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Introduction

L’intérêt croissant de l’Homme pour la préservation de l’environnement et le

développement économique a suscité la nécessité de la mise en place de nouveaux procédés

de production notamment biologiques, bénéfiques tant sur le plan de la qualité et de la

quantité des produits que sur le plan impact sur l’environnement (Stanescu, 2006).

Dans cette perspective s’alignent les xylanases qui sont des enzymes utilisées dans divers

domaines industriels tels que la papeterie, le textile, l’alimentation animale, la boulangerie et

l’industrie du jus (Polizeli et al., 2005 ).

Les xylanases hydrolysent le xylane, qui est un hémicellulose des résidus agro-

industriels. L’activité xylanolytique est avantageuse pour la réutilisation des sucres : hexoses

et pentoses en tant que matières premières dans de nombreux processus biotechnologiques

(Breccia et al., 1995 ) .

Par ailleurs la production microbienne des xylanases est influencée par divers facteurs

environnementaux et nutritionnels. La maitrise de ces derniers pour une meilleure production

de ces molécules est d’une très grande importance (Muthezhilan et al., 2007). Cependant les

procédés classiques fréquemment utilisés pour la détermination et l’optimisation de ces

paramètres sont lents, couteux et s’avèrent souvent insuffisants car les interactions entre les

différents facteurs sont négligées. Pour cela des méthodes statistiques utilisant des plans

d’expériences sont préconisées (Goupy, 2006).

Notre étude s'inscrit dans cette optique en fixant comme objectifs la détermination et

l’optimisation de quelques paramètres influençant la production de xylanases par une souche

d’actinobactérie en l’occurrence Jonesia denitrificans BN13 en utilisant des plans

d’expériences.

Notre travail s’organise autour de trois parties :

La première partie fait état des connaissances existantes sur les actinobactéries et de leurs

capacités à produire des xylanases ainsi que des notions fondamentales relatives aux plans

d’expériences.

La deuxième partie expose l’ensemble des méthodes expérimentales mises en œuvre pour la

détermination et l’optimisation des paramètres influençant cette production ainsi que la

modélisation de l’activité xylanolytique par le biais de la méthode des plans d’expériences.

La troisième partie retrace et discute les résultats obtenus au cours de cette étude.
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I. Microorganismes producteurs de xylanases

Une grande variété de microorganismes produisent des xylanases citons : les bactéries, les

levures et les moisissures (Garai et Kumar, 2013 ; Walia et al., 2015).

Les actinobactéries sont des producteurs potentiels de xylanases, notamment le genre

Streptomyces. Le genre Jonesia a récemment été décrit comme producteur de xylanases

(Boucherba et al., 2011) . Le tableau I présente quelques souches d’actinobactéries productrices

de xylanases ainsi leurs propriétés.

Tableau I : Quelques souches d’actinobactéries productrices de xylanases.

MM : Masse Moléculaire (Kda), pI : Point isoélectrique, T : Température (°C).

Actinobactéries MM

(Kda)

pH

Optimum

T (°C)

optimale

Stabilité pI Références

pH T (°C)

Jonesia

denitrificans BN13

250,150,72

40,42,26

7 50 - 50-60 - Boucherba et

al., 2014

Streptomyces

matensis

21,2 7 65 4,5-8 30-55 - Yan et al.,

2009

Streptomyces sp.

CD3

- 8 50 9-10 70-90 - Sharma et

Bajaj, 2005

Thermomonospora

curvata
15-36 6,8-7,8 75 - -

4,2-

8,4

Stutzenberger

et Bodine,

1992 .

Microtetraspora

flexuosa SIIX

26,3-

16,8

6,0 80 25mn à

80

8,4

-

9,45

Berens et al.,

1996

Chainia sp. 21 - - - - 9,4-

9,5

Hegde et al.,

1998
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II. Généralités sur les actinobactéries

Les actinobactéries anciennement appelées actinomycètes sont des bactéries dont la croissance

centrifuge donne lieu à des colonies circulaires constituées d’hyphes (Kitouni, 2007). Elles sont à

Gram positif et présentent un GC% supérieur à 55% (Goodfellow et Williams, 1983).

Ces microorganismes sont ubiquitaires grâce à leur grande capacité d’adaptation aux

différentes conditions environnementales ainsi qu’à leur variabilité métabolique (Lechevalier,

1981). Ils forment généralement des hyphes ramifiés, des spores asexuées, pouvant survivre

longtemps sous des conditions hostiles (Panchanathan et al., 2013). La plupart sont saprophytes

et aérobies (Andariambololona, 2010). Ils sont hétérotrophes, mésophiles et préfèrent un pH

neutre ou peu alcalin, d’autres sont thermophiles tolérant des températures élevées allant de 50 à

60 °C (Omura, 1992).

Les actinobactéries produisent une multitude de molécules bioactives notamment les

antibactériens, antifongiques, anti tumoraux, enzymes … etc (Lacey, 1997).

Parmi les genres d’actinobactéries producteurs de xylanases, citons le genre Jonesia décrit par

Boucherba et collaborateurs en 2011.

II.1. Genre Jonesia

La famille des Jonesiaceae comprend un seul genre nommé Jonesia comprenant deux espèces

Jonesia denitrificans (Rocourt et al,. 1987) et Jonesia quinghaiensis (Schumann et al., 2004) .

La souche Jonesia denitrificans BN13 est à Gram positif, positif pour le rouge de méthyl, la

catalase et l’oxydase, négatif pour le Voges-proskauer et l’indole. Les cellules se présentent sous

forme de bâtonnets courts irréguliers et parfois incurvés. Elles peuvent être aérobies ou anaérobies

facultatives et sont douées de la capacité de réaliser la dénitrification. (Boucherba, 2011).

II.1.1. Position phylogénétique de la souche Jonesia denitrificans BN13

La position phylogénétique de la souche Jonesia denitrificans BN13 par rapport aux autres

souches est montrée dans la figure 1.
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Figure 1 : Dendrogramme phylogénétique de

les différentes souches apparentées

III. Paroi végétale

La paroi cellulaire végétale est une matrice extracellulaire entourant chaque cellule végétale.

Elle assure la rigidité cellulaire, le soutien contre le stress physique de la plante et constitue une

barrière efficace contre les pathogènes et les

protéines, de lignine et de glucides (cellulose,

90% de la matière sèche pariétale

: 20 à 30% d’hémicellulose, 40 % de cellulose

Figure 2: Organisation des polys

cellulaires végétales (Godin et al
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Dendrogramme phylogénétique de la souche Jonesia denitrificans

les différentes souches apparentées (Boucherba et al., 2011 ) .

La paroi cellulaire végétale est une matrice extracellulaire entourant chaque cellule végétale.

Elle assure la rigidité cellulaire, le soutien contre le stress physique de la plante et constitue une

barrière efficace contre les pathogènes et les insectes. Elle est essentiellement

protéines, de lignine et de glucides (cellulose, hémicellulose et pectine) (figure 2

pariétale (Mc Cann et Roberts, 1991). La lignocellulose est composée de

% de cellulose et de 20 à 30% de lignine (Chang

Organisation des polysaccharides structuraux et de la lign

al., 2011)
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Jonesia denitrificans BN13 (Bac-13-6) et

La paroi cellulaire végétale est une matrice extracellulaire entourant chaque cellule végétale.

Elle assure la rigidité cellulaire, le soutien contre le stress physique de la plante et constitue une

essentiellement composée, de

(figure 2) qui représentent

La lignocellulose est composée de

Chang et al., 2011).

lignine dans les parois
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L’hémicellulose est le second polymère le plus abondant dans la nature après la cellulose

(Sharma et al., 2016). Elle représente 20

C’est un polysaccharide se trouv

cellulaire végétale (Milagres et

différents sucres ,on y trouve des pentoses (D

D – glucose et D –galactose ) (Bhagat et

et α-D-galacturonique)  (Sun et

moléculaire avec un degré de polymérisation qui varie

Parmi les groupes d’ hémicelluloses,

les hémicelluloses majoritaires des céréales et des monocotylédones. Ils

à 40% de la matière sèche des céréales

principale de résidus β-D-xylopyranose reliés par des liaisons

squelette de base sont greffées des ramifications dont la proportion et la distribution sont variables

selon l’espèce végétale. Certains de ces résidus xylose, portent des groupements acétyles, méthyles

méthylglucuronyles ou arabinofuranosyles qui f

(figure 3).

Figure 3 : Structure du

IV. Enzymes xylanolytiques

Les xylanases sont

responsables de l’hydrolyse du xylan

La biodégradation du xylane est un processus complexe qui exige

enzymes (Padilha et al., 2014)

squelette du substrat hémicellulosique

(EC.3.2.1.37) et celles qui sont dites

Synthèse bibliographique

second polymère le plus abondant dans la nature après la cellulose

Elle représente 20 à 40% de la matière sèche végétale

trouvant en association avec la cellulose et lignine dans l

Milagres et al., 2005) . L’hémicellulose est un hétéropolym

on y trouve des pentoses (D –xylose et D –arabinose ) , des hexose

(Bhagat et al., 2014 ) et ou des acides uroniques (

Sun et al., 2009 ). Ce sont des polymères branchés à faible poids

moléculaire avec un degré de polymérisation qui varie de 80 à 200 (Peng et al

hémicelluloses, les xylanes forment un groupe très

les hémicelluloses majoritaires des céréales et des monocotylédones. Ils peuvent

à 40% de la matière sèche des céréales (Fry, 1988). Les xylanes sont composés d’une chaîne

xylopyranose reliés par des liaisons  β (1-4)  (Cacais et

squelette de base sont greffées des ramifications dont la proportion et la distribution sont variables

selon l’espèce végétale. Certains de ces résidus xylose, portent des groupements acétyles, méthyles

méthylglucuronyles ou arabinofuranosyles qui forment alors des chaînes latérales

xylane (Harris et Ramalingam, 2010).

nzymes xylanolytiques

Les xylanases sont des hydrolases définies comme étant le groupe

responsables de l’hydrolyse du xylane ((Li et al., 2000).

La biodégradation du xylane est un processus complexe qui exige l’intervention

assurant des activités plus ou moins spécifiques pour at

du substrat hémicellulosique. Il s’agit d’endoxylanases (EC.3.2.1.8) et

qui sont dites débranchantes dont le rôle est d’hydrolyser les

Synthèse bibliographique

5

second polymère le plus abondant dans la nature après la cellulose

à 40% de la matière sèche végétale (Chang et al., 2011).

association avec la cellulose et lignine dans la paroi

ropolymère composé de

arabinose ) , des hexoses (D- mannose,

et ou des acides uroniques (α-D-glucuronique, 

Ce sont des polymères branchés à faible poids

al., 2012).

les xylanes forment un groupe très important, Ce sont

peuvent représenter de 15

Les xylanes sont composés d’une chaîne

Cacais et al., 2001). Sur ce

squelette de base sont greffées des ramifications dont la proportion et la distribution sont variables

selon l’espèce végétale. Certains de ces résidus xylose, portent des groupements acétyles, méthyles

orment alors des chaînes latérales (Mirande, 2009)

définies comme étant le groupe d’enzymes

l’intervention de plusieurs

s spécifiques pour attaquer le

endoxylanases (EC.3.2.1.8) et de β-xylosidases 

tes dont le rôle est d’hydrolyser les ramifications
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présentes sur la  chaîne principale, il s’agit des α-L- arabinofuranosidases (EC .3.2.1.55) et des  

xylane estérases (EC .3.1.1.72)…etc (Ryabova et al., 2009).

Les endoxylanases catalysent la rupture de la liaison glycosidique reliant deux résidus xyloses

de la chaîne principale des xylanes, engendrant une réduction du degré de polymérisation du

substrat. Les liaisons sélectionnées pour l’hydrolyse dépendent de la nature du substrat tel que la

longueur de la chaîne, le degré de ramification et la présence de substituants (Li et al., 2000).

      Les principaux produits d’hydrolyse sont des oligomères de β-D-xylopyranosyl et des petites 

molécules comme les mono-, di- et trisaccharides de β-D-xylopyranosyl  (Polizeli et al., 2005). …

V. Quelques paramètres influençant la production de xylanases

La production microbienne de xylanases est généralement influencée et est fortement liée au

métabolisme de la souche productrice. La régulation de ce dernier est influencée par de nombreux

paramètres entre autres nutritionnelles et physico-chimiques.

V.1. Influence des paramètres environnementaux

V.1.1. Influence du pH

Le pH est un facteur environnemental très important qui affecte la production des xylanases

durant la fermentation. Il a été montré pour plusieurs moisissures que la culture de ces dernieres à

un pH défavorable, limite l’accessibilité au substrat hémicellulosique, baisse le taux de croissance et

la production de xylanases. Ainsi, l’activité xylanolytique de Penicillium canescens se caractérise

par une gamme de pH proche de la neutralité (Assamoi et al., 2009 ).

En général, Pour les actinobacteries, un pH initial neutre ou proche de l’alcalinité est

nécessaire pour une production xylanolytique élevée (Bajaj et Singh, 2010), ainsi il a été montré

que pour Streptomyces sp. CA24, La xylanase CA24 présente une activité à un pH allant de 5 à 10

avec un maximum à 7 (Porsuk et al., 2013 ). Cependant pour d’autres actinobactéries le pH

d’activité est plutôt acide c’est le cas de la xylanase de Streptomyces olivaceoviridis E-86 qui

montre une activité accrue à pH 5,0 et 5,5 et une très faible activité à pH 6,5 et 7,0 (Ding et al.,

2004). L’action de ce facteurs touche essentiellement au transport membranaire des nutriments et

aux systèmes enzymatiques (Gaur et al., 2015 ) .

V.1.2. Influence de la température

La température est l’un des plus importants paramètres physiques influençant les activités

métaboliques des microorganismes. Généralement les actinobactéries mésophiles se développent à
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des températures allant de 28 à 37 °C, cependant elles produisent des xylanases actives à des

températures comprises entre 50 et 65°C. Il en est de même pour les actinobactéries thermophiles,

tel que Thermoactinomyces thalophilus qui produisent des xylanases ayant une température

optimale de 65°C mais qui poussent à 50°C et à pH 8,5 (Kohli et al., 2001). Lorsque l’espèce

Streptomyces sp. Ab106 se développe sur un milieu à base de xylane à 55°C et à pH 7,5 pendant 5

jours, elle produit une xylanase active à 60°C (Techapun et al., 2002) . La température affecte la

vitesse des réactions enzymatiques en touchant surtout à l’intégrité et la stabilité de l’enzyme ainsi

qu’à son affinité pour le substrat (Coman et al., 2013 ) .

V.1.3. Influence du temps d’incubation et du taux d’inoculation

Le temps d’incubation influence généralement la production microbienne de xylanases.

Ainsi des moisissures telles que Aspergillus nidulans (Reis et al., 2003) et Fusarium solani F7

(Gupta et al., 2009) et des bactéries telles que Streptomyces sp (Thomas et al., 2013) et Bacillus

pumilus VLK-1 (Kumar et al., 2014) présentent des optimums de production respectivement à

144h, 144h, 48h et 56h . Les travaux de Kumar en 2014 ont révélé que l’influence du temps

d’incubation dépend du métabolisme de la souche microbienne et de plusieurs facteurs notamment

culturaux.

En général le taux d’inoculation n’affecte pas l’activité xylanolytique de la plupart des

microorganismes. Ainsi des études réalisées sur Bacillus pumilus VLK-1 (Kumar et al., 2014) et

Bacillus mojavensis AG137 (Sepahy et al., 2011) ont montré que ce facteur ne présente des effets

que dans le maintien de la balance entre la croissance microbienne et la composition en éléments

nutritifs disponibles (Kumar et al., 2014) .

V.2. Influence des paramètres nutritionnels

V.2.1. Influence de la source de carbone

Les substrats carbonés servent à la fois comme source de croissance et d’énergie aux

microorganismes. Plusieurs travaux rapportent que le xylane est un excellent inducteur de la

synthèse de xylanases chez les micro-organismes. Les sucres solubles (cellulose, saccharose,

arabinose…etc) n’induisent que très faiblement la synthèse de xylanases, alors que les résidus

agricoles insolubles (paille et son de blé, écorce d’orange ...etc) induisent fortement la synthèse de

ces enzymes (Assamoi et al., 2009). Dans ce contexte, Maheswari et Chandra en 2000 rapportent

que Streptomyces cuspidosporus montre une activité xylanolytique élevée sur son de blé comparée

à celle obtenue sur xylane pur. Des travaux réalisés sur Streptomyces sp. (strain Ib 24D) utilisant le

glucose et le xylane ensembles comme source de carbone ont montré que le potentiel de production
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de xylanases est réduit de 67% par rapport au cas où le xylane est utilisé seul, cela suggère la

répression catabolique du glucose exercée sur le xylane (Rawashdeh et al., 2005 ).

V.2.2. Influence de la salinité

La salinité joue un rôle important chez les micro-organismes producteurs de xylanases. Le

besoin en NaCl est variable allant de 0 à 200 g/l (Enache et Kamekura, 2010). Des travaux

réalisés par Krishnaveni en 2011 sur Bacillus cereus ont montré que la concentration en NaCl pour

une meilleure activité xylanolytique est de 10 g/l. Les effets de la salinité se manifestent par la

modification de la conformation structurelle de l’enzyme (Gaur et al., 2015) , par l’augmentation

de la perméabilité membranaire et par le maintien de l’équilibre osmotique cellulaire (Strub,

2008).

VI. Quelques applications industrielles des xylanases

Les xylanases trouvent des applications dans divers domaines industriels tels que la papeterie,

l’alimentation animale, la boulangerie, l’industrie du jus …etc (Polizeli et al., 2005 ).

Dans le domaine de la boulangerie, les xylanases sont utilisées comme additifs pour améliorer

la qualité et le volume du pain en provoquant une meilleure rétention de l’eau (Harris et

Ramalingam, 2010).

En papeterie les xylanases rendent les fibres de papier plus accessibles pour le

blanchissement chimique réduisant ainsi la consommation du chlore et le besoin en d’autres agents

chimiques. Par conséquent, la pollution de l’environnement par les effluents de l’industrie papetière

est considérablement réduite (Ryu et Kim, 1997).

Dans l’industrie du textile, le dégraissage est réalisé en utilisant des xylanases qui éliminent

spécifiquement les impuretés hémicellulosiques , inhibant la finition, le mouillage et la teinture ,

rendant la fibre textile lisse et souple. Ce procédé est meilleur que le traitement chimique

traditionnel non spécifique qui s’opère à des concentrations élevées d’hydroxyde de sodium (Bettan

et al., 2012).
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VII. Plans d’expériences

VII.1. Définition et notion d'espace expérimental

VII.1.1. Définition

Un plan d’expériences est une série d’essais sélectionnés qui offre une stratégie optimale

permettant de prédire avec le maximum de précision une réponse à partir d’un nombre

d’essais (Ozil, 1997). De manière

déterminer et à établir les liens entre deux types de variable

 la réponse : grandeur étudiée ou grandeur d’intérêt.

 les facteurs : grandeurs physique

variations de la réponse (

VII.1.2.Notion d'espace expérimental

La réponse dépend de un ou de plusieurs facteurs. Le premier facteur peut être représenté par

un axe gradué et orienté (Figure

niveau. Lorsqu'on étudie l'influence d'un facteur, en général, on limite ses variations entre deux

bornes. La borne inférieure est le niveau bas. La borne supérieure est le niveau haut.

Figure 4

Lorsqu’un second facteur est mis en

orienté. On définit, comme pour le premier facteur, son niveau haut, son niveau bas et son domaine

de variation. Ce second axe est disposé orthogonalement au premier. On obtient ainsi un repère

cartésien qui définit un espace euclidie

expérimental (Figure 5) (Goupy

Figure

Synthèse bibliographique

et notion d'espace expérimental

est une série d’essais sélectionnés qui offre une stratégie optimale

le maximum de précision une réponse à partir d’un nombre

manière générale, la méthode des plans d’expériences cherche à

déterminer et à établir les liens entre deux types de variables :

grandeur étudiée ou grandeur d’intérêt.

physiques modifiables par l’expérimentateur,

(Goupy, 2005).

Notion d'espace expérimental

de un ou de plusieurs facteurs. Le premier facteur peut être représenté par

4). La valeur donnée à un facteur pour réaliser un essai est appelée

. Lorsqu'on étudie l'influence d'un facteur, en général, on limite ses variations entre deux

bornes. La borne inférieure est le niveau bas. La borne supérieure est le niveau haut.

4: Domaine de variation du facteur.

un second facteur est mis en jeu, il est représenté lui aussi

orienté. On définit, comme pour le premier facteur, son niveau haut, son niveau bas et son domaine

de variation. Ce second axe est disposé orthogonalement au premier. On obtient ainsi un repère

cartésien qui définit un espace euclidien à deux dimensions. Cet espace est appelé

Goupy, 2006).

Figure 5: Domaine d’étude pour deux facteurs.
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est une série d’essais sélectionnés qui offre une stratégie optimale

le maximum de précision une réponse à partir d’un nombre minimal

la méthode des plans d’expériences cherche à

sensées influer sur les

de un ou de plusieurs facteurs. Le premier facteur peut être représenté par

La valeur donnée à un facteur pour réaliser un essai est appelée

. Lorsqu'on étudie l'influence d'un facteur, en général, on limite ses variations entre deux

bornes. La borne inférieure est le niveau bas. La borne supérieure est le niveau haut.

lui aussi par un axe gradué et

orienté. On définit, comme pour le premier facteur, son niveau haut, son niveau bas et son domaine

de variation. Ce second axe est disposé orthogonalement au premier. On obtient ainsi un repère

n à deux dimensions. Cet espace est appelé l'espace
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VII.2. Plans de Plackett et Burman

Les plans de Plackett et Burman sont des plans de criblage

facteurs influençant les variations

Ces plans utilisent le logiciel statistique Minitab 16.0

les facteurs ne prennent que deux niveaux soit

2013).

VII.3. Méthodologie de surface réponse (Response Surface Methodology)( RSM)

La méthodologie de « surface réponse »

statistiques utilisée afin de construire des modèles statistiques dans le b

de composés importants à l’échelle industrielle comme

antifongiques … etc. Le modèle de « Box

l’optimisation statistique des fact

Les niveaux x représentent les coordonnées d'un point expérimental et

réponse en ce point. On définit un axe orthogonal à l'espace expérimental et on l'attribue à la

réponse. La représentation géométrique du plan d'expériences et de la réponse nécessite un espace

ayant une dimension de plus que l'espace e

trois dimensions pour être représenté : une dimension pour la réponse, deux dimensions pour les

facteurs.

A chaque point du domaine d'étude correspond une réponse. A l'ensemble de tous les points du

domaine d'étude correspond un ensemble de réponses qui se localisent sur une surface appelée la

surface de réponse (Figure 6) (Goupy

A,

Figure 6 : Représentation géométrique du plan d'expériences et de la réponse
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et Burman

urman sont des plans de criblage permettant la caractérisation

les variations de la réponse.

le logiciel statistique Minitab 16.0 basé sur des matrices

que deux niveaux soit -1 ou +1 (Vimalashanmugam

Méthodologie de surface réponse (Response Surface Methodology)( RSM)

La méthodologie de « surface réponse » est une collection de techniques mathématiques

afin de construire des modèles statistiques dans le but d’optimiser la production

importants à l’échelle industrielle comme les enzymes,

Le modèle de « Box – Behnken, 1960 » est une approche très efficace pour

s facteurs influençant la réponse (Xianoyong et al

représentent les coordonnées d'un point expérimental et

réponse en ce point. On définit un axe orthogonal à l'espace expérimental et on l'attribue à la

réponse. La représentation géométrique du plan d'expériences et de la réponse nécessite un espace

ayant une dimension de plus que l'espace expérimental. Un plan à deux facteurs utilise un espace à

trois dimensions pour être représenté : une dimension pour la réponse, deux dimensions pour les

A chaque point du domaine d'étude correspond une réponse. A l'ensemble de tous les points du

domaine d'étude correspond un ensemble de réponses qui se localisent sur une surface appelée la

(Goupy, 2006).

B, C et D : points du domaine d’étude.

Représentation géométrique du plan d'expériences et de la réponse
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permettant la caractérisation des

matrices d’expériences dont

(Vimalashanmugam et Viruthagiri,

Méthodologie de surface réponse (Response Surface Methodology)( RSM)

de techniques mathématiques

ut d’optimiser la production

les antibiotiques, les

pproche très efficace pour

et al., 2010) .

représentent les coordonnées d'un point expérimental et y est la valeur de la

réponse en ce point. On définit un axe orthogonal à l'espace expérimental et on l'attribue à la

réponse. La représentation géométrique du plan d'expériences et de la réponse nécessite un espace

xpérimental. Un plan à deux facteurs utilise un espace à

trois dimensions pour être représenté : une dimension pour la réponse, deux dimensions pour les

A chaque point du domaine d'étude correspond une réponse. A l'ensemble de tous les points du

domaine d'étude correspond un ensemble de réponses qui se localisent sur une surface appelée la

Représentation géométrique du plan d'expériences et de la réponse (Goupy, 2006).
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I. Matériel

I .1. Matériel analytique

Le matériel analytique est décrit en annexe I.

I .2 .Matériel biologique

La souche utilisée dans ce travail est un actinobactérie nommée Jonesia denitrificans BN13

(Boucherba et al., 2011) appartenant à la collection du laboratoire de microbiologie appliquée

« LMA » de l’université A/Mira de Bejaia. Le prélèvement de l’échantillon a été réalisé au niveau

d’un jardin volontairement amendé avec de la bouse de vache, dans le but d’engendrer une

activité microbienne accrue, en l’occurrence une activité xylanolytique.

II. Méthodes

II.1. Préparation du matériel biologique et du milieu de culture

II.1.1. Revivification de la souche Jonesia denitrificans BN13

Afin de s’assurer de la viabilité de la souche Jonesia denitrificans BN13, des observations à

l’état frais et des repiquages sur bouillon nutritif sont réalisés. L’inoculation de la souche est

effectuée en surface sur des boites de pétri contenants de la gélose nutritive et incubées à 37°C

pendant 24h. Les cultures pures obtenues sont conservées à 4°C.

II.1.2. Préparation du milieu de culture MM7 liquide

Le milieu de culture préconisé pour l’isolement de la souche Jonesia denitrificans BN13

productrice de xylanases est le milieu MM7 (milieu minimum à pH 7) contenant le xylane

d’épeautre et d’avoine comme seule source de carbone.

La préparation de ce milieu consiste à mélanger les composants sous-cités en (g/l) dans de l’eau

distillée suivie d’une agitation, d’un ajustement du pH et d’un autoclavage.

Le xylane d’épeautre et d’avoine 10 g /l, l’extrait de levure 2 g/l, NaCl 2,5 g/l, NH4Cl 5 g/l,

KH2PO4 15 g/l, Na2HPO4 30 g/l, MgSO47H2O 0,25 g/l (Viet et al., 1990 ) .

II.2. Détermination des paramètres influençant la production de xylanases

(Plan de Plackett- Burman)

Dans le but de déterminer les paramètres qui influencent la production de xylanases par la

souche Jonesia denitrificans BN13 : le taux d’inoculation, le temps d’incubation, le pH et la

température d’incubation. Une matrice d’expériences du plan de Plackett- Burman est élaborée à
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l’aide du logiciel Minitab 16.0. Le choix des facteurs et leurs niveaux de variations sont effectués en

tenant compte des limites expérimentales de la croissance et de la production de xylanases de la

souche étudiée.

La matrice d’expériences en unités codées est mentionnée dans le Tableau II :

Tableau II : Matrice d’expériences donnée par le plan de Plackett-Burman en unités codées.

Expériences

Variables en unités codées

X1 X2 X3 X4

Expérience 1 0 0 0 0

Expérience 2 -1 +1 -1 -1

Expérience 3 +1 +1 +1 -1

Expérience 4 +1 +1 +1 +1

Expérience 5 -1 +1 -1 -1

Expérience 6 -1 -1 +1 +1

Expérience 7 -1 -1 -1 -1

Expérience 8 -1 -1 +1 +1

Expérience 9 +1 +1 +1 +1

Expérience 10 -1 +1 +1 +1

Expérience 11 +1 -1 +1 +1

Expérience 12 +1 -1 -1 -1

Expérience 13 +1 -1 +1 -1

X1 : taux d’inoculation % (v/v), X2 : temps d’incubation (h), X3 : pH et X4 : température d’incubation (°C).

-1 : Niveau bas, 0 : Centre, +1 : Niveau haut.
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Treize expériences différentes sont préparées selon la matrice obtenue. L’évaluation de l’activité

xylanolytique est effectuée par la méthode au DNS (acide dinitrosalicylique) (Miller, 1959). La matrice

des expériences donnée par le plan de Plackett- Burman en unités courantes est présentée dans le

Tableau III (Annexe IV).

Les niveaux des différents paramètres opératoires étudiés pour la production de xylanases par la

souche Jonesia denitrificans BN13 sont donnés dans le Tableau IV.

Tableau IV: Niveaux des différents paramètres opératoires étudiés pour la production de xylanases par

la souche Jonesia denitrificans BN13.

Les niveaux

Variables en unités courantes

X1 X2 X3 X4

Niveau bas (-1) 1 18 4 30

Centre (0) 4 57 7,5 35

Niveau haut (+1) 7 96 11 40

X1 : taux d’inoculation % (v/v), X2 : temps d’incubation (h), X3 : pH et X4 : température d’incubation (°C).

II.2.1. Culture sur milieu liquide et suivi de l’activité xylanolytique

Après établissement des plans d’expériences, il est procédé à la préparation des milieux de culture

MM7 liquides qui sont répartis à raison de 10 ml dans des Erlenmeyers d’une contenance de 100ml et

ensemencés à partir d’une pré-culture de Jonesia denitrificans BN13 avec des taux d’inoculations

différents :1%, 4% et 7% ( v/v) , ajustés à des pH variables ( 4, 7,5 et 11) et incubés à des températures

différentes (30°C, 35°C et 40°C) pendant des temps variables ( 18h , 57h et 96h ) .

Les surnageants des cultures sont récupérés après centrifugation à 10000 rpm pendant 10min et ont

fait l’objet d’un test d’activité xylanolytique mesurée selon le test à l’acide dinitrosalicylique (voir ci-

dessous).
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II.2.2. Mesure de l’activité xylanolytique

L’activité xylanolytique est déterminée en présence du xylane d’épeautre et d’avoine, qui est

mis en suspension à raison de 0,5 % (m /v) dans du tampon phosphate de sodium (50 mM à pH 7).

Le mélange réactionnel est composé de surnageant de culture (100 µl) auquel sont ajoutés

900µl de substrat. Ce mélange est incubé à 50°C pendant 10 min (Wang et al., 2003).

Le dosage des sucres réducteurs est effectué selon la méthode de Miller (1959). La réaction

enzymatique est arrêtée par addition de 1,5 ml d’une solution à base d’acide dinitrosalicylique

(DNS) , puis le mélange est porté à ébullition pendant 5 min .

Le témoin correspond à la solution de xylane incubée sans surnageant de culture à 50°C

pendant 10 min, puis 1,5 ml de DNS sont ajoutés et portés à ébullition pendant 5 min ,par la suite

100µl de surnageant sont additionnés . Après refroidissement, la lecture des absorbances est

effectuée à une longueur d’onde de 540 nm.

Une unité d’activité xylanolytique est définie comme étant la quantité d’enzyme qui produit

une micromole de sucres réducteurs (équivalent en xylose) par minute dans un millilitre de

surnageant dans les conditions expérimentales mentionnées ci-dessus.

L’activité xylanolytique est calculée selon Bailey et collaborateurs (1992) comme suit :

Cx : Concentration des sucres réducteurs du mélange réactionnel (μmole/ml). 

Ct : Concentration des sucres réducteurs du mélange témoin (μmole/ml). 

D : facteur de dilution.

t : temps d’incubation (minutes).

En milieu alcalin et à chaud, l’acide 3,5-dinitrosalicylique (3,5-DNS) jaune est réduit par les

sucres réducteurs en acide 3-amino 5-nitrosalicylique rouge orangé (Figure 7).

(Cx-Ct) D

t

Activité xylanolytique (U/ml) =
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Figure 7: Principe du dosage des sucres réducteurs par la méthode

Le tableau suivant donne la gamme d’étalonnage

Tableau V : Gamme d’étalonnage pour le dosage des sucres réducteurs

Tube 1

Xylose à 1,5

mg/ml (µl)

0

Tampon

phosphate

sodique (µl)

1000

Concentration

(mg /ml)

0

A partir de chaque tube, on prélève 100 µl de

solution de xylane à 0,5 % et 1,5 ml de la solution de DNS, le chauffage est réalisé à 100°C

pendant 5 minutes puis les tubes sont refroidis pour effectuer les lectures d’absorbances à 540 nm.

II.3. Optimisation des paramètres

Dans le but de déterminer les valeur

production de xylanases par la souche

est appliqué dans cette étude afin d’évaluer

xylanolytique étudiée d’une part et les effets d’interaction

Matériel et méthodes

Principe du dosage des sucres réducteurs par la méthode au DNS

Le tableau suivant donne la gamme d’étalonnage pour le dosage des sucres réducteurs.

Gamme d’étalonnage pour le dosage des sucres réducteurs (Bailey et

2 3 4

200 400 600 800

800 600 400

0,3 0,6 0,9

on prélève 100 µl de chaque dilution , auquel on rajoute 900 µl de

à 0,5 % et 1,5 ml de la solution de DNS, le chauffage est réalisé à 100°C

pendant 5 minutes puis les tubes sont refroidis pour effectuer les lectures d’absorbances à 540 nm.

Optimisation des paramètres influençant la production de xylanases

ans le but de déterminer les valeurs optimales des paramètres permettant une meilleure

par la souche Jonesia dnitrificans BN13, un plan factoriel avec interaction

de afin d’évaluer l’influence de chaque paramètre

d’une part et les effets d’interactions de ces derniers d’autre
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DNS (Bailey et al. 1992).

pour le dosage des sucres réducteurs.

(Bailey et al, 1992).

5 6

800 1000

200 0

1, 2 1,5

, auquel on rajoute 900 µl de

à 0,5 % et 1,5 ml de la solution de DNS, le chauffage est réalisé à 100°C

pendant 5 minutes puis les tubes sont refroidis pour effectuer les lectures d’absorbances à 540 nm.

la production de xylanases

optimales des paramètres permettant une meilleure

un plan factoriel avec interaction

paramètre sur l’activité

de ces derniers d’autre part.



Partie II Matériel et méthodes

16

Quinze expériences différentes sont préparées selon le plan factoriel donné par le logiciel :

Minitab 16.0 du plan de box –Behnken choisis pour optimisation des facteurs influençant l’activité

xylanolytique de la souche Jonesia denitrificans BN13 (Tableau VI).

Tableau VI: Model donné par le plan « Box Behnken » pour l’optimisation de la production de

xylanases de la souche Jonesia denitrificans BN13 en unités codées.

Expériences

Variables en unités codées

X9 X10 X11

Expérience 1 -1 -1 0

Expérience 2 0 0 0

Expérience 3 -1 +1 0

Expérience 4 0 0 0

Expérience 5 0 +1 +1

Expérience 6 -1 0 +1

Expérience 7 0 0 0

Expérience 8 -1 0 -1

Expérience 9 +1 0 +1

Expérience 10 +1 -1 0

Expérience 11 0 -1 -1

Expérience 12 0 -1 +1

Expérience 13 +1 +1 0

Expérience 14 +1 0 -1

Expérience 15 0 +1 -1

X9 : pH, X10 : concentration en xylane (g/l), X11 : concentration en NaCl (g/l).

-1 : Niveau bas, 0 : Centre, +1 : Niveau haut.



Partie II Matériel et méthodes

17

Dans le but de déterminer les valeurs optimales des concentrations en xylane d’épeautre et d’avoine

et en NaCl et de la valeur du pH permettant une bonne production de xylanases par la souche Jonesia

denitrificans BN13, une étude statistique expérimentale est réalisée, en utilisant un logiciel de plan

d’expériences du modèle « Box Behnken ».

Des milieux de cultures MM7 liquides ayant différentes concentrations en xylane et en NaCl sont

préparés et ajustés à des pH variables puis répartis à raison de 10 ml dans des Erlenmeyers d’une

contenance de 100 ml. Ces milieux sont ensemencés à partir d’une pré-culture de Jonesia denitrificans

BN13 avec un taux d’inoculation de 2 % (v/v) puis incubés à 37°C pendant 48h. La matrice des

expériences donnée par le plan « Box Behnken » en variables réelles est présentée dans le tableau VII

(Annexe IV). L’activité xylanolytique de la souche Jonesia denitrificans BN13, cultivée dans les

conditions expérimentales déterminées par ce plan est évaluée par la méthode au DNS (acide

dinitrosalicylique).

Les niveaux des différents paramètres pour optimisation de la production de xylanases par Jonesia

denitrificans BN13 sont donnés dans le Tableau VIII :

Tableau VIII : Niveaux des différents paramètres pour l’optimisation de la production de xylanases

par Jonesia denitrificans BN13.

Les niveaux

Variables en unités courantes

X9 X10 X11

Niveau bas (-1) 5 6 1,5

Centre (0) 7 10 2,5

Niveau haut (+1) 9 14 3,5

X9 : pH, X10 : concentration en xylane (g/l), X11 : concentration en NaCl (g/l).

II.3.1. Validation du modèle

Une validation pratique du modèle obtenu après optimisation est nécessaire. Ainsi les valeurs

optimales des facteurs étudiés sont utilisées pour la préparation du milieu de culture optimum

permettant d’obtenir la meilleure activité xylanolytique de la souche Jonesia denitrificans BN13.
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Un volume de 10ml de ce milieu est mis en Erlenmeyers et ensemencé à 2% (v/v) d’une pré-

culture de la souche Jonesia denitrificans BN13 puis incubé à 37°C pendant 48h. Le surnageant de

culture est récupéré après centrifugation à 10000 rpm pendant 10min. L’activité xylanolytique dans le

surnageant de culture est ensuite mesurée.
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Partie III
Résultats et discussion
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Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de génie biologique de l’université A. Mira

de Bejaia.

Dans ce chapitre, seront présentés les résultats et les discussion des deux parties de cette

étude relative à la modélisation de la production de xylanases par la souche Jonesia

denitrificans BN13, en utilisant en premier lieu un plan d’expériences de Plackett- Burman afin de

déterminer les paramètres opératoires influençant l’activité xylanolytique , et en deuxième lieu en

optimisant les paramètres significatifs par utilisation d’un modèle donné par le plan d’expériences

de « Box- Behnken » .

I. Droite d’étalonnage pour la mesure de l’activité xylanolytique

La mesure de l’activité xylanolytique par le dosage des sucres réducteurs effectuée selon la

méthode de Miller (1959) a nécessitée la préparation d’une gamme d’étalonnage et par la suite

une droite d’étalonnage de l’absorbance en fonction de la concentration du xylose est tracée.

La droite d’étalonnage pour le dosage des sucres réducteurs est représentée dans la figure 8.

Absorbance
à 540 nm

Figure 8: Droite d’étalonnage pour le dosage du xylose .

Concentration en xylose (mg/ml)

y = 0.3x
R² = 0.974
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II. Détermination des paramètres influençant la production de xylanases par

Jonesia denitrificans BN13 sur milieu MM7 liquide

L’effet des facteurs étudiés dans le cadre du plan de Plackett- Burman (le taux d’inoculation,

le temps d’incubation, le pH et la température d’incubation ) a permis de mesurer la réponse Y qui

est l’activité xylanolytique estimée en unités par millilitre ( U/ml). La modélisation des résultats par

le logiciel Minitab 16.0 a permis de sélectionner parmi les quatre paramètres opératoires , le

facteur le plus significatif pour la production de xylanases .

Les résultats de l’activité xylanolytique obtenus pour chaque expérience ainsi que les différents

niveaux des paramètres opératoires étudiés sont regroupés dans le tableau IX représentant la

matrice des expériences.

Tableau IX: Résultats de la détermination des paramètres opératoires influençant l’activité

xylanolytique de la souche Jonesia denitrificans BN13 .

Expériences

Variables en unités codées Réponse

X1 X2 X3 X4 Y

(U/ml)

Expérience 1 0 0 0 0 1,20

Expérience 2 -1 +1 -1 -1 0,75

Expérience 3 +1 +1 +1 -1 0,40

Expérience 4 +1 +1 -1 +1 1.76

Expérience 5 -1 +1 +1 -1 0,55

Expérience 6 -1 -1 +1 +1 0

Expérience 7 -1 -1 -1 -1 0,66

Expérience 8 -1 -1 -1 +1 1,76

Expérience 9 +1 +1 -1 +1 0,30

Expérience 10 -1 +1 -1 +1 0,11

Expérience 11 +1 -1 +1 +1 0
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Expérience 12 +1 -1 -1 -1 0,75

Expérience 13 +1 -1 +1 -1 0

X1 : Taux d’inoculation (%) (v/v), X2 : Temps d’incubation (h), X3 : pH, X4 : Température d’incubation (°C).

et Y : Activité xylanolutique (U/ml).

D’après les activités xylanolytiques obtenues (tableau IX) on remarque que la production de

xylanases de la souche Jonesia denitrificans BN13 est nulle (0 U/ml) pour les expériences (6, 11

et 13) et ce pour des niveaux respectifs en taux d’inoculation de l’ordre de 1% (v/v) , 7% (v/v ) et

7% ( v/v), un temps d’incubation de 18 h , des valeurs du pH de 11 et des températures

d’incubation respectives de 40°C , 40°C et 30 °C. D’autre part la production de xylanases de la

souche étudiée est plus élevée (Y = 1,76 U/ ml) pour les expériences 4 et 8 pour un taux

d’inoculation de 7%, des temps d’incubation respectifs de 96 h et de 18 h, un pH de l’ordre de 4 et

une température d’incubation de 40°C. Par conséquent, l’analyse de ces résultats montre clairement

que le facteur le plus influençant sur la production de xylanases de la souche Jonesia

denitrificans BN13 est le pH initial du milieu de culture avec une tendance plutôt acide.

Les résultats obtenus par le logiciel Minitab 16.0 pour la détermination des paramètres

influençant la production de xylanases par la souche Jonesia denitrificans BN13 sont illustrés dans

les figures 9 (a, b et c).
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X1

X4

X2

X3

3,53,02,52,01,51,00,50,0

T
e

rm

Standardized Effect

2,365

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is X5JU/ML, Alpha = 0,05)

Term : variables codées, Standardized Effect : Effet standardisé, X1 : taux d’inoculation, X2 : temps

d’incubation, X3 : pH, X4 : température d’incubation et X5 : Activité xylanolytique Y (U/ml).

Figure 9 (a) : Charte Pareto des effets standardisés des paramètres opératoires sur l’activité

xylanolytique de la souche Jonesia denitrificans BN13.

La charte Pareto montre les effets des paramètres étudiés sur la réponse Y à savoir

l’activité xylanolytique de la souche Jonesia denitrificans BN13 où il apparait clairement que le

seul paramètre significatif influençant, est le pH initial du milieu de culture.

La P-valeur (t α) déterminée par le logiciel Minitab 16.0 qui correspond au niveau de

signification (α = 0,05) est de l’ordre de 2,365. 

D’après la charte Pareto obtenue, on remarque que les effets des paramètres opératoires : X1,

X2 et X4 sont inférieures à la P-valeur déduisant ainsi que les facteurs : taux d’inoculation, temps

d’incubation, et température d’incubation ne sont pas significatifs sur la production de xylanases

chez Jonesia denitrificans BN13.
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Figure 9 (b) : Valeurs des effets standardisés des paramètres opératoires de culture sur l’activité

xylanolytique de la souche Jonesia denitrificans BN13.
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Figure 9 (c): Valeurs absolus des effets standardisés des paramètres opératoires sur l’activité

xylanolytique de la souche Jonesia denitrificans BN13.

Tout comme la charte Pareto, les tracés obtenus illustrés dans les figures 9 (b et c) indiquent

que le seul paramètre significatif influençant l’activité xylanolytique est le pH du milieu de

culture.

D’après les résultats obtenus, le taux d’inoculation n’influe pas sur l’activité xylanolytique de

la souche Jonesia denitrificans BN13, ceux-ci sont en accord avec les résultats obtenus avec la

souche de Penicillium sp.WX-Z1 (Cui et Zhao, 2012). Par contre ce facteur présente des effets sur

la production de xylanases chez Streptomyces sp. ESRAA-301097 (El-Gendy et El-Bondkly,

2014) et Streptomyces viridosporus T7 (Alberton et al., 2009 ) . El-Gendy et El-Bondkly en 2014

rapportent qu’un taux d’inoculum faible par rapport à l’optimum peut ne pas être suffisant pour

produire la biomasse requise et par conséquent la production de xylanases, alors que des taux

d’inoculation élevés peuvent causer une compétition accrue pour les éléments nutritifs.

Le facteur temps d’incubation ne montre pas d’effet sur l’activité xylanolytique de la souche

Jonesia denitrificans BN13. Les mêmes résultats sont observés chez Aspergillus flavus (Kim,

2005). Cependant ce facteur influe sur les activités xylanolytiques de Streptomyces cyaneus SN32
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(Ninawe et Kuhad, 2005) et Streptomyces sp. K37 (Nour El-dein et al., 2014 ). L’influence du

temps d’incubation dépend du métabolisme de la souche microbienne et de plusieurs facteurs

notamment culturaux (Kumar, 2014).

Notre étude a montré que seul le pH est significatif pour l’activité xylanolytique de la souche

Jonesia denitrificans BN13. Ce résultat est comparable à ceux de Lichtheimia blakesleeana (Neves

et al., 2011) , Phanerochaete chrysosporium ( Dowarah et al., 2015 ) , Bacillus pumilus MTCC

5015( Thomas et al., 2015 ). Le pH du milieu de culture influence un grand nombre de processus

enzymatiques, notamment le transport membranaire des enzymes et des nutriments nécessaires

pour leur synthèse (Guha et al., 2013 ; Gaur et al., 2015 ) .

La température d’incubation ne présente pas d’effet sur l’activité xylanolytique de la souche

Jonesia denitrificans BN13. Ce résultat est similaires à celui de Lichtheimia blakesleeana (Neves et

al., 2011) mais ne concorde pas avec celui de Streptomyces P12-137 ( Coman et al., 2013 ) et

Streptomyces sp. K37 (Nour El-dein et al., 2014 ) . La température est un des plus importants

paramètres physiques influençant les activités métaboliques des microorganismes et par conséquent

les rendements en différents métabolites (Suneetha et al., 2011) . Elle affecte la vitesse des

réactions enzymatiques en touchant à la structure de l’enzyme, à son affinité pour le substrat ainsi

qu’à la stabilité du complexe enzyme – substrat (Coman et al., 2013 ) . D’autre part, des travaux

décrivent un effet de protection du substrat pour son enzyme (Shah et Madamwar, 2005).

A la lumière des résultats obtenus avec le plan de Plackett- Burman, le paramètre de culture

significatif (pH ) influençant l’activité xylanolytique a été sélectionné et retenu pour l’optimisation

des paramètres de production de xylanases par la souche Jonesia denitrificans BN13.

III. Optimisation de la production de xylanases sur milieu MM7 par la souche

Jonesia denitrificans BN13

Afin d’optimiser l’activité xylanolytique de la souche étudiée, le paramètre de culture

significatif influençant à savoir le pH, ainsi que d’autres facteurs en l’occurrence les

concentrations en xylane et en NaCl sont retenus.

Dans le but d’évaluer l’influence de chaque paramètre sur la réponse étudiée d’une part et les

effets des interactions d’autre part, un model donné par le plan « Box Behnken » est utilisé.

Les résultats de méthodologie de surface de réponse « RSM » sur l’étude des trois variables :
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pH (X9), les concentrations en xylane (X10) et en NaCl (X11), sont présentés dans le tableau ci-

dessous.

Tableau X: Résultats de l’optimisation de l’activité xylanolytique de la souche Jonesia

denitrificans BN13.

Expériences

Variables en unités Codées Réponse

X9 X10 X11 Y (U/ml)

Expérience 1 -1 -1 0 0

Expérience 2 0 0 0 20,77

Expérience 3 -1 +1 0 20,22

Expérience 4 0 0 0 21.55

Expérience 5 0 +1 +1 21,55

Expérience 6 -1 0 +1 20,00

Expérience 7 0 0 0 20.77

Expérience 8 -1 0 -1 20,44

Expérience 9 +1 0 +1 0

Expérience 10 +1 -1 0 18,11

Expérience 11 0 -1 -1 20,00

Expérience 12 0 -1 +1 1,70

Expérience 13 +1 +1 0 19,66

Expérience 14 +1 0 -1 15,44

Expérience 15 0 +1 -1 14,11

X9 : pH, X10: concentration en xylane (g/l) , X11: concentration en NaCl (g/l) et Y : Activité xylanolytique (U/ml).

D’après les activités xylanolytiques obtenues (tableau X) on remarque que la production de

xylanases de la souche Jonesia denitrificans BN13 est nulle (0 U/ml) pour les expériences (1 et

9) et ce pour des valeurs du pH de l’ordre de 5 et 9 , des concentrations en xylane de 6 g/l et de 10
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g/l et en NaCl de 2,5 g/l et de 3,5 g/l respectivement . Les points centraux ( pH 7 , concentration

en xylane 10 g/l et concentration en NaCl 2,5 g/l ) correspondant aux expériences (2, 4 et 7)

donnent des activités xylanolytiques élevées ( Y ) allant de 20,77 à 21, 55 U/ml . D’autre part

les expériences (5, 8 ,3 et 6) montrent des rendements relativement élevés allant de 20 à 21,55

U/ml. A la lumière de ces résultats il apparait que les optimums de production de xylanases de la

souche Jonesia denitrificans BN13 pour les facteurs étudiés en l’occurrence le pH, les

concentrations en xylane et en NaCl se situent respectivement dans les intervalles suivants : 5 à 7,

10 à 14 g/l et 2,5 à 3,5 g/l.

Dans le but d’évaluer les effets des variables étudiées sur la production de xylanases par la

souche Jonesia denitrificans BN13, la méthodologie de surface de réponse est utilisée. Cette

dernière fournie par le biais de surface de réponse les moyens de visualiser les interactions entre les

variables et estimer le niveau optimum de chaque facteur pour une meilleure réponse.

III.1. Détermination des interactions entre les variables

Les surfaces de réponse obtenues par le logiciel Minitab 16.0 montrant les interactions entre

paire de facteurs permettant de déterminer la zone des meilleurs résultats entre deux variables , sont

illustrés dans les figures 10, 11 et 12.

III.1.1. Interactions entre X9 (pH) et X10 (concentrations en xylane)

Les interactions entre les deux variables : pH (X9) et source de carbone (X10) sont

représentées par la surface de réponse définissant l’interaction entre les deux facteurs (figure 10).
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Contour plot : surface de réponse, Hold values : valeurs fixées.

Figure 10 : Surface de réponse définissant l’interaction entre le pH (X9) et la concentration en

xylane (X10) pour une concentration en NaCl (X11) fixée à 2,5g/ l.

Cette figure montre les différentes zones traduisant l’activité xylanolytique de la souche
étudiée.

La zone en vert clair représente l’intervalle des valeurs entre le pH et la concentration en

xylane où l’on retrouve la zone d’activité la plus petite (<8 U/ml) et donc une production de

xylanases moins importante. Cet intervalle se situe à des niveaux bas, pour le pH (5 – 5,4) et la

concentration en xylane (6-6,5) g/l.

La zone en vert foncé représente l’intervalle des valeurs entre le pH et les concentrations en

xylane où l’on retrouve la zone d’activité la plus importante (>24 U/ml) ce qui signifie une

production élevée de xylanases. Cet intervalle se situe à des niveaux bas pour le pH (5–6.5) et à

des niveaux hauts pour la source de carbone (13,2- 14) g/l.



Résultats et discussion

29

III.1.2. Interactions entre X10 (concentrations en xylane) et X11 (concentrations

en NaCl)

Les interactions entre les deux variables : concentrations en xylane (X10) et en NaCl (X11)

sont représentées par la surface de réponse définissant l’interaction entre les deux facteurs (figure

11).

Contour plot : surface de réponse, Hold values : valeurs fixées.

Figure 11 : Surface de réponse définissant l’interaction entre les concentrations en xylane (X10)

et en NaCl (X11) pour une valeur de pH (X9) fixée à 7.

Cette figure montre les différentes zones traduisant l’activité xylanolytique de la souche étudiée.

La zone en vert clair représente l’intervalle existant entre les concentrations en xylane et en

NaCl où l’on retrouve une très petite zone d’activité (0- 5) U/ml et donc une production de

xylanases très faible. Cet intervalle se situe à des niveaux bas pour la source de carbone (6 –7,5) g/l

et à des niveaux hauts pour la concentration en NaCl (3,1-3,4) g/l.

La zone en vert foncé représente l’intervalle entre les concentrations en xylane et en NaCl où

l’on retrouve la zone d’activité la plus importante (>20 U/ml), ce qui signifie une production élevée
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en xylanases. Cet intervalle se situe entre (6,4–11) g/l pour la source de carbone et entre (1,5- 3,5)

g/l pour la concentration en NaCl.

III.1.3. Interactions entre X9 (pH) et X11 (concentrations en NaCl)

Les interactions entre les deux variables : pH (X9) et concentrations en NaCl (X11) sont

représentées par la surface de réponse définissant l’interaction entre les deux facteurs (figure 12).

Contour plot : surface de réponse, Hold values : valeurs fixées.

Figure 12 : surface de réponse définissant l’interaction entre le pH (X9) et les concentrations en

NaCl (X11) pour une concentration en xylane (X10) fixée à 10 g/l.

Cette figure montre les différentes zones traduisant l’activité xylanolytique de la souche étudiée.

La zone en bleu représente l’intervalle des valeurs entre le pH et les concentrations en NaCl où

l’on retrouve une petite zone d’activité (6- 9) U/ml et donc une faible production de xylanases. Cet

intervalle se situe à des niveaux hauts pour le pH (8,5–9) et pour des concentrations en NaCl

allant de 3,25 à 3,5 g/l.

La zone en vert foncé représente l’intervalle des valeurs entre le pH et les concentrations en

NaCl où l’on retrouve la zone d’activité la plus importante (>21 U/ml) traduisant une production
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en xylanases élevée. Cet intervalle se situe à des niveaux intermédiaires pour le pH (6,1–8,6) et à

des niveaux bas pour des concentrations en NaCl allant de 1,5 à 2,5 g/l.

III.2. Détermination des concentrations optimales du xylane, du NaCl et la

valeur optimum du pH

La méthodologie de surface de réponse « RSM », a permis de déterminer les valeurs

optimales des trois variables retenues pour une meilleure activité xylanolytique de souche Jonesia

denitrificans BN13 (figure 13).

X9 : pH, X10: concentration en xylane (g/l ) , X11: concentration en NaCl (g/l) et Y : Activité xylanolytique (U/ml).

High : niveau haut, Low : niveau bas et cur : valeur optimale.

Figure 13 : Valeurs optimales des variables et de la réponse déterminées par « RSM » pour une

meilleure activité xylanolytique de la souche Jonesia denitrificans BN13.

L’optimisation de la production de xylanases évaluant l’influence de chaque paramètre sur l’activité

étudiée d’une part et les effets des interactions par paire de facteurs d’autre part réalisée par la
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méthodologie de surface de réponse a permis d’obtenir des concentrations optimales en xylane et

en NaCl de 14 g/l et 3,43 g/l respectivement et une valeur optimale de 5 pour le pH .

III.2.1. Confirmation du modèle obtenu

Afin de vérifier la validité du modèle, les conditions optimales obtenues du milieu MM7 à

savoir des concentrations en xylane et en NaCl respectives de 14 g /l et de 3,43 g /l et une valeur

du pH de l’ordre de 5 ont été appliquées. Une activité xylanolytique de 25 U/ml a été obtenue.

Cette valeur expérimentale est proche de la valeur théorique calculée (Y = 28 U/ml), confirmant

ainsi le modèle réalisé au cours de cette optimisation (Tableau XI).

Tableau XI : Valeurs optimales des variables étudiées et des réponses prédites et observées pour

la production de xylanases par la souche Jonesia denitrificans BN13.

Variables en unités courantes Réponse

prédite

Réponse

observée

X9 X10 X11 Y (U/ml) Y (U/ml)

5 14 3,43 28 25

X9 : pH initial du milieu de culture MM7, X10 : concentration en xylane ( g/l ), X11 : concentration en NaCl ( g/l ) et

Y : Activité xylanolytique (U/ml).

Les résultats obtenus montrent que les paramètres de culture sélectionnés en l’occurrence les

concentrations en xylane et en NaCl et la valeur du pH jouent un rôle important dans la production

des xylanases par la souche Jonesia denitrificans BN13.

La source de carbone joue un rôle vital dans l’induction de la production de xylanases. Notre

travail montre que pour améliorer la production de xylanases par la souche étudiée, la

concentration en source de carbone doit être supérieure à la concentration moyenne (14 g/l au lieu

de 10 g/l) dans l’intervalle étudié. En effet la souche penicillium thiersii ZH-19 présente une

activité xylanolytique élevée lorsque la concentration en xylane est de 13,2 g/l (Cui et al., 2009 ).

D’autre part des études réalisées par Kumar et collaborateurs en 2013 montrent que la production de

xylanases par Bacillus halodurans est maximale dans un gradient de concentration en xylane allant

de 10 à 15 g/l. Des travaux réalisés sur des cultures d’Aspergillus fumigatus (Vimalashanmugam

et Viruthagiri, 2012) et de Moellerella wisconsensis (Bhagat et al., 2014 ) rapportent que
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l’optimum de concentration xylane présente des valeurs respectives de 10,7 g/l et 10 g/l . Alors que

pour Penicillium citrinum (Ghoshal et al., 2011) et Streptomyces sp .F 2621 (Tuncer et al., 2004) ,

les activités xylanolytiques les plus élevées correspondent à des valeurs respectives en

concentrations de xylane de 7,5 g/l et de 4 g/l . Les combinaisons entre concentrations en source de

carbone et dimensions des particules du substrat, ainsi que l’épaisseur du mycélium pourraient être

parmi les facteurs influençant la production de xylanases des actinobactéries. Ainsi Streptomyces sp.

ESRAA-301097 présente une activité xylanolytique élevée pour une dimension des particules du

substrat carboné de 800 µm, alors que l’activité est faible avec des particules de taille plus grande

ou plus petite. Dans la même perspective une étude effectuée sur une culture de Thermomyces

lanuginosus a montré que la faible activité obtenue avec des particules de taille inferieure à 800 µm

pourrait être due à l’envahissement du mycélium autour des particules du substrat carboné avec une

porosité décroissante de la surface de ce dernier, gênant ainsi la pénétration du mycélium au fond

des particules. D’autre part avec de plus grandes dimensions des particules, la saturation de la

surface de croissance est réduite et par conséquent la production de xylanases est réduite (El-

Gendy et El- Bondkly, 2014).

La concentration en source de NaCl permettant l’amélioration de l’activité xylanolytique de

la souche Jonesia denitrificans BN13 doit être supérieure à la valeur moyenne (3,43 g/l au lieu de

2,5g/l) dans la gamme des valeurs étudiées. En effet, des travaux réalisés sur une entérobactérie

isolée à partir de source thermale Moellerella wisconsensis ont montré que le meilleur rendement

en xylanases est obtenu avec une concentration de 3 g/l en NaCl (Bhagat et al., 2014 ). D’autres

études effectuées sur une culture de Bacillus halodurans ont montré que l’optimum en source de

NaCl pour la production de xylanases se situe dans un intervalle allant de 7 à 8 g/l (Kumar et al.,

2013). D’autre part, Mandel et collaborateurs en 2015 rapportent que la production de xylanases

par Bacillus cereus BSA1 est maximale avec 0,5 g/l de NaCl. Cependant, une souche

d’actinobactérie marine Streptomyces clavuligerus présente une activité xylanolytique élevée

lorsque la salinité est de l’ordre de 30 g/l (Stalin et al., 2012 ) . En 2015, Gaur et collaborateurs

ont montré que l’activité xylanolytique est rehaussée en présence de NaCl, celle-ci peut être due à

la modification de conformation structurelle de l’enzyme. D’autre part la salinité augmenterait la

perméabilité membranaire et de ce fait, renforce l’approvisionnement de la cellule en précurseurs

pour la biosynthèse d’enzymes (Strub, 2008).

La production de xylanases dépend du pH du milieu de culture, ainsi dans notre étude , pour

augmenter l’activité xylanolytique de la souche Jonesia denitrificans BN13 , la valeur optimale

du pH doit être inférieure à la valeur moyenne ( 5 au lieu de 7) dans l’intervalle étudié . Des
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résultats identiques ont été obtenus par Isil et Nilufer en 2005 lors de travaux réalisés sur une

culture de Trichoderma harzianum 1073D3 où le pH optimum pour une meilleure production

présente une valeur de 5. D’autres études réalisées sur des cultures de Streptomyces sp (Gigi et al.,

2010) et de Streptomyces sp. FA1 (He et al., 2014) ont montré que l’optimum de pH pour une

meilleure activité xylanolytique de ces souches est de l’ordre de 5,5. Dans le même rang s’aligne la

moisissure Aspergillus fumigatus qui présente un pH optimum de l’ordre de 5,3

(Vimalashanmugam et Viruthagiri, 2012). Cependant, Penicillium thiersii ZH-19 (Cui et al.,

2009 ) et Streptomyces sp. SU9 (Bajaj et al., 2010 ) présentent des pH optimums de production de

xylanases respectifs de 7,72 et de 9. Le pH initial du milieu influence grandement l’activité

xylanolytique des micro-organismes notamment les actinobactéries en affectant aussi bien le

transport membranaire des nutriments que les systèmes enzymatiques. Si le pH du milieu est

défavorable, la production de xylanases peut être restreinte par l’inaccessibilité du substrat (Gaur

et al., 2015 ) .
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Conclusion et perspectives

Ce travail avait pour principaux objectifs la détermination et l’optimisation des facteurs

influençant la production de xylanases par une souche nommée Jonesia denitrificans BN13,

appartenant à la collection du laboratoire de microbiologie appliquée « LMA » de l’université

A/Mira de Bejaia.

Dans cette présente étude, le milieu utilisé pour le suivi de l’activité xylanolytique de la

souche est le milieu liquide MM 7 (milieu minimum à pH 7) contenant le xylane d’épeautre et

d’avoine comme seule source de carbone.

Dans le but de déterminer les paramètres influençant la production de xylanases par la

souche Jonesia denitrificans BN13 à savoir : taux d’inoculation, temps d’incubation, pH et

température d’incubation, une matrice d’expériences donnée par le plan de Plackett et Burman

est appliquée. La modélisation des résultats par le logiciel Minitab 16.0 a permis de

sélectionner parmi les variables étudiées , le facteur le plus significatif en l’occurrence le pH .

Afin d’évaluer l’influence et les effets des interactions des facteurs sélectionnés sur

l’optimisation de cette production à savoir le pH, les concentrations en xylane et en NaCl, un

model donné par le plan « Box Behnken » est utilisé. La méthodologie de surface réponse a

permis d’obtenir des concentrations optimales en xylane et en NaCl de 14 g/l et 3,43 g/l

respectivement et un pH optimum de 5 pour une activité xylanolytique prédite de 28 U/ml.

Le modèle statistique a pu être confirmé en utilisant les conditions optimales obtenues du

milieu MM7 et cela par obtention d’une activité xylanolytique expérimentale de l’ordre de

25U/ml proche de la valeur prédite (28 U/ml).

Les résultats obtenus à travers cette étude semblent prometteurs et incitent à poursuivre

la recherche dans cette thématique en vue de définir une ligne de conduite pour une

application à l’échelle pilote puis industrielle. Toutefois, il ressort de l’intérêt de poursuivre

les investigations autour des axes suivants :

 Utiliser des déchets agricoles comme source de carbone, car le xylane d’épeautre et

d’avoine et le xylane de bouleau, communément utilisés comme substrats pour la

production des xylanases sont couteux.

 Intégrer le facteur agitation, car selon Boucherba (2011) ce dernier augmente la

production de xylanases.
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 Déterminer les interactions existantes entres tous les facteurs du milieu de culture

MM7 afin de comprendre leurs influences sur la production.

 Déterminer et optimiser d’autres facteurs nutritionnels et culturaux tels que : d’autres

sources de carbone, sources d’azote, sources d’ions métalliques, agitation, aération

…etc .

 Suivi de l’activité xylanolytique de la souche Jonesia denitrificans BN13 dans un

fermenteur de 1,5 l et éventuellement dans un fermenteur pilote.
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Annexe I : Matériel utilisé.

 Bain Marie (Raypa ) .

 Bain Marie ( Julabo tw 12 ) .

 Balance analytique ( Scouttmpron ) ( Ae ADAM AFA – 120LC )

 Centrifugeuse (Sigma 2-16K)

 Etuves à 30°C ,35°C ,37°Cet 40°C ( Memmert ) .

 Four Pasteur ( Raypa ) .

 PH-mètre (Boeco).

 Spectrophotomètre (UV mini 1240 SHIMADZU). .

 Vortex ( Heidolph Vibramax 100 ).
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Annexe II : Composition des milieux de culture utilisés en g/l.

Bouillon nutritif (BN)

 Extrait de levure……………………………………………………………. 2 g.

 Extrait de viande ……………………………………………………………1 g.

 Peptone ……………………………………………………………………...5 g.

 NaCl………………………………………………………………………….5 g.

 Eau distillée……………………………………………………qsp………….1L.

Gélose nutritive (GN)

 Extrait de levure………………………………………………………… …....2 g.

 Extrait de viande …………………………………………………………….. 1 g.

 Peptone ………………………………………………………………………..5 g.

 NaCl……………………………………………………………………………5 g.

 Agar ………………………………………………………………………… 14 g.

 Eau distillée……………………………………………………qsp…………..1 L.

Milieu de culture liquide MM7 (Milieu minimum à base de xylane, pH 7)
(Viet et al., 1990 )

 xylane d’épeautre et d’avoine ……………………………………………… ..10g.

 Extrait de levure………………………………………………………………. 2g.

 NaCl…………………………………………………………………………...2,5g.

 NH4Cl…………………………………………………………………………...5g.

 KH2PO4………………………………………………………………………..15g.

 Na2HPO4……………………………………………………………………….30g.

 MgSO47H2O………………………………………………………………….0,25g.
 Eau distillée……………………………………………………qsp…………… 1L.
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Annexe III: Solutions et tampons préparés.

Solution à base d’acide dinitrosalicylique (DNS).

 Acide dinitrosalycilique………………………………………………………. …10 g.

 soude …………………………………………………………… ……………….16 g.

 Tartrate de potassium sodique……………………………………………….......300 g.

 Eau distillée……………………………………………………qsp…………. ……1L.

La solution est préparée dans l’obscurité puis conservée dans un flacon opaque à température

ambiante.

Tampon phosphate sodique 50mM à pH 7 (500 ml) :

 Na2HPO4 à 50mM ………………………………………………………………250 ml.

 KH2PO4 à 50mM………………………………………………………………250 ml.

Solution de xylane 0,5%

 xylane d’épeautre et d’avoine………………………………………………………..5g.

 Tampon phosphate sodique 50mM à PH 7……………………………………….... 1L.
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Annexe IV

Tableau III : Tableau d’expérimentation du plan de Plackett-Burman en unités courantes.

Expériences

Variables en unités courantes

X1 X2 X3 X4

Expérience 1 4 57 7,5 35

Expérience 2 1 96 4 30

Expérience 3 7 96 11 30

Expérience 4 7 96 4 40

Expérience 5 1 96 11 30

Expérience 6 1 18 11 40

Expérience 7 1 18 4 30

Expérience 8 1 18 4 40

Expérience 9 7 96 4 40

Expérience 10 1 96 11 40

Expérience 11 7 18 11 40

Expérience 12 7 18 4 30

Expérience 13 7 18 11 30

X1 : taux d’inoculation % (v/v), X2 : temps d’incubation (h), X3 : pH et X4 : température d’incubation (°C).
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Tableau VII: Tableau d’expérimentation du plan de « Box Behnken » en unités courantes.

Expériences

Variables en unités courantes

X9 X10 X11

Expérience 1 5 6 2,5

Expérience 2 7 10 2,5

Expérience 3 5 14 2,5

Expérience 4 7 10 2,5

Expérience 5 7 14 3,5

Expérience 6 5 10 3,5

Expérience 7 7 10 2,5

Expérience 8 5 10 1,5

Expérience 9 9 10 3,5

Expérience 10 9 6 2,5

Expérience 11 7 6 1,5

Expérience 12 7 6 3,5

Expérience 13 9 14 2,5

Expérience 14 9 10 1,5

Expérience 15 7 14 1,5

X9 : pH, X10 : concentration en xylane ( g/l ) et X11 : concentration en NaCl ( g/l ) .



Résumé

Les objectifs du présent travail sont la détermination et l’optimisation des paramètres

influençant la production de xylanases par la souche Jonesia denitrificans BN13 à savoir :

taux d’inoculation, temps d’incubation, pH et température d’incubation. Le milieu utilisé pour

le suivi de l’activité xylanolytique de la souche est le milieu liquide MM7 contenant le

xylane d’épeautre et d’avoine comme seule source de carbone.

Les plans de Plackett et Burman et de « Box -Behnken» sont respectivement utilisés pour

la détermination et l’optimisation statistiques des facteurs de production. Les résultats

obtenus montrent que le facteur significatif influençant l’activité xylanolytique de la souche

étudiée est le pH. Les valeurs optimales des variables étudiées sont déterminées par les

surfaces de réponse obtenue par la méthodologie de surface réponse. Ainsi les concentrations

optimales en xylane et en NaCl sont respectivement de 14 g/l et de 3,43 g/l, alors que la

valeur du pH est de l’ordre de 5.

L’activité xylanolytique expérimentale obtenue (25 U/ml) est proche de celle prédite (28

U/ml) confirmant la validité du modèle.

Mots clés : Jonesia denitrificans BN13, xylanases, xylane d’épeautre et d’avoine,

optimisation, plan de Plackett et Burman , méthodologie de surface réponse (RSM ).

Abstract

The aims of the present work are the determination and the optimization of the influencing

factors production of Jonesia denitrificans BN13 xylanases to know: inoculation rate,

incubation time, pH and incubation temperature . The xylanolytic activity of the strain is

studied on MM7 culture medium containing the oat spelt xylan as the only source of carbon.

The Plackett - Burman and « Box -Behnken» designs are used respectively for the

determination and optimization statistics of the production factors. The obtained results show

that the meaningful factor influencing the xylanolytic activity of the studied strain is the pH.

The optimal values of the studied variables are determined by the response surface gotten by

the response surface methology. So the optimal concentrations of xylan, NaCl are respectively

14 g/l and 3,43 g/l, whereas the value of pH is the order of 5.

The gotten experimental xylanolytic activity (25 U/ml) is close to the predicted one

(28U/ml) confirming the validity of the model.

keys words : Jonesia denitrificans BN13, xylanases, oat spelt xylan, optimization,

Plackett and Burman design, response surface methology (RSM).
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