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Introduction

Ces derniéres années, il y a une demande croissante d’enzymes importantes sur le plan
industriel, parmi lesquelles les enzymes cellulosiques, qui se classent au troisieme rang

mondial dans les industries enzymatiques.

L’intérét des cellulases s’est développé a travers le monde, en raison de leurs
applications industrielles multiples telles que ’industrie du papier et de la pate, des textiles,
des biocarburants, aussi dans I’extraction de jus de fruits et légumes. En outre, les cellulases
étaient commercialement valables pour plus de 30 ans, et présentent une cible pour les
recherches aussi bien académiques ou industrielles (Bahouli et Zidalmal, 2020).

Les cellulases sont un groupe complexe d’enzymes contient trois constituants
principaux : les exoglucanase (EC3.21.74), les p-glucosidases (EC3.2.1.21) et les
endoglucanase (EC3.2.1.4) (Abada et al., 2021) qui sont sécrétées par un large éventail de
micro-organismes, notamment des champignons filamenteux, des bactéries et des levures
(Sandhya et al., 2005 ; Khelil, 2017).

Cependant, la production de cellulases bactériennes a 1’échelle commerciale a été
limitée en raison de sa complexité ainsi que de la difficulté de I’extraction et de la
purification. Un large éventail de recherche a été initié sur l'application de cellulase
bactériennes (Bhagat et Kokitkar, 2021).

Le présent travail, qui représente une synthese des articles scientifiques, dont leur
objectif est ’exploitation des bactéries Bacillus isolés des différents milieux dans la sécrétion

des cellulases.

Notre travail est composé de deux parties : la premiére est purement bibliographique,
elle comporte deux chapitres dont le premier est cellulases et le second chapitre porte comme
titre généralité sur les bactéries Bacillus. La deuxiéme est expérimentale consacré au matériel
utilisée et méthode suivies, un autre chapitre qui interprété les différents résultats obtenus et

en fin on a terminé par une conclusion générale.
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Chapitre 1. Cellulases

1.1. Enzymes hydrolases

Les hydrolases sont le groupe d’enzymes qui catalysent les clivages de liaison et fixent
les radicaux H et OH de I’eau sur les valences libérées (P. Hoyos et al., 2017). Ces enzymes
ne nécessitent pas généralement de coenzymes, elles sont activables par des cations. Elles
interviennent sur les fonctions éthers, acétals, esters phosphoriques, liaisons O-
Odesperoxydes, C-N des amides. Elles forment le troisieme groupe de la classification
« Enzyme Commission (CE) » des enzymes. Leurs représentants comprennent des peptidases,
des nucléases, des phosphatases, des glucosidases, des estérases......(Bornscheuer, 2002).

1.2. Glycosides hydrolases

Les O-glycosides hydrolases (EC 3, 2, 1, X) sont des enzymes cataboliques dont
I’action consiste a hydrolyser le lieu O-glycosidique entre les monoméries d’un disaccharide
ou d’un polysaccharide ou entre un saccharide et un groupement aglycone. Ces enzymes sont
nécessaires aux organismes, autotrophes comme hétérotrophes, pour utiliser les sources de
carbone contenues sous forme de sucres qui sont produites a la base par les organismes
autotrophes (Masri, 2003).

1.3. Cellulases
1.3.1. Définitions des cellulases

Les cellulases sont des O-glycosyl-hydrolases (GH) qui hydrolyser les liaisons

glycosidiques B-1,4 dans la cellulose. Les cellulases ont traditionnellement été divisées en :

e les exoglucanase (1,4-pB-D-glucane cellobiohydrolase, EC 3.2.1.91).
e les endoglucanase [1,4-(1,3;1,4)-p-D-glucane 4-glucanohydrolase, EC 3.2.1.4].
e 3-(1,4)-glucosidase ou cellobiase (EC 3.2.1.21) (Hilden et Johansson, 2004).

1.3.2. Nomenclature des cellulases
Nom codifié : E.C.3.2.1.4

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

Synonymes : Endoglucanase, Endo-B-(1,4)-glucanase, Cellulase carboxyméthylique, B-
(1,4)-endoglucanhydrolase, Celludextrinase, Avicelase, etc (Reffas, 2017).

1.3.3. Mode d’action des cellulases

Le mécanisme d’action de cellulases est agit directement sur la dégradation de la

cellulose par la dénaturation des liens glycosidiques ce qui produit des glucoses.

Les endoglucanase, les exoglucanase et les - glucosidases sont des trois classes de la

cellulases :

e L'endoglucanase : effectue le clivage interne de la cellulose, ce qui produit des chaines
plus courtes.

eL'exoglucanase : quant & elle produit des cellobiases a partir de la chaine non
réductrice de la cellulose.

e les B- glucosidases : hydrolyse les cellobiases en glucose.

Ces trios classes agissent en synergismes (Lanteigne Roch, 2010).

cellobiohydrolase  f-endoglucanase

B-glucosidase

Figure 1. Mode d’action de la cellulase

1.3.4. Origines des cellulases

Les cellulases se trouvent dans un large éventail d'organismes comme les bactéries, les

champignons, les plantes etc. En conséquence, les cellulases peuvent provenir d'une variété
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d'origines, y compris des sources animales, végétales et microbiologiques (Benkerrou et
Hamaili, 2012).

1.3.4.1. Origine animale

Certains insectes cellulolytiques fabriquent leurs propres cellulases et conservent en
leur sein des bactéries cellulolytiques symbiotiques. Le mécanisme précis par lequel les
cellulases générées par les différents organismes présents dans les intestins des insectes
décomposent la cellulose est inconnu. 11y a aussi quelques autres animaux qui produisent
cellulases, dont plusieurs types de mollusques en particulier escargots, limaces et vers de
terre (D.B. Wilson, 2009).

Les animaux cellulolytiques contribuent de maniere significative a la dégradation
des parois cellulaires végétales en réduisant la biomasse en particules minuscules, ce qui
permet aux enzymes dégradant les parois cellulaires de leur systeme digestif d'atteindre et
d'hydrolyser les polyméres de sucre beaucoup plus facilement. En fait, les mammiféres
prétraitent la biomasse qu'ils consomment pour la rendre plus appétissante pour leurs
propres enzymes et celles des micro-organismes symbiotiques avec lesquels ils partagent
leur corps (D B. Wilson, 2009).

1.3.4.2. Origine végétale

Diverses cellulases végétales qui obtenues a partir d’extraction des fruits et produire
a partir de coquille d'arachide, okara, de la sciure de bois, une peau de banane, de la paille
de riz, de la bagasse, un épi de mais, une jacinthe d'eau et une paille de sorgho par voie

conventionnelle processus (Abada et al.,2021)

Cellulases peuvent jouer des fonctions tres différentes dans la physiologie d'une
plante. Par exemple, certaines cellulases végétales participent bien a la dégradation de la
cellulose, malgré une augmentation des extrémités réductrices. Bien que le processus
spécifique de fragmentation des particules soit inconnu, il pourrait inclure la structure des
pores de la cellulose (Wilson, D B. 2009).
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1.3.4.3. Origine microbienne

Les microorganismes sont a l'origine de la majeure partie de la dégradation de la
cellulose qui se produit dans la nature. lls relevent ce défi a l'aide d'un systéme multi-
enzymes. lls comprennent des champignons et des bactéries, des aérobies et des anaérobies,
des mésophiles et des thermophiles et occupent une variété d'habitats (Saranraj et al, 2012).

» Champignons

Les principaux producteurs de cellulase sont les champignons (Saranraj et al, 2012). Ils
sont les microorganismes les plus étudiés pour la production de cellulase en raison de leur un
rendement enzymatique plus élevé et leur capacité a sécréter un complexe cellulase complet
extracellulaire principalement. Ce sont Trichoderma reesei, Penicillium pinophilum,
Penicillium funiculosum, Fusarium oxysporum, Aspergillus niger, Sclerotium rolfsii et

Humicola sp (Singhania R et al., 2017 ) .
> Bactéries cellulolytiques

Les microbes cellulolytiques sont principalement des dégradeurs de glucides et sont
généralement incapable d'utiliser les lipides ou les protéines comme source d'énergie pour la
croissance. L'ordre Actinomycétes comprend deux genres qui produisent des cellulases, qui
sont Microbispora et Thermomonospora. Les formes aérobies et anaérobies des bactéries sont

impliguées dans la dégradation de la cellulose (R. Singhania et al., 2017 ).

Les bactéries anaérobies se trouvent dans le sol, sur les matiéres végétales en
décomposition. Les bactéries cellulolytiques anaérobies avec les systemes de cellulase les
mieux caractérisés comprennent : Acetivibrio cellulolyticus, Bacteroides cellulosolvens,
Butyrivibrio fibrisolvens, Clostridium acetobutylicum, Clostridium aldrichii, Clostridium
cellobioparum (R. Singhania et al., 2017 ), Cellulomonas sp., Cellvibrio sp., Accetibrio
cellulolyticus, Clostridium thermocellum, Bacteriodes succinogenes, Bacteroides

cellulosolvens, Ruminococcus flavefaciens et Ruminococcus albus (Saranraj et al, 2012).

Les bactéries aérobies se trouvent genéralement dans le sol, dans I'eau, sur les matiéres
végetales, dans I'numus, dans excréments d'animaux, dans les champs de canne a sucre et
dans la litiere de feuilles. Ce sont Bacillus megaterium, Bacillus pumilus et ect (R. Singhania
etal., 2017).
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1.3.5. Applications des cellulases

Les cellulases occupent la troisiéme place parmi les groupes d'enzymes utilisées dans
I'industrie. Les cellulases microbiennes sont maintenant produites commercialement par de
nombreuses industries dans le monde et sont largement utilisées dans diverses industries
(Shweta A. 2012).

Les cellulases ont été initialement étudiées il y a plusieurs décennies pour la
bioconversion de biomasse, ce qui a donné lieu a des recherches sur les applications
industrielles de I'enzyme dans I'alimentation, l'alimentation animale, les textiles, les détergents
et dans l'industrie du papier. Avec la pénurie de combustibles fossiles et la nécessité
croissante de trouver une source alternative d'énergie et de combustibles renouvelables, il y a
un regain d'intérét pour la bioconversion de la biomasse lignocellulosique a l'aide de
cellulases et dautres enzymes. Dans les autres domaines, cependant, les technologies et les
produits utilisant les cellulases ont atteint un stade ou ces enzymes sont devenues

indispensables (Saranraj et al, 2012).
1.3.5.1. Industrie alimentaire humaine et animale

Les cellulases sont utilisées dans I'industrie alimentaire pour :

extraction et clarification des jus de fruits et de légumes ;

extraction d'huile d'olive ;

extraction des caroténoides lors de la production de colorants alimentaires ;

amélioration de la fermentation de I'orge dans I'industrie de la biere;

amélioration de la qualité nutritionnelle des fourrages, améliorant l'indice de
conversion alimentaire et/ou augmentant la digestibilité d'un aliment a base de céréales ;

o meilleure texture et qualité des produits de boulangerie

e augmentation de la viscosité des purées de fruits ;

e augmentation de la texture, de la saveur et des propriétés volatiles de fruits et
légumes ;

e amertume contrélée des agrumes ;

e libération des antioxydants des marcs de fruits et de légumes (Shweta A. 2012).
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1.3.5.2. Industrie des textiles

e Remplacer l'utilisation de pierres ponces pour le biodelavage et la libération de I'excés
de teinture indigo des vétements en jean pour leur donner de la douceur et un aspect délavé ;

e Digérer les extrémités des fibres qui dépassent du tissu pour une meilleure finition ;

e Adoucissement, défibrillation et procédés de fournissant une variation localisée de la
densité de couleur de fibres (Shweta A. 2012).

1.3.5.3. Industrie du papier et de la pate a papier

e La réduction en pate mécanique, y compris le broyage et le raffinage des matiéres
ligneuses ;

e Les cellulases sont tres efficaces pour hydrolyser les petites particules générées lors
du raffinage, améliorant ainsi la capacité de drainage de la pulpe ;

e Les cellulases sont utilisees pour éliminer l'encre des revétements et les toners du
papier ;

e La bio-caractérisation des fibres de péate est une autre application ou les cellulases
microbiennes sont utilisées.

e L'enzyme est employée dans la fabrication de papier doux, y compris les serviettes en
papier et le papier hygiénique ;

e Les cellulases sont utilisées pour créer de produits facilement biodégradables, papier,

carton (Saranraj et al, 2012).
1.3.5.4. Biocarburant

L’expression biocarburant indique que ce carburant est obtenu a partir de matiere
organique (biomasse), par opposition aux carburants issus de ressources fossiles. La
production d’éthanol a partir de biomasse lignocellulosique nécessite la transformation
préalable de cette biomasse en sucres fermentescibles. Cette transformation est réalisée par

voie biologique grace aux cellulases (N. Hardy et al., 2015).

Aujourd’hui il existe deux grandes filieres de production de biocarburants :
1. La filiere éthanol qui comprend I’éthanol et 'ETBE pour les véhicules essence.

2. Lafiliére des huiles végétales avec ’EMHYV pour les véhicules diesel.
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Chapitre 2 : Bacillus

2.1. Définition

Le genre Bacillus renferme des germes telluriques aérobies stricts ou aéro-anaérobies,
sporogénes, se présentant sous forme de batonnets a Gram positif généralement mobile, qui
utilisent une large gamme de sources de carbone pour une croissance hétérotrophe ou,

rarement, autotrophe (Abriouel et al., 2014).

Figure 2. Structure de bactérie bacillus

2.2. Habitat

Le genre Bacillus omniprésents dans I'environnement, ils peuvent étre trouves dans le
sol (habitants communs), 1’cau, les sédiments, la poussiére ou l'air mais aussi dans les
animaux, la litiére, les denrées alimentaires et les aliments pour animaux (y compris les

produits laitiers, les viandes, les aliments pour bébés) (Abriouel et al., 2014)
2.3. Classifications
Classification de Bacillus :

e Regne : Bactteria

e Embranchement : Firmicutes
e Classe : Bacilli

e Ordre : Bacillales

e Famille : Bacillaceae

e Genre : Bacillus (Soule M. H, 1932) .
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Espéce de Bacillus
Bacillus anthracis
Bacillus cereus
Bacillus coagulans
Bacillus megatérium
Bacillus licheniformis

Bacillus subtilis

YV V.V V V V V

Bacillus thuringiensis ect (Auger et al., 2008).
2.4. Production des enzymes

Les bactéries ont été considérée comme des producteurs de cellulases robustes et
versatiles en raison de leur taux de croissance élevé, de leur stabilit¢ a des conditions
extrémes et de la présence de complexes multienzymatiques. Parmi les bactéries les espaces
de Bacillus peuvent produire plusieurs enzymes extracellulaires hydrolysent des
polysaccharides. Cependant, I’étude des cellulases de Bacillus n’est pas trés approfondie par

rapport a celle des enzymes fongique (khelil, 2017).
2.5. Production des cellulases

La cellulase produite a partir de I'espéce Bacillus a été largement étudiée pour son
utilisation dans les détergents a lessive (Jayasekara et al., 2019). Les bactéries peuvent étre
préférées aux champignons pour la production de cellulases a I'échelle industrielle en raison
de leur taux de croissance élevé (Sethi et al., 2013). De plus, les manipulations genétiques des

bactéries sont plus faciles par rapport aux champignons (Saini et al., 2017).
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3.1. Echantillonnage

Diverses sources ont été utilisées pour isoler les bactéries productrices de cellulases. Le

tableau 1 résume les sites d'échantillonnage.

Tableau 1. Présentation des sites de prélevement.

Echantillon Source Lieu Référence
Neuf différentes régions
. . du district de .
El échantillons de Raigad (Bhagat et Kokitkar, 2021)
sol differents Maharashita, india
Divers
échantillons de | Jazan, Sabia et
E2 sol ont éte Abu Arish, Jazan, | (Abada et al., 2021)
recueillis KSA
La mélasse a été réqion de
collectée dans | | Z i e 1a
E3 une zone de ille d ichahi (Islam et Roy, 2018)
I'industrie ville de Rajshahi
sucriere dans Bengladesh.
Rajshahi Sugar
E4 Labagassede | mills Lta, (Pramanik et al., 2021)
Bangladesh
Des
microorganismes | de Katakhali de la
ont été isolés a | ville de région .
E5 partir Rajshahi dans (Malik et al.,2021)
d'échantillon de | Bengladesh.
bouse de vaches
Vingt individus .
e gla o ol région de Saswad
5éme Stade (18,55°N 74,00°E
E6 Ervelie " a Pune, (M.A. Dar et al., 2021)
H.armigera Maharashtra), en

Inde.

3.2. Isolement et criblage des bactéries productrices de cellulase

Afin d’isoles des bactéries capable de produire les cellulases a partir des différents

échantillons, le protocole a été suivie:

eUn gramme de I'échantillon prélevé a été mis en suspension dans 9 ml d'eau

physiologique stérile et homogénéisé pendant 10 min a l'aide d'un vortex ;




Chapitre 3. Matériel et méthodes

e Cette suspension représente la solution mére apartir de laquelle d’autres dilutions sont

préparées jusqu’a 107 (séries de dilutions décimales de 10 4 10°) ;

Iml Iml Iml Iml Iml
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4 boon

i

\ | ¥777,

£

Suspension
mere

FiEEE

o7
i

'

{

2
Yoms
{

1

@

|
peer
¥
!

TXITTT
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Solution physiologique stérile
(9 ml)

Figure 3.préparation des dilutions

elLes dilutions ont été étalées sur un milieu de criblage contenant 0,5% de
carboxymeéthylcellulose (CMC) (annexe) ;

e Les boites ont été incubées a 37°C pendant 48 heures ;

e 'activité enzymatique peut étre confirmée par diverses méthodes telles que la
méthode de rouge congo, le réactif d'iode de Gram et la dégradation du papier filtre (Maravi
et Kumar, 2020; Kasana et al., 2008).

- Aprés une croissance suffisante des souches, les boites ont été inondées avec une
solution au rouge Congo (0.1 %) pendant 30 min puis ont été lavées avec une solution de
NaCl (1M) pendant 1 heure ( kasanaet al., 2008).

- Les boites incubées ont été recouvertes d'une solution d'iode (1 %) pendant 15 min,
puis lavées avec une solution de NaOH (1N) pour la décoloration (Dar et al., 2020 ; Abada et
al., 2021 ; Bhagat et Kokitkar, 2021; Pramanik et al., 2021) Ou

- Les isolats bactériens ont été inoculés dans un milieu salin basal contenant du papier
filtre pour tester leur d'activité cellulosique (Islam et Roy, 2018).

L’apparition d’une zone claire transparente autour des colonies indique la présence de
cellulases extracellulaires. L'activité a été déterminée en fonction du diametre en centimetres
de la zone claire autour des colonies comme faible (1,0-2,0 cm), moyenne (2,1-3,0 cm) et
élevée (au-dessus de trois cm) (Dar et al., 2020). Par conséquent, les colonies entourées d'une

zone claire ont été sélectionnées comme souche productrice de cellulase.
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eles souches sélectionnées ont été repiquée sur la méme gélose CMC jusqu'a
I’obtention d’une souche pure dans chaque boit de Pétri. Ces boites ont été conservées 4 °C
(Bhagat et Kokitkar, 2021 ; Abada et al. 2021; Pramanik et al., 2021: Malik et al.,
2021 ;Islam et Roy, 2018 ; Dar et al., 2020 ).

3.3. Identification des souches isolées
3.3.1. Identification morphologique
Les bactéries isolées en cultivant une suspension bactérienne pendant la nuit et en
effectuant une coloration de gram pour identifier leur morphologie. Cette technique a été
utilisée pour distinguer les bactéries gram positives et négatives (Abada et al., 2021 ; Bhagat
et Kokitkar, 2021).

3.3.2. Identification biochimique
Les isolats bactériens ont été identifiés en effectuant plusieurs tests biochimiques tels
que le test de fermentation, le test de catalase, le test d'utilisation du citrate, le test de rouge de
méthyle, la production de H>S et le test de VVoges — Proskauer par des méthodes standard
(Islam et Roy, 2018).

3.3.3. Identification moléculaire
L'identification moléculaire des isolats bactériens producteurs de cellulase a été

réalisée par sequencage du gene de 'ARN 16S.Cette méthode a €té realisée comme suit :

3.3.3.1. Extraction d’ADN génomique
Les bactéries isolées ont été soumises a une extraction d'/ADN a l'aide de kit de

purification de I’ADN génomique bactérien.
3.3.3.2. Amplification du fragment d’ADN 16S

L’amplification est faite par PCR grace a un couple d’amorces spécifiques :
Amorce sens 16F27 5>’ AGAAGTTTGATCMTGGCTCAG3’
Amorce anti-sens16R1492  5’TACGGYTACCTTGTTACGACTT3® (Bhagat et
Kokitkar, 2021)
La PCR est réalisée dans un volume final de 50ul ; le mélange réactionnel de la PCR

est résumé dans le tableau suivant.
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Tableau 2. Composition du mélange réactionnel de PCR (Heni, 2010).

Constituants du mélange réactionnel Volume par réaction en pL
H.O 38.5
Tampon de PCR 5
dNTP (10 mM) 1
Amorce sens (20 uM) 2
Amorce anti-sens (20 uM) 2
Taq polymérase 5 U/uL 0.5
ADN (20 ng/pL) 1

Le programme d’amplification est le suivant.

Tableau 3. Programme d’amplification de la PCR.

Nombre de cycles étape Température(C®) temps
1 Dénaturation initiale 95 5min
Dénaturation 95 30s
34 Hybridation 55 30s
Elongation 72 1min30s
1 Elongation finale 72 7min

3.3.3.3. Analyse électrophorétique des fragments amplifiés
L’¢lectrophorese de résolution des amplicons est effectuée sur gel horizontal d’agarose
a 1%. Le gel est préparé dans le tampon TBE 0,5X (Tris base 0.89 M, Acide borique 0.89 M,
EDTA [pH 8,0] 0,02 M), il est coloré avec une solution de bromure d’éthidium (BET) de
I’ordre de 10 pg/mL et la migration est effectuée sous un voltage de 80 V (Heni, 2010).

3.3.3.4. Séquencage de ’ADN 16S

Aprés purification des produits de PCR, les fragments du géne ARNr 16S a été
séquencés. Les données de séquencage ont été analysées par Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) avec les séquences les plus proches extraites de la base de données du
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Altschul et al., 1990).

3.4. Production de la cellulase
La production de cellulase a été effectuée par plusieurs isolats producteurs de

cellulase.
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v' Les isolats ont été inoculés dans un milieu liquide contenant: 1% CMC, 0,1%
NaNOs, 0,1% K>HPO4, 0,1 % KCI, 0,05 % MgSO4 et 0,05 % extrait de levure (pH 7,0) et
incubé a 37°C pendant 24 heures ;

v’ Les cultures en croissance ontensuite été transféré dans le milieu de production de la
méme composition et incubé pendant 72 heures d'un agitateur-incubateur avec agitation
constante a 130 rpm a 37°C;

v Le milieu de production a été centrifugé a10 000 rpm pendant 10 minutes pour obtenir
le surnageant qui a été utilisé comme extrait enzymatique brut pour le dosage de la cellulase
(Bhagat et Kokitkar, 2021).

3.5. Dosage de la cellulase

v' Pour la détermination de I’activité cellulasique, le milieu réactionnel est composé de
100 pl d’une solution de CMC a 1 % (P/V) préparé dans le tampon acétate (20 mM pH 4,5) et
de 100 pl d’extrait brut enzymatique ;

v Aprés 20 min de réaction a 37 °C, les sucres réducteurs libérés ont été dosés selon la
méthode de Miller (1959) en ajoutant 100 pl de I’acide 3,5dinitrosalicylique (DNSA) au
mélange réactionnel pour arréter la réaction ;

v' Le milieu a ensuite été porté au bain-marie bouillant pendant 5 min, puis refroidi dans
un bain de glace ;

v' L’intensité de la coloration a été déterminée a 540 nm contre le témoin contenant tous
les réactifs, excepté I’enzyme ;

v La solution étalon pour le dosage des sucres réducteurs est une solution de glucose a
Img/ml;

v' L’Unité Internationale est définie comme étant la quantité d’enzyme libérée une

micromole de sucres réducteurs par minute dans les conditions standards (Sea et al., 2006).

3.6. Optimisation pour une production maximale de cellulase

L'optimisation des conditions de culture a été realisée pour production maximale
d'enzyme. Les parametres analyses pour l'optimisation sont : le pH, la température, la source
de carbone, effet des concentrations d'inoculum, effet du temps d'incubation et effet des

sources d'azote.
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3.6.1. pH
L'effet du pH sur la production d'enzymes a été étudié en cultivant les isolats dans un
milieu de production ajusteé a différents pH de 2, 4, 6, 7, 8 et 10. Le pH des milieux a été
ajusté en utilisant NaOH 1N et HCI 1N (Bhagat et Kokitkar, 2021).

3.6.2. Température
L'effet de la température sur la production d'enzymes a été 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).

3.6.3. Source de carbone

L'effet de la source de carbone sur la production d'enzymes a été examinée en préparant
le milieu de production en remplacant la source de carbone CMC par du glucose, du
saccharose, de I'amidon et du maltose (Bhagat et Kokitkar, 2021).

3.6.4. Effet des sources d'azote
L'effet de la source de d’azote sur la production d'enzymes a été étudié en préparant le
milieu de production en remplacgant la source d’azote extrait de levure par différents composés
azotés inorganiques et organiques, comme (NHa)2 SOs, NaNOgs et la peptone a 1 %.(p/v)
(Abada et al., 2021).

3.6.5. Effet des concentrations d*inoculum
L'effets des concentrations d'inoculum sur la production d'enzymes a été analysée en
ajoutant des concentrations de 1 %, 2 %, 3 %, 4 % et 5 v/v) au milieu de production (Abada et
al.,2021) .

3.6.6. Effet du temps d'incubation
L'effet de la période d'incubation sur la production d'enzymes a été déterminé en
incubant le milieu de fermentation pendant différentes périodes d'incubation en heures, c'est-
a-dire 24, 48, 72, 96, 120 heures (Abada et al., 2021).
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4.1. Isolement et criblage de bactéries productrices de cellulase

Les résultats concernant I’isolement des souches productrices des cellulases sont

représentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 4. Nombre des souches productrices des cellulases.

Echantillon 1 2 3 4 5 6
Nombre des
7 5 3 2 7 25
Souches

Le potentiel cellulolytique des isolats a été confirmé en inondant les boites avec 0,1%
de rouge Congo. L'iode de Gram a également éte utilisé et aussi la dégradation du papier filtre
pour le criblage des colonies bactériennes cellulolytiques. La zone claire autour de la colonie
est un indicateur du potentiel cellulolytique des isolats (Dabhiet al., 2014).

Echantillon 1

Quarante-cinq colonies bactériennes différentes ont été isolées a partir de neuf
échantillons de sol. Les isolats bactériens ont montré différentes zones claire autour des
colonies. Cependant, 4 isolats n'ont pas montré la zone claire avec 0,1 % de rouge Congo
mais ils sont significativement visibles avec l'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 I'identification moléculaire (Bhagat et al., 2021).

Echantillon 2

20 isolats ont été collectés a partir de divers sols dans les régions de Jazan. Sur tous les

isolats, seulement 5 isolats ont montré une activité cellulosique (Figure 4) (Abada et al.,2021).
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E isolate

Figure 4. L'activité cellulasique de Bacillus albus cultivée sur milieu CMC contient un
colorant rouge Congo. La zone claire est un indicateur de la dégradation de la cellulose.

Echantillon 3

3isolats ont été collecteés.

Dans le test de dégradation du papier filtre, il a été constaté que toutes les souches
dégradent complétement le papier filtre avec un temps d'incubation de 7 jours, ce qui indique
que les souches isolées sont des bactéries cellulolytique.(Islam et Roy, 2018).

Echantillon 4

Trente isolats bactériens ont été produits sur des boites de gélose CMC.Parmi ces
isolats, seuls deux isolats ont été selectionnés par la coloration de l'iode de Gram(Pramaniket
al., 2021).

Echantillon 5

Un nombre total de 250 colonies ont été observees apres I'étalement des échantillons de
bouse de vache dilués en série.Cependant, seuls 37 isolats ont été trouvés cellulolytiques en
faction de la zone claireautour des colonies. Lors du criblage secondaire, sur les 37 isolats

bactériens, sept isolats présentaient une forte activité cellulosique (Malik et al.,2021).

Echantillon 6
25 isolats ont montré une zone claire significative autour des colonies indiquant un
répertoire cellulolytique potentiel. 4 isolats ont montré des zones claires plus grandes et ont

ensuite été sélectionnés (M.A. Daret al., 2021).

Une variété de microorganismes cellulolytiques ont été isolés de différents
environnements, tels que le sol (K.I.Dantur et al., 2015).
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4.2. Identification des bactéries

Echantillon 1

Les sept isolats sont Gram-positifs et en forme de batonnet(Bhagat et al., 2021).

Les sept isolats bactériens ont été identifiés par séquengage basé sur le géne de I’ARN
16S qui a été effectué au NCIM, CSIR-NCL, Pune. L'analyse BLAST de NCBI a suggéré que
tous les isolats ont été identifiés comme Bacillus mais appartiennent a des especes différentes
: Bacillus subtilis, Bacillus flexus, Bacillus licheniformis et Bacillus paralicheniformis.Le

tableau ci-dessous montre les détails de ’identification de tous les isolats.

Tableau 5. Identification moléculaire des isolats (Bhagat et al., 2021) .

Isolat Organisme trouve avec identité Pourcentageidentité
1 B. subtilis 100%
2 B. flexus 100%
3 B. subtilis 100%
4 B. licheniformis 99,86%
5 B. licheniformis 100%
6 B. paralicheniformis 99%
7 B. licheniformis 100%
Echantillon 2

lors de la réalisation d'une expérience de coloration de Gram, les résultats ont indiqué
que les cinq isolats étaient des bacilles Gram positifs lorsqu'ils étaient observés au microscope
(Abada et al., 2020).

D'aprés 1’étude moléculaires par analyse du gene de I'ARNr16S, I'ADN génomique a été
séparé; purifié et identifié; Alors que la séquence obtenue a été étudiée pour identifier des

séquences similaires dans la base de données http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/.

L'alignement de la séquence du gene de l'isolat a indiqué que la séquence d'ADN était
homologue & 99,6 % avec les séquences du géne de 'ARNr 16S de Bacillus albus.L’isolat a
été identifié comme étant Bacillus albus comme indiqué dans l'arbre phylogénétique (figure
5) (Abada et al., 2020).
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Figure 5. Arbre phylogénétique construit par la méthode de Neighbor-joining base sur
I’ensemble de données du géne ARNr 16S (Abada et al., 2020).

Echantillon 3
3isolats ont été collectés : deux isolats (C1 et C2) sont Gram-positifs et en forme de

batonnet, un isolat (C3) est Gram-négatif et en forme de batonnetcourt

Sur la base des caractéristiques biochimiques et morphologiques, les souches isolées ont
été identifiées comme étant Paenibacillus sp.(C1), Bacillus sp. (C2) et Aeromonas sp.(C3)
(Islam et Roy, 2018).

Echantillon 4

La souche productrice de cellulase efficace (Isolat A) est en forme de batonnet, Gram
positif, aérobie, mobile, avec TSI positif, rouge de méthyle, catalase, hydrolyse de l'urée, test
BSA et EMB. L’isolat B est gram positif, non mobile, avec un test positif au rouge de
méthyle, a la catalase, a I'nydrolyse de lI'urée et a I'hydrolyse de I'amidon. Les deux isolats se
sont développés sur une large gamme de pH (4,0-8,0) et de température (25-50 °C).

A base des caractéristiques morphologiques, biochimiques et moléculaires, les souches
efficaces ont été identifiées comme Bacillus pseudomycoides et Bacillus massilioanrexius
(Pramanik et al., 2021).

Echantillon 5

L’isolat CDO0O1 est un puissant producteur de cellulase, forme des colonies blanches
rondes et lisses lors de la caractérisation phénotypique et a été reconnu comme un bacille
sporulé Gram positif. La souche a donné des résultats positifs pour I'nydrolyse de la caséine,
de I'amidon et de la gélatine, la réduction des nitrates, la catalase et I'nydrolyse de I'esculine
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lors de l'analyse biochimique. Les acides produits a partir de glucides ont présenté des
réactions positives pour le fructose, le cellobiose, la salicine et le mannitol. La bactérie s'est
également avérée tolérante a la concentration élevée en sel allant jusqu'a 8% de NaCl, au pH

élevé et a la tolérance modérée a la température.

La souche bactérienne CD001 a montré la plus grande similarité de séquence (99,93 %)
avec B. subtilis subsp. inaquosorum suivi de B. subtilis subsp. subtilis (99,86 %) et B. subtilis
subsp. stercoris (99,84 %).Une telle étendue de similitude de séquence et d'analyse
phylogénétique basée sur la méthode de neighborjoiningindique que l'isolat CDO01 est une
espéce du genre Bacillus.Par conséquent, I’isolat CD00la été confirmé comme étant B.
subtilis(Maliket al., 2021) .
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Figure 6. Criblage des souches bactériennes productrices de cellulase les plus
puissantes sur la base de l'activité CMCase (Malik et al., 2021) .

Echantillon 6

D’ apres I’identification moléculaire,les 4 isolats appartiennent aux genres Bacillus et
Klebsiella, a savoir, B. subtilis IF23, K. pneumoniae IM12, K. pneumoniae IM16 et B. subtilis
IH17(M.A. Daret al., 2021).
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Tableau 6. Genres probables et pourcentage de similarité de I'activité potentielle
montrant des isolats avec les espéces relatives NCBI déterminées par la recherche BLASTn.
Activité (Cm) : Faible (0,5-1,9) ; Moyen (2,0-3,5); Elevé (3,6) (M.A. Dar et al., 2021).

Isolate  Accession no. Likely genus U Similarity ~ Activity
code

F1 MT052342 Bacillus subtilis FIM12 a7 Medium
[F10 MT052333 Klebsiella preumonia NBRAJGY3 a9 Medium
[F11 MT052340 Klebsiclla preuntoniae RPK17 98 Medium
[F13 MT052337 Uncultured organism clone ELUO09G o8 Medium
[F21 MT052335 Klebsiella pneumoniae ZL 96 Medium
[F23 MT052343 Bacillus subtilis SA4 08 High
[F35 MT05234 Uncultured organism clone ELU0075 98 Low

F39 MT052339 Klebsiclla preumoniae T89 96 Low

F42 MT052338 Klebsiella pneumoniae SDWHO2 100 Low

F44 MT052336 Klebsiella sp. 051 o8 Low

F47 MT052334 Klebsiella variicola CCFM8387 a7 Low

M3 MT052344 Bacillus tequilensis EH22 100 Medium
IM12 MT052346 Klebsiclla pneumoniae 99 High
IM5 MT052345 Uncultured bacterium clone MASC 99 Low
IM16 MT052347 Klebsiclla pneumoniae 26 97 High
M3 MT052348 Klebsiella pneumoniae PS6 99 Low
[HI7 MT052352 Bacillus subtilis FIM12 o8 High
[H18 MT052355 Bacillus subtilis SH23 a7 Medium
[H20 MT052356 Klebsiella sp. SAUF053 97 Low
[H23 MT052357 Klebsiella varticola a7 Low
H24 MT052353 Bacillus methylotrophicus a7 Medium
[H35 MT052351 Bacillus sp. SA6 96 Medium
H38 MT052354 Bacillus subtilis BS11 95 Medium
H42 MT052350 Enterobacteriaceae bacterium CCFM8314 98 Low
H50 MT052349 Klebsiclla preumoniae CCFM8348 96 Low

Bacillus sp. a été isolé de la mélasse (F.Rasul et al., 2015). Bacillus subtilis isolé de
I'industrie du coton a montré une activité enzymatique élevée (R. Gautam et al., 2012)

Les données suggerent que l'espéce Bacillus a un grand potentiel pour produire des
enzymes cellulolytiques (Bhagat et al., 2021). Maravi et Kumar (2020) ont isolé et identifié
deux souches cellulolytiques, dont I'une est B. licheniformis. Saha et al. (2019) ont isolé huit
bactéries cellulolytiques a partir d'échantillons de sol. Trois de ces huit espéces bactériennes
ont été identifiées comme étant Bacillus sp., Bacillus cereus et Bacillus megaterium. Outre les
espéces de Bacillus, d'autres genres bactériens ont également la capacité de produire des

enzymes cellulolytiques.
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4.3. Optimisation de la production de cellulase

L'amélioration des milieux est un parametre puissant dans le développement de la

technologie de fermentation, tandis qu'un milieu rentable permet des réductions ultérieures

des codts des enzymes.

Les isolats mentionnés ci-dessus ont été optimisés pour leur potentiel cellulolytique

dans différentes conditions. L'effet du pH, de la température, des différentes sources de

carbone, des différentes sources d'azote, I’effet du temps d'incubation et I’effet des

concentrations d'inoculum sur l'activité cellulolytique des isolats sélectionnés ont été étudiés

(tableaux 07).

Tableau 7. Résultats des différents échantillons ont été optimisés pour leur potentiel
cellulolytique dans différentes conditions.

El E2 E3 E4 E5 E6
Max AC:|Max AC:
Températu- | 27°C 35°C
re Min AC: | Min AC: | 40°C 40°C 45°C |/
50°C 45°C
pH 6-8 6 7 7 7 5
CMC: CMC meil- CMC: meil- | Bagasse de
meilleure leure source | leure source | canne a sucre
source de | de carbone de carbone la meilleure
Source de | carbone Peptone : source de |/ /
carbone L’amidon : effet profond | carbone
AE sur la
négligeable production
de cellulase
Source / L’extrait de |/ L’extrait de |/ /
d’azote levure levure
Temps /
d’incuba- 96h 24h 72h 72h /
tion
Concentra- |/
) 3% 1% / / 2%
tions
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Effect of carbon sources on enzyme activity
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Figure 10. Effet des sources de carbone sur l'activité cellulase de différents isolats
(Bhagat et al., 2021) .
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Figure 18. Effet de la température, du pH et du temps d'incubation sur la croissance des
cellules bactériennes et la cellulase et la production de cellulase (Maliket al.,2021) .
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Les resultats varient quant a la température optimale pour optimiser [l'activité
enzymatique entre E1, E2, E3, E4 et E5 allant de 27°C a 45°C. Ces résultats ont été trouvés
pour étre comparables aux résultats de Premalatha et al., ( 2015) dans lesquels des espéces

d'Enhydrobacter ont été isolées d'un échantillon de compost de litiere de feuille pour la
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production de lI'enzyme de cellulase et l'activité s'est avérée étre la plus élevée a 30°C. Les
isolats ont montré des activités presque comparables & 37°C. Comparativement, la cellulase
de Bacillus pumilis a montré l'activite la plus élevée lorsqu'elle a été cultivée a 35°C
(Kanmani et al., 2011). Sriariyanun et al. (2016) qui ont été demontré que la meilleure
température pour la production de chitinase par le Bacillus laterosporus est de 35°C.

La gamme de pH la plus appropriée pour la production de cellulase qui mentionne dans
les résultats précédents pour E1 allant de 6-8, pour E2 est de 6, pour E6, le pH optimale est
de 5, tandis que les résultats des trois derniers échantillons ont convenu que le pH optimal est
de 7. Les données sont comparables aux résultats rapportés par Maryam et al.,( 2018) sur
Bacillus cellulosilyticus qui a montré une production optimale de cellulase a pH 5 en utilisant
un isolat de Bacillus. Production de cellulase a pH 5 en utilisant un substrat traité a l'alcali
comme source de carbone. Arushaet et al.,(2016) ont isolé Bacillus et les espéces de
Pseudomonas ayant un potentiel cellulolytique. Le pH optimal pour la production de cellulase
par ces deux isolats a été trouvé comme étant de 5. Les données indiquent que les especes de
Bacillus ont la capacité de produire une enzyme cellulase dans une large gamme de pH. De

plus, le pH optimal de la cellulase purifiée de Bacillus sp. est pH 6 (Wita et al., 2019 ).

Selon les résultats mentionnés précedemment, la meilleure source de carbone est le
CMC pour tous les échantillons sauf pour E4, la bagasse qui est la meilleure source de
carbone. Des résultats comparable de Junganget et al., ( 2017 ) ont mentionné que le lactose
est la meilleure source de carbone pour la production idéale de cellulase par B. subtilis. En
revanche, Sethi et al., ( 2013 ) ont trouvé que le glucose est la meilleure source de carbone

pour produire de la cellulase par les isolats bactériens.

La période d’incubation entre I’échantillon est déférente allant de 24h, 72h et 96h. De
méme, il a été montré que les augmentations de l'activité cellulolytique ont été obtenues par
de B. amyloliquefaciens-ASK11 pendant 96 h (A.F. Mohammed, 2020).

La concentration d'inoculum la plus appropriée en fonction des résultats de I'échantillon
2 est 3%, pour E3 1% et pour E6 est 2%.Des autres résultats ont été rapportés concernant la
production maximale de cellulase a une taille d'inoculum de 3% (v/v). L'activité maximale de
la CMCase était de 19 Ul/mL pour Bacillus cereus (Ahmad et al., 2013 ). Il a été démontré
que l'inoculum de 3% était le meilleur pour la production de cellulase par Bacillus sp. (Nehad
et al., 2019 ). De méme, une taille d'inoculum de 3% a été prouvée pour une production

maximale de cellulase par Bacillus subtilis (Yang et al., 2014 ) .
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Parmi les différentes sources d'azote, I'extrait de levure a augmenté la production de
cellulase c’est-a-dire ’extrait de levure est la meilleure source d’azote pour activité
enzymatique idéal selon Abada et al., (2020) ; Islam et Roy ( 2018). B. licheniformis a produit
un maximum de cellulase en présence d'un milieu substitué par du sulfate d'ammonium.
D'autres chercheurs ont également trouvé que le sulfate d'ammonium donnait une production
maximale de cellulase par B. pumilis., B. pumilus, Ruminococcus albus, Bacillus sp. B21 et
Streptomyces sp. (Wood et al., 1982). 1l a été signalé que l'activité cellulasique maximale de
Bacillus subtilus MUS1a été obtenue avec un extrait de levure (Tabssum et al., 2018 ). De
plus, il a été conclu que les sources d'azote organique sont plus appropriées pour une
production maximale de cellulase que les sources inorganiques (Goyal et al., 2014 ;
Sinjaroonsak et al.,2020 ). Certains composés organiques et inorganiques présents dans
I'extrait de levure peuvent actuellement induire la production d'une enzyme extracellulaire
(Arusha et al., 2016 ).
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Conclusion

Dans ce mémoire, nous avons étudié plusieurs articles scientifiques visant a isoler et
cribler des souches de Bacillus productrices de cellulase. Les especes de Bacillus ont

ungrandpotentiel pour produire les enzymes cellulolytiques utilisées dans I'industrie.

De ce fait plusieurs échantillons de sol, de mélasse, de bagasse de canne a sucre,
desmicroorganismes isolés a partir de bouse de vache et de larvaire de H.armigeraont
étéprélevés.

L'isolement et le criblage des bactéries ont été réalisés sur de la gélose contenant
laCMC les souches cellulolytique ont été sélectionnées en fonction du diametre de la
zoneclaireet transparente entourant les colonies. Plusieurs souches ont été isolees et purifiées
sur leméme milieu. L’étude des caractéres morphologiques, biochimiques et du marqueur
ARNrl16S permet d’identifier les souches suivantes: Bacillus subtilis, Bacillus flexus,
Bacilluslicheniformis, Bacillus paralicheniformis, Bacillus albus, Paenibacillus sp., Bacillus
sp., Aeromonas sp., Bacillus pseudomycoides, Bacillus massilioanrexius, Klebsiella

pneumoniaeet Klebsiella pneumoniae.

L’accent a ¢ét¢é mis sur Ioptimisation de la production de cellulase
afinquelesconditions idéales pour les six échantillons soient les suivant : pour les premiers
échantillonsdu sol, le pH optimum se situe ente 6 et 8, la température optimale de 50°Cet les
sourcesidéales de carbone sont le CMC et ’amidon. Pour les deuxiémes échantillons du sol,
lepHoptimum est de 6, la température optimale est de 35°C, la source de carbone idéal est
laCMC, I’extrait de levure est la meilleure source d’azote pendant la période d’incubation de
96het laconcentration d’inoculum est de 3%. Pour I’échantillon de la mélasse et de la
bagassedecanne a sucre, la température optimale est de 40°C, le pH optimumest de 7, le
tempsd'incubation de la souche de Bacillus sp est de 24 h, la CMC est utilis¢ comme une
bonnesource de carbone. Pour le Bacillus pseudomycoides et le Bacillus massilioanrexius le
tempsd’incubation est de 72 h et les sources de carbone et d’azote sont la CMC et I’extrait de
levurerespectivement. Pour le B. subtilis, le pH optimum est de 7, la température optimale est
de45°C et le d’incubation est de 72 h. pour le sixiéme échantillon, le pH optimumest de 5.
L’¢tude de ces paramétré physico-chimique est importante pour la production idéal

del’enzyme cellulase.
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Annexe 1:

Pour préparer 0.5 % de CMC :
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Résumé

Les cellulases sont des enzymes hydrolases (EC 3.2.1.4) largement utilisées dans 1’industrie
biotechnologique. L’objectif de ce travail est I’exploitation des bactéries Bacillus isolés des différents milieux,
sol, mélasse, bagasse de canne a sucre, microorganisme isolés a partir de bouse de vache et de larvaire de
H.armigera, dans la sécrétion des cellulases. Les souches productrices de cellulase ont été criblées sur gélose de
CMC et le diametre de la zone claire autour de la colonie a été mesuré. L ’étude morphologique, biochimique et
phylogénétique permet d’identifier les souches isolées aux différentes especes du genre Bacillus. En plus
d'étudier diverses variables, température, pH, source de carbone et d'azote, concentrations d'inoculum et temps
d'incubation, dans le but d'améliorer et d'assurer les meilleures conditions pour la production de cellulases et
aussi pour son fonctionnement dans des conditions optimales. Les résultats obtenus indiquent que : la
température optimale est entre 40°C et 50°C, le pH est varié en large gamme 5-8, temps d’incubation pendant
24h- 72h et Lacarboxyméthylcellulose et I'extrait de levure sont les meilleures sources de carbone et d'azote,

respectivement, dans tous les isolats.
Mots clés : cellulase, Bacillus, optimisation, criblage, carboxyméthylcellulose.
Abstract

Cellulases are hydrolase enzymes (EC 3.2.1.4) widely used in the biotechnology industry. The objective
of this work is the exploitation of Bacillus bacteria isolated from different media, soil, molasses, sugar cane
bagasse, microorganisms isolated from cow dung and H.armigera larvae, in the secretion of cellulase. Cellulase-
producing strains were screened on CMC agar and the diameter of the clear zone around the colony was
measured. The morphological, biochemical and phylogenetic study makes it possible to identify the strains
isolated to the different species of the genus Bacillus. In addition to studying various variables, temperature, pH,
carbon and nitrogen source, inoculum concentrations and incubation times, with the aim of improving and
ensuring the best conditions for the production of cellulases and also for its operation under optimal conditions.
The results obtained indicate that: the optimum temperature is between 40°C and 50°C, the pH is varied in a
wide range 5-8, incubation time for 24h-72h and carboxymethylcellulose and yeast extract are the best sources of

carbon and nitrogen, respectively, in all isolates.

Keywords: cellulase, Bacillus, optimization, screening, carboxymethylcellulose.
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