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Résumé

L’objectif principal de cette présente étude consiste a caractériser et optimiser la production des
cellulases par une souche d’actinobactérie BHZ59, isolée a partir du sol forestier, en utilisant la
méthode des plans d’expériences. L’analyse du géne de I'ARNr a permis d’identifier la souche
BHZ59 comme un nouveau genre d’actinobactérie ayant un pourcentage de similarité inferieur a
94.5% avec les 14 espéces les plus proches. Le criblage qualitatif de 1’activité cellulase a révélé
la capacité de cette souche a utiliser la CMC come substrat spécifique pour la production de
cellulases. La capacité de cette souche a produire des cellulases a partir des déchets agro-industriels
est effectuée. Les résultats ont montré que 1’utilisation des écorces d’orange induit la plus forte
production de cellulases (28,74Ul/mL). les résultats de I’optimisation en utilisant le plan de
Plackett et Burman, a permis d’identifier les facteurs :le temps d’incubation, la concentration des
¢corces d’orange et le pH ayant un effet significatif positif tres élevé sur la production
enzymatique, tandis que, la concentration du chlorure de calcium présentant un effet significatif
négatif trés élevé sur la production des cellulases. Les cellulases brutes présentent un pH optimum
de 6 et une température optimale de 60°C. Les cellulases caractérisées sont tres stables a des pH
alcalins pendant 6h. Elles sont également stables dans la gamme de température de 60 a 80°C et
conservent plus de 60 % de leur activité initiale pendant 2h a 80°C. Les différentes propriétés
exhibées par les cellulases de la souche étudiée sont prometteuses et comparables a d’autres
résultats d’ou la possibilité d’utiliser ces enzyme dans divers domaines tels que : la papeterie,
I’alimentation animale et la détergence.

Mots clés: Actinobacteria, Cellulases, Celluloses, Optimisation, Plackett-Burmun,

Caractérisation.



Abstract

The primary objective of this study is to characterize and optimize the production of cellulases
by an actinobacterial strain BHZ59, isolated from forest soil, using experimental design methods.
The analysis of the 16S rRNA gene identified strain BHZ59 as a new genus of actinobacteria
with a similarity percentage less than 94.5% with the 14 closest species. Qualitative screening of
cellulase activity revealed that this strain can use CMC as a specific substrate for cellulase
production. The strain's ability to produce cellulases from agro-industrial waste was evaluated.
Results showed that using orange peels induced the highest cellulase production (28.74 U/mL).
Optimization using the Plackett and Burman design identified factors such as incubation time,
orange peel concentration, and pH as having a very high positive effect on enzyme production,
while calcium chloride concentration had a very high negative effect on cellulase production.
The crude cellulases exhibited an optimum pH of 6 and an optimal temperature of 60°C. The
characterized cellulases are very stable in alkaline pH for 6 hours and stable within the
temperature range of 60 to 80°C, retaining over 60% of their initial activity for 2 hours at 80°C.
The various properties exhibited by the cellulases from the studied strain are promising and
comparable to other results, suggesting potential applications in areas such as paper industry,
animal feed, and detergent manufacturing.

Keywords: Actinobacteria, Cellulases, Celluloses, Optimization, Plackett-Burman,
Characterization
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Introduction

Introduction
Au cours de ces derniéres années, la demande de l'industrie mondiale en enzymes d'origine
microbienne, soutenue par le besoin croissant en solutions durables, ne cesse de croitre en raison
de leurs propriétes catalytiques et biochimiques uniques afin d’améliorer certains procédés de
fabrication tels que l'industrie textile, I'industrie de la papeterie, 1’alimentation, la production de

produits chimiques ou bien de biocarburants (Brahmachari, 2016).

Les principales enzymes utilisées sur le marché mondial sont les enzymes dégradant la
lignocellulose, dites lignocellulolytiques, qui détiennent une place importante dans ce marché et
représentaient dés la fin des années 1990, 20 % des ventes d’enzymes (Bhat, 2000). Parmi ces
enzymes, les enzymes cellulolytiques occupant la troisiéme place mondiale dans I'industrie des
enzymes, presentent une cible pour les recherches aussi bien académiques ou industrielles afin de
découvrir des nouvelles enzymes hautement compétentes avec une production rentable et

respectueuse de I'environnement (Bahouli et Zidalmal, 2020).

Les enzymes cellulolytiques sont un groupe complexe d'enzymes glycosides hydrolases
sécretees par un large éventail de micro-organismes, notamment des champignons filamenteux,
des bactéries et des levures (Sandhya et al., 2005 ; Khelil, 2017), elles convertissent de nombreux
composés organiques et déchets agro-industriels en produits économiques a hautes valeurs
ajoutées. Cependant, Les cellulases obtenues a partir des actinobactéries se sont révélées des
candidats les plus prometteurs dans le milieu industriel de fait de leur meilleure stabilité vis-a-vis
de la température, du pH, des sels et des solvants organiques, et qu'elles peuvent étre obtenues a
moindre codt qui les rendent adaptées aux différents processus biotechnologiques (Gupta et al.,
2003).

La production des enzymes cellulolytiques peuvent étre influencée par différents parametres,
tels que les conditions de culture, la composition des milieux et la composition génétique de la
souche productrice. L’optimisation de la production et de l'activité cellulases est devenue un
objectif clé pour les chercheurs, et vise a atteindre des rendements plus élevés tout en minimisant
les codts et les exigences de temps. La conception du plan d’expériences est la
méthode la plus efficace pour identifier les facteurs potentiellement influencant la production et
déterminer les concentrations optimales des variables choisies (Niladevi et al., 2009).
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Dans cette optique, que notre travail s’inscrit et nous nous sommes fixés pour objectif
I’optimisation de la production des cellulases par une souche actinobactérienne cultivée en
fermentation submergée a base de déchets agroindustriels bon marché, en utilisant la méthode des
plans d’expériences afin de déterminer les différents facteurs clés influencant leur production et

étudier leurs propriétés physico-chimiques pour une éventuelle application industrielle.
Pour ce faire, nous avons adopté I’approche méthodologique suivante :

- La premiére partie de manuscrit est consacrée a une synthése bibliographique sur les enzymes
cellulolytiques, les actinobactéries et ainsi que des notions fondamentales relatives aux plans

d’expériences.

- La deuxieme partie est expérimentale et concerne la description du matériel et des méthodes

utilisées et la discussion des résultats obtenus.
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1. La cellulose et les enzymes cellulolytiques

1.1 . Lacellulose

La cellulose est la substance organique naturelle la plus abondante sur terre, elle est
considérée comme une source inépuisable dans un contexte mondial ou la demande en produits
écologiques et biocompatibles est particulierement croissante. La cellulose est le premier
composant de la paroi cellulaire en constituant entre 35 & 50 % de sa matiére séche suivant I’espéce,

et chez certaines espéces jusqu’a 100 % comme chez le coton (Chen, 2014).

La cellulose correspond a un homopolymeére linéaire non ramifié de forte masse moléculaire
constitué de résidus B-D-glucopyranose répétés et reliés par des liaisons glycosidiques de type B-
(1—4). Les unités de glucose sont organisées sous forme de sous-unités de cellobiose distinctes
les unes des autres par des rotations de 180° autour de 1’axe de la molécule, conférant a la chaine
de cellulose une structure linéaire (Horn et al., 2012). Chaque chaine de cellulose posséde une
extrémité réductrice, porteuse d’un hémiacétal sur le carbone (C1) du résidu de glucose, et une
extrémité non-réductrice non chimiquement équivalentes (Liao et al., 2020). Le degré de
polymérisation de la cellulose, qui fait référence au nombre d’unités de glucose dans la molécule,
est trés variable suivant son origine. Il est estimé, a environ 500 dans la paroi primaire jusqu'a plus
de 15000 dans la paroi secondaire (Houfani et al., 2020).

La configuration B des unités glucoses permet 1’¢tablissement de nombreuses liaisons
hydrogéne intramoléculaires et intermoléculaires entre les groupes OH des chaines adjacentes pour
former des plans en feuillets (Cosgrove, 2005) (Figure 1). Les feuillets interagissent entre eux par
I'intermediaire d’interactions de Van der Waals pour former un nouveau stade d’arrangement de
la cellulose, les microfibrilles. Au sein de ces fibrilles, deux types de régions peuvent étre
distinguées : les régions cristallines et les régions amorphes. Les régions cristallines représentent
les régions riches en liaisons intermoléculaires conférant, a la cellulose, une structure ordonnée et
hautement hydrophobe (Brandt et al., 2013). Les régions amorphes forment des zones moins
ordonnées pauvres en liaisons intermoléculaires conferent a la cellulose un caractére semi-
cristallin et fibrillaire, et la rendant plus accessibles pour les enzymes lors de la déconstruction

enzymatique (Ciolacu et al., 2011).
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Figure 1 : Structure chimique de la cellulose (Chen, 2014).

1.2 . Lesenzymes cellulolytiques

Les cellulases sont des enzymes appartenant a la famille de glycoside hydrolases (GHS), elles
sont généralement extracellulaires, inductibles et produites par les microorganismes durant leur
croissance sur le matériel cellulosique (Kim et al., 2009; Liu et al., 2006). Au sein des chaines de
cellulose, les cellulases hydrolysent liaisons f-(1,4) reliant deux unités de glucose, et liberent
comme produits primaires : le glucose, le cellobiose et les cellooligosaccharides (Houfani et al.,
2020). Elles donnent un grand rendement de saccharification (90 - 98 %) et leur utilisation peuvent

engendrer des effluents favorables pour I’environnement (Aftab et Vermette, 2008).

La dégradation complete de la cellulose requiert le clivage de toutes les liaisons
glycosidiques, ce qui fait appel a trois types d'activités complémentaires agissant de maniere

synergique grace a leurs différences de spécificité au niveau des liaisons internes
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(endoglucannases), des extrémités (exoglucannases) et du cellobiose (B-glucosidases) (figure 2)

(Couturier et Berrin, 2013 ; Talamantes et al., 2016).
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Figure 2: Représentation schématique de I'action des cellulases sur la cellulose (Sreedharan et al., 2016).

1.2.2 Classification des cellulases

Toutefois, méme si toutes les cellulases permettent d’induire des coupures au niveau des
liaisons B-(1,4) de la cellulose, elles se different entre elles par leur structure mais également selon
leur site d’action sur la chaine de cellulose. Suivant la classification CAZy (Carbohydrate-Active
enzymes), les cellulases sont, en fonction du regroupement hydrophobe du module catalytique CD
(catalytic domain) et de leur similarité d’action et séquences, distribuées entre différentes familles :
les endoglucanases, les exoglucanases, et les B-glucosidases (Brethauer et Studer, 2015 ;
Houfani et al., 2020).

= Endoglucanases (EG)

Les endoglucannases (EC3.2.1.4) ou endo-B-(1,4)-glucanases ou 1,4-B-D-glucane-4-
glucanohydrolases ou encore carboxy-méthylcellulase (CMCase), appartenant aux familles GH5,
6, 7, 12 et 45, agissent de maniére aléatoire au niveau de la cellulose amorphe, produisant du

cellobiose ou de courtes chaines de cellulose appelées cellodextrines, induisant une diminution du
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degré de polymérisation de cellulose et la multiplication du nombre d’extrémités, sur lesquelles

peuvent s’adsorber les cellobiohydrolases (Zabed et al., 2017; Barbosa et al., 2020).
= Cellobiohydrolases (CBH)

Les exo-B-(1,4)-D-glucanases ou cellobiohydrolases (CBH), incluant cellobiohydrolases |
(EC3.3.1.91) et Il (EC 3.2.1.176), appartiennent aux familles GH6 et GH7 et attaguent les chaines
de cellulose au niveau de la région cristalline par leur extremité réductrice (CBH1) ou non-
réductrice (CBH2), et libérent du cellobiose de maniere processive. Les CBH de la famille GH7
agissant sur I’extrémité réductrice des fragments de cellulose, ont un mécanisme catalytique de
rétention (dans lequel le carbone anomérique du produit garde aprés le clivage la méme
configuration que celui du substrat, voir Figure 3A), tandis que celles de la famille GH6, agissant
sur I’extrémité non-réductrice, ont un mécanisme d’inversion (dans lequel le carbone anomérique
change de stéréochimie au cours de la réaction, voir Figure 3B) (Couturier et al., 2016; Saini et
al., 2015).

= B-glucosidases (BG)

Les B-D-glucosidases (BG) ou cellobiases (EC 3.2.1.21), appartenant aux familles GH1 et
GH3, agissent sur le cellobiose et 1’extrémité non réductrice des cellodextrines produits par les
autres cellulases et les dégradent en monomeéres de glucose de maniere non processive ; cela
permet d’éviter I’accumulation de cellobiose, qui est un inhibiteur des cellobiohydrolases et des

endoglucanases (Couturier et al., 2016; Saini et al., 2015).
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Figure 3: Les deux principaux mécanismes d’hydrolyse des liaisons glycosidiques (Davies et Henrissat,
1995).
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1.2.3. Propriétés structurelles et physico-chimiques des cellulases

Les cellulases ont des propriétes structurelles et physico-chimiques différentes selon leur
origine. La majorité des cellulases microbiennes sont glycoprotéines avec des niveaux de
glycosylation élevés dont leur composition chimique présente une forte proportion des résidus
acides (Bahouli et Zidalmal; 2020). Les cellulases ont des poids moléculaires trés variables qui
dépendent principalement de leurs origines. Certaines endoglucanases ont des poids moléculaires
de 30-90 KDa, alors que d’autres sont de dimensions beaucoup plus faibles de I’ordre de 13 KDa
(Dan et al., 2000). Les exoglucanases ont des poids moléculaires de 30-50 KDa (Singh et al. ,
1990), alors que les B-glucosidases ont des masses moléculaires plus élevées variant de 90-240
KDa (Sanyal et al., 1988). Les cellulases sont souvent liées a des CBM (Cellulose Binding
Domain) qui assurent la liaison enzyme-substrat en leur permettant d'approcher le module
catalytique (CD) de son substrat, grace a des interactions avec les résidus hydrophobes qu'ils
portent (Gilbert et al., 2013). Le CBD existe sous forme domaine simple, double ou triple et il
pourrait étre situé dans I’extrémité C-terminale (terminaison carboxyle) ou N-terminale
(terminaison amine) de la protéine. Le CBD est connecté au domaine catalytique via un peptide
riche en proline et thréonine, appelé "Linker"(figure 4) (Lakhundi et al., 2015).

La plupart des enzymes cellulolytiques caractérisés ont des valeurs de pH optimales de 3-7
(Lynd et al.,2002). De maniere générale, les cellulases présentent une activité optimale a une

température comprise entre 50 et 60 °C (Kumar et al.,2008).
1.2.4. Application des cellulases

Les cellulases occupent la troisieme place parmi les groupes d'enzymes industrielles produite
dans le monde. L’intérét que porte la biotechnologie a la cellulase s’explique par ses larges
applications dans diverses industries, les plus répondues sont: 1’industrie du textile (Kotchoni et
al., 2003), I’industrie papetiere (Scriban, 1993), I’industrie des détergents (Ponnambalam et al.,
2011). Elles sont également utilisées dans les préparation des additifs alimentaires pour
I’alimentation animale (Singhania et al., 2010), les préparation des formules médicamenteuses
utilisées comme aides digestives (Ponnambalam et al., 2011; El-ahmady-El-nagga et al., 2012),
la clarification des jus de fruits (Scriban, 1993), et la production des biocarburants de 2°™
géneration par fermentation des biomasses lignocellulosique en éthanol ( EI- ahmady-El-nagga
etal., 2012) etc...



Synthése bibliographique

Catalytic domain I:E:- EXG de Cellulomonas fimi

linker Catalytic domain CBH 1I de Trichoderma reesei

| Catalytic domain EE— EG B de Clostridium thermocellum

Figure 4: (A) : Illustration représentant les différents domaines dans la structure 3D des cellulases (B) :
Représentation schématique de 1’organisation multi-domaines des cellulases. EXG : Exoglucanase ; CBH
Il : Cellobiohydrolase 1l ; EG B : Endoglucanase B (Lakhundi et al. 2015).

2. Les actinobactéries : généralités et taxonomie et cycle de

développement

2.1 .Généralités

Les actinobactéries sont des bactéries a Gram positif, saprophytes, filamenteuses, formées
par un réseau ramifié d’hyphes minces non fragmentés de 0.5-1.0um de diamétre sur un substrat
solide poussant & la fois & la surface et a I’intérieur pour former le mycélium végétatif (Prescott
et al., 2010), caractérisées par une croissance lente. Ayant un coefficient de Chargaff élevé
(GC%) varie généralement entre 60 et 75% (Chun et al., 1997).

La majorité des actinobactéries sont hétérotrophes et/ou chimioorganotrophes pouvant

utiliser une grande variété de sources de carbone et d’énergie, y compris la biomasse
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lignocellulosique, aérobies mais certains d’entre eux peuvent se développer dans des conditions
anaérobies. Préférant un pH neutre ou peu alcalin, elles sont généralement mésophiles, d’autres
sont thermophiles tolérent des températures avoisinant les 50°C pouvant méme aller jusqu’a 60°C
(Omura, 1992).

Les actinobactéries sont des microorganismes tres présents au niveau de tous les

écosystémes, tels que le sol, I'océan, ainsi que dans des habitats extrémes (Hopwood, 2007).
2.2 . Taxonomie des actinobactéries

Les actinobactéries sont documentées comme une lignée majeure dans le domaine des
bactéries. Les genres au sein du phylum présentent une diversité massive en termes de
caractéristiques morphologiques, et physiologiques. La taxonomie des actinobactéries a
considérablement développé progressivement mais la définition au niveau de I'espéce devient une
tache incompléte a cause de la variabilité des caractéristiques culturels, morphologiques,
physiologiques et biochimiques observées aux niveaux inter- et intra-espéces (Anderson et
Wellington, 2001). Par conséquent, I’approche taxonomique polyphasique est plus recommandée
dans taxonomie des actinobactéries, elle comprend la combinaison de 1’ensemble des études
morphologiques, culturelles, biochimiques, chimiotaxonomiques, physiologiques, et génomique
moléculaires (Vandamme et al., 1996), qui aide a déterminer la taxonomie au niveau des espéces
au sein du genre (Anderson et Wellington, 2001). Actuellement, cette approche est plus populaire
dans classification bactérienne et fournit de nouvelles informations sur les espéces et les genres de
I’organisme. Une identification taxonomique précise est obligatoire pour chaque nouvel isolat
microbien provenant d'habitats environnementaux inhabituels (Edison et al., 2022).

Les caractéristiques clés utilisé pour définir la taxonomie des actinobactéries en niveaux de
genre et d'espece, sont : les études morphologiques basées sur la microscopie, la chimiotaxonomie
basée sur la chimie cellulaire, les études culturelles principalement sur la formation des mycéliums,
la croissance et les pigments, les caractéristiques biochimiques et physiologiques et enfin les
études génotypiques moléculaires basées sur le séquencage du gene de I'ARNr 16s , I’hybridation
ADN-ADN, la détermination du pourcentage de guanine-cytosine (GC%), ainsi que 1’analyse des
séquences des protéines ribosomiques (Barka et al., 2016 ; De Vos et al., 2017).

Les actinobactéries sont classés actuellement dans le domaine Bacteria ou Eubacteria, le

phylum des Actinobacteria et la classe des Actinobacteria également. Constituant un des plus
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grands phylum en taxonomie bactérienne avec 6 classes, 29 ordres (dont 18 compris dans la seule
classe des Actinobactéries), 64 familles (dont 47 dans la seule classes des Actinobactéries) et 371
genres (NCBI consulté le 04/09/2019) (Vautrin, 2019).

2.3 . Cycle de développement

Les actinobactéries ont un cycle de développement trés complexe comprend la différenciation
et la mort cellulaire programmée (PCD). Le cycle de vie commence par la germination des spores
et 1’émergence des tubes germinatifs par élongation de la pointe, qui donne naissance a un
mycélium vegétatif formé d’hyphes ramifiés. Aprés plusieurs jours, le mycélium du substrat
commence a se développer et s'étendre vers la partie superficielle pour former des hyphes aériens
multi-nucléés. Finalement, la croissance s'arréte et le mycélium aérien subit un ensemble de
changements morphologiques qui incluent la septation massive qui donne naissance a des
compartiments uninucléoides. Ensuite, chaque compartiment se développe en spores et crée des
chaines de spores matures (Li et al. 2016 ; Manteca et Sanchez, 2010) (figure 5).

Aux premiers stades de développement, le mycélium substrat présente un métabolisme
primaire dynamique et subit le premier cycle de PCD. Le deuxieme cycle de PCD est noté dans le
mycélium aérien lors de la formation des spores. Les matiéres cellulaires libérées pendant la PCD
génerent un pool de nutriments qui soutient la croissance ultérieure du microorganisme (Filippova
et Vinogradova, 2017).

La plupart des souches d’actinobactéries en cultures liquides ne sporulent pas et produisent
principalement quatre formes morphologiques : des pastilles, des touffes, des hyphes ramifiés et

des hyphes non ramifiés (Pamboukian et al. 2002).
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Figure 5: Cycle de développement des streptomycetes sur milieu solide (Edison, 2022).

3. Notion d’optimisation de la production d’enzymes par plan
d’expériences

3.1 . Généralités

Le processus d’optimisation suscite une grande importance pour la production industrielle
des enzymes, les manipulations des milieux représentent la meilleure alternative aux
manipulations génétiques (Reddy et al., 2008). L’utilisation de la méthode des plans d’expériences
en biologie et particuliérement dans le domaine des biotechnologies, apparait aujourd’hui comme
un préalable d’une part a I’amélioration de la production des enzymes et, d’autre part a la réduction
des temps de développement. La méthode des plans d’expériences permet en effet a obtenir le
maximum de production a un cout minimal avec une meilleure efficacité et une grande exactitude.
L’objectif principal des plans d’expériences est de choisir au mieux les expériences a réaliser pour
découvrir les régles d’évolution d’une réponse en fonction de variables opératoires, d’identifier et
de mieux comprendre les interactions ou éventuelles synergies existent entre les différents

paramétres étudiés, en utilisant des méthodes mathématiques et statistiques permettant de

11
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modéliser et d’organiser au mieux des essais qui accompagnent une recherche scientifique ou des

études industrielles (Goupy et Creighton, 2006).
Il existe deux types de plans :

-Plans factoriels complets : Il s’agit d’un remplissage de ’espace de fagon réguliére dans le
domaine expérimental, plus le nombre de niveaux sera important plus le remplissage de 1’espace

sera satisfaisant mais cela entraine un nombre énorme d’expériences (Franco, 2008).

- Plans factoriels fractionnaires : Dans les plans fractionnaires, 1'expérimentation n’est qu'une
fraction des essais du plan complet qui inclue tous les effets principaux et toutes les interactions
(Hoinard, 2009).

E effet, selon leurs propriétés et leurs capacités a répondre a certaines problématiques

particuliéres, Les plans d’expériences sont devisés en deux grandes catégories.
- Les plans pour estimer et comparer les effets des parametres (plan Plackett- Burman)

- Les plans pour régler les paramétres afin d’obtenir un optimum (méthodologie des surfaces de

réponse) (Goupy, 2017).

3.2 . Plan de Plackett — Burman

Ce plan consiste essentiellement en une fraction trés spécifique d'un plan factoriel complet.
Il permet d'évaluer les effets principaux sans le bruit introduit par des alias. Bien que ce plan se
base sur deux niveaux de chaque facteur, nous pouvons aussi introduire un certain nombre de
points centraux. Ces points servent a évaluer le degré de non-linéarité que possede la surface de
réponse en question (Plackett et Burman, 1946). L'analyse des résultats de ce plan permis de

cribler les facteurs les plus importants présentant un effet significatif sur une réponse d’intérét.
3.3 . Méthodologie des surfaces de réponse

La méthodologie des surfaces de réponse (MSR permettent de régler les parametres pour
atteindre un optimum entre les niveaux des facteurs étudiés (Goupy, 2017). Le principe de toutes
les méthodes d’optimisation consiste a explorer cette surface de fagon a localiser un éventuel
extremum dans un domaine expérimental donne, en utilisant uniquement les facteurs

précédemment jugés influents. Ces plans utilisent de modeéles polynomiaux du second degré avec

12
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interaction d’ordre 2. (Goupy et Creighton, 2006). Il existe de nombreux types de plans
permettant de construire des surfaces de réponse tels que : les plans composites centrés, plans de

Doehlert et les plans Box-Behnken (Goupy, 2017).
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Matériel et méthodes :
Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de biotechnologie microbienne (S16) au niveau
de l'université de Boumerdes faculté des Sciences.
1. Matériel

1.1 . Matériel analytique
Le matériel analytique utilisé dans cette étude est résumé en annexe 1.
1.2 . Matériel biologique

Le microorganisme utilisé dans ce travail pour la production des cellulases est une souche
d’actinobactérie désignée BHZ59, appartenant a la collection du laboratoire de Microbiologie
Appliquée « LMA » de I’université A/Mira de Bejaia. Cette souche a été isolée a partir du sol

forestier dans la région de Tikdjeda, Bouira.

2. Méthodes

2.1 . Revivification de la souche actinobactérienne BHZ59

La souche actinobactérienne BHZ59, conservée sur le milieu gélosé Gausse a une température
de 4°C, est cultivée sur le méme milieu gélosé Gausse (Annexe I1) par la méthode des stries serrées
a la surface de la gélose puis incubée a 30° C pendant 5 jours afin de I’activer et la repiquer plus
tard sur un milieu & base de CMC.

2.2 . ldentification de la souche actinobactérienne BHZ59
2.2.1. Identification morphologique de la souche actinobactérienne BHZ59

Cette étude vise a déeterminer 1’aspect général des colonies, la couleur des mycélia aériens et
du substrat de la souche actinobactérienne BHZ59 apres 7 jours d’incubation a 30°C sur différents
milieux de culture ISP2, ISP3, ISP4 et le milieu Gausse (La composition de ces milieux est donnée
en annexe Il) ainsi que I’aspect micromorphologique a 1’aide d’un microscope optique a deux

grossissements (x40) et (x100) a 1’état frais et aprés réalisation d’une coloration de Gram.
2.2.2. ldentification moléculaire de la souche actinobactérienne BHZ59

L’identification moléculaire de la souche actinobactérienne BHZ59 est déterminée par le
seéquencage direct de la séquence du géne de I’ARN ribosomal 16S (Macrogen, Amsterdam, Pays-

Bas). Les données de séquence résultantes sont analysées en utilisant 1’analyseur génétique
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évolutive version 7 (MEGAY7) (Kumar et al., 2016), le serveur EzBioCloud (Yoon et al., 2017),
et BlastN (Altschul et al., 1990).

2.3 . Mise en évidence de ’activité cellulase sur milieu solide

La recherche de I’activité enzymatique cellulase de la souche actinobactérienne BHZ59 est
évaluée qualitativement sur un milieu solide contenant la CMC (Carboxymethylcellulose) comme
unique source de carbone et d’énergie a 1 %, en utilisant la méthode des cylindres d’agar. Le pH
du milieu de culture est ajusté a une valeur de 7.2. La composition du milieu (g/L) : CMC 10 ;
NaNOs3 1.2 ; KH2PO4 3 ; KoHPO4 6 ; MgS04.7H20 0.2 ; CaCl2 0.05 ; MnSO4.7H20 0.01 ; extrait
de levure 0.5 et agar 20 (EL-naggar et al., 2011). Aprés incubation des boites a 30°C pendant 5
jours, la détection de I’activité enzymatique cellulase est effectuée par 1’utilisation d’une solution
de rouge de Congo a 0.1%, pendant 20 minutes. Apres ce temps, I’excés du colorant est éliminé
suivi par un rincage avec une solution de NaCl a 1M pendant 15 minutes (EL-naggar et al.,
2011). L apparition d’un halo clair autour des cylindres correspond a la zone d’hydrolyse de la
CMC par les enzymes cellulases secrétées par la souche testée.

2.4 . Production de cellulases par la souche actinobactérienne BHZ59 en fermentation

submergée

La production des cellulases par la souche actinobactérienne BHZ59 est effectuée en
fermentation submergée a base de nombreux déchets agro-industriels qui sont trés riches en
cellulose comme unique source de carbone. Pour ce faire, Quatre substrats a une concentration de
2.5 % (m/v) ont été choisis a savoir : paille de blé, son de blé, coques d’arachide et écorces
d’oranges. Le milieu liquide de production utilisé est ajusté a une valeur de pH 7.2, puis réparti
dans des flacons d’une contenance de 200 mL a raison de 50 mL par flacon. Ces flacons sont
inoculés a raison de deux disques d’agar de 6 mm de diamétre puis sont incubées dans un
incubateur-agitateur a 30°C/200 rpm pendant 6 jours. Aprés incubation, Les cultures sont
centrifugées a 8000 g pendant 20 minutes a 4 °C afin d’obtenir 1’extrait brut et mesurer 1’activité

enzymatique cellulase.

15



Matériel et Méthode

2.4.1. Mesure de Pactivité cellulase

L'activité cellulase est déterminée par spectrophotometre selon la méthode décrite par
Miller (1959) qui consiste a doser les sucres réducteurs en utilisant I’acide dinitrosalicylique
(DNS). En effet, I’hydrolyse de la CMC par I’action des enzymes cellulases provoque I’apparition
de sucres réducteurs qui réduisent I’acide 3,5-dinitrosalicylique (3,5- DNS) de coloration jaune
orangée en acide 3-amino 5-nitrosalicylique decoloratio rouge orangée, mesurable au

spectrophotomeétre a 540nm (figure 6).

] 8]
Ox¢r Oxc”
OH  +reducing O toutdiced
sugar » O sugar
N MO OZNM NH;
35-dinttrosalicylic acid 3-amine-S-nitresalicylate (red, A, 540nm)

Figure 6 : La réduction de DNS dans un milieu alcalin a 100°C (Thongprajukaew et
Hayee, 2014).

Le mélange réactionnel est composé de 900 uL d’une solution de CMC a 1 % (m/v) préparée dans
un tampon citrate de sodium 50 mM a pH 6 et auquel sont ajoutés 100 ul de surnageant de culture.
Ce mélange est incubé a 50° C pendant 5 min. La réaction enzymatique est arrétée par ajout de 1,5
ml d’une solution a base de DNS (Annexe I1), puis le mélange est porté a ébullition pendant 5
minutes, suivi par un refroidissement immédiat dans de la glace pendant 5 minutes (Tuncer et al.,
1999). La lecture des absorbances est effectuée a une longueur d’onde de 540 nm. L’activité
enzymatique est calculée par référence a la courbe d’étalonnage ou les valeurs d’absorption

mesurées sont converties en équivalent glucose.

L’étalon de référence est effectué avec une solution de glucose a des concentrations
respectivesde 0;0,3;0,6;0,9; 1,2et 1,5 mg/mL (Bailey et al., 1992) (tableau 1).

A partir de chaque concentration, on préleve 100 pL, auquel on rajoute 900uL de
solution de CMC a 1 % et 1,5 ml de la solution de DNS, le chauffage est réalisé a 100°C pendant

5 minutes puis les tubes sont refroidis pour effectuer les lectures d’absorbances a 540 nm.
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Le témoin correspond a la solution de CMC (900 pL) incubée sans I’extrait brut a 50°C
pendant 5 min, puis on ajoute 1.5 ml de DNS et 100 pL de I’extrait brut déja traité par la chaleur

pendant 2 heures afin d’inactiver ’enzyme .

Tableau 1: Gamme d’étalonnage pour le dosage des sucres réducteurs (Bailey et al., 1992).

Tube 1 2 3 4 5 6
CMC a 1.5 mg/mL (uL) 0 200 400 600 800 1000
Tampon citrate pH6 (uL) 1000 800 600 400 200 0
Concentration du glucose (mg/mL) 0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5

L’activité enzymatique est exprimée en unité internationale par mL d’extrait enzymatique
ou une unité de Iactivité cellulase est définie par la quantité d’enzyme qui libére une micromole

d’équivalent de glucose par minute. Dans les conditions expérimentales mentionnées ci-dessus.

L’activité cellulase est calculée d’apres la relation rapportée par Bailey et al (1992) :

Activité enzymatique (U/mL)= P.V.103/X.V,

P : vitesse de production d’équivalent glucose en g/L/min.
V : volume réactionnel de la cinétique enzymatique en mL.
Ve : volume enzymatique utilisé en mL.

X : 180 g/mol (Masse molaire de glucose).

2.4.2 Détermination des parametres affectant la production de cellulases par le plan
d’expériences Plackett-Burman

Dans le but d’avoir une production maximale des cellulases, nous avons procéde a
I’optimisation des parametres de culture en appliquant le plan factoriel de Plackett-Burman
(Plackett et Burman, 1946) afin d’identifier les facteurs significativement influencant la
production des cellulases par la souche actinobactérienne BHZ59. La matrice de ce plan a été
génerée par onze parametres culturaux indépendants suivant : la concentration des ecorces

d’orange, la concentration du nitrate de sodium (NaNOs3), la concentration de 1’extrait de levure,
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la concentration du phosphate de potassium monobasique (KH2POs), la concentration du
phosphate de potassium dibasique ( K2HPO4 ), la concentration du sulfate de magnesium (MgSQOa4)
la concentration du chlorure de calcium (CaCl»), la concentration du sulfate de manganese
(MnSQg), le pH, le taux d’inoculation et le temps d’incubation. L’espace expérimental opéré au
niveau superieur et inferieur de chaque facteur, est résumé dans le tableau 2.

Le traitement de la matrice est effectué a 1’aide du logiciel statistique Design Expert®
Version 22.0.6.0, Statease, Minneapolis, MN, USA, dont I’analyse statistique consiste a
sélectionner les variables qui ont un effet significatif sur la production de cellulases.

La moyenne de l'activité enzymatique cellulase est considéréee comme la réponse expérimentale

exprimée en U/mL. .

Tableau 2: Les parametres culturaux indépendants criblés par le plan de Plackett-Burman et leurs
niveaux attribués

Code Parametres Unité Niveau Bas Niveau Moyen Niveau Haut
(-1) (0) (+1)
A Ecorces d’orange g/L 15 25 35
B NaNO; g/L 0.2 1.2 2.2
C Extrait de levure g/L 0 0.5 1
D KH,PO4 g/L 1 2 3
E KoHPO,4 g/L 2 4 6
F MgS0a, 7H,0 g/L 0.2 1.1 2
G CaCl, g/L 0 0.5 1
H MgS0a, 7H,0 g/L 0 0.01 0.02
J pH 5 7 9
K Taux d’inoculation Disques 1 2 3
L Temps d’incubation Jours 3 6 9
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Le modéle polynomial du premier ordre a été utilisé pour analyser les réponses expérimentales a

I'aide de I'équation du premier degré (Eq.1) ci-dessous :

y=ﬁ0+2ﬁixi

Y : réponse expérimentale

p0: constante

Bi : coefficient de régression de la variable explicative
Xi : variable explicative

2.5 Caractérisation de cellulases brutes produites par la souche actinobactérienne
BHZ59

2.5.1. Détermination du pH optimum et de la stabilité

L’influence du pH sur I’activité des cellulases brutes est déterminée par incubation d’un
mélange réactionnel composé a des pH variant de 3 a 10, en utilisant trois différents tampons a
50mM a savoir Le tampon citrate pour les pH de 3 a 6, le tampon phosphate pour les pH de 7 a 8
et le tampon Tris—HCI pour les pH de 8 a 10. La stabilité vis-a-vis du pH est évaluée par pré-

incubation des cellulases brutes a différents pH (3-10) pendant 3 et 6h.

L’activité enzymatique résiduelle (relative) est calculée en pourcentage par rapport a

I’activité initiale, dans les conditions optimales de température et de pH de I’enzyme.
2.5.2. Détermination de la température optimale et de la thermostabilité

L’étude de I’effet de la température sur I’activité enzymatique est effectuée en testant
différentes valeurs de température allant de 40°C a 90°C. La thermostabilité a été également
étudiée en incubant I'enzyme a différentes températures (60-80°C) pendant 2h. Des aliquotes sont
prélevées a des intervalles déterminés (30 min) et refroidis sur de la glace avant d’étre utilisé pour
déterminer 1’activité enzymatique résiduelle dans des conditions optimales. L’enzyme non-traitée

est considérée comme témoin (100%).
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1. Caractérisation et identification de la souche actinobactérienne
BHZ59

1.1. Caractérisation morphologique

Les résultats concernant la description des caracteres macromorphologiques de la souche
actinobactérienne BHZ59 sur les différents milieux utilisés a savoir: la croissance, les pigments
diffusibles ainsi que la couleur de mycéliums aériens et du substrat sont résumés dans le tableau
3.

Tableau 3: Les propriétés macromorphologiques de la souche actinobactérienne BHZ59 sur différents

Milieu de culture |Croissance Mycelium aérien  Mycelium du substrat  Pigments diffusibles

ISP2 ++++ Gris Marron -

ISP3 ++++ Gris Vert -

ISP4 ++ Gris Beige -

Gausse ++++ Gris Vert Vert foncé
milieux.

La souche actinobactérienne BHZ59 utilisée dans ce travail, ensemencée sur différents
milieux, a donné lieu a des colonies circulaires de 5 mm de diamétre d’aspect poudreux et a montré
une bonne croissance sur les milieux ISP2, ISP3 et Gausse en développant un mycelium aérien

abondant. Cependant, la croissance était moyenne sur le milieu ISP4.

Figure 7 : Aspect de la souche actinobactérienne BHZ59 sur le milieu Gausse.
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Le mycélium aérien produit est bien développé et de couleur grise (figure7) tandis que celui du
substrat varie entre beige, marron et vert selon le milieu utilisé. La production de pigments
diffusibles est observée sur le milieu Gausse dont la teint est du vert foncé. Selon Kampfer, (2006),
la production des pigments dépend généralement de la composition du milieu et des conditions de
culture.

L’observation au microscope optique de la souche actinobactérienne BHZ59 apres 7 jours
d’incubation a 30°C, révéle que cette souche est une bactérie filamenteuse a Gram positive. Les

filaments du mycélium aérien sont tres fins, ramifiés et enchevétrés plus au moins longs.

La figure 8 suivante représente le mycélium aérien de la souche actinobactérienne BHZ59
observé au microscope optique (Optika) au grossissement 100 x 40.

(b)
Figure 8: Observation microscopique optique de la souche BHZ59 aprés 7 jours d’incubation a 30°C
(Gx40 et x100). a : état frais ; b : apres coloration de Gram

En se basant sur les propriétés morphologiques de la souche utilisée dans cette étude, il a été
difficile de la rattacher au genre d’actinobactérie approprié et uniquement le séquengage du gene
codant pour PARNr 16S qui permettra de statuer définitivement I’appartenance de la souche

actinobactérienne BHZ59 au genre précis.
1.2. Caractérisation moléculaire

L’identification moléculaire des souches par séquencage du geéne codant pour I’ARN16S,
appelé 1’étalon-or, est actuellement la technique d’identification la plus fiable et incontournable
pour la détermination précise des espéces bactériennes. Dans cette étude, la sequence du géne
codant pour I’ARNr 16S de la souche actinobactérienne BHZ59 est analysée par les serveurs
suivants MEGAT7 puis comparée avec les séquences des espéces-types des bactéries contenues
dans la base de données EMBL, EzBioCloud et BlastN.
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Les résultats obtenus révélent un taux d’homologie allant de 90.37 a 90.56 % avec les
séquences nucléotidiques des genes codant pour I’ARN 16S de 14 souches bactériennes du genre
Streptomyces (Tableau 4) ou le pourcentage de similarité le plus élevé (90.56%) est obtenu avec

les espéces Streptomyces globisporus NBRC 12867 et Streptomyces fulvorobeus NBRC 158977,

Tableau 4: les espéces types les plus proches de la souche actinobactérienne BHZ59 et leurs degrés de
similitude.

Description Numéro d’accession % de similarité
Streptomyces globisporus NBRC 128677 AB184203 90,56
Streptomyces fulvorobeus NBRC 15897 T AB184711 90,56
Streptomyces microflavus NBRC 13062 T AB184284 90,46
Streptomyces setonii NRRL I1SP-5322 T MUNBO01000146 90,46
Streptomyces anulatus NRRL B-2000 T DQ026637 90,46
Streptomyces badius NRRL B-2567 T AY999783 90,46
Streptomyces cyaneofuscatus NRRL B-2570 T JOEMO01000050 90,46
Kitasatospora papulosa NRRL B-16504 T JNYQ01000038 90,46
Streptomyces parvus NBRC 3388 T AB184756 90,46
Streptomyces pluricolorescens NBRC 12808 AB184162 90,46
Streptomyces rubiginosohelvolus NBRC 129127 AB184240 90,46
Streptomyces sindenensis NBRC 3399 T AB184759 90,44
Streptomyces spiroverticillatus NBRC 12821 T AB249921 90,37
Streptomyces cremeus NBRC 12760 T AB184124 90,37

Tableau 5: Seuils de similarité de séquence du géne de I’ARNr 16S pour les rangs taxonomiques majeurs
(Stackebrandt and Ebers 2006).

Rang Seuil Minimum (%) Médiane (%)
Espéces 98.7 98.7 NA

Genre 94.5 94.8 (94.5, 95.1) 96.4 (96.2, 96.6)
Famille 86.5 87.7 (86.8, 88.4) 92.3(91.7, 92.9)
Ordre 82 83.6 (82.3, 84.8) 89.2 (88.3,90.1)
Classe 78.5 80.4 (78.6, 82.5) 86.4 (84.7, 88.0)
Phylum 75 77.5 (75.0; 79.9) 83.7 (81.6, 86.0)
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Le tableau 5 ci-dessous montre les seuils de similarité de séquence du géne de I’ARNr 16S pour
les rangs taxonomiques majeurs. L’intervalle de confiance est indiqué entre parenthéses. Le seuil

de qualification de I’espéce a été déterminé par Stackebrandt et Ebers (2006).

D’apres Stackebrandt et Ebers (2006), si deux bactéries présentent des séquences du géne de
I’ ARNTr 168 ayant une similarité inférieure a 98.7% alors elles ne peuvent étre dans la méme espéce
et il n’est pas nécessaire de réaliser une hybridation ADN-ADN. Les données rapportées dans le
tableau 4 permettent de conclure que la souche actinobactérienne BHZ59 représente un nouveau

genre d’actinobactérie ayant un pourcentage de similarité inferieur a 94.5%.

2. Détection de I'activité cellulase
La souche actinobactérienne BHZ59 est examinée pour sa capacité a produire des cellulases
sur le milieu solide sélectif a base de CMC comme substrat spécifique. Apres 5 jours d’incubation
a 30°C, la souche d’actinobactérie a montré une croissance par 1’apparition d’un halo clair au tour
des colonies (Figure 9). Cette observation prouve que la souche actinobactérienne BHZ59 est
active sur son substrat par la sécrétion d’une quantité de cellulases proportionnelle au diameétre de

la zone d’hydrolyse dans le milieu.

Figure 9 : Mise en évidence de ’activité cellulase de la souche actinobactérienne BHZS59 sur milieu
solide a base de CMC.

La souche actinobactérienne BHZ59 est isolée a partir des sols forestiers qui représentent un
réservoir d’actinobactéries capables de dégrader la matiére organique par utilisation d’hydrolases
(lipases, chitinases, xylanases, cellulases, protéases, polysaccharidases et d'autres enzymes) pour
donner des unités simples assurant le métabolisme de ces microorganismes et également jouent un
role capital dans la fertilisation des sols (Li et al., 2017, Meruvu et Meruvu, 2019 ; de
Albuquerque et al., 2020, Sharma et al., 2021).

23



Résultats et discussion

3. Production d’enzymes cellulases par la souche actinobactérienne

BHZ59 en fermentation submergée

Le développement d’un procédé de production des cellulases basé sur les déchets agro-
industriels comme source de carbone est trés attrayant car ces substrats naturels sont bon marché
et facilement disponibles. La production d’enzymes cellulases par fermentation submergée est
testée en utilisant quatre substrats agro-industriels (son de blé, paille de blé, coques d’arachide et
¢écorces d’orange) comme unique source de carbone et d’énergic. Les résultats de production
d’enzymes cellulases par la souche actinobactérienne BHZ59 sont illustrés dans la figure 10.

Les résultats obtenus montrent la capacité de la souche actinobactérienne BHZ59 a utiliser
les substrats comme seule source de carbone et induire la production des quantiteés variables

d'enzymes cellulases.

35 4

30 -

25 -

20

15

10

Activité cellulase Ul/mL

0 — —

Son de blé Paille de blé Coques Ecorces d'orange
d'arrachide

Figure 10: Production de cellulases par la souche actinobactérienne BHZ59 en fermentation submergée
sur quatre substrats lignocellulosiques.

Les résultats illustrés dans la figure 10 montrent qu’une meilleure production de cellulases
par la souche actinobactérienne BHZ59 est observée dans les cultures contenant des écorces

d’orange (28,74Ul/mL) et du son de blé (14,73 UI/mL) comme substrats aprés 6 jours d’incubation
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a 30°C. Une trés faible activité est obtenue avec la paille blé (2,42 UI/mL) et les coques d’arachide
(0,72 Ul/mL).

Plusieurs travaux dans la littérature ont rapportés 1’utilisation des déchets agro-industriels tels
que les écorces des agrumes comme substrat bien étudié pour la production d’enzymes cellulases
(Lietal., 2016, Sengar et al., 2020 ; Shariq et Sohail, 2019).

Ces résultats ont permis donc de choisir les écorces d’orange comme source de carbone pour

la production des cellulases chez la souche actinobactérienne BHZ59.

4. . Optimisation de la production de cellulases par la souche

actinobactérienne BHZ59 par le plan Plackett-Burman

L’effet de onze facteurs potentiellement importants exprimant les composants du milieu a
base d’écorces d’orange sur 1’activité cellulase de la souche actinobactérienne BHZ59, est évalué
suivant une étape de criblage statistique, en utilisant un plan factoriel de type Plackett—Burman.
L’ensemble des réponses des différents essais expérimentaux de la matrice statistique de Plackett-

Burman sont consignés dans le Tableau 6.

Tableau 6: Matrice de Plackett-Burman et les niveaux de production de cellulases.

Activité
ordre Run A B C D E F G H J K L
Cellulase
gL g/L mg/L ¢g/L g¢/L mg/L g/L mg/L Disques Jours U/mL
11 1 +1 -1 +1 + +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 116,52
5 2 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 12,87
15 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5,57
2 4 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 35,36
8 5 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 123,11
6 6 -1 -1 -1 + -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 40,86
10 7 -1 +1 + + -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 41,25
3 8 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 18,34
13 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2,52
7 10 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 100,71
14 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7,97
12 12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 11,15
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9 13 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 33,88
1 14 +1 +1 -1 +1 + +1 -1 -1 -1 +1 -1 37,9
4 15 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 8,07

L’examen du tableau 6 indique que les réponses obtenues en termes d'activité cellulases,
estimées par la méthode de DNS varient de 2.52 (essai 9) a 123,11 Ul/mL (essai 5). Ce qui montre
I'importance de cette étape dans la sélection des facteurs les plus influents.

Ces résultats sont aussi présentés dans la figurell de la charte de Pareto ou les paramétres
sont organisés dans 1’ordre décroissant de leur effet significatif sur la production des cellulases
dont les barres en orange de la charte de Pareto présentent les parametres a effet positive et les
barres en bleu présentent les paramétres a effet négatif.

Tableau 7: L’analyse de la variance (ANOVA) du modéle proposé pour la production des cellulases par
la souche actinobactérienne BHZ59.

Source Somme des carrés Df Moyen carré F-value p-value
Model 18737,36 11 1703,40 228,31 0,0044 Significatif
A- Ecorces d’Orange 6575,40 1 6575,40 881,32 0,0011
B- Extrait de levure 36,33 1 36,33 4,87 0,1581
C- NaNO3 336,87 1 336,87 45,15 0,0214
D- KH2PO4 244,26 1 244,26 32,74  0,0292
E- K2HPO4 152,94 1 152,94 20,50 0,0455
F- MgSO4 155,09 1 155,09 20,79 0,0449
G- CaCl2 928,93 1 928,93 124,51 0,0079
H- MnSO4 68,55 1 68,55 9,19 0,0938
I- pH 684,03 1 684,03 91,68 0,0107
J- taux d’inoculation 169,35 1 169,35 22,70 0,0413
K- temps d’incubation 9385,61 1 9385,61 1257,98 00,0008
Curvature 33,82 1 4433,82 594,28 0,0017
Erreur pure 14,92 2 7,46
Total 23186,09 14

L’effet significatif de chaque facteur étudié sur la réponse en termes d'activité cellulase

(tableau 7), est vérifié par la probabilité de signification (P < 0,05), ou les valeurs inférieures a 0,05

indiquent une signification. Les résultats de I’analyse de variance (ANOV A) montrent que parmi les
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onze facteurs testés par le plan de criblage seul neuf facteurs (L, A, G, J, C, D, K, F et E) ont une
influence significative au niveau de probabilité P < 0,05 (Tableau 7 et la figure 11). Ces résultats
montrent aussi que parmi ces facteurs sélectionnés trois facteurs tels que le temps d’incubation, la
concentration des écorces d’orange et le pH, exercent un effet significatif positif tres élevé sur la
production enzymatique, tandis que, la concentration du chlorure de calcium présente un effet

significatif négatif trés elevé sur la production des cellulases.

La valeur « F- valeur » estimée a 228.31 implique que le modele est statistiquement

significatif (p-valeur =0,0044) et suggére que la production de cellulase pourrait étre bien
décrite avec ce modele.

Cellulase activity Pareto Chart

A: Orange peel 3547

B: Yeast extract
C: NaNO3

D: KH2ZPO4

E: K2ZHPO4

F: MgSO4

G: CaCl2

H: MnSO4
JipH

K:Inoculation size

26,60 —

L: Incubation time

. Positive Effects

. Megative Effects

17,73 —

Value of |Effect|

t

8,87 —

0,00 —

Figure 11: Charte de Pareto des effets des variables testées.

27



Résultats et discussion

L’analyse statistique indique une valeur du coefficient de détermination de R?>=0.9992 %
pour ce modele (Tableau 8). Cela signifie que 99.92 % de la production des cellulase sont
expliqués par ce modéle et que 0.08 % restent par conséquent inexpliqués. En, effet plus le
coefficient de détermination R? s’approche de 1, plus le modéle est meilleur. Davantage, un
coefficient de variation faible (CV = 6.87%) prouve la précision et la fiabilité des expériences
(Sathishkumar et al., 2013).

Tableau 8: Valeurs du coefficient de détermination R2.

Std. Dev. 2,73 R? 0,9992
Mean 39,74 R2 ajusté 0,9948
CV.% 6,87 Adeq Precision 46,3090

Les résultats obtenus sont en désaccord avec divers travaux scientifiques indiquant que le
CaCl; et I’extrait de levure présentent un effet significatif positif et qui sont nécessaires pour
I'induction de la production de cellulases, tandis que, le pH présente un effet significatif négatif
(Annamalai et al., 2013, Thakkar et Saraf, 2014 et Shajahan et al., 2016).

Par ailleurs, le niveau des facteurs significatifs avec un effet positif pourraient étre
ultérieurement optimisé par RSM en utilisant le plan de Box-Behnken, les variables a effet positif
sur I’activité (Temps d’incubation, la concentration des écorces d’orange et le pH) seront
maintenues constantes a un niveau supérieur (+) alors que les variables ayant un effet négatif sur

I’activité (CaCl2) seront maintenues a leurs niveau inférieur (-).

5. Caractérisation de cellulases produites par la souche

actinobactérienne BHZ59 dans le surnageant brut
5.1 Effet du pH sur Pactivité et la stabilité

L’étude de I'effet du pH sur I'activité montre que les cellulases brutes produites par la souche
actinobactérienne BHZ59 sont actives sur une large gamme du pH variant de 3-10 (Figurel2) ce
qui est trés intéressant sur le plan biotechnologique. L'examen de la courbe indique que I’activité
cellulase maximale de 30.14 Ul/mL est obtenue a pH 6 (pH optimal). Les résultats montrent que

I’enzyme cellulase présente une activité considérable dans des niveaux de pH compris entre 6 a
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10, ce qui est tres intéressant notamment dans le domaine de la détergence utilisant souvent la

soude dans la composition des détergents commerciaux.

pH3 pH4 pH5 pH6 pH7 pHS8

pH9 pH10

Activité cellulase (UlI/mL)
= = N N w
o (9] o w o

1 1 1 1 1

(%3]
1

o

Figure 12: Effet de la variation du pH sur I’activité cellulase.

Ces résultats sont similaires a la plupart des études réalisés ou I'activité optimale est,
fréquemment, obtenue a un pH neutre. De ce fait, on peut citer les cellulases produites par souches
Streptomyces sp. B-PNG23 (Bettache et al., 2013) Bacillus halodurans IND1 (Vijayaraghavan
et al., 2016), Bacillus subtilis CBS31 (Regmi et al., 2020) et Bacillus equilensis (Malik et Javed,
2024). Cependant, les cellulases de la souche Aspergillus flavus ont montré une activité optimale
a pH10 (Bano et al., 2019).
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Figure 13: L’activité relative des cellulases produites par la souche actinobactérienne BHZ59 a différents
pH.

L’étude de la stabilité des cellulases vis-a-vis du pH est testée aux différents pH pendant 6
h, dans les conditions optimales de température et de pH de I’enzyme. Selon les résultats illustrés
par la courbe dans la figurel3, les cellulases brutes de la souche étudiée sont trés stables sur les
pH alcalins par rapport aux pH acides et gardent environ 70% de leur activité initiale & pH3 pendant
6h d’incubation, ce qui est considérable et un succés pour I’industrie. Ces résultats obtenus sont
similaires avec ceux rapportés chez Bacillus circulans (Hakamada et al., 2002), et Bacillus

sphaericus (Singh et al., 2004).
5.2. Effet de la température sur ’activité et la thermostabilité

Concernant I’étude de I’effet de la température sur I’activité cellulase, I’examen des résultats
de la figure 14 montrent que les cellulases brutes se sont révélées actives aux différentes
températures appliquées avec une activité optimale a 60 °C (26.56 Ul/mL). Cette température
optimale rapportée est en parfait accord avec la majorité des cellulases caractérisées (Ko et al.,
2010, Asha et al.,2012 , Kim et Ku, 2018, Bano et al., 2019, Elsababty et al, 2022, Doan et
al., 2024). En revanche, Esther Nkechi et al. (2024) ont rapporté que les cellulases de la souche

Fusarium Graminearum montrent une température optimale de 70 °C.
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Figure 14: Effet de la température sur I’activité des cellulases

Les expériences de la thermostabilité réveélent que les cellulases de la souche
actinobactérienne exhibent une grande stabilité sur la gamme de température testée. Elles
conservent plus de 60 % de leur activité initiale pendant 2h a 80°C (figurel5). La thermostabilité
de nos cellulases est meilleure que celle décrit par Shyaula et al. (2023) dont les cellulases de
Bacillus licheniformis conservent 67% de leur activité jusqu'a 1h a 55 °C et environ 35 % apres
1h d'incubation a 75 °C. Bettache et al. (2013) ont rapportés que les cellulases produites par la
souche Streptomyces sp. B-PNG23 sont stables a 50°C, avec un temps de demi-vie de 6h.
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Figure 15: Thermostabilité des cellulases produites par la souche actinobactérienne BHZ59.

Les différentes propriétés exhibées par les cellulases de la souche étudiée sont prometteuses
et comparables a d’autres résultats d’ou la possibilité d’utiliser ces enzyme dans divers domaines

tels que : la papeterie, ’alimentation animale et la détergence.
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Conclusion
Ce travail avait pour principal objectif la caractérisation et 1’optimisation de la production
des cellulases par une souche d’actinobactérie désignée BHZ59, isolée a partir du sol forestier, en

utilisant la méthode des plans d’expériences.

L'analyse moléculaire basée sur le géne de I'ARNTr 16S et I’étude morphologique permettent
de conclure que la souche actinobactérienne BHZ59 représente un nouveau genre d’actinobactérie

ayant un pourcentage de similarité inferieur 8 94.5% avec les 14 especes les plus proches.

Le test qualitatif de I’activité cellulase sur milieu solide révéle la capacité de la souche
actinobactérienne a utiliser le substrat CMC comme unique source de carbone et d’énergie en
secrétant une quantité de cellulases proportionnelle au diametre de la zone d’hydrolyse dans le

milieu du criblage.

L’utilisation des écorces d’orange, résidus agro-industriels bon marché, comme seule source
de carbone en fermentation submergeée induit la plus forte production de cellulases (28,74Ul/mL)

avec une concentration de 2.5%.

L’analyse statistique des résultats de I’optimisation en utilisant le plan de Plackett et Burman,
a permis d’identifier trois facteurs exercant un effet significatif positif tres éleve sur la production
enzymatique tels que le temps d’incubation, la concentration des écorces d’orange et le pH, tandis
que, la concentration du chlorure de calcium présentant un effet significatif negatif tres élevé sur la

production des cellulases.

La caractérisation des cellulases produites dans le surnageant brut de la souche utilisé dans
cette étude, révele que ces enzymes sont actives dans une gamme de pH testée (3-10) avec
préférence aux pH alcalins et de température (40-90°C) avec un pH optimum et une température
optimale de 6 et 60°C, respectivement. Les cellulases brutes sont trés stables a des pH alcalins
pendant 6h. Elles sont également stables dans la gamme de température de 60 a 80°C et conservent

plus de 60 % de leur activite initiale pendant 2h a 80°C.

Les résultats obtenus sont intéressants et méritent d’étre approfondis, et au terme de cette

étude, nous avons jugeé que les points suivants pouvaient faire 1’objet de perspectives :
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- Reéaliser une étude statistique plus poussée, utilisant des logiciels qui permettent de déterminer
les optima et d’évaluer les interactions entre plusieurs variantes a la fois tel que la méthode de

surface réponse méthodologie (RSM).

- Purifier les cellulases afin de mieux caractériser leurs propriétés physico-chimiques et
catalytiques.

- Rechercher les genes impliqués dans 1’expression de cette enzyme avec clonage, ce qui permet

d’une part d’obtenir des quantifiés de cellulases et d’autres part de faciliter la purification.

- Poursuivre des études sur la souche BHZ59 en s’intéressant a autres activités enzymatiques

prometteuses.
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Annexe |
Matériel utilisé

Appareillage Verreries Autres
-Autoclave - Boites pétries -pipette pasteur
-Agitateur magnétique -Eprouvettes -barreaux magnétique
-ph métre -Erlenmeyers -Micropipette 1000
-vortex -Becher -Micropipette 100
-Spectrophotométre -Flacons en verre de 200ml -Spatule
-Bain marie - Pissettes
-Balance de précision -Pince
-Etuve -Embout bleu et jaunes
-Bec bunsen -Cuves de spectrophotomeétre

-Réfrigérateur
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=  Composition des Milieux de culture

1. Milieu Gausse

Amidon ..........ocoiiiii 20g

Agar.. ..o 209

KNOS. ... 19

K2HPO4 ... 0,59

MgSOA4... . 0,59
Eaudistillée........................o..l. 1000 mL

6. Milieu ISP2

GlUCOSE ©. v 0,49

Extraitde levure :................ooeee. 0,49

Extraitde Malt:...................... ... lg

AGAr ., 2g

Eaudistillée ..., 100ml ; PH=7,2.
7. Milieu ISP3

Farine d'avoine @................oooenee .29

Solution saline standard :............. 0,1ml

Agar .29

Eaudistillée ;... 100ml ; PH=7,2.
8. Milieu ISP4

AMidon oo 19

K2HPOA & 0,19

MgSO4 & . 0,19

NaCl i 0,19
(NHA)2SO4 @i 0,29

CaCO3 i 0,29

Solution saline standard :................ 0,1ml

Agar i 0.29
Eaudistillée : ...........cooooiiiiiiis 100ml ; PH=7,2.

= Solution DNS

Acide dinitrosalysique .................. 19
Soude NaOH) ..........coviiniinnn..n. 1,69
Tartrate sodium et de potassium ...... 309
Eaudistillée .............cooiiiiil. 100mi

A l'obscurité, chauffer & 50°c et filtré par un papier filtre.
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Annexe 111

Courbes d’étalonnage

1,6 4
1,4 -
1,2 4

y=0.917x
R?=0.985

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

Absorbance a 540 nm

0 0,5 1 15 2

[Glugose] mg/ml

Figure 16: Courbe d’étalonnage du dosage du glucose
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Annexe 1V

Table de Fische

Valeur des 95iemes centiles (niveau 0,05)

FO0,95pour la distribution F

v 1| 23| als|6]|7]|8]9]w0])z|15]2]24]|3]4w]e |120] O
V¥

1 [161] 200 | 216 | 225 | 230 | 234 | 237 | 239 [ 241 | 242 | 244 | 246 | 248 | 249 | 250 | 251 | 252 | 253 | 254
2 |185]19.00{ 192 |1920( 193 [ 193194 [ 194 | 194 | 194 | 194 [ 194 | 194 [ 195 [ 195 [ 195 | 193 | 195 | 195
3 |101] 955 | 928|912 | 901 [894 889|885 (881|879 |874 | 87 | 8,66 | 8,64 | 8,62 [ 8,59 | 857 R55| 853
4 |77 694 | 659 | 639 | 6,26 | 6,16 | 6.09 | 6,04 | 6.00 | 596 | 5,91 | 586|580 [ 5,77 | 575 | 5,72 | 5.69 | 5.66 | 5.63
5 |661]579|541 519|505 (495|488 |482[4.77|4,74 | 4,68 | 4,62 | 4.56 [ 4.53 | 4,50 | 446 | 443 | 440 | 437
6 1599|514 | 476 | 453 | 4,39 [ 428|421 |4.15] 410|406 | 4,00 | 394 | 387 | 3,84 | 381 [ 377|374 | 370 3.67
7 1559|474 | 435 | 412 | 397 |387|3,79 (373 | 3.68 | 3,64 | 3.57 | 3.51|3.44 | 341 | 338 (334 | 33 |327| 3.3
8 |532| 446|407 381|369 |358|3.50(344(339|335|328 (322|315 (3,12 | 3,08 | 3,04 |3,01|297 2.93
9 |s512|426]386|3.63 |348(337|3.29(|3.23(3,18|3,14 |3.07 | 3,01 | 294 | 290 | 286 | 283 | 279 |275| 271 |
10 |496| 410 | 3.71 | 348 [ 3351322 (314 |3.07(3,02|298 | 291 | 285|277 | 2,74 | 2,70 266 | 262 | 258 | 254
11 (484|398 | 359|336 (3,20 !3,09]3.00(295|290|285 (279|272 (265|261 257255249 | 245 240
12 |4.75] 3,89 | 3,49 | 3,26 [ 3.11 [3,00(2,91 [285| 2.8 | 2,75 | 2,69 262|254 251 | 247 | 243 | 238 | 234 230
13 {467| 3,81 | 341 | 3.18 | 303 [2,92 283 |277| 2,71 | 2,67 | 2,60 | 2,53 | 246 | 242 | 238 | 234 | 230 | 225 | 221
14 (460|374 (334|311 {296 |285|276| 27 |265|260(25 |246(239 (235|231 227 (222|218 213
15 (454368 | 329 3.06 (290|279 271 | 264|259 254 | 248 | 240|233 | 229 | 225 | 220 [ 216 | 2.11 | 2.07
16 |449|3.63 |3,24 1301 285|274 |266|259| 254249 | 242 | 235|228 | 224 | 2.19 | 2.15 | 2,11 | 206 | 2.01
17 |445] 359 {320 | 2.96 | 2,81 [2.70 | 2.61 |2.55 | 2.49 | 245 | 2,38 {231 | 223 [ 219 | 215 | 2. | 2.06 | 201 | 196
18 |4.41] 355 |3.16 293 [2,77|2,66 (258 251|246 (241 | 234|227 (219|215 2,11 | 2.06 202|197 1,92
19 |438| 3,52 3,13 | 290 | 2,74 | 2,63 2,54 | 248|242 | 238 [ 231 | 223216 | 2,11 | 207 [ 2,03 | 198 | 193 | 188
20 14350349 | 3,10 (287 {271 |2.60 (251 |245|239|2535|228|2,20(2,12 | 2,08 204 11991 195|190 | 184 !
21 |432] 347 | 3.07| 284 | 2,68 | 257|249 |242| 237232 (225218210205 | 201 | 1.96 | 1.92 | 1,87 | 181 |
22 {430 344 | 3.05 | 2,82 (2,66 | 2,55 | 2.46 (240 | 234 (2,30 | 223 | 2,15 | 207 [ 2,03 | 1,98 | 1,94 | 1.89 | 1.84| 1.78 ]
23 [428| 342 | 3.03 | 280 | 2,64 [ 2,53 | 2,44 |237232( 227|220 (213|205 | 2,00 | 1.96 | 1,91 | 1.86 | 181 | 176 ’
24 426|340 | 301|278 | 262|251 | 242 |236(230| 225|218 (211|203 (198|194 [ 189 | 1.84 | 1,79 | LT3
25 |4.24]339 | 299 | 276 | 2,60 [ 2.49 | 2,40 [ 234 [ 2,28 | 2,24 | 2,16 [ 2,09 | 2,01 | 1,96 | 1,92 | 1,87 | 1.82 [ 177 | L.71
26 |4.23]337 | 298|274 | 259 |247(239|232|227]222|215]|207|199(195| 1.9 | 1.85| 1.8 [175]| 1.69
27 |a21| 335 [ 296 | 273 | 257 | 246 | 237 231225 | 22 | 213 | 206 | 197 | 1,93 | 188 | 1.84 | 179 | 1,73 | 167
28 |420]334 295|271 | 2,56 |245|236(229( 224|219 | 212|204 | 1,96 [ 1,91 | 1,87 [ 1,82 | 1,77 | 171 | 1.65
29 |418]333 (293|270 |2.55 | 243|235 228222218 2,10 | 2,03 | 1,94 | 1,90 | 1,85 | 181 | 175 | 1,70 | 1.64
30 (417332 292|269 | 253 | 2421233 (227|221 | 216209 201|193 | 1,89 | 1,84 | 1,79 | 174 | 1,68 | 1.62
40 [408]323 | 284261 |245[234[225(|218(2,12(2,08|200[192(18¢ 1,79 | 174 | 1,69 | 1,64 | 158 151
60 |4.00|3.15 | 276|253 | 237 [225]2,17|210(2,04 | 1,99 [ 1,92 1,84 |1,75| 1,70 [ 1.65 | 1,59 | 1.53 | 147 | 139
120 [392] 3,07 | 2,68 | 245 | 2,29 | 2,18 | 2,09 [2.02| 1,96 [ 1,91 | 1.83 | 1,75 | 1,66 | 161 | 1.55 | 1,50 | 143 1.35. 1.25
oo 384|300 260237 (221 210[2010 [194] 1,88 | 1,83 | 1,75 | 1,67 | 1.57 [ 1,52 | 1.46 | 1,39 1.3z;n.zzv 1.00




