont des composés organiques, sont également
nécessaires aux micro-organismes, La présence d'autres éléments est cruciale pour la
croissance idéale du micro-organisme car ils effectueront des fonctions importantes telles que
la synthése des protéines ou l'activation enzymatique comme les coenzymes (Tortora el al
.,2012).

3.3 Parametres physique pour la production de cellulases :

De plus, I'optimisation de paramétres tels que le pH et la température est cruciale pour la
production d'enzymes car ces parametres physico-chimiques affectent la croissance des
micro-organismes, ce qui entraine la production de bioactifs, le temps d’incubation ,En plus
du temps considérable nécessaire pour effectuer de nombreuses expériences, 'OVAT est
considéré comme une technique laborieuse, fastidieuse et trompeuse car ces paramétres sont
indépendants et les OVAT ont tendance a ignorer les interactions entre eux (Ahmed et
Bibi,2018).

3.4 Approches biotechnologiques pour la production de cellulases

La cellulose bactérienne, est un biopolymere polyvalent avec une efficacité
antimicrobienne et antibiofilm, peut étre utilisée avec succés dans des approches

thérapeutiques. Outre sa biodégradabilité et sa biocompatibilité (Lahiri et al , 2021 ).

13



Chapitre 2 Production des cellulases

Un travail remarquable a été réalisé sur la production et la caractérisation des cellulases
de differents champignons, et les études futures devraient se concentrer sur la manipulation de
la recherche cellulase par le génie génétique et protéique pour améliorer I'efficacité de la
dégradation et de la bioconversion de la biomasse. Une autre limite de la recherche sur la
cellulose est l'utilisation des techniques statistiques pour optimiser la production de cellulase
sur SmC et SSF a partir de champignons. De méme, comprendre comment réguler la
transcription de la cellulose et la dégradation des enzymes dans les biomasses est crucial pour
créer les meilleures conditions de culture pour la production des meilleures enzymes (Ahmed
et Bibi ,2018).

14



Partie
Experimentale



Chapitre 3

Materiel et methodes



Chapitre 3

Matériel et méthodes

4  Collecte des échantillons

4.1 Prélevement d’échantillons

Pour la détermination et optimisation de 1’activité enzymatique de ce dernier les auteurs

ont utilisé différents sites d’échantillonnage , dans le tableau ci-dessous nous avons pu

regrouper le site et le nombre d'échantillons utilises :

Tableau 2. les sites d'échantillons de I'étude

Références

La région d’étude

Le site

Nombre
d’échantillons

La source thermal de | lacs 4
Sharif etal.,(2023) | Tata pani
Subramaniamet Inde terre de termitiere 126
al.,(2023)
El-morsy et al Le gouvernorat Déchets municipaux , | 12
,(2023) de damiette , sol et déchets

Egypte d’herbivores
Mokale k et Université de sol
al.,(2022) Manitoba 6

(Congo)
Lingouangou et Brazaville sol 5
al.,(2022) (congo)

Tamilnadu districtde | sol 24

Sathyapriya et al Sivagangai
.,(2022)
Bhati et al.,(2023) Inde sol 581
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Ojeda etal.,(2022) Venezuela Université de 1
Carabobo
Khadka et al.,(2022) | Pokhara Eau de source 1
(Nepal)
Sahrawat et Garg Meruut (Inde) Riziere 1
P.,(2022)
Baltaci,(2022) Turque Les abattoirs de 17
rumen de Erzurum
Bhagatet sol 7
Kokitkar,(2021) Maharashtra
(Inde)
Lietal.,(2021) China Isoleé a partir d’un 1
microorganisme
Abdullah et (Pakistan) Profondeur du sol 1
al.,(2021)
Karnatakaet Inde Sol du campus de 1
al.,(2023) (NIIST)

4.2 Isolement

La plupart des auteurs ont utilisé la méthode de dilution pour isoler les
microorganismes, (ElI-morsy et al .,2023) , (Sathyapriya et al .,2022) , (Bhati et al.,2023) ,
(Sahrawat et Garg P,2022) , (Baltaci,2022) , (Bhagat et Kokitkar,2021) et (Abdullah et
al.,2021).

La méthode est comme suit Des dilutions en série des échantillons de sol ont été
préparées en utilisant 0,85 % une solution saline et les dilutions les plus élevées ont été étalées

sur le crible.

Le milieu composé de carboxyméthylcellulose (CMC) (0,5%), NaNO3 (0,1 %),
K2HPO4 (0,1 %), KCI (0,1 %), MgSO4 (0,05 %), extrait de levure (0,05 %) et agar agar (2,0
%) (Bhagat et Kokiktar,2021).

4.3 Sélection

4.3.1 Sur milieu solide

Les auteurs qui ont utilisées le milieux carboxymethylcellulose (CMC ) sont : (Sharif et
al.,2023), (Subramaniam et al.,2023) , (EI-morsy et al .,2023) , (Sathyapriya et al .,2022)
(Bhati et al.,2023), , (Baltaci,2022) et (Bhagat et Kokitkar,2021) a I’éxception De (Mokale k
et al.,2022) et (Khadka et al.,2022).

Aprés la méthode de dilution
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Le milieux contient les élements suivants :

Tableau 3.élements nutritifs et la méthode

Auteurs Composant du milieu Methode

Sharif etal.,(2023) LB agar (1% CMC) LB agar avec 1% CMC
incubeé 70°C pendant 24
heures .

Subramaniam etal.,(2023) | CMC agar fraiche Dilueé et incubeé dans
nutrient agar media a
37°C pendant 48h . et
transmet dans CMC agar.

El-morsy et al .,(2023) CMC agar Apres des series de dilution

ils ont transferées dans CMC
agar et incubeé a50°C pendant
10 jours.

Sathyapriya et al .,(2022)

CMC media (: cellulose 1%,

Aprés I’agar est solidifiée ils

K2HPO4 0.2%, MgSO4 [ont incubee a  37°C
0.03%, peptone 1%, pendant 24h.
(NH4)2S04 0.2%)pH a7
Bhati et al.,(2023) 1% w/v CMC Apres la solidification de
I’agar incubation 35°C
pendant 48h.
Baltaci.,(2022) carboxymethyl cellulose Aprés la  dilution  de
(CMC) — Bushnell Haas échantillons  ces  derniers

medium (BHM) agar (10 g/L
CMC, 1 g/L K2HPO4, 1 g/L
KH2PO4, 0.2 g/L
MgSO4_7H20, 1 g/L
NH4NO3, 0.05 g/L
FeCI3_6H20,

0.02 g/L CaCl2, and 20 g/L
agar).

transmis dans deux mileux de
culture BHM et CMC agar
Jincubation fait a 35°C
pendant 48h.

Bhagat et Kokitkar.,(2021)

(CMC) (0.5%), NaNO3
(0.1%), K2HPO4 (0.1%),
KCI (0.1%), MgSO4
(0.05%), yeast extract
(0.05%), and agar agar
(2.0%)

Les échantilons sont diluées a
0.85% est placeés dans les
milieux de culture ,
incubation a 37°C pendant
48h .
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4.3.2 Sur milieu liquide

Cette sélection est basee sur la mesure de ’activité cellulase (CMCase ) du surnageant

d’une culture sur milieu liquide.

Le milieu utilisé pour produire de la cellulase contient 0,5 g de glucose (g/L), 0,75 g de
peptone, 0,01 g de FeSO4, 0,5 g de KH2PO4 et 0,5 g de MgSO4. Un flacon de 50 millilitres a

été utilise pour extraire dix millilitres du milieu. Les flacons contenant le milieu ont été

autoclavés pendant 15 minutes a 121 ° C. Apreés refroidissement, une culture bactérienne

cultivée pendant la nuit a été ajoutée. Le milieu ensemencé a été incubé pendant 24 heures au

four a 37 degrés Celsius. Apreés la fin de la période de fermentation, le milieu de culture a été

centrifugé pendant 20 minutes a 6 000 rpm pour obtenir I'extrait brut, qui a servi d'enzyme

(Lingouangou et al.,2022).

Tableau 4.les différentes méthodes utilisée dans la sélection dans un milieu liquide

L’Auteur

Méthode

Sharif etal.,(2023)

Environ 100 pl de cultures fraichement
développées ont été transférées dans des
tubes de bouillon LB et placées pendant 24
heures & 70°C. 1 millilitre de milieu de
croissance an ensuite été centrifugé pendant
10 minutes & 8 000 tr/min et & 4 °C. Le
catalyseur brut a été utilisé dans la couche
supérieure de I'échantillon.

Subramaniam et al.,(2023)

Les isolats choisis ont été inoculés dans un
bouillon de méthylcellulose Carboxy et ont
été incubés dans un shaker pendant 72 heures
a 37 degrés Celsius. La culture est
centrifugée a 6000 xg pendant 15 minutes
pour obtenir des surnageants acellulaires.

Sathyapriya et al .,(2022)

culture contenant (g/L) 1 g de
carboxyméthylcellulose (CMC), 0,75 g de
peptone, 0,01 g de FeSO4, 05 g de
KH2PO4, 0,5 g de MgSO4 et incubé a 37 °C
pendant 24 heures. méme milieu de
production et incubé a 37°C pendant 48
heures sous agitation constante a 130 tr/min a
I'aide d'un agitateur incubateur, le milieu de
production incubé a ensuite été centrifugé
pendant 10 minutes a 4°C a 10 000 tr/min
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Khadka et al.,(2022)

Culture contient CMC comme seul carbone
source. La composition du milieu était de 10
g/L de CMC, 2 g/L tryptone, 4 g/L KH2PO4,
4 g/L Na2HPO4, 0,2 g/L MgS04.7H20,
0,001 g/L CaCI2.2H20, 0,004 g/L
FeSO4+7H20, et pH 7,0 [24]. Le milieu de
production inoculé a été cultivé a 60°C et
100 rpm pendant 24 heures, le bouillon de
culture a ensuite été centrifugé a 5000 rpm a
4°C pendant 10min.

Bhagat et Kokitkar.,(2021)

un milieu liquide contenant 1 % de CMC, 0,1
% de NaNO3, 0,1 % de K2HPO4, 0,1 % de
KCI, 0,05 % de MgSO4 et 0,05 % d'extrait
de levure (pH 7,0) et incubé a 37 °C pendant
24 heures. le milieu a été centrifugé a 10 000
rpm pendant 10 minutes.

4.4 Mesure de Pactivité enzymatique

Tous les auteurs ont suivis la méthode de (Miller,1959) pour déterminer les sucres

réducteures de CMase, a I’exception de (Ojeda et al,2022) qui a utilisé la méthode de

(Noguera et al., 2019).

Tableau 5.méthode de mesure de I'activité enzymatique

L’auteur

Méthode

Principe de la méthode

Sharif et al.,(2023), El-
morsy et al .,(2023) Mokale
k etal.,(2022) Lingouangou
et al.,(2022) Sathyapriya et
al .,(2022) Bhati et
al.,(2023) Subramaniam et
al.,(2023) Khadka et
al.,(2022) Sahrawat et Garg
P.,(2022) Baltaci.,(2022)

Méthode de Miller

L’activité cellulase a été
déterminée en mesurant la
quantité de sucres réducteurs
libérés a partir d’une solution
1% (p/v) de carboxymethyl
cellulose (CMC) ou d’avicel
suivant la méthode au DNS
(L'acide3,5-

dinitrosalicylique).
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Bhagat et Kokitkar.,(2021)
Lietal.,(2021)

Ojeda et al.,(2022) Noguera-Machado et al effectué pour déterminer le
glucose libre dans une
solution de 0,25 % de
cellulose dans 100 mM de
tampon phosphate (pH =7).

4.5 Optimisation de la production de cellulases produites par des souches microbiennes

45.1 Effet de pH
L'effet du pH sur la production d'enzymes a été étudié en cultivant les isolats dans un

milieu de production ajusté a différents pH de (5.0, 6.0, 7.0, 9.0) Le pH des milieux a été
ajusté en utilisant 0.1 HCL and 0.1 NaoH (Sahrawat et Garg , 2022).

4.5.2 Effet de période d’incubation

L’effet de la période d’incubation sur la production d’enzymes a étét déterminé en
incubant le milieu de fermentation pendant 5 jours . le taux de production a été mesuré a
des intervalles de 24h (Mokale et al.,2022) .

4.5.3 Effet des sources de carbone et d'azote sur production de cellulase

Les microorganismes isolées de sol sont inoculée dans un milieu qui contirnt 0.5 % tant
que amidon ,glucose , sucrose, galactose, fructose, mannose et nitrogen sources a
concentration de 0.5% tant que peptone, yeast extract et ammonium sulphate et urea
(Lingouangou et al.,2022).

4.5.4 Effet de latempérature

L'effet de la température sur la production d'enzymes a eté réalisé en incubant le milieu
de production a des températures de 4°C, 10°C, 28°C, 37°C et 50°C (Bhagat et Kokitkar,
2021).
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455 Effet de la concentration d‘inoculum

L'effets des concentrations d'inoculum sur la production d'enzymes a été analysée en

ajoutant des concentrations de (0.5-2.5% v/v) au milieu de production (Bhati et al .,2023).

21



Chapitre 4
Reésultats et discussion



Chapitre 4 Résultats et discussion

5 Resultants et discussion

5.1 Isolement
Echantillon 1

Huit especes cellulolytiques thermophiles ainsi que sept genres distincts ont été obtenus a partir
de différentes zones thermogéniques dans le gouvernorat de Damiette, en Egypte. Cette procédure
d'isolement a impliqué l'utilisation du milieu gélosé Czapek Dox, dans lequel le CMC a éteé utilisé en

substitution du glucose( EI-morsy et al .,2023).

Echantillon 2

Vingt-quatre isolats cellulolytiques ont été choisis en raison de leur capacité a former une
zone de dégagement sur des plaques contenant du CMC utilisant 0,1 % de rouge Congo. Les
vingt-quatre souches bactériennes ont toutes présenté une zone de dégagement autour des
colonies. Cette zone de dégagement autour de la colonie est un indicateur de la propriété
d'hydrolyse de la cellulose des isolats( Sathyapriya et al .,2022) .

Echantillon 3

Dans le cadre de cette étude en cours, un total de cing cent quatre-vingt-un isolats
bactériens ont été récoltés, Parmi toutes les échantillons, c'est I'échantillon de sol de la serre qui a
présenté la plus grande concentration de bactéries. Le sol abrite une diversité de micro-

organismes spécialisés dans la dégradation de la cellulose (Bhati et al.,2023).

Echantillon 4
Les sacs en nylon contenant la paille de riz ont été récupérés des fosses aprés une période

de 15 jours d'incubation, en vue de I'isolement des champignons (Sahrawat et Garg P,2022).

Echantillon 5

Les isolats présentant les activités enzymatiques les plus élevées, telles qu’indiquées par les
diameters de zone maximum , étaient OZ(16,2 U/mL),0Z5(14,4U/mL) et OZ(12,7 U/mL)
(Baltaci,2022).
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Echantillon 6

Quarante-cing colonies bactériennes différentes ont été isolées a partir de neuf échantillons
de sol. Cependant, 4 isolats n'ont pas montré la zone claire avec 0,1 % de rouge Congo mais ils
sont significativement visibles avec I'iode de Gram. Les sept isolats présentant le plus grand
potentiel cellulolytique sur les boites de criblage ont ensuite été sélectionnés pour la

caractérisation morphologique et lI'identification moléculaire (Bhagat et al., 2021).

Echantillon 7

Le choix d'une souche fongique appropriée est une étape fondamentale pour la production
hyperactive de cellulases,les souches ont éteé isolées a partir du sol et compost et identifiée
comme Talaromyces thermophilus sur la base de caractéristiques morphologiques (Abdullah et
al.,2021).

5.2 Sélection sur un milieu liquide et solide

5.2.1 Sur milieu solide
Echantillon 1

Huit (8) souches thermophiles au total ont été choisies en vue de produire de la
cellulase. Parmi ces souches, quatre isolats ont présenté une zone transparente sur un agar a 1

% de CMC, ce qui les a qualifiés pour des étapes ultérieures de recherché (sharif et al .,2023).

Tableau 6.Test de dépistage de la cellulase sur des isolats thermophiles(sharif et al.,2023)

Isol Test de

solats cellulase Nom de I’espéce Numéro d’accés

MBT001 +ve Anoxybacillus mongoliensis OM918280

MBTO002 +ve Anoxybacillus flavithermus OM918281

MBTO003 +ve Anoxybacillus mongoliensis et OM918282
mongoliensis flavithermus
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MBTO004 +ve Bacillus OM918283
MBTO005 -ve Non identifié
MBTO006 -ve Non identifié
MBT007 -ve Non identifié
MBTOUB ve Non identifié
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Echantillon 2
Un milieu de culture sélectif contenant de la cellulose comme seule source de carbone a été

utilisé pour I'isolement des bactéries productrices de cellulase. Un total de 126 isolats bactériens
ont eté obtenus a partir de 57 échantillons. Les colonies produisant une zone transparente de
diamétre >7,5 mm ont été choisies pour les études de production d'enzymes. Environ 45 isolats
ont été éliminés lors du dépistage primaire. L'isolat B12 a produit le diamétre maximum de zone
transparente de 21 mm, suivi de B64 (19 mm) et B25 (18 mm) (Subramaniam et al.,2023).

Echantillon 3
Les especes isolées sont identifiées morphologiquement au niveau du genre (EI-morsy et al

,2023).

Echantillon 4
24 bactérie ont été identifiée avec congo test (Sathyapriya et al .,2022).

Echantillon 5
Dans tous les échantillons, la concentration la plus élevée de bactéries a été relevée dans

I'échantillon de sol provenant de la serre(bhati et al.,2021)

Echantillon 6
Les bactéries ont été détermineé par congo test et la spectrophotométrie avec les diametres

suivantes : 0Z2(16.2 U/mL), OZ5 (14.4 U/mL), and OZ17 (12.7 U/mL) (Baltaci,2022).
Les réultats dans la (fig.7 ).
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Figure 7.test congo (Baltaci.,2022)

Echantillon 7

La méthode utiliseé pour la selection des bactéries productrices de cellulase est le congo test

puis elle est détermineé par Gram iodine .
5.2.2 Sur milieu liquide

Cing souches de cellulase sélectionnées, qui ont été isolées a partir des sols de Brazzaville,
A partir de ces souches, une analyse de la cinétique de la cellulase a été entreprise, accompagnée
d'une optimisation des parameétres physiques et des conditions nutritionnelles visant a atteindre

une production maximale de cellulase brute. (Lingouangou et al .,2022).

5.3 Mesure de ’activité enzymatique
Echantillon 2

L'activité bactérienne est optimale & 35°C. A ces températures, I'inactivation des enzymes
résulte de faibles interactions intermoléculaires qui perturbent la stabilité de leur structure,
entrainant une diminution de leur capacité catalytique. A des températures inférieures, le
transport des substrats a travers la cellule est inhibé, tandis qu'a des températures plus élevées, les
enzymes se déplient et perdent leur activité en raison de la dénaturation thermique (Mokale et
al.,2022).
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Echantillon 3

Environ 20 % des échantillons d'eau douce et de sol montrent la présence de bactéries
décomposant la cellulose apres un processus d'enrichissement. Toutefois, il est a noter que
certains échantillons ne renferment pas ce type de bactéries, Cette variation s'explique par la
présence de micro-environnements offrant des conditions différentes propices a la croissance de
bactéries décomposant la cellulose. Ces bactéries sont généralement présentes dans les sols issus
de fumiers de fosse (Lingouangou et al.,2022).

Echantillon 4

L'activité cellulolytique observée pour les souches bactériennes était respectivement de 0,98
+ 0,01 Uml-1,0,46 + 0,01 U ml-1et 1,75 + 0,01 U ml-1 apres 48 heures d'incubation. comme
elle est montré dans la (fig.8) .

o

<o
N

KVK-5 GA-4 MG-5
Bacterial isolates

Enzyme activity (U ml")

Figure 8.La synthése de cellulose par des souches bactériennes isolées
(Bhati et al.,2023).

L'isolat MG-5 a montré la plus grande activité et a donc été sélectionné pour une

caractérisation plus approfondie. Mahdi et al. (2010) ont signalé une activité maximale
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d'exoglucanase de 1,13 U ml-1. Une étude a rapporté que l'isolat ME27-1 a montré la plus forte
activité cellulase (0,17 U ml-1) apres incubation pendant 60 heures dans un milieu liquide de
base( Bhati et al. 2023).

5.4 Optimisation de la production de cellulases
5.4.1 Effetde pH

Les trois répliques ont été cultivées dans des milieux a différents niveaux de pH,
notamment 5,0, 6,0, 7,0 et 9,0. Les activités de CMase les plus élevées ont été observées dans un
milieu de pH 7,0 (2,672 Ul/ml), tandis que I'activité de Fpase atteignait 0,130 Ul/ml, comme
indiqué dans la (tab.9).
Tableau 7.optimisation de pH (Sahrawat et Garg ,2022)

pH CMase(1U/ml) Fpase(1U/ml)
5.0 1.084+0.89 0.050+0.07
6.0 1.943+1.51 0.105+0.07
7.0 2.672+£2.30 0.130+0.13
9.0 0.993+0.81 0.080%0.06

Ces résultats divergent de I'étude Sharma et al. (2017), qui avait signalé que l'activité
maximale des enzymes CMase et FPase était a pH 6,5. En revanche, cette étude concorde avec
les conclusions de Barapatre et al. (2020), lesquelles suggerent que la production maximale de

cellulase est obtenue a pH 7,0 par des especes d'Aspergillus.

5.4.2 Effet de période d’incubation
Il est important de noter que toutes les souches n'ont pas montré une production de

cellulase a 50 °C, et aucune croissance cellulaire n'a été observée a cette temperature, Les

résultats sont illustres dans la (Fig. 10).
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Figure 10.Effet de la période d’incubation (Mokale et al.,2022)

Une production optimale de cellulase a été obtenue apres une période d'incubation de 96
heures. Au-dela de cette période, I'activité de I'enzyme a diminué. Cela est d0 a I'épuisement des
nutriments dans le milieu de fermentation, a I'inhibition par les produits finaux ou a la production
de sous-produits. L'épuisement des nutriments provoque un stress bactérien conduisant a
I'inactivation de la sécrétion d'enzyme et a la mort cellulaire Ariffin et al.,(2006). Micrococcus
sp. SAMRC-UFH3 Mmango et al.,(2016), Bacillus amyloliquefaciens AK9 Irfan et al .,(2017) et
Bacillus albus Abada et al .,(2021) ont été signalés comme produisant une cellulase maximale

apres 96 heures d'incubation.

5.4.3 Effet des sources de carbone et d'azote sur production de cellulase

Les résultats de I'effet des sources de carbone sur la production de cellulase ont montré que
Bacillus subtilis et Pseudomonas monteilii ont montré une meilleure production de cellulase (0,49
Ul/ml; 0,633 Ul/ml) ( Lingouangou et al.,2022).

Ces résultats démontrent que toutes les souches bactériennes n'ont pas les mémes besoins en
sources de carbone. En effet, dans cette étude que la source de carbone dépend d'une souche a
l'autre. En résumé, les résultats de 1’é¢tude est similaire a ceux trouvés par Robson et Chambliss
(1984) , Shabeb et al en 2010 et Reffas en 2017 , qui ont démontré la variabiliteé et les
préférences des sources de carbone d'une souche a l'autre avec des taux de production de
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cellulase de (0,93 ; 1,43 ; 1,61 Ul/ml) dans différentes espéces bactériennes telles que

Cellulomonas sp., Clostridium et Bacillus sp.
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Figure 11. L'influence des différentes sources de carbone sur la production de cellulase chez les
souches Pantoea dispersa MLTBY6 (MT646430.1), Pseudomonas aeruginosa MLTBM2
(MT646431.1), Pseudomonas monteilii MLTBC10 (MT674682.1), Bacillus subtilis MLTBC5
(MT674681.1) et Lysinibacillus fusiformis MLTBB7( Lingouangou et al.,2022)

Les résultas de la source d’azote montrent une excellente production de cellulase en

présence de sulfate d'ammonium comme source d'azote.
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Figure 12.Effet de la source d’azote sur les souches Pantoea dispersa MLTBY6 (MT646430.1);
Pseudomonas aeruginosa MLTBM2 (MT646431.1); Pseudomonas monteilii MLTBC10
(MT674682.1); Bacillus subtilis MLTBC5 (MT674681.1) et Lysinibacillus fusiformis MLTBB7
( Lingouangou et al.,2022)

Chez Pantoea dispersa, avec un taux de production de 0,599 Ul/ml. Cette variabilité est une
preuve suffisante que le choix et la préférence des sources d'azote différent d'une souche a l'autre

dans cette étude. Les résultats sont en parfait accord avec ceux trouves par Reffas en 2017.

5.4.4 Effet de latemperature

Les isolats identifiés sous les noms S1-1, S1-4, S3-3, S4-2, S7-2 et S7-6 ont révélé leur
activité cellulosique maximale & une température de 27°C. I’activité maximale est de S7-6 de
valeur 4.544 U/ml .

Des résultats similaires ont été rapportés par Islam et al. (2019) pour une souche de Bacillus
bien connue, ou la production maximale de cellulase a été observée a 35°C, et la production de
I'enzyme a été réduite avec I'augmentation de la température de fermentation au-dessus de 40°C.
Rasul et al. (2015) ont également rapporté que l'activité de I'enzyme augmente progressivement

jusqu'a 40°C et diminue a des températures plus élevées.
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Figure 13.Effet de la température sur I’activité du cellulose (Bhagat et Kokitkar, 2021).

L'isolat nommé S4-1 a montré la plus grande activité, soit 6,226 U/ml a 50°C, ce qui suggere
que cette souche de Bacillus peut étre un type de bactérie thermotolérante. Les résultats étaient
comparables a ceux de Sadhu et al. (2013) La souche de Bacillus isolée dans cette étude a montré
une activité maximale de cellulase a 50°C. Gautam et al. (2011) ont également rapporté la
découverte de champignons cellulolytiques novateurs issus de déchets solides municipaux, qui
ont été trouvés pour produire I'enzyme cellulolytique a des températures comprises entre 40°C et
50°C.

5.4.5 Effet de la concentration d'inoculum

L'influence de la concentration de I'inoculum de la souche bactérienne sur la production de
cellulase est manifeste. Différents volumes d'inoculum (0,5-2,5 % v/v) ont été incorporés aux
milieux de fermentation pour examiner leur impact sur la production d'enzymes cellulolytiques,

comme illustré dans la (Fig.14).
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Figure 14.Influence de concentration d’inoculum (Bhati et al .,2023)

La taille optimale de I'inoculum a été observée a 1,5% v/v (3,25 £ 0,01 U ml-1) pour une
production améliorée de cellulose Bhati et al .,(2023), L'augmentation subséquente de la
concentration a conduit a une réduction de l'activité de I'enzyme en raison de I'épuisement des

nutriments, entrainant une diminution de I'activité métabolique (Singh et al .,2012).

L'équilibre entre la biomasse en croissance et les nutriments disponibles est essentiel pour
une production optimale de I'enzyme. Le volume optimal d'inoculum était de 10% v/v pour
Bacillus sp (Singh et al .,2012).
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Conclusion

D’aprés notre etude était d'optimiser la production d'enzymes cellulases par des
bactéries isolées qui ont la capacité de produire de la cellulase, afin d'obtenir un rendement

enzymatique plus élevé.

Parmi les bactéries qui produisent de la cellulase, des souches ont été extraites du sol et
identifiées comme Bacillus albus, Bacillus subtilis , Bacillus amyloliquefaciens , Micrococcus sp
Pantoea dispersa , Pseudomonas monteilii et Aspergillus . Une recherche visant & optimiser les
conditions de fermentation pour obtenir une production maximale de cellulase a été menée. Les
parametres de culture tels que le pH, la température, les sources de carbone et les sources d'azote
ont été ajustés pour atteindre cet objectif.

Les recherches examinées dans ce mémoire ont mis en évidence l'importance de
I'optimisation des conditions de croissance de la souche pour améliorer la production de
cellulases. Il a été observé que la production optimale de cellulases se situe dans une plage de
température comprise entre 35 °C et 40 °C. pour la souche Aspergillus a pH 7 I’activité
enzymatique est élevé (2,672 Ul/ml). Une production efficace de cellulases est constatée lorsque
le milieu de culture est enrichi en tryptone comme sources d'azote, et lorsque la sucrose est utilisé
comme sources de carbone. En revanche, le glucose induit la moins grande activité cellulase
parmi les sources de carbone testées. la tryptone est la sources d'azote organiques riches en

vitamines qui stimulent la croissance bactérienne et, par conséquent, la production de cellulases .

Une concertation de substrat CMC de 1.5% donne la meilleure production de cellulases par

la souche Bacillus sp.
Pour I’effet de période d’incubation les résultats indiquent que la production optimale

d’enzyme observée dans les premiers jours. Pouvait étre atteinte dans un délai de 96 h, I'optimum

étant atteint a 72 heures .Ces périodes conviennent d’un point de vue économique.
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Résumé

Cette étude porte sur I'optimisation des isolats bactériens producteurs de cellulases pour un meilleur rendement
enzymatique. Des bactéries dégradant la cellulose ont été isolées du sol et identifiées comme Bacillus albus, Bacillus
subtilis , Bacillus amyloliquefaciens , Micrococcus sp Pantoea dispersa , Pseudomonas monteilii et Aspergillus ,
L'optimisation du milieu de fermentation pour une production maximale de cellulase a été effectuée. Pour les
souches bactériennes, les conditions optimales trouvées pour la production de cellulase étaient de 35°C a pH 7, la
cellobiose et le saccharose comme meilleure source de carbone et I’extrait de levure comme meilleur source d’azote.
Une production élevée de cellulase est obtenue sur (CMC) a la concentration 1,5% pandant les premiers jours
d’incubation (96 heure). La variation du pH et de la température optimales pour l'activité de la cellulase peut étre due
a la différence entre les types de souches du producteur.

Mots clés: Bacillus sp, production de cellulase, pH, optimisation, enzyme.

Abstract

This study focuses on the optimization of cellulase-producing bacterial isolates for better enzyme vyield.
Cellulose degrading bacteria were isolated from soil and identified as Bacillus albus, Bacillus subtilis , Bacillus
amyloliquefaciens , Micrococcus sp Pantoea dispersa , Pseudomonas monteilii et Aspergillus, Optimization of
fermentation medium for maximum cellulase production was performed. For bacterial strains. The optimal
conditions found for cellulase production were 35°C at pH 7, cellobiose and sucrose as the best carbon source and
yeast extract as the best nitrogen source. High cellulase production was obtained on (CMC) at 1,5% concentration
during the first days of incubation (96 hours). The variation of optimal pH and temperature for cellulase activity may
be due to the difference between the types of producer strains .

Key words: Bacillus sp, Cellulase production, pH, optimization, enzyme.




