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Introduction

La biomasse lignocellulosique est I'une des ressources renouvelables les plus
importantes de la terre (Boussarsar, 2008; O’donohue, 2008 ; Saratale et al., 2012). Il
est essentiellement composé de trois polymeéres : la cellulose, I'hémicellulose et la

lignine.

Le xylane est un polysaccharide hétérogéne, composé d’unités [-D-
xylopyranosyl, liés par des liaisons B(1,4) glycosidiques (Collins et al., 2005). Il est
produit par une variété de micro-organismes : bactéries, levures et moisissures (Garai et
Kumar, 2013 ; Walia et al., 2015).

Les enzymes capables de décomposer le xylane sont des hydrolases xylanases.
En raison de la complexité de la structure du xylane, leur dégradation compléte
implique I'ensemble du systéeme de dégradation du xylane impliquant diverses enzymes,
dont les unes hydrolysent la chaine principale et les autres clivent les liaisons entre les

substituants et les résidus xylose de la chaine principale (Sanghi et al.,2008).

La xylanase est utilisée dans divers domaines industriels tels que la papeterie, le
textile, lI'alimentation animale, la boulangerie, I'industrie du jus, etc. (Polizeli et al.,
2005). Elle est également utilisée en synergie avec de nombreuses autres enzymes,
telles que la mannanes, la ligninase, la xylosidase, le glucose et la glycosidase, qui
peuvent étre exploitées pour générer des biocarburants tels que I'éthanol et le xylitol a

partir de la biomasse lignocellulosique (Sun et Cheng , 2002).

Actuellement, la plupart des xylanases disponibles dans le commerce ont été
produites par des champignons et sont actives a des pH neutres ou acides et leurs
températures optimales pour l'activité sont en dessous de 45°C. La production de
xylanases dépend essentiellement du choix de substrat inducteur, du microorganisme et
des conditions de fermentation. L’activité xylanolytique des moisissures est beaucoup
plus élevée que celle des bactéries et des levures, notamment celles des xylanases
extracellulaires produites par Aspergillus niger, qui produit 15 isoenzymes, alors que
Trichoderma viride en produit 13. (Vries et al., 2001).
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Introduction

La fermentation est une technique qui convertit biologiquement des substrats
complexes en composés simples par divers micro-organismes comme des bactéries et
des champignons. (Robinson et al., 2001 ; Machado et al., 2004). La technologie de la
fermentation a pris une importance considérable en raison de son codt économique et de
ses avantages environnementaux. Il existe plusieurs types de fermentation : la

fermentation en milieu solide (FMS) et la fermentation en milieu liquide (FML).

Le contréle ainsi que la régulation d'une fermentation sont effectués grace aux
parametres environnementaux suivants : la température, l'aération (oxygene), le pH,
I’agitation et la stérilité (Sargantanis et al., 1993), et des facteurs nutritionnels et
physiologiques tels que la source de carbone, la source d'azote, les additifs, la taille de

I'inoculum, le pH du milieu, la température d'incubation, ...etc.

Le colt élevé du substrat est I'un des obstacles les plus importants a la production
industrielle d'enzymes (Gupta et al., 2000). Et comme le prix du substrat joue un réle
crucial dans le codt global de traitement, des substrats bon marché tels que les sous-
produits agricoles (tels que la semoule de mais, la rafle de mais, son de blé, balle de riz,
paille de riz, bagasse et autres matériaux tels que le paillis) sont utilisés comme
substrats peu codteux, disponibles en abondance et pouvant étre utilisés avec succes

pour produire des produits industriels a haute valeur ajoutée

L’objectif principal du présent travail vise a étudier la cinétique de production de
xylanase (hémicellulases) sue le milieu solide et le milieu liquide. Et ce, dans le but de

valoriser la biomasse lignocellulosique

Ce travail est devisé en trois parties. La premiére partie est consacrée a la
recherche bibliographique sur la biomasse lignocellulosique, les Hémicellulose et les
enzymes dégradant I'némicellulose (xylanase), La deuxiéme partie porte sur le matériel

et méthodes et la troisieme sur les résultats et discussion.
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1. Matiére lignocellulosique

La lignocellulosique fait référence a la matiére seche végétale (biomasse), dite
biomasse lignocellulosique (toutes les plantes et les matériaux d'origine vegeétale) est
la matiére organique la plus abondante et renouvelable sur la terre. Elle représente
une source tres importante de carbone renouvelable disponible en large quantité
(Rubin, 2008). Est une matiére composite, qui présente au moins deux niveaux de
complexité : Le premier niveau est chimique, car en effet la biomasse
lignocellulosique est une matiere hétérogene, composée de différentes
macromolécules telles que la cellulose, ’hémicellulose et la lignine. Tandis que, le
deuxiéme niveau de complexité de la biomasse est structural, car les différentes
macromolécules décrites ci-dessus s’associent de facon intime dans une maille
tridimensionnelle qui constitue les parois de cellules végétales. (O'Donohue , 2013).
(Figurel).

i i1 ]
OH OH OH
p-Coumaryl alcohol Coniferyl alcohol Sinapyl alcohol

O © O ‘

Macrofibril @ @
©©©®@®
Plant cell @@

Macrofibril

Cell ngnm

wall

Lignin

Hemicellulose 10-20 nm

e

Crystalline
cellulose

Figurel. Structure de la biomasse lignocellulosique (Rubin, 2008)

La matiere lignocellulosique est le constituant principal de la paroi cellulaire des
plantes. Elle est constituée essentiellement de trois composants majeurs : la cellulose,
I’hémicellulose et la lignine. (O'Donohue et Debeire, 2006). Les teneurs de différents

constituants sont variables d’une espéce végétale a 1I’autre (Eloutassi et al., 2014).
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Figure 2. Composition de la biomasse lignocellulosique (Amin et al., 2017).
1.1. Cellulose

La cellulose est le polysaccharide le plus présent dans la nature, constituant 38 a
50% des especes végétales (bois et plantes).C’est un polymeére semi-cristalline composé
d’une chaine linéaire de D-glucose peuvent varier de 200 & 14000 entités reliées entre
elles par des liaisons B-1,4 glycosidiques (Figure 3). Le degré de polymérisation de la
cellulose dépend de la source végétale dont est issu ce composé (Maki-Arvela et al.,
2011).

extrémité extrémité
non-réductrice Cellobiose réductrice
(NR) R)
OH i OH )
0 OH 0 OH
1""‘0 HO 0 HO Oﬂ”

1 -0 HO -0

OH 0 OH 0

OH n OH

Figure 3. Représentation de la molécule de cellulose (Mazza, 2009).
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1.2. Lignine

Sont des polyméres phénoliques aromatique le plus abondant dans la nature. Elle
est présente dans les parois cellulaires ayant une structure amorphe qui provient de la
polymérisation. Constitué de composés phénylpropanoides, qui se divise en trois sous
unités caractéristiques toutes derivées de la phénylalanine.

- L'alcool paracoumarylique ou sous unité H (hydroxyphényle)
- L'alcool coniférylique ou sous unité G (guaiacyle)
- L'alcool sinapylique ou sous unité S (syringyle) (Strassberger et al., 2014).

Leur proportion dans la biomasse lignocellulosique varie selon I'espéce, I'age des

tissus et selon I’environnement.

Figure 4. Structure de la lignine. (Mussatto et al., 2012).

1.3. Hémicellulose

Les hémicelluloses représentent entre 23et 32% de la biomasse lignocellulosique.
Contrairement a la cellulose, il s’agit de polyosides amorphes et hétérogénes, constitués
de pentoses (xylose, arabinose), d’hexoses (mannose, glucose, galactose) et d’acides
uroniques.la structure des hémicelluloses varie selon D’origine végétale, le type
cellulaire et le stade de maturité des tissus. Selon leur composition, on distingue

essentiellement les hétéroxylanes, les xyloglucanes et les mannanes.
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A Dintérieure de la cellule végétale, les hémicelluloses permettent de relier les
fibres de cellulose avec la paroi cellulaire. Ce sont des liaisons hydrogéne qui les relient

a la cellulose et des liaisons covalentes a la lignine (Doiseau, 2014).

Le r6le biologique le plus important de I'némicellulose est de contribuer au
renforcement de la paroi cellulaire par son interaction avec la cellulose et, dans
certaines parois, avec la lignine.

Pentoses Hexoses Acides hexuroniques  Désoxy-hexoses
5 CH,0H COOH
4o 0. o e Y o - N i HO OOt
Ho"\{® /1 o \QF N G
3 2
OH OH OH OH OH
B-D-xvlose B-D-glucosz B-D-acids glucuronique o-L-chamnase
CH:OH COOH
- 0 0 5 0 o
HO OH e\~ OF OH
;i e 1 HO ; it 3
@ r‘o@ a0\ 0H HO@
OH OH OH
«-L-arabinopyrancss B-D-mannosz %-D-4.0-acide méthvizlucvronique X Eacose
CH.OH COOH
0 OH > 0 HO o
5OH.c 7 OH HO Lo OH
HOH; o il
CH OH OH
4-L-arabinofurancss %-D-galactoss a-D-acide zalacturonique

Figure 5. Structure de ’hémicellulose. (Eibner, 2015).

Heémicellulose

Cellulose

2005).

Figure 6. Structure tridimensionnelle de la biomasse lignocellulosique. (Lens et al.,
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2. Xylanases

Les xylanases sont des glycosidases (O-glycoside hydrolases, EC 3.2.1.x) qui
catalysent I'endohydrolyse des 1,4-B-D-xylosidiques liaisons dans le xylane. Il s‘agit
d'un groupe répandu d’enzymes impliquées dans la production de xylose. Xylan, le
substrat des xylanases, est un polysaccharide structurel majeur dans les cellules
veégetales, et est le deuxieme polysaccharide le plus abondant dans la nature,
représentant environ un tiers de tout le carbone organique renouvelable sur terre (Singh
etal., 2010).

(& S
‘S'Y/ *vz
S 3>
< </ a -
—>4)B-0-Xyl-(1— 4)B-o-Xyl-(1—4)B-0 Xyl-{1— 4)B-o-Xyl-(1— 4)B-p-Xyl-(1— 4)p-0-Xyl
} e D
.,V /7
glucurcnoarabinoxylan W &5

3
PG
2N

& <&

Figure 7. Structure du xylane. (Soumaya, 2014).

2.1. Caractéristiques des xylanases
Selon Bakri, la température optimale des endoxylanases varie entre 40 et 60 °C.
Kulkarni et al. (Kulkarni et al., 1999) observent que les xylanases de bactéries sont plus
thermostables que les xylanases de moisissures. En général, les xylanases de différents
microorganismes sont souvent stables sur une gamme de pH 3-10 et montrent un
optimum de pH dans la gamme 4-7. Les points isoélectriques varient entre 3 et 10. Elles
constituent une unité protéique de poids en acides aminés est dominée par les acides

aspartique, glutamique, glycine, sérine et thréonine (Bakri et al., 2003).

2.2. Xylan et xylanases
Base sur sa structure complexe, le xylane a besoin de différentes enzymes
appelées collectivement xylanases pour son hydrolyse complete. Les xylanases

appartiennent essentiellement au groupe d'enzymes hydrolases, précisément aux
8
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glycosides hydrolases. La classification des glycosides hydrolases basée sur la séquence
a placé la xylanase dans deux familles GH10 (les enzymes végétales, fongiques et
bactériennes comprennent) et GH11 (qui est structurellement indépendante comprend
uniquement des enzymes fongiques et bactériennes) (Lafond et al., 2014), mais les
xylanases se trouvent également dans d'autres familles de glycosides hydrolases, telles
que GH5, 7, 8 et 43.

2.3. Classification des xylanases
Wong et al, classaient les xylanases sur la base de leurs propriétes
physicochimiques en deux groupes : celles de faible poids moléculaire (< 30 kDa) et de
pl basique et celles de grand poids moléculaire (> 30 kDa) et de pl acide. (Wong et al.,
1998).

Cependant, Collins et al, notent que cette classification était incompléte, de
nombreuses exceptions avaient été découvertes et approximativement 30 % des
endoxylanases (particuliérement issues des moisissures) ne pouvaient pas étre classées
suivant ce systeme. Plus tard, un systeme de classification plus complet a été admis et
permettait la classification des xylanases et des glycosidases en général par la
comparaison des structures primaires de leurs domaines catalytiques. Ce systeme
regroupait les xylanases en six familles (de A & F). Actuellement, 96 familles de
glycosidase ont été identifiées (Collins et al., 2005).

De ce systéeme de classification, les xylanases font partie des familles 10 (autrefois
F) et 11 (autrefois G). Des enzymes ayant des activités xylanases ont été aussi trouvées
dans les familles 5, 7, 8, 16, 26, 43, 52 et 62. Mais seules les séquences appartenant aux
familles 5, 7, 8, 10, 11 et 43 possédent des domaines catalytiques avec une activité

endo-1,4- B-xylanase.

Certaines séquences reportées dans les familles 16, 52 et 62 apparaissent étre en fait
des enzymes bifonctionnelles contenant deux domaines catalytiques : le domaine des

familles 10 ou 11 aussi bien qu’un deuxiéme domaine de glycosidases.

2.4. Structure du xylane
En fonction de la nature de ses substituants, quatre grandes catégories de xylanes

(Motta et al., 2013) peuvent étre considerées :
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- les arabinoxylanes, comprenant uniquement des chaines latérales d'unités

terminales uniques d'a-L-arabinofuranosyl ;

- Glucuronoxylanes, basés uniquement 1'acide a-D- glucuronique et son dérivé 4-

Ométhyl éther ;

- les glucuronoarabinoxylanes, dans lesquels 1'acide a-D-glucuronique (et 4-O-

méthyl-a-D-glucuronique) et 1'a-L-arabinose sont tous deux présents ;

- Les Galactoglucuronoarabinoxylanes, qui sont caractérisés par la présence de
résidus B-D-galactopyranosyl terminaux sur les chaines latérales oligosaccharidiques

complexes des xylanes et se trouvent généralement dans les plantes vivaces.

a-4-O-Me-GicUA

R A s

o
(0} o)
[ 7 0-A o OH o OH o OH o
Ac
0 o \
[retcmnaibee|
Ac : groupe acétyle
o-Araf : ¢-arabinofuranose OH OH
CHOH

0-4-0-Me-GlcA : acide o- CHOH
4-O-méthylglucuronique

a-Aaf o-Araf

Figure 8. Structure du xylane et des enzymes xylanolytique impliquées dans
sa dégradation. (Sunna et Antranikian, 1997).
2.5. Source de xylanase
Un large éventail de micro-organismes comme les champignons, les bactéries, les
levures, les algues marines, etc. sont capables de produire de la xylanase. La principale
source de xylanase est le champignon, mais la production industrielle de xylanase
bactérienne est peu codteuse, le processus en aval est facile et le taux de production est

élevé.

Les champignons filamenteux sont la principale source de synthése de la
xylanase. Les souches fongiques mésophiles comme Aspergillus, Trichoderma ont la

capacité de produire une xylanase thermostable. La xylanase est également signalée par

10
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des champignons thermophiles, notamment Chaetomium thermophile, Humicola

lanuginose et Thermomyces lanuginosus.

Cependant, les bactéries ont un avantage sur les champignons pour la production
de xylanase, car les bacteries produisent de la xylanase a un pH neutre ou alcalin, alors
que les champignons travaillent dans la gamme acide. Des xylanases dérivées d'algues
marines, de protozoaires, de crustaces, d'insectes et d'escargots ont également été
signalées (Dutta et al., 2018).

De nombreuses especes de champignons, y compris les champignons
thermophiles ont été décrite également pour la production de xylanase, themophila J18,
un thermophile nouvellement isolé de la province de Sinkiang, s'est avéré étre un bon

producteur de xylanase (Yang et al., 2006).
3. Production de xylanases

3.1. Xylanases bactériennes
Xylanases produites par bactéries (Bacillus sp, Pseudomonas sp, Streptomyces
sp.) sont efficaces dans une plage de pH plus large de 5 a 9, avec une température
optimale pour l'activité de la xylanase entre 35 °C et 60 °C (Beg et al., 2001 ; Mandal,
2015 ; Motta et al., 2013).

3.2. Xylanases fongiques

Champignons (Aspergillus spp, Fusarium spp, Penicillium spp) Sont d'importants
producteurs de xylanase en raison des rendements élevés et de la libération
extracellulaire des enzymes (Suprabha et al., 2008). De plus, Dépend la production de
xylanases essentiellement du choix de substrat inducteur, du microorganisme et des
conditions de fermentation les xylanases fongiques ont une activité plus élevée que les
bactéries ou les levures. Cependant, les xylanases derivees de sources fongiques
présentent certaines caractéristiques qui les rendent indisponibles pour certaines
applications industrielles (Mandal, 2015) . La plupart de ces xylanases sont efficaces a
des températures inférieures a 50 °C et a un pH compris entre 4 et 6(Beg et al., 2000).
Par exemple, les xylanases fongiques ne peuvent pas étre utilisées dans l'industrie des
pates et papiers, qui nécessitent un pH alcalin et une température supérieure a 60 °C
(Mandal, 2015). Un autre probléme avec les xylanases fongiques est la présence d'une

cellulase, peu d'études rapportant une xylanase fongique sans activité cellulase
11
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(Subramaniyan et Prema, 2002). Le tableau | présente quelques microorganismes

producteurs de xylanases ainsi leurs propriétes.

Tableaul.Quelques microorganismes producteurs de xylanases ainsi leurs
propriétés. (Kousar, 2013 ; Walia, 2017)

Point
Micro-organisme MM Optimum Isoélectrique
(KDa) oH | T(C) (p1)
Bacillus pumilus SSP 34 20 6.00 50 _
Bacillus sp. GRE7 _ 7.0 70 _
Streptomyces cyaneus SN32 20.5 6 60-65 8.5
Penicillium sp. CGMCC 1669 21 4.5 40 -
Penicilium janczewskii 67-94 4 75 _
Sporotricum thermophile 45 7 50 4.2
Aspergillus japonicas 113.2 4 70 _
Acrophialophora Nainiana 22 7.00 55 _

3.3. Mode d’action

Les xylanases sont typiquement de type endo et attaquent la chaine de xylane de
maniere aléatoire, ce qui entraine une diminution du degré de polymérisation du
substrat. La xylanase démontrait une activité glycotransférase. A partir de xylane de
I’hémicellulose, cette enzyme synthétisait des oligosaccharides plus longs et 1’unité la

plus courte du substrat transglycosylé était le xylotriose (Rahmane et al., 2006).

3.4. Facteurs influencant I'activité de la xylanase
Bien que la production de xylanase efficace pour les micro-organismes soit une
condition préalable a la fermentation industrielle de la xylanase, le rendement au cours

du processus de fermentation est fonction de facteurs :

3.4.1 Facteurs nutritionnels
Les sources de carbone présentes dans les milieux sont les facteurs les plus
importants pour la production de xylanase (substrat tel que le son de blé, le son de riz, la
farine de soja...etc.) (Kumar et al., 2009 ; Raj et al., 2013). Il a été démontré que le son

de ble est le meilleur substrat pour maximiser la production de xylanase (Kapoor et al.,
12
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2008 ; Kumar et al., 2014 ; Nagar et al., 2010 ; Sanghi et al., 2008) et de vitamines et
donc la production de xylanase.
3.4.2 Parametres du bioprocédé
Tels que le pH du milieu, la température d'incubation, I'agitation, etc., influencent

également la production de xylanase pendant le processus de fermentation.

La xylanase présente une activité optimale dans une large gamme de conditions
d'incubation, telles qu'une tempeérature de 30 a 60 °C et un pH de 5,0 a 9,0. Dans de
nombreux cas, les conditions optimales de production difféerent de son activité. Par
exemple, la température de production des xylanes était de 30 et 37 °C, mais il a montré
son activité optimale a 60 et 55 °C, respectivement (Murugan et al., 2011 ; Sepahy et
al., 2011). Le tableau Il montre les facteurs, tels que le substrat, le pH et la température,

qui influencent I'activité de certaines xylanases bactériennes sélectionnées.

Tableau II. Liste des xylanases bactériennes et des facteurs affectant leur activité
(Chakdar et al., 2016).

Bactéries Activité Substrat Conditions de
réaction
T (°C) pH
Bacillus brevis 4380 Agro-déchets comme 55 7.0
U/mg la paille de blé
Stenotrophomonas maltophilia 26.4 Son de blé 80 9.0
IU/ml
Bacillus subtilis BS05 439 U Bagasse de canne a 150 50
sucre
Bacillus halodurans 69 U/ml Mélasse de canne 80 -

3.5.  Application des xylanases

Les enzymes xylanolytique issues de micro-organismes ont attiré une grande
attention au cours de la derniére décennie, notamment en raison de leur potentiel
biotechnologique dans divers processus industriels (Kuhad et Singh, 1993 ; Niehaus et
al., 1999; Bajpai,1999; Wang et Saddler, 1992), tels que les industries de

I'alimentation humaine, de I'alimentation animale et de la pate a papier.

13
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1) L'application d'enzymes améliore la fibrillation de la pulpe et la rétention d'eau,

la réduction des temps de battage dans les pulpes vierges, la restauration de la liaison

et I'augmentation de la liberté dans les fibres recyclées et I'élimination sélective des

xylanes des pates a dissoudre.

2) La diminution du gain de poids et de l'efficacité de la conversion alimentaire

chez les poulets de chair nourris au seigle a été associée a la viscosité intestinale.

3) Le xylane est présent en grande quantité dans les déchets des industries agricoles

et alimentaires. Par conséquent, les xylanases sont utilisées pour la conversion du

xylane en xylose dans les eaux usées.

4) Certaines xylanases peuvent étre utilisées pour améliorer la macération de la

paroi cellulaire pour la production de protoplastes végetaux (Wong et al., 1988).

Tableau I11. Produits commerciaux de xylanases bactérie (Chakdar et al., 2016).

Produit Entreprise
Xylanase bactérienne Leveking, Chine
XBK BX9

Enzyme Nutri Ultra Biologics Inc.,
Xylanase Etats-Unis

Xylanase (bactérienne) = Biovet JSC, Bulgarie

VAI Xylanase Voest Alpine,
Autriche

Source

Bactéries

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Application

Patisserie

Additif alimentaire

Boulangerie, pates et
papiers, additif
alimentaire
Blanchiment de la

pate
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1. Matériel biologique

Les souches bactériennes utilisées dans ce travail sont Bacillus pumilus SV-85S
(Nagar et al., 2010), et Streptomyces sp. 7b isolée a partir de fumier de vache (Bajaj et
Singh, 2010).

1. Enrichissement et isolement de souches productrices de xylanases

Des échantillons de fumier de vache sont introduits dans du bouillon nutritif enrichi
par 1’une des sources de carbone brut, a savoir le son de blé, le son de riz, la canne a sucre
ou la sciure de bois. Aprés les avoir été soumises a un traitement a la vapeur a I’autoclave 2
fois pendant 20 minutes chacune a 121° C, Ces matieres agricoles ont été inoculés dans un
bouillon nutritif de pH 8-11 (1,0 g/100 ml) et incubés & 50 °C sous agitation (200 rpm). Les
échantillons enrichis ont été préleves apres différents intervalles de temps (24-72 h) et étalés
sur des plaques de xylan agar et les plaques ont €té incubés a 50 °C pendant 48 h. le milieu
xylane agar est composé de xylan d'épeautre d'avoine (0,5 %, p/v), de MSS (1,0 %, v/v)
et de gélose (2 %, p/v) ajusté aux pH 8-11 (Bajaj et Singh, 2010).

Les colonies apparues sur les plaques de xylan agar ont été soumises a une coloration
au rouge Congo. Les colonies présentant un halo clair autour d'elles ont été prélevees, puis

purifiées en les étalant sur de la gélose au xylan (Bajaj et Singh, 2010).

NH,
QW
N S—0 Na
A\ . .
7\
0 0 Na'
H,N

Figure : 9. Structure chimique du Rouge Congo.

Les semences de Bacillus sont cultivées dans un tube contenant 5 ml de bouillon
nutritif provenant de la culture sur plaque. Ensuite, une boucle pleine (=0.01 ml, Himedia
SS-4) de la culture du tube est transférée dans 50 ml de bouillon nutritif (autoclave a 1.05
kg/cm? pendant 20 min) et incubée a 37C pendant 18 h sous agitation a 200 rpm (Nagar et
al ., 2010).
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2. Production de xylanases
2.1.Fermentation en milieu liquide (FML)

La fermentation en état liquide (fermentation submergeée) est réalisée dans le milieu
de production de xylanase (XPM) composé de: son de blé (10 g) ; source d'azote,
solution a 2 % dans un tampon tris 50 mM, pH 8.0 (10 ml) ; solution de sel minéral
(MSS 100x) (1 ml) sans NH;NO3 (1%), et tampon tris, 50 mM, pH 8 (9 ml). La MSS
100x est utilisée comme source de minéraux dans le milieu de culture de I'organisme,
elle est composée de (p/v) NHsNO3 (1%), KH,PO, (0,5%), MgSO, 7H,0 (0,1%), CaCl,
2H,0 (0,01%), NaCl (0,01%), et MnSO4 H,0 (0,01%).

Les performances du processus de la fermentation submergé peuvent étre
influencées par divers facteurs a savoir : L’humidit¢ du milieu, pH et les parametres
nutritionnels tels que : les sources azotées et carbonées, les différents additifs, a savoir
glucose, maltose, lactose, xylose, xylane, fructose, Tween-80 ou le dodécylsulfate de
sodium (SDS) ont été inclus dans le XPM (Xylan Production Medium) (9 ml de solution a
2% dans le tampon tris, 50 mM, pH 8) pour étudier leur effet sur la production de xylanase.

Les échantillons seront préleves a intervalles réguliers dans les cultures pour mesurer

la croissance cellulaire, la production de spores et les activités enzymatiques des xylanases

2.2.Fermentation en milieu solide (FMS)

La FMS a été réalisée a partir de milieu de base contenant (g/l) son de blé 20,0 ;
peptone 5,0 ; extrait de levure 5,0 ; nitrate de potassium (KNOs) 5,0;
dihydrogénophosphate de potassium (KH,PO,) 1,0 ; sulfate de magnésium (MgSQ,
7H,0) 0,1, pH 7,0.

Les flacons ont été autoclaves a 1,05 kg/cm? pendant 20 minutes et refroidis. Ils ont
ensuite été ensemencés avec 0,5 % (p/v) de la culture d'une nuit et ont été incubés a 37°C
pendant 20 minutes et incubés a 37°C pendant 48 h sous agitation a 200 rpm. Les contenus
ont été centrifugés a 10,000 g pendant 20 min a 4°C, et le surnageant clair exempt de
cellules a été utilise pour le dosage de la xylanase. (Nagar et al., 2010).
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3. Effet de certains parameétres sur la production de xylanases

3.1.Effet de I'age et de la taille de I'inoculum
Différents volumes de suspension de spores de Streptomyces sp. 7b (0,5, 1,0, 1,5,
2,0, 2,5 et 3,0 ml) ayant 2x107spores/ml, ont été inoculé dans le milieu XPM, pour
analyser l'effet de la taille de I'inoculum sur la production de xylanase. (Bajaj et Singh,
2010).

Contrairement, chez la Bacillus, I'inoculum a été préparé ils ont inoculé 50 ml de
bouillon nutritif avec B. pumilus SV-85S et incubé & 37°C a 200 rpm pendant les 6 heures.
Ensuite, 1,0 ml d'inoculum a été transféré a chaque fois dans 50 ml de flacon de milieu de
production, qui ont été incubés a 37°C pendant 48 heures sous agitation a 200 rpm. Le
filtrat de la culture a été centrifugé et utilisé pour I'analyse de l'activité xylanase, et pour
étudier I'effet de la taille de I'inoculum 50 ml de milieu de production a été inoculés a des
niveaux de 1.0, 2.0, 3.0 et 4.0. 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 et 5,0 % (v/v) d'un bouillon de culture
bactérien de 18 heures. Aprés une incubation a 37C pendant 48 h, le filtrat de la culture a
été centrifugé a 10 000g pendant 20 min. et l'activité xylanase a été déterminée (Nagar et
al., 2010).

3.2.Effet du niveau d'humidité du milieu SSF sur la production de xylanase

L'effet du niveau d'humidité du milieu sur la production de xylanase chez
Streptomyces a été étudié ils ont fait varier le rapport du son de blé et de la solution liquide
(1:1,1:1,5,1: 2,1: 2,5, 1: 3, 1: 3, 5) dans XPM pendant SSF. Le niveau d'humidité du
milieu de production a été modifié ils ont utilisé de I'eau distillée stérilisée. (Bajaj et Singh,
2010).

3.3. Effet de la période d'incubation

Des flacons contenant 50 ml de milieu de production ont été inoculés avec une
culture d'ensemencement a 1,0 % et incubés a 37°C sous agitation constante a 200 tr/min.
Apres incubation a differents intervalles de temps (12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 et 96 h), le
filtrat de la culture a été centrifugé et I'activité de la xylanase a été déterminée. (Nagar et al.,
2010).
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3.4.Effet du pH et de la température du milieu

Le pH initial du XPM contenant du tryptone comme source d'azote a été ajusté a pH
5,6,7,8,9et10ils ont utilisé différents tampons (50 mM), a savoir acétate, phosphate ou
tris, et a été inoculé avec des spores, et la SSF a été réalisée a 50 °C avec une agitation

intermittente pendant 72 heures (Bajaj et Singh, 2010).

Pour étudié I'effet de la variation du pH du milieu sur la production de xylanase de
Bacillus, chaque flacon contenant 50 ml de milieu de production de différents pH dans la
gamme de 3,0 a 11,0 inoculé avec 1.0 ml d'inoculum de 18 heures et incubé a 37°C pendant
48 heures dans un incubateur a agitation rotative a 200 rpm. L'enzyme a été dosée dans le
filtrat de la culture apres centrifugation. Ainsi, la production de xylanase a été étudiée a des
températures allant de 30 a 55°C. Chaque flacon contenant 50 ml de production a été
inoculé avec 1,0 ml d'inoculum de 18 h et incubé a différentes températures (30, 37,40, 45,
50, et 55°C) pendant 48 h avec une agitation constante a 200 rpm. L'enzyme a été dosée
dans le filtrat de la culture. (Nagar et al., 2010).

3.5. Effet de la source de carbone

La production d'enzyme a été réalisée ils ont utilisé les sources de carbone suivantes :
lactose, stéatite, amidon, glucose, maltose, mannitol, saccharose, fructose, galene, galactose,
cellulose, xylose, CM-cellulose, son de blé, paille de blé, balle de riz, paille de paddy,
xylane de bouleau, xylane d'avoine et d'épeautre, et sciure de bois, chacun a 1,0 % (p/v). 1,0
% (p/v). Un contrdle dépourvu de source de carbone a également été conservé. De plus,
l'effet de la source de carbone sélectionnée sur production d'enzymes a été étudié a ses
différentes concentrations (Nagar et al., 2010).

3.6. Effet de I'agitation

Chaque flacon contenant 50 ml de milieu de production de xylanase de Bacillus a été
inoculés avec 1 ml d'inoculum de 18 heures et incubés a 37°C pendant 48 heures sous
agitation a différents taux d'agitation (50, 100, 150, 200, et 250 rpm) dans un incubateur a
agitation rotatif. Un flacon a également été maintenu en conditions stationnaires. L'activité

xylanase a été déterminée dans les filtrats de la culture (Nagar et al., 2010).
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3.7.Effet de la source d'azote

La production d'enzymes de Bacillus a été contr6lée a l'aide de diverses sources

inorganiques d'azote {[KNO,, phosphate diammonique [(NH4)2H2PO4], sodium [

NaNO,], chlorure d'ammonium [NH,CI] et sulfate d'ammonium [(NH,),SO,] et

organique (peptone, extrait de levure, extrait de beeuf, tryptone et hydrolysat de caséine) a
0,5 %, individuellement ou en combinaison. Un contréle dépourvu de source d'azote a
également été conservé. En outre, l'effet de la source d'azote sélectionnée sur production

d'enzymes a été étudié a ses différentes concentrations (Nagar et al., 2010).

Pour étudier I'effet de différentes sources d'azote sur la production de xylanase de
Streptomyces, ils ont utilisé le milieu XPM (sansNH,NON,), qui est composé de

différentes sources d'azote : urée, farine de soja, gélatine, extrait de beeuf, albumine, extrait
de levure ou tryptone. Le milieu a été inoculé avec le milieu a été inoculé avec la
suspension de spores, la SSF a été réalisée et I'enzyme a été extraite et analysée comme
décrit précédemment. (Bajaj et Singh, 2010).

3.8. Effet de différents additifs

L'effet de divers additifs tels que le tween 20, le tween 80, I'huile d'olive, le glycérol,
le dodécylsulfate de sodium (SDS), I'éthylenediaminetétraacétate (EDTA), le Triton-X 100
et I'acide oléique a été étudie sur la production de xylanase de Bacillus. Les additifs ont été
mélangeés dans le milieu de production a une concentration de 0,2% v/v (avant l'autoclave),
inoculés avec 1,0 ml d'inoculum de 18 h, et incubés a 37°C pendant 48 h dans un incubateur
a agitation rotative a 200 rpm (Nagar et al., 2010).

Les différents additifs, a savoir le glucose, le maltose, le lactose, le xylose, le xylane,
le fructose, le Tween-80, ou le dodécylsulfate de sodium (SDS) ont été inclus dans le XPM
chez Streptomyces (9 ml de solution a 2% dans un tampon tris, 50 mM, pH 8) pour étudier
leur effet sur la production de xylanase. (Bajaj et Singh, 2010).

4. Extraction de I'enzyme

Les spores ont été récoltées a partir d'une culture de 5 jours de Streptomyces sp. 7b

cultivée sur de la gélose au xylan, dans 5 ml de tampon tris (50 mM, pH 8) contenant
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quelques gouttes de Tween-80. Un millilitre de suspension de spores (2x107 spores) a été
inoculé dans XPM, bien mélangé et incubé a 50 °C avec agitation intermittente pendant 72
h.

Pour I'extraction de la xylanase apres 72 h, 50 ml de tampon tris ont été ajoutés au
milieu fermenté et mis sous agitation pendant 1 h, et le contenu a été filtré a travers des
filtres & mousseline double couche. Le contenu a été filtré a travers un tissu de mousseline a
double couche. Aux résidus, 50 ml de tampon tris ont été ajoutés et de nouveau I'enzyme a
été extraite et filtrée de la méme maniere. Le filtrat des deux extractions a été meélangé et
centrifugé (10 000xg pendant 15 min) pour éliminer les débris en suspension, Le
surnageant a été utilise comme source d'enzyme (Bajaj et Singh, 2010).

5. Détermination de ’activité enzymatique

L’activité xylanase de Streptomyces a été évaluée ils ont mesuré la libération de
sucres réducteurs a partir d’une solution de xylane a 0,5 % préparée dans un tampon tris
(50 mM, pH 8) par la méthode de I’acide 3,5-dinitro-salicylique a 50 °C, ils ont utilisé
une courbe standard pour la xylose. Une unité d’activité Xylanase a été définie comme
suit la quantité d’enzyme produisant 1 pmol d’équivalente xylose par minute dans les

conditions de I’essai (Bajaj et Singh, 2010)

L’activité de la xylanase de Bacillus ils ont utilisé le méme protocole précédent
(Nagar et al., 2010).
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Résultats et discussion

I. Résultats

1. Micro-organisme xylanolytique et fermentation submergée initiale

Conformément, Bajaj et al., Parmi les 41 isolats bactériens examinés pour la
production de xylanase sur milieu géelosé et en fermentation immergée, l'isolat 7b a

montré le rendement le plus élevé.

Pour déterminer l'identité de l'organisme, il a été étudié morphologiquement,
physiologiquement et chimiquement. Sur gélose au Xxylane, I'organisme a formé des
colonies discretes, lisses, légérement dressées, coriaces, d'abord blanc cassé devenant
ensuite grises d'environ 8 a 10 mm de diamétre; le revers était blanc cassé a Iégérement
brun sans pigments diffusibles; le mycélium n'était pas fragmenté; le mycélium aérien

possédait des chaines de spores ; et les spores avaient une surface lisse.

L'isolat 7b a montré une bonne croissance sur une plage de pH de 5 a 11 et a une
température de 25 a 55 °C. L'organisme hydrolysait fortement I'amidon et les lipides,
mais ne pouvait pas hydrolyser la gélatine et la caséine, et possédait de l'acide L-
diaminopimélique. Basé sur les criteres du manuel de bactériologie systémique de
Bergey (Holt et al., 1993), l'organisme 7b était lié au genre Streptomyces sp et désigné

comme Streptomyces sp. 7b (Bajaj et Singh, 2010).

Selon, Nagar et al., dans des conditions optimales de fermentation immergée,
Bacillus pumilus SV-85S, la production de xylanase (2995,20 + 200,00 Ul/ml) était 9,91
fois plus élevée que l'activité sous milieu de base non amélioré (302,2 Ul/ml). De plus,
I'activité cellulase était indétectable dans le surnageant acellulaire, indiquant que la
xylanase était exempte de cellulase. Le titre enzymatique de I'étude était beaucoup plus
élevé que celui rapporté précédemment par Kiddinamoorthy et al. Chez Bacillus sp.
GRE?7 sous fermentation submergée utilisant du xylane d'épeautre d'avoine disponible
dans le commerce et colteux comme substrat (Kiddinamoorthy et al., 2008). Poorna et
Prema ont rapporté la production de 580 et 430 Ul/ml de xylanase par Bacillus pumilus
ils ont utilisé respectivement du xylane d'épeautre d'avoine et du son de blé (Poorna et
Prema, 2006). Bacillus circulans AB 16 (Dhillon et Khanna, 2000) et Bacillus subtilis
ASH (Sanghi et al., 2009) ont pu produire respectivement 50 et 410 Ul/ml avec le son
de blé. (Nagar et al., 2010).
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2. Production de xylanase sous SSF

Des substrats bruts d'origine agricole tels que le son de blé, la bagasse, le son de
riz et la sciure de bois ont été exposés au SSF par Streptomyces sp. 7b aprés leur
prétraitement a la vapeur. La production maximale de xylanase a été obtenue dans le

milieu contenant du son de blé (1230 unités/g) aprés 48 h de fermentation (Figure. 10).
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Figure : 10. Production de xylanase par Streptomycessp. 7b en utilisant différents

substrats sous fermentation a I'état solide (Bajaj et Singh, 2010).

Et pour le milieu contenant du son de riz, la production de xylanase était la
suivante : 740 et 840 unités/g aprés 24 et 48 h, respectivement. En revanche, la sciure
de bois n'a pas du tout stimulé la production de xylanase, tandis que la bagasse a

provoqué une diminution du niveau de xylanase (200-225 unités/g).

2.1. Effet de I'age et de la taille de I'inoculum

Différents volumes de suspension de spores ayant 2x107 spores/ml ont été
inoculés dans le milieu de production pour analyser l'effet de la taille de I'inoculum sur
la production de xylanase. Notez que la production d'enzymes augmente de maniére
linéaire avec l'augmentation du volume d'inoculum jusqu'au niveau d'inoculation de 2,0
ml (Figure .11). Apres 2,0 ml du niveau d'inoculation, la production d'enzymes était
stable a une valeur de (2660 unités/g) méme si le niveau d'inoculation était augmenté.
Ainsi, le niveau d'inoculum de 2,5 ml de suspension de spores a été considéré comme

étant I'optimum pour obtenir des titres de xylanase maximaux (2 660 U/g). (Bajaj et
Singh, 2010).
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Figure: 11.Effet de la taille de I'inoculum sur la production de xylanase. (Bajaj et
Singh, 2010).

Conformément, Nagar (Nagar et al., 2010). La production de xylanase a culminé a
456, 3 Ul / ml aprés I'ajout d'un inoculum a 1, 0% (v / v) provenant d'une culture agée
de 18 h au milieu de production (Figure. 12a). Bien que la taille d'inoculum ait
augmenté au-dela de 1,0 %, une diminution du titre enzymatique a été signalée.
Plusieurs chercheurs ont rapporté I'utilisation de 1,0 a 5,0% (v / v) d'inoculum pour

I'nyperproduction de xylanase (Battan et al., 2007 ; Kar et al., 2006 ; Subramaniyan et
al., 2001).

Quant a I'effet de I'age sur I'inoculum, elle a été étudiée ils ont inoculé 50 ml de
milieu de production avec 1 % d'inoculum d'une culture de B. pumilus SV-85S agée de 6
a 42 h (Figure. 12b). La production était la plus élevee pendant la phase logarithmique,
avec un maximum de 629,6 Ul/ml a 18 h [22 x 10”unités formant colonies (UFC)/
ml], mais a diminué par la suite. L'activité enzymatique avec un inoculum de 12 h
(9 x 106UFC/ml) était de 223,3 Ul/ml. Ces observations sont en accord avec celles de
(Sanghi et al., 2009).
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Figure: 12. Effet de la taille de I'inoculum (a) et de I'dge de I'inoculum (b) sur
production par Bacillus pumilus SV-85S (Nagar et al., 2010).
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2.2.Effet du niveau d'humidité du milieu SSF

Différents rapports de substrat solide a agent mouillant ont été testes, pour etudier
I'effet du niveau d’humidité moyen sur la production de xylanase. Le titre le plus élevé
de xylanase a été obtenu dans le milieu contenant un rapport son de blé sur solution
liquide de 1: 2, 5 (Figure. 13). (Bajaj et Singh, 2010).

3000
2500
20040
1500

1O

Xylanase activity (Ulg)

S00

0

0 1 2 3 4 5 1

=l

Moisture level

Figure 13. Effet du niveau d'humidité du milieu de production de xylanase. Les
chiffres 1 a 6 sur I'axe des x indiquent un rapport solide/liquide de 1:1, 1:1,5, 1:2, 1:2,5,
1:3 et 1:3,5, respectivement. (Bajaj et Singh, 2010).

2.3.Effet de la période d'incubation
Aprés 36 h d'incubation, I'activité xylanase était plus élevée a 594,07 Ul/ml et

diminuait malgré une augmentation du temps d'incubation (Figure. 14).
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Figure 14. Effet de la période d'incubation sur la production de xylanase par
Bacillus pumilus SV-85S. (Nagar et al., 2010)
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Xylanases produites par Bacillus sp. Elle était associée a la croissance, atteignant
son maximum apres 24 h, et la production d'enzymes restait pratiquement inchangée
jusqu'a 48 h. (Anuradha et al., 2007) En revanche, Bacillus amyloliquefaciens a sécrété
I'activité xylanase la plus élevée dans les surnageant de culture aprés 48 h de croissance
(Breccia et al.,1998). Bacillus SSP-34 a produit une activité xylanase maximale (380
Ul/ml) lorsqu'il a été cultivé pendant 96 h (Subramaniyan et al., 2001).

2.4.Effet du pH et de la température du milieu

Bajaj et al élevé I'organisme dans XPM en utilisant du son de blé comme source
de carbone et du tryptone comme source d'azote, ajustés pour différents niveaux de pH
(5, 6,7, 8,9 et 10) ils ont utilisé une solution d'acétate, de phosphate ou de Tris.

Vous obtenez le plus haut calibre de xylanase dans le milieu de production ; 2620
unités/g a pH 7 et 2680 unités/g a pH 8, comme le montre la figure 15. Une activité
enzymatique significative a également été trouvee dans le milieu de production a pH 9
(1900 unités/g).

o c Q -~

pH mmal du milisu
Figure 15. Effet du pH initial du milieu sur la production de xylanase (Bajaj et
Singh, 2010).

Le pH du milieu est un des parametres régulateurs lors de la fermentation (Gupta
et al., 2000). Nagar et al ont étudié I'effet du changement du pH du milieu de production
de 3 a 11 a été étudié sur la production de xylanase. Une production substantielle de
xylanase a été observée entre pH 5 et 8, avec un maximum a pH 6. L'activité
enzymatique était de 486, 13 ; 604, 99 ; 458, 68 et 336, 77 Ul / ml a pH 5, 6, 7 et 8,
respectivement (Figure. 16a). Un pH optimal similaire pour la production de xylanase a
été rapporté par Kohli et al. (Kohli et al., 2001). Cependant, la production d'enzymes

par B. subtilis ASH (Sanghi et al., 2009) , B. circulans AB 16 (Dhillon et Khanna, 2000),
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B. pumilus ASH (Battan et al., 2007). et Bacillus licheniformis (Archana et
Satyanarayana , 1998), était le plus élevé a pH 7,0. Généralement, les champignons
produisent de la xylanase a pH acide tandis que les bactéries produisent de la xylanase a
des valeurs de pH plus élevées (Dhiman et al., 2009). Cependant, certains champignons
tels que Aspergillus fischeri Fxn 1 et A. nidulans KK-99 se sont avérés produire des
xylanases alcalines (Taneja et al., 2002).

Les microbes sont connus pour produire des titres enzymatiques éleves a leur
température de croissance optimale. La température optimale pour la production de
xylanase par B. pumilus SV-85S s'est avérée étre de 37 ° C. L'activité enzymatique était
a 30°C (438,81 Ul/ml) : 37°C (665,03 Ul/ml) et 40°C (380,12 Ul/ml), tandis qu'a 45°C
I'activité était minimale (Figure. 16b). Une température optimale similaire pour la
production d'enzymes a été rapportée pour certains Bacillus sp. (Battan et al.,
2007 ; Gessesse et Mamo, 1999 ; Sanghi et al., 2009).
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Figure : 16. Effet du pH (a) et de la température (b) sur la production de
xylanase par Bacillus pumilus SV-85S (Nagar et al., 2010).

2.5.Effet de la source de carbone

La source de carbone est I'un des constituants essentiels du milieu de fermentation
microbien qui affecte la croissance et le métabolisme cellulaires globaux. lls ont essayé

différents glucides et agrorésidus pour observer leur effet sur la production d'enzymes.

Chez les témoins, la production d'enzymes était négligeable. Parmi les différentes

sources de carbone, le son de blé a soutenu la production de xylanase la plus élevée
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(715,64 Ul/ml) suivi de xylane d'épeautre d'avoine (690,45 Ul/ml).Le xylane de bois de
bouleau a entrainé la production de 650,32 Ul/ml de xylanase (Figure. 17).
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Figure 17. Effet de diverses sources de carbone sur la production de xylanase

dans fermentation submergee par Bacillus pumilus SV-85S (Nagar et al., 2010).

Le titre enzymatique en présence de sucres était beaucoup plus faible par rapport
au son de blé ou au xylane. Bien que les substrats hémicellulosiques tels que le son de
blé, la paille de riz, la paille de blé, les flocons de soja, le son de riz, la bagasse de canne
a sucre, la sciure de bois, les coques d'arachide et autres se soient avérés soutenir la
production de xylanase, le titre enzymatique le plus élevé a été obtenu avec le son de blé
(Battan et al., 2007 ; Gawande et Kamat, 1999 ; Gupta et al., 2000 ; Kuhad et al.,
1998 ; Poorna et Prema, 2006 ; Sanghi et al., 2009 ; Savitha et al., 2007 ; Sharma et al.,
2007 ; Taneja et al., 2002). Le niveau de production plus élevé en présence de son de

blé pourrait étre di a sa forte teneur en xylane.

La production de xylanase s'est avérée varier avec le changement de la
concentration de son de blé. L'activité enzymatique a été mesurée en présence de 0,25 a
4,0 % de son de blé. 1l s'est avére qu'elle était la plus élevée avec 2,0 % (p/v) de son de
blé, et il y avait une baisse de la production de xylanase ils ont augmente la
concentration de son de blé au-dela de 2,0 % (Figure.18). Cela pourrait étre dd a la
formation d'une suspension épaisse et a un mauvais mélange des substrats dans les
flacons agités (Nagar et al., 2010).
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Figure 18. Effet du son de blé (%) sur la production de xylanase en

fermentation submergée par Bacillus pumilus SV-85S (Nagar et al., 2010).

2.6. Effet de la source d'azote sur la production de xylanase
Le milieu de production de xylanase (XPM) a été complété avec différentes
sources d'azote organique telles que l'urée, la farine de soja, la gélatine, I'extrait de

beeuf, I'albumine, I'extrait de levure ou la tryptone, et le SSF a été réalisé.

Toutes les sources d'azote, a I'exception de I'urée et de I'albumine, ont augmenté la
production de xylanase par rapport a celle du témoin. L'amélioration maximale du titre
de xylanase a €té soutenue par la tryptone (77 %) et I'extrait de beeuf (76 %), tandis que
I'extrait de levure (46 %) et la farine de soja (36 %) I'ont fait modérément ; la gélatine

ne pourrait augmenter que marginalement la production de xylanase (Figure.19).
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Figure 19. Effet de différentes sources d'azote sur la production de xylanase (Bajaj et
Singh, 2010).
30



Résultats et discussion

D’apres Nagar et al, la production de xylanase a été mesurée en présence de
plusieurs sources d'azote organiques et inorganiques ils ont utilisé 1,0 % de son de blé
comme substrat (Figure.20). Sources d'azote organique : la peptone, I'extrait de levure et
l'extrait de beeuf ont augmenté le titre enzymatique de 448,99, 348,47 et 650,83 Ul/ml,
respectivement, par rapport aux composés inorganiques comme KNO3 (88,72 Ul/ml),
(NH4) 2504 (271,46 Ul/ml) , et NaNO3 (272,41 Ul/ml)
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Figure 20. Effet de la source d'azote sur la production de xylanase dans

fermentation submergée par Bacillus pumilus SV-85S.

A la suite de I'analyse de I'effet de différentes combinaisons de sources d'azote sur
la production d'enzymes, il a été noté que le mélange de peptone, d'extrait de levure et

de KNO3 conduisait a la production la plus élevée de I'enzyme (1288,03 Ul/ml).

La production la plus élevée de xylanase (251 Ul/ml) par Bacillus SSP-34 s'est
produite dans un milieu contenant de I'extrait de levure et de la peptone chacun a 0,25
% (Subramaniyan et al., 2001).Cependant, la meilleure source d'azote pour la
production de xylanase par B. Circulans AB16 (Dhillon et Khanna, 2000) et
Geobacillus thermoleovorans (Sharma et al., 2007) était le tryptone.

2.7. Effet de I'agitation
L'agitation et I'aération sont généralement utilisées pour répondre a la demande en

oxygene et au mélange uniforme des nutriments pendant le processus de fermentation.

Le titre enzymatique le plus élevé (1779,12 Ul/ml) a été observé a 150 tr/min
d'agitation (Figure 21) De plus, la production d'enzymes était plus élevée sous vibration
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que dans des conditions statiques, tandis que la souche bactérienne B. pumilus SV205
enregistrait 38,8% seulement de I'activité enzymatique maximale (le titre enzymatique
le plus élevé (2055,0 Ul/ml) a une vitesse de vibration de 150 tr/min). La production
réduite de I'enzyme dans des conditions stationnaires peut étre due au faible niveau
d'oxygene dans le milieu, qui a son tour affecte négativement le titre enzymatique.
(Nagar et al., 2010).

Plusieurs chercheurs ont noté la production la plus élevée de xylanase a une
vitesse d'agitation de 200 a 250 tr/min (Battan et al., 2007 ; Beg et al., 1999 ; Kar et
al., 2000 ; Subramaniyan et al., 2001 ; Taneja et al., 2002).
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Figure 21. Effet du taux d'agitation sur la production de xylanase par Bacillus
pumilus SV-85S (Nagar et al., 2010).

2.8.Effet de différents additifs sur la production de xylanase

Différents additifs a savoir : le glucose, le maltose, le lactose, la xylose, le xylane,
le fructose, le SDS ou le Tween-80 ont été inclus dans le XPM pour analyser leur effet
sur la production d'enzymes dans le SSF. Tous les additifs conduisent a une réduction
du titre de xylanase par rapport a celui du témoin (Figure 22), a lI'exception du xylane,
dont I'ajout a entrainé une légére augmentation de la production de xylanase (7,33 %).
(Bajaj et Singh, 2010).
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Figure 22. Effet de la supplémentation du milieu avec différents additifs sur la

production de xylanase (Bajaj et Singh, 2010).

Selon Nagar et al., tous les additifs conduisent a une réduction du titre de xylanase
par rapport & celui du témoin, sauf pour I'huile d'olive et le Tween 80 dont I'ajout
entraine une augmentation de la production de xylanase puisque l'activité xylanase est
de 1710,10 et 1756,67 Ul/ml apres ajout de Tween 80 et d'huile d'olive, respectivement
(figure 23).
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Figure 23. Effet de divers additifs sur la production de xylanase par Bacillus
pumilus SV-85S (Nagar et al., 2010).

De plus, la production de I'enzyme a été contrdlée en modifiant la concentration
de Tween 80 et d'huile d'olive de 0,1 % a 0,5 %. Les titres enzymatiques les plus élevés
ont été obtenus a 0, 1% de Tween 80 et 0, 2% d'huile d'olive, lorsqu'ils ont été ajoutés
séparément (Figure.24 a). L'ajout de 0,1 % de Tween 80 seul au milieu de production a
conservé le titre enzymatique le plus élevé (2372,78 Ul/ml) (Figure.24b).
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Figure 24a. Effet de I'huile d'olive (losange noir) et du tween 80 (carré noir) sur

la production de xylanase. b Production de xylanase apres addition de 0,1 % d'huile

d'olive et de 0,2 % de tween 80 individuellement et en combinaison.

I. Discussions

A la température élevée et au pH alcalin souhaitable pour de nombreuses
applications biotechnologiques telles que le blanchiment de la pate kraft, les xylanases
sont actives et stables (Pandey et al., 2001 ; Subramaniyan et Prema, 2002).

Pour la production de xylanases, les organismes peuvent subir une manipulation
génétique pour les fabriquer, ou leur diversité naturelle peut étre exploitée pour obtenir
I'organisme qui les produit. Bien qu'un filtre a sable (SSF) présente de nombreux
avantages (Pandey et al., 1999), notamment grace a l'utilisation de sources brutes de
carbone et d'azote provenant En termes de colt en tant que substrats, la fermentation

submergée a été largement utilisée.

Il existe de nombreux rapports sur la production de xylanase a partir de son de blé
ou dautres matériaux contenant de la lignocellulosique sous eau immergée et SSF
(Kang et al., 2004 ; Maheswari et Chandra, 2000 ; Nascimento et al., 2002 ; Sharma et
Bajaj , 2005 ; Thiagarajan et al., 2006). Le son de riz et les résidus de soja ont servi
d'excellents substrats SSF pour la production de xylanase par Bacillus. Spp (Heck et al.,
2005 ; Virupakshi et al., 2005). Le son de blé a servi d'excellents substrats FML pour la

production de xylanase par Bacillus.

L'un des facteurs les plus importants pour déterminer la macroéconomie de
I'opération est le colt du pilier (Gupta et al., 2001). Revoyez ceci car l'utilisation de
xylane purifié comme substrat est colteuse et non économique pour la production a
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grande échelle de xylanase (Damaso et al., 2000). Par conséquent, les résidus agricoles
(tels que le son de blé, le son de riz, le foin, la bagasse, la sciure de bois, la paille de blé
ou de riz, etc.) fournissent des substrats alternatifs rentables pour la production de
xylanase, et également aider au contréle de la pollution environnementale (Heck et al.,
2005).

Les préparations enzymatiques ont été utilisées avec succeés dans les industries de
transformation des fruits et légumes et dans le prétraitement des cultures fourragéres
pour améliorer la digestibilité des aliments des ruminants et faciliter le processus de
compostage. Toutefois, si elles sont utilisées dans les industries des pates et papiers,
elles doivent étre totalement exemptes de contamination par la cellulose, sinon les fibres

de cellulose peuvent étre endommagées.

La production de xylanase complétement exempte de cellulase a été rapportée par
plusieurs chercheurs pour différentes espéces bactériennes telles que Bacillus et
Streptomyces (Kohli et al., 2001 ; Maheswari et Chandra, 2000 ; Tseng et al., 2002).
Malgré cela, une contamination mineure de la xylanase par la cellulase a également été
documentée (Avcioglu et al., 2005 ; Jiang et al., 2004 ; Sharma et Bajaj , 2005).

Ils ont signalé que la tryptone était la source d'azote la plus efficace. Il a été
rapporté que l'extrait de levure, l'extrait de beeuf, la peptone ou la farine de soja
constituent de bonnes sources d'azote pour obtenir des rendements élevés de xylanase
par différentes bactéries (Bakri et al., 2003 ; Ding et al., 2004 ; Subramaniyan et al.,
2001; Sa-Pereira et al., 2002 ; Sharma et Bajaj , 2005 ; Virupakshi et al., 2005). Sur la
production d'enzymes, il a été observé que le mélange de peptone, d'extrait de levure et
de KNO3 entrainait la plus grande production. Riche en enzyme (1288,03 Ul/ml).
Cependant, une production maximale de xylanase a été rapportée par Streptomyces
cuspidosporus lorsque le sulfate d'ammonium est utilisé comme source d'azote
(Maheswari et Chandra, 2000).

Tous les différents additifs (glucose, maltose, lactose, xylose, fructose, SDS,
Tween 20, glycérol, EDTA, Triton-X 100 et acide oléique) dans le milieu entrainent une
diminution de la production de xylanase par Streptomyces 7b et Bacillus qui peut étre
due a la suppression du catabolisme (Virupakshi et al., 2005) , sauf pour I'huile d'olive

et le tween 80, qui augmentent la production de xylanase par Bacillus, et le xylane, dont
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I'ajout a provoqué une légere augmentation de la production de xylanase par
Streptomyces 7b.

Ils ont signalé que l'ajout de détergents (SDS et Tween-80) dans le milieu
provoquait une diminution du rendement de I'enzyme, car les détergents peuvent avoir
affecté la croissance de I'organisme en provoquant une lyse cellulaire ou peuvent avoir
provoqué des modifications de I'enzyme, structure et conformation entrainant la
réduction de I'activité (Wang et al., 2003).Cependant, contrairement & nos observations,
un doublement de la production de xylanase a été rapporté avec l'ajout de Tween-80
dans le milieu de culture (Ding et al., 2004). De plus, avec l'ajout de Tween-80 et
d'huile d'olive dans le milieu de culture, comme suggéré par Sharma et al., dans certains
cas, I'amélioration de I'activité de la xylanase peut étre due a I'ajout de Tween 80 en
raison de son effet positif sur la cellule. Perméabilit¢ membranaire (Sharma et al.,
2007). En outre, il existe des rapports indiquant que le SDS n'a aucun effet sur l'activité

xylanase de Streptomyces et Bacillus (Sa-Pereira et al., 2002 ; Elegir et al., 1994).

L'excés d'humidité entraine une diminution de la porosité du substrat, modifie la
structure des particules du substrat, pose des limitations de diffusion et conduit a un
mauvais transfert d'oxygeéne, tandis qu'une faible teneur en humidité entraine une
mauvaise solubilité des nutriments du substrat, moins de gonflement et une rétention
d'eau plus élevée. (Pandey et al., 1999 ; Satyanarayana, 1994). Streptomyces sp. 7b a
produit un maximum de xylanase a un rapport son de blé/solution liquide de 1:2,5.
Bacillus. sp JB-99 a affiché une production maximale de xylanase a des niveaux
d'’humidité de 1: 2 (wt / vol). (Virupakshi et al., 2005), tandis que Aspergillus terreus a
produit un maximum de xylanase lorsque le niveau d’humidité de 1: 3 (wt / vol) a été
utilisé. (Ghanem et al., 2000). Le niveau d'humidité optimal dans le SSF dépend de la
nature du substrat, des exigences du micro-organisme et du type de produits finaux
(Pandey et al., 1999).

Le pH du milieu peut affecter la croissance de I'organisme, par consequent, la
production de I'enzyme sera affectée ; L'enzyme produite peut également étre inactivée
ou dénaturée en raison de I'environnement ionique défavorable provoqué par le pH du
milieu. Ils ont signalé un pH moyen de 7 & 8 comme maximum pour la production de
xylanase. Semblable & nos découvertes, la production maximale de xylanase a pH 6 a 8

a été rapportée pour différentes espéces bactériennes, y compris Bacillus et
36
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Streptomyces (Ding et al., 2004 ; Maheswari et Chandra, 2000 ; Nascimentoet et al.,
2002 ; S&-Pereira et al., 2002 ; Sharma et Bajaj ,2005 ; Subramaniyan et al., 2001),
tandis que la souche bactérienne B. pumilus SV- 85S avait une production significative
de xylanase entre pH 5 et 8. Un pH optimal similaire pour la production de xylanase a
été rapporté par Kohli et al. (Kohli et al., 2001). Cependant, le sous-groupe C de
Thermoactinomyces thallophillous et Bacillus sp. JB-99 s'est avéré produire un
maximum de Xylanase a un pH alcalin élevé de 9 a 10 (Kohli et al., 2001 ; Virupakshi et
al., 2005).

L'optimisation du volume d'inoculum est essentielle pour obtenir un rendement
maximal du produit. Le volume d'inoculum optimal était de 2,0 ml (2 x 107 spores/ml)
pour une production maximale de xylanase par. Cependant, un inoculum contenant 5,0
ml de spores en suspension (106 spores/ml) de S. cuspidosporus a été documenté
comme étant le meilleur pour une production maximale de xylanase dans un milieu de
son de blé (Maheswari et Chandra, 2000). Selon Nagar (Nagar et al., 20010),
Production de xylanase atteint un sommet apres I'ajout de 1,0 % de vaccin. L'utilisation
d'un vaccin a 1,0-5,0 % (v/v) pour la surproduction de xylanase a été rapportée par
plusieurs chercheurs ( Battan et al., 2007 ; Kar et al., 2006 ; Subramaniyan et al., 2001),
Lincoln (Lincoln, 1960). a suggéré qu'une concentration d'inoculum plus élevée n'est

pas préférée dans la fermentation industrielle.
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Conclusion

Bacillus pumilus SV-85S a produit des niveaux élevés de xylanase sans cellulase
et des conditions de fermentation améliorées ont augmenté le titre enzymatique de 9,91
fois par rapport au milieu de base. Streptomyces 7b a également utilisé avec succes le
son de blé comme substrat, la tryptone et I'extrait de beeuf ont amélioré la production de
xylanase par ces bactéries de 76 % a 77 %, tandis que les sucres faciles a utiliser ont

supprimé la production de xylanase.

Le niveau d'humidité optimal dans un filtre de filtration & sable dépend de la
nature du substrat, des exigences des micro-organismes et du type de produits finaux.
Un excés dhumidité entraine une diminution de la porosité du substrat, une
modification de sa structure particulaire et un mauvais transport de I'oxygene, tandis
que sa faible teneur entraine une mauvaise teneur en nutriments solubles dans le
substrat.  Streptomyces sp, Bacillus. sp JB-99 et Aspergillus terreus ont produit une
production maximale de xylanase a 1:2,5 de son de blé/solution liquide, 1:2 (p/v) et 1:3
(p/v), respectivement. L'utilisation d'un inoculum de 1,0 a 5,0 % (v/v) a été signalée
comme surproduisant de la xylanase par plusieurs chercheurs et un inoculum plus élevé

la concentration en fermentation industrielle n'est pas préférée.
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Résumé

L'objectif de ce travail est I’é¢tude de la cinétique et de la production de xylanase en milieu solide
et liquide par Streptomyces 7b et Bacillus pumilus SV-85S. La production de xylanase par ces bactéries
sur le son de blé a donné une production maximale de 1230 U/g par Streptomyces. 7b et 2995,20 + 200,00
Ul/ml pour Bacillus pumilus SV-85S. La production de xylanase a été significativement ameéliorée, en
incluant de la tryptone ou de l'extrait de beeuf et modérément par de 1'extrait de levure ou de la farine de
soja, ou utilisant de différentes combinaisons (le mélange de peptone, d'extrait de levure et de KNO3) sur
la production d'enzymes. Pour Streptomyces 7b, le rapport solide-liquide le plus approprié pour une

production maximale de xylanase dans le cas d'une fermentation solide s'est avéré étre de 1: 2,5

Mots clés : Xylanases, Fermentation, Xylane, Production, Bacillus pumilus SV-85S, Streptomyces

7b, Son de blé, Optimisation.

Abstract

The objective of this work is to study the kinetics and production of xylanase in solid and liquid
media by Streptomyces 7b and Bacillus pumilus SV-85S. The production of xylanase by these bacteria on
wheat bran gave a maximum production of 1230 U/g by Streptomyces.7b and 2995.20 + 200.00 1U/ml for
Bacillus pumilus SV-85S. Xylanase production was significantly enhanced by including tryptone or beef
extract and moderately by yeast extract or soybean flour, or using different combinations (mixture of
peptone, yeast extract and KNO3) on enzyme production. For Streptomyces 7b, the most suitable solid-

liquid ratio for maximum xylanase production in the case of solid fermentation was found to be 1:2.5

Keywords: Xylanases, Fermentation, Xylane, Production, Bacillus pumilus SV-85S,

Streptomyces.7b, Wheat bran, Optimization.



