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Introduction

Les Xylanases sont des enzymes utilisées dans diverses applications industrielles

telles que le traitement de la pulpe de papier, l’alimentation animale, la boulangerie,

l’industrie du jus, et la brasserie (Mokni-Tlili et al., 2010).

La production microbienne des xylanases (EC 3.2.1.8) a été largement étudiée, car

l'hydrolyse enzymatique du xylane, un composant important d'hémicellulose des résidus

agro-industriels, est avantageuse pour la réutilisation des sucres hexoses et pentoses pour

l'usage en tant que matières premières dans de nombreux processus biotechnologiques

(Breccia et al., 1995). En outre, la tolérance aux températures et aux pHs élevés sont des

propriétés souhaitables pour l’usage efficace des xylanases dans diverses industries

(Porsuk et al., 2012).

En particulier, les xylanases alcalines sont très importante pour l’hydrolyse de la

matière brute (bois, déchets verts…etc) en pulpe et pour l’application dans les procédés de

blanchissement, ce qui offre des avantages industriels tels que la réduction de l'utilisation

des agents de blanchissement, étant par conséquent plus favorable à l'environnement

(Porsuk et al., 2012).

Beaucoup d'études ont été réalisées sur des xylanases bactériennes et fongiques

(Nakamura et al., 1993 ; İnan et al., 2011). Cependant, les xylanases bactériennes sont

moins étudiées par rapport aux champignons vu que ces derniers possèdent un taux de

croissance et une production élevés, néanmoins certaines xylanases bactériennes affichent

des temps de demi vie élevés et les biotopes extrêmes d'isolement sélectionnent des

xylanases ayants des propriétés très intéressantes tels que la thermostabilité, la barophilie

et l’alcalophilie (Amore et al., 2013).

Au niveau du laboratoire de microbiologie appliquée de l’université de Bejaia, les

travaux de Boucherba et collaborateurs (2011, 2014) ont décrit six xylanases produites par

la souche Jonesia denitrificans qui est un actinomycète, d’autres travaux réalisés en

collaboration avec le laboratoire de microbiologie générale de l’institut méditerranéen de

l’université Aix Marseille ont donné lieu à la publication de Bouacem et collaborateurs en

2014, cette étude décrit la production de la xylanase de l’espèce Caldicobacter algeriensis.
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Notre étude s’inscrit dans le même cadre mais cette fois ci en s’intéressant à des

xylanases thermostables produites par des bactéries isolées à partir de sol de jardin amendé

avec des engrais bovins volontairement ajoutés aux échantillons prélevées.

L’étude concerne la caractérisation physicochimique de la ou les xylanases

produites par des bactéries. L’approche méthodologique suivante est adoptée:

 Isolement à partir de sol de jardin et de source thermale des souches

bactériennes productrices de xylanases ;

 La sélection de la souche la plus productrice de xylanases ;

 La Caractérisation physicochimique de la ou les xylanases produites dans le

surnageant de culture.

Comme support aidant à la compréhension de notre démarche expérimentale, une

revue bibliographique succincte limitée à dix pages donne un aperçu général sur les

xylanases et leurs applications.





Partie théorique

I-Paroi végétale

La paroi cellulaire végétale est un édifice multimoléculaire qui assure la rigidité et

qui évolue en fonction de l'âge des tissus végétaux. Elle entoure chaque cellule végétale et

est essentiellement constituée de polyphénols, protéines et de glucides (90% de la masse de

matière sèche) qui peuvent être des hémicelluloses, des pectines ou de la cellulo

(Laberche, 1999). Ces glucides sont étroitement liés à la lignine pour former un complexe

très rigide (Fig.01).

Figure 01 : Schéma représentatif des

(http://www.google.fr/imgres?imgurl=http%3A%2F%2Feleves

Ces différents constituant

responsable des propriétés mécanique

jouer le rôle de barrière, et élastique afin de

les échanges intercellulaires doivent pouvoir se faire. Ces contraintes paradoxales sont à

l’origine de la complexité de la paroi végétale

composé de trois biopolymères : la

d’extractibles. La proportion relative des différents

de bois (Tableau I) et de la localisation dans la

en polymères est présentée

Tableau I : Composition relative des

Constituants

Cellulose

Lignine

Hémicelluloses

Extractibles

Synthèse bibliographique

La paroi cellulaire végétale est un édifice multimoléculaire qui assure la rigidité et

en fonction de l'âge des tissus végétaux. Elle entoure chaque cellule végétale et

essentiellement constituée de polyphénols, protéines et de glucides (90% de la masse de

matière sèche) qui peuvent être des hémicelluloses, des pectines ou de la cellulo

Ces glucides sont étroitement liés à la lignine pour former un complexe

Schéma représentatif des différents constituants du bois

http://www.google.fr/imgres?imgurl=http%3A%2F%2Feleves-ose.cma.mines

paristech.fr).

différents constituants forment un réseau complexe de

propriétés mécaniques de la paroi cellulaire. Cette dernière est

et élastique afin de permettre la croissance du végétal. Néanmoins,

intercellulaires doivent pouvoir se faire. Ces contraintes paradoxales sont à

complexité de la paroi végétale. Chimiquement, le bois est e

biopolymères : la cellulose, l’hémicellulose et la

proportion relative des différents constituants varie en fonction du type

de la localisation dans la paroi cellulaire. La composition moyenne

polymères est présentée dans le tableau ci-dessous (Govin, 2004).

Composition relative des différents constituants du bois

Résineux (% en poids) Feuillus (% en poids)

42 ± 2 45 ± 2

27 ± 2 30 ± 5

28 ± 3 20 ± 4

3 ± 2 5 ± 3

Synthèse bibliographique
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La paroi cellulaire végétale est un édifice multimoléculaire qui assure la rigidité et

en fonction de l'âge des tissus végétaux. Elle entoure chaque cellule végétale et

essentiellement constituée de polyphénols, protéines et de glucides (90% de la masse de

matière sèche) qui peuvent être des hémicelluloses, des pectines ou de la cellulose

Ces glucides sont étroitement liés à la lignine pour former un complexe

différents constituants du bois

ose.cma.mines-

s forment un réseau complexe de macromolécules

Cette dernière est rigide pour

permettre la croissance du végétal. Néanmoins,

intercellulaires doivent pouvoir se faire. Ces contraintes paradoxales sont à

Chimiquement, le bois est essentiellement

lignine mais aussi

s varie en fonction du type

paroi cellulaire. La composition moyenne

différents constituants du bois (Govin, 2004).

Feuillus (% en poids)
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I-1-Cellulose

La cellulose est le polymère le plus abondant sur terre,

la biomasse sèche, c’est un homopolymère linéaire

reliés par des liaisons β

intramoléculaires et intermoléculaires rend le polymère rigide et difficile à se déstructurer

(Delmer et Amor, 1995).

Figure 02 : Structure et organisation de la cellulose dans la paroi végétale

I-2-Lignine

Elle constitue 20 à 30% de la matière sèche, c’est un polymère complexe de nature

phénolique associé aux hémicelluloses

rôle biologique protecteur et rend sa structure peu accessible à l'eau et rési

attaques enzymatiques (Tchunden, 1990)

amorphe dans laquelle les fibrilles de

(Fengel et Wegener, 1989)

Figure 03

Synthèse bibliographique

cellulose est le polymère le plus abondant sur terre, elle représente 40 à 60% de

la biomasse sèche, c’est un homopolymère linéaire composé d’unités «

β (1-4) (Fig.02). L’orientation de ses liaisons hydrogènes

et intermoléculaires rend le polymère rigide et difficile à se déstructurer

Structure et organisation de la cellulose dans la paroi végétale

1984; O'Sullivan, 1997).

Elle constitue 20 à 30% de la matière sèche, c’est un polymère complexe de nature

aux hémicelluloses (Fig.03), son caractère phénolique lui confère un

rôle biologique protecteur et rend sa structure peu accessible à l'eau et rési

(Tchunden, 1990). Elle forme avec l’hémicellulose, une matrice

amorphe dans laquelle les fibrilles de cellulose sont protégées contre la biodégradation

).

: Schéma structural de la lignine (Adler, 1977

Synthèse bibliographique
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lle représente 40 à 60% de

D-glucopyranose »

L’orientation de ses liaisons hydrogènes

et intermoléculaires rend le polymère rigide et difficile à se déstructurer

Structure et organisation de la cellulose dans la paroi végétale (Atalla et al.,

Elle constitue 20 à 30% de la matière sèche, c’est un polymère complexe de nature

son caractère phénolique lui confère un

rôle biologique protecteur et rend sa structure peu accessible à l'eau et résistante aux

Elle forme avec l’hémicellulose, une matrice

cellulose sont protégées contre la biodégradation

Adler, 1977).
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I-3-Hémicellulose

Elle représente 20 à 40% de la matière sèche, c’est le polysaccharide le plus

abondant dans la nature après la cellulose, il s’agit d’un hétéropolysaccharide qui est

associé à la cellulose et à la lignine. L’hémicellulose est constituée de différentes unités de

sucres neutres présentes à différentes proportions, ce qui rend son hydrolyse relativement

plus facile que celle de la cellulose (Sun et al., 1996).

L’hémicellulose comprend un ensemble de polyosides, le plus souvent hétérogène,

formés par des résidus glucose, xylose, mannose, galactose, arabinose, fucose, acides

glucuroniques et acides galacturoniques (Mirande, 2009).

Le tableau suivant représente les différents groupes d’hémicellulose présents dans

la paroi végétale.

Tableau II : Groupes d’hémicellulose de la paroi végétale (Thiebaud, 1995).

Groupes Hémicelluloses Type de liaisons dans la

chaîne principale

Xylanes Arabinoxylanes

4-O-méthyl glucoronoxylanes

Galactoarabinoxylanes

Hétéroxylanes complexes

β (1-4) 

Mannanes Galactomannanes

Glucomannanes

Galactoglucomannanes

β (1-4) 

Galactanes Galactanes acides β (1-4),  β (1-6) 

Arabinogalactanes Glucuronoarabinogalactanes β (1-3),  β (1-6) 

Glucanes Glucanes β (1-6),  β (1-4) 

I-3-1-Xylanes

Ce sont les hémicelluloses majoritaires des céréales et des monocotylédones et du

bois tendre et dur, ils peuvent représenter 15 à 40% de la matière sèche des céréales (Fry,

1988). Ils sont composés d’une chaîne principale de résidus β-D-xylopyranose reliés par 

des liaisons β (1-4). Sur cette chaîne principale sont greffées des ramifications qui sont 

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

acétyles, méthyles, méthylglucuronyles ou arabinofuranosyles qui forment alors des
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chaînes latérales (Mirande,

l’hémicellulose du bois de bouleau

La figure ci-dessous

Figure 04 : Structure du xylane de bouleau

II-Enzymes xylanasiques

II-1-Classification

Le tableau III résume la classification des enzymes qui interviennent dans

l’hydrolyse de l’hémicellulose

Tableau III: Classification des différentes enzymes hé

Enzyme

Endo β (1-4) xylanase  

Exo β (1-4) xylosidase 

α-L Arabinofuranosidase 

Endo α (1-5) arabinanase 

Endo β (1-4) mannanase 

Endo-galactanase

Acetyl xylane estérase

Acide ferulique et

P-cumarique estérases

GH : glycosyle hydrolase ; CE

Synthèse bibliographique

(Mirande, 2009). Le xylane est une source de carbone

bouleau (37% du poids sec) (Gauthier, 1985)

dessous (Fig.04) présente la structure du xylane de bouleau.

Structure du xylane de bouleau (Herring et al., 2004)

nzymes xylanasiques

résume la classification des enzymes qui interviennent dans

hémicellulose (shallom et shoham, 2003).

ation des différentes enzymes hémicellulosiques

shoham, 2003).

Substrat EC

β (1-4) xylane 3.2.1.8

β (1-4) xylooligomère  

xylobiose

3.2.1.37

α-arabinofuranosyl (1-2) 

α (1-3) xylooligomère 

α (1-5) arabinane 

3.2.1.55

α (1-5) arabinane 3.2.1.99

β (1-4) mannane 3.2.1.78

β (1-4) galactane 3.2.1.89

2 ou 3-O-acétylxylane 3.1.1.72

Acide férulique et

P-cumarique

3.1.1.73

CE : carbohydrate estérase.

Synthèse bibliographique

P
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source de carbone abondante dans

(Gauthier, 1985).

présente la structure du xylane de bouleau.

., 2004).

résume la classification des enzymes qui interviennent dans

micellulosiques (shallom et

Famille

GH 5, 8, 10, 11,

43

GH 3, 39, 43, 52,

54

GH 3, 43, 51, 54,

62

GH 43

GH 5, 26

GH 53

CE 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7

CE 1
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II-2-Mode d’action des enzymes xylanasiques

Les enzymes xylana

suivante (Fig.05) résume le mode d’action.

Figure 05 : Mode d’action des hémicellulases impliquées dans la dégradation des

Hétéroxylanes (Saha et

III-Bactéries productrices de xylanases

Une grande variété de microorganismes (bactéries, levures, moisissures et

protozoaires) produisent des enzymes xylanasiques

bactéries productrices de xylanases

tableau suivant :

Tableau IV : Quelques espèces bactériennes et

Bactéries MM

(kDa)

Acidobacterium

Capsulatum

41

Arthrobacter sp.

MTCC 5214

20

Bacillus sp. SPS-0 -

Enterobacter sp.

MTCC 5112

43

Synthèse bibliographique

des enzymes xylanasiques

asiques agissent à différents sites au niveau du substrat, la figure

résume le mode d’action.

ode d’action des hémicellulases impliquées dans la dégradation des

aha et al., 2000, Hövel et al., 2003 , Paes et

actéries productrices de xylanases

Une grande variété de microorganismes (bactéries, levures, moisissures et

protozoaires) produisent des enzymes xylanasiques (Collins et al., 2005)

s de xylanases, on peut citer quelques espèces

Quelques espèces bactériennes et propriétés de leurs xylanases.

Optimum Stabilité PI Km

(mg

/ml)

Vmax

(µM/

min/

mg)

pH T

(°C)

pH T

(°C)

5 65 3-8 50/20

min

7,3 3,5 403

- 100 - 80/30

min

- 0,9 3571

6 75 6-9 85 - - -

9 100 - 50/48

h

- 3,3 5000
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agissent à différents sites au niveau du substrat, la figure

ode d’action des hémicellulases impliquées dans la dégradation des

, Paes et al., 2008).

Une grande variété de microorganismes (bactéries, levures, moisissures et

, 2005). Parmi les

, on peut citer quelques espèces présentées dans le

de leurs xylanases.

Référence

Inagaki et al.,

1998

Khandeparkar et

Bhosle, 2006

Bataillon et

al., 1998

Khandeparkar et

Bhosle, 2006
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Cellulomonas sp.

N.C.I.M. 2353

22-

33-53

6,5 55 - - 8 1,7-

1,5

380-

690

Chaudhary et

Deobagkar, 1997

Micrococcus sp.

AR-135

56 7,5-

9

55 6,5-

10

40 - - - Gessesse et

Mamo, 1998

Staphylococcus sp.

SG-13

60 7,5-

9,2

50 7,5-

9,5

50 - 4 90 Gupta et al.,

2000

PI: Point Isoélectrique ; Km: Constante de Michaelis Menten ; Vmax: Vitesse maximale

La technologie de la recombinaison d’ADN permet de réaliser des insertions de

gènes codant pour les xylanases dans le but d’obtenir des clones bactériens (Tableau V)

qui permettent une meilleure production de xylanases (Kormelink et al., 1993).

Tableau V : Expression des gènes de xylanases dans différentes hôtes.

Source de

gène

Type

d’enzyme

Hôte Substrat Activité

xylanasique

Référence

Neocallimastix

frontalis

Neocallimastix

patriciarum

Endo-

xylanase

Escherichia

coli

Xylane

d’épeautre et

d’avoine

20,74 U ml−1 Hseu et Huang,

2007

N. frontalis

N. patriciarum

Endo-

xylanase

Pseudomonas

methanolica

Xylane

d’épeautre et

d’avoine

71,68 U ml−1 Hseu et Huang,

2007

Pseudomonas

fluorescens

Endo-

xylanase

Escherichia

coli

RBB-Xylan

(Remazol

brilliant blue

R-D-xylan)

123 U μg−1 Chuang et al.,

2000

IV-Applications industrielles des xylanases

IV-1-Industrie du textile et du papier

Les xylanases ont été utilisées pour le prétraitement des fibres de jute, flex de

chanvre et de ramie de mauvaise qualité. Ces fibres sont riches en hémicellulose, ce qui

provoque des problèmes dans la filature. Le prétraitement des fibres avec des xylanases

thermostables élimine le xylane sans compromettre la résistance et la souplesse du fil

(Patra et Madhu, 2010).
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Dans l’industrie papetière les xylanases jouent un rôle dans le Blanchissement des

pâtes kraft, l’élimination des encres, la réduction de l’utilisation d’agents chlorés et

alcalins, et l’amélioration des procédés mécaniques du traitement de la pâte qui engendre

une économie dans la consommation d’énergie (Collins et al., 2005).

IV-2-Bioconversion lignocellulosique

La saccharification de la matière lignocellulosique par Les xylanases libère les

sucres qui peuvent être utiliser pour produire le bioéthanol, le xylitol et les acides

organiques (Barnard et al., 2010).

IV-2-1-Fabrication du xylitol, du 2,3 butanediol et de la vanilline

La fabrication du xylitol se fait par la réduction enzymatique du xylose en

conditions alcalines ; son rendement à partir de la fraction xylane est de 50-60% ou de 8 à

15% selon le déchet agricole ou industriel utilisé (Polizeli et al., 2005 ; Dhiman et al.,

2008).

L’hydrolyse d’hémicellulose donne le 2,3 butanediol qui est utilisé comme solvant,

biocarburant et précurseurs de plusieurs résines et polymères synthétiques. La

déshydratation du 2,3 butanediol donne le méthyle éthyle cétone qui est préféré comme

biocarburant pour son faible point d’ébullition. L’acide férulique est la source d’acide

cinnamique qui se trouve dans la paroi des cellules végétales, l’acide férulique estérase

peut être utilisée pour convertir l’acide férulique en acide vanillique qui lorsqu’il est réduit

donne la vanilline (Dhiman et al., 2008).

IV-3-Industrie alimentaire

Il existe plusieurs applications des xylanases dans l'industrie alimentaire :

 Le traitement des céréales et des millets avec la xylanase abouti à la réduction du

temps de traitement lors de la fermentation de ces aliments (Maat et al, 1992).

 Le traitement de la farine de blé avec des xylanases réduit l’absorption d'eau de la

pâte ainsi que les changements dans la texture du pain (Maat et al, 1992).

 Les xylanases en association avec les amylases sont capable d’améliorer la qualité

et le volume du pain (Maat et al, 1992).

 Les xylanases sont également utilisés dans la clarification des jus de fruits et des

vins en combinaisons avec les enzymes pectinolytiques, ils sont utilisés aussi pour

la liquéfaction des fruits (Biely, 1985 ; Yusof et Ibrahim, 1994).
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La figure ci dessous résume les étapes de traitement de la biomasse

lignocellulosique jusqu'à obtention de différents produits à usage industriel.

Figure 06: Schéma explicatif sur le devenir de la biomasse lignocellulosique

(Hayes, 2009).

Biomasse

Extraction - Séparation

Cellulose hémicellulose lignine

Fractionnement
Hydrolyse chimique ou enzymatique

Hexoses Pentoses phénols

Fonctionnalisation
Chimie, Fermentation, Conversion

Produits Agro-industriels
Intermédiaires

Formulation

Biomolécules
Pharmaceutique,

Cosmétique
Synthons,

biolubrifiants,
tensioactifs

Biomatériaux
Bâtiment,

Papeterie, Textile,
Plasturgie,

Métallurgie,
Emballage…

Bioénergies
Biocarburants,

Électricité,
Chaleur…

Bio-aliments
Alimentation,
auxiliaires de
fabrication,
nutraceutiques…





Partie expérimentale

I-Prélèvement d’échantillons

Des échantillons de sol ont été c

amendé avec de la bouse de veaux, c

l’occurrence, une activité xylanas

bouse de veaux dans le sol. Ces types

travaux comme sources d’isolement de xylanases

2000 ; Techapun et al., 2002

Le site est situé dans la wilaya de Bejaia

élimine approximativement 3 centimètr

prélevées à une profondeur de 10 cm à des points d

réalisé un échantillon aliquote en mélangeant l’ensemble des prélèvements, 12,5 g de sol

sont mis en suspension dans 250 ml d’eau distillée stérile

Figure

Prélèvement d’échantillons

Des échantillons de sol ont été collectés en Février 2015 au niveau d’un jardin

ndé avec de la bouse de veaux, ce qui engendre une activité microbienne

currence, une activité xylanasique qui pourrait être favorisée par l’incorporation de

bouse de veaux dans le sol. Ces types d’environnements sont utilisés dans plusieurs

d’isolement de xylanases (Nakamura et al., 1993 ; Dhillon

., 2002 ; Battan et al., 2007).

Le site est situé dans la wilaya de Bejaia (Ihaddaden Ouffela

élimine approximativement 3 centimètres de sol en surface, puis Cinq

à une profondeur de 10 cm à des points différents et distants, par la suite on a

réalisé un échantillon aliquote en mélangeant l’ensemble des prélèvements, 12,5 g de sol

mis en suspension dans 250 ml d’eau distillée stérile (Boucherba, 2011)

07: site de prélèvement d’échantillon de sol.
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au niveau d’un jardin

e qui engendre une activité microbienne accrue, en

par l’incorporation de

d’environnements sont utilisés dans plusieurs

1993 ; Dhillon et al.,

(Ihaddaden Ouffela, voir Fig.07). On

es de sol en surface, puis Cinq carottes de sol sont

ifférents et distants, par la suite on a

réalisé un échantillon aliquote en mélangeant l’ensemble des prélèvements, 12,5 g de sol

(Boucherba, 2011).
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Un autre échantillon

d’une source d’eau thermale

température de cette eau est

Figure 08: Site du prélèvement d’échantillon de

II-Isolement et sélection de souches xylanolytiques

Les suspensions de sol sont agitées pendant 20 minutes à 300

à mouvements orbitales (Heidolph Vibramax 100) et

décantation on a réalisé une série de dilutions

ml de chaque dilution y compris la solution mère

solide nommé MM7 à pH 7,0

1ml d’échantillon d

de Petrie contenant le milieu M

Le milieu MM7 contient le xylane de bouleau

(Viet et al., 1991).

Un autre échantillon (100 ml) a été prélevé en même temps que le précédent

d’une source d’eau thermale (Hammam Boughrara) sise à Tlemcen (Fig

est de 52 °C en été et 40 °C en hiver.

prélèvement d’échantillon de la source thermale

Boughrara (Tlemcen).

solement et sélection de souches xylanolytiques

Les suspensions de sol sont agitées pendant 20 minutes à 300 rpm

(Heidolph Vibramax 100) et à température ambiante, après

a réalisé une série de dilutions jusqu’à 10-3 à partir de la

y compris la solution mère est ensemencé en surface sur milieu

pH 7,0 (Annexe II) puis incubée à 37 °C, pendant 48 à 72 heure

échantillon d’eau de source thermale a servis pour ensemencer deux boites

contenant le milieu MM7 à pH 7,0 puis incubées à 40 °C pendant 48 à 72 heures.

Le milieu MM7 contient le xylane de bouleau comme seule source de carbone
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en même temps que le précédent à partir

(Fig.08), la

source thermale de Hammam

rpm avec un agitateur

à température ambiante, après

à partir de la solution mère. 0,1

est ensemencé en surface sur milieu

à 37 °C, pendant 48 à 72 heures.

pour ensemencer deux boites

pendant 48 à 72 heures.

comme seule source de carbone
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II-1-Sélection sur milieu de culture solide

Les colonies qui ont montré un aspect et une couleur différents sont sélectionnées

parmi l’ensemble des isolats obtenus sur milieu MM7, tous sont retenus pour le criblage,

ils sont repiqués sur le milieu MM7 jusqu’à obtention de souches pures, puis conservées à

4 °C sur des géloses nutritives.

II-1-1-Révélation qualitative de l’activité xylanasique

La révélation de l’activité xylanasique sur milieu de culture MM7 solide se fait par

inondation de la boite avec une solution de rouge de Congo à 0,1 % pendant 30 min suivi

d’un lavage avec du NaCl à 1 M (Gessesse et Gashe, 1997).

II-2-Sélection sur milieu de culture liquide et suivi de l’activité

xylanasique

Les isolats obtenus à pH 7 sont ensemencés dans des tubes contenant 05 ml du

milieu MM7 liquide, après 24 heures d’incubation à 37 °C, les surnageants de cultures sont

récupérés par centrifugation à 10 000 rpm pendant 10 minutes.

Les isolats sélectionnés ont fait l’objet d’un suivi de l’activité xylanasique après 17

h, 24 h, 41 h, 47 h 30 min, 65 h et 71 h 30 min.

L’activité xylanasique dans les surnageants est mesurée selon le test à l’acide

dinitrosalicylique (voir méthodes analytiques).

III-Identification de la souche

III-1-Analyse phénotypique

La caractérisation morphologique des isolats est effectuée selon les méthodes

d’identification conventionnelles.

III-1-1-Observations microscopiques

Les souches âgées de 24 heures et 48 heures font l’objet d’une coloration de Gram.

Un état frais est observé puis photographié au grossissement X 400 à l’aide d’un

microscope optique (OPTIKA).

La mobilité est déterminée par examen microscopique des souches à l’état frais

entre lame et lamelle.
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IV-Méthodes analytiques

IV-1-Estimation de la biomasse

La biomasse est estimée par mesure de la densité optique des cultures à 600 nm à

l’aide d’un spectrophotomètre de type Shimadzu UVmin-1240.

IV-2-Mesure de l’activité xylanasique

L’activité xylanasique est déterminée en présence du xylane de bouleau, qui est mis

en suspension à raison de 1 % (m /v) dans du tampon phosphate sodique (50 mM à pH 7).

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

900 μl du xylane (1 % (m/v) à pH 7). Ce mélange est chauffé 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) (Annexe III), puis le mélange est porté à ébullition pendant 5

min.

Le témoin correspond à la solution de xylane incubée sans le 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 100 µl de surnageant sont additionnés. Après refroidissement, la lecture

des absorbances est effectuée à 540 nm.

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

produit une μmole de sucres réducteurs (équivalent en xylose) par minute, dans un ml du 

surnageant et dans les conditions expérimentales mentionnées ci-dessous.

L’activité xylanasique est calculée selon Bailey et collaborateurs en 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).

Activité xylanasique (U/ml) =
(Cx-Ct)D

t
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IV-3-Dosage des sucres réducteurs

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

réduit par les oses réducteurs en acide 3-amino 5-nitrosalicylique rouge orangé (Fig.09).

Figure 09: Principe du dosage des sucres réducteurs par la méthode au DNS (Bailey et al.,

1992).

La courbe d’étalonnage est réalisée avec une solution de xylose à des

concentrations respectives de 0, 0,3, 0,6, 0,9, 1,2 et 1,5 mg/ml (Tableau VI).

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

1992).

Tube 1 2 3 4 5 6

Xylose à 1,5 mg/ml (μl) 0 200 400 600 800 1000

Tampon phosphate

sodique (μl)

1000 800 600 400 200 0

Concentration (mg /ml) 0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5

A partir de chaque concentration, on prélève 100 μl, auxquels on rajoute 0,9 ml 

d’une solution de xylane à 1 % 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 courbe d’étalonnage est donnée en (Annexe V).
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IV-4-Dosage des protéines (méthode de Bradford, 1976)

IV-4-1-Microméthode

Cette technique permet de doser des quantités de protéines comprises entre 2 et 10

µg/ml. Le dosage consiste à ajouter 800 μl d’échantillon, convenablement dilué, à 200 µl 

de réactifs de BIORAD. Le mélange, après homogénéisation, est ensuite placé 5 min à

l’obscurité, et la densité optique est mesurée à 595 nm.

Gamme étalon :

Solution mère de l’albumine du sérum bovin (ASB) à 10 µg/ml.

Tableau VII: Gamme d’étalonnage pour le dosage des protéines par la microméthode.

La gamme d’étalonnage subit les mêmes traitements cités précédemment, la courbe

d’étalonnage est donnée dans (Annexe V).

V-Caractérisation des xylanases dans le surnageant de culture

Les cultures sont réalisées dans des Erlens Mayer d’une capacité de 250 ml

contenant un volume utile de 20 ml du milieu de culture MM7 liquide ajusté à pH 7,0,

l’incubation se fait dans un bain Marie agitateur (KIKA LABORTECHNIK HS-B20

digital) à 37 °C pendant 24 à 48 heures. Le milieu est ensuite récupéré puis centrifugé à 10

000 rpm pendant 10 min, le surnageant de culture est conservé à 4 °C pour utilisation

ultérieure.

V-1-Affinité vis à vis du substrat

L’affinité a été déterminée vis-à-vis de trois différents substrats à citer : le xylane

d’épeautre et d’avoine, le xylane de bouleau et la carboxyméthyl cellulose (CMC), le test

d’activité xylanasique est élaboré selon la méthode au DNS.

ASB (µg/ml) 0 2 4 6 8 10

ASB (µl) 0 160 320 480 640 800

Eau déminéralisée (µl) 800 640 480 320 160 0
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V-2-Température

La température optimale est déterminée en testant l’activité enzymatique entre 9 °C

et 100 °C, l’activité xylanasique est mesurée selon la méthode décrite précédemment sauf

que le xylane de bouleau a été remplacé par le xylane d’épeautre et d’avoine à 1 % (m /v).

V-3-pH

L’activité xylanasique est déterminée par incubation d’un mélange réactionnel

composé de 0,9 ml de xylane d’épeautre et d’avoine à 1 % et de 0,1 ml de surnageant de

culture à des pH variant de 4 à 10. Trois différents tampons à 50 mM sont utilisés : Le

tampon acétate sodique à des pH de 4 à 5; le tampon phosphate pour les pH de 6 à 8 et le

tampon Tris–HCl pour des pHs allant de 8 à 10.

V-4-Thermostabilité

La thermostabilité est déterminée en absence du substrat à des températures de 50,

55, 60, 95 et 100 °C et en présence du substrat à 55 °C dans un intervalle de temps allant

de 30 min à 7 h, l’activité xylanasique relative est par la suite calculée.

V-5-Poids moléculaires et zymogramme (SDS-PAGE selon le protocole de

Laemmli, 1970)

V-5-1-Préparation des gels d’électrophorèse

On ajoute du xylane d’épeautre et d’avoine à 0,1 % (m/v) à un gel de séparation de

12 % (Annexe IV), ce mélange est versé entre deux plaques en verre mises dans un

dispositif (Thermo Scientific) qui les maintient, le gel occupe deux tiers de la plaque.

Après polymérisation, le gel de concentration à 7,5% (Annexe IV) est coulé au-dessus du

gel de séparation, un peigne d’une épaisseur de 1,5 mm est inséré immédiatement jusqu’à

complète polymérisation du gel de concentration.

V-5-2-Préparation des échantillons

Un surnageant (7,5 ml) est concentré cinq fois avec un rotavapor de marque

STUART, 75 µl du surnageant concentré sont mélangés avec 25 μl du tampon 

d’échantillon (Annexe IV). Un kit de marqueurs protéiques de type Thermo Scientific

contenant 10 protéines ayant les poids moléculaires suivants : 11, 17, 26, 34, 43, 55, 70,

95, 130 et 250 KDa, l’échantillon et les marqueurs sont déposés dans les puits du gel afin

d’estimer le poids moléculaire de la ou les xylanases de la souche la plus productrice.
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V-5-3-Réalisation de l’électrophorèse

Tout d’abord le peigne est retiré du gel et les plaques sont mises dans la cuve

d’électrophorèse (Fig.10), le compartiment intérieur et extérieur sont remplis avec du

tampon de migration (Annexe IV), L’échantillon (20 µl à raison de 20 µg) et les

marqueurs à raison de 10 μl sont déposés dans les puits, La migration se fait à 150 V (43 

mA), on arrête la migration après que le bleu de bromophenol est à 1 centimètre du bord

inferieur du gel.

Figure 10 : Cuve et accessoires du dispositif d’électrophorèse (Thermo Scientific).
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V-5-4-Coloration au bleu de Coomassie et réalisation du zymogramme

La migration est arrêtée lorsque le bleu de bromophénol est à 1cm du bord inférieur

de la plaque, une fois la migration est terminée, la visualisation du profil de migration se

fait après le traitement du gel comme suit :

• le gel est rincé à l’eau distillée et coupé en deux portions, le premier gel sert pour la

réalisation de la coloration au bleu de Coomassie R250 et le deuxième gel pour la

réalisation du zymogramme.

Pour la coloration au bleu de Coomassie le gel subi les traitements suivants :

 Rinçage à l’eau distillée puis coloration dans la solution de bleu de

Coomassie R250 (Annexe IV) sous faible agitation jusqu’à coloration des

bandes en bleu ;

 Lavage à l’eau distillée puis trempage dans la solution de décoloration

(Annexe IV) avec un changement de bain (2 à 3 fois).

Les masses moléculaires des xylanases sont déterminées en utilisant la courbe

d’étalonnage « Rf = ƒ (logPM) ». Le rapport frontal (Rf) est calculé selon la formule

suivante :

Le deuxième gel destiné pour la réalisation du zymogramme, subit les traitements

suivants (Gallardo et al., 2004):

• Immersion dans une solution de Triton X-100 à 2,5 % (m/v) pendant 30 min ;

• le gel est débarrassé du Triton X-100 par rinçage à l’eau distillée puis incubé dans

du tampon phosphate 50 mM à pH 7 à 55 °C pendant 20 min ;

Rf =

Distance parcourue par la protéine

Distance de migration du bleu de
bromophénol
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• Coloration au rouge de congo (0,1 %) pendant 20 min ;

• Lavage avec une solution de NaCl à 1 M ;

• Immersion dans de l’acide acétique à 0,5 % (m/v) pour stopper la réaction et

augmenter le contraste .
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I-Isolement de souches xylanolytiques

Une dizaine de souches xylanolytiques sont isolées sur un milieu minimal à pH 7

(MM7) contenant le xylane de bouleau, dont 8 isolats sont obtenus à partir de sol de jardin

(SJ1, SJ2, SJ3, SJ4, SJ5, SJ6, SJ7 et SJ8) (Fig.11) incubés à 37 °C pendant 24 à 48 heures

et 2 isolats sont obtenus à partir d’eau de source thermale (ET1 et ET2) incubés à 40°C

pendant 24 à 48 heures.

Cette sélection sur milieu solide a pour but la révélation de l’activité xylanasique

des isolats (Fig.12).

Figure 11: L’aspect des colonies de quelques isolats du sol de jardin.

La révélation qualitative de l’activité xylanasique a montré après application du

rouge de congo à 0,1 % qui interagit avec les xylooligomères pour former des zones

oranges claires sur gélose colorée en rouge, ce ci est dû à l’hydrolyse du xylane de bouleau

par les xylanases produites par les isolats (Fig.12).
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Figure 12: Révélation de l’activité xylanasique sur

I-1-Sélection sur milieu de culture liquide

Cette sélection est basée sur la mesure de

culture MM7 liquide, la croissance

nm.

Les résultats des activités des 1

600 nm sont rassemblés dans le

Tableau VIII: Estimation de la croissance des dix

Souches

ET1

ET2

SJ1

SJ2

SJ3

SJ4

SJ5

SJ6

Résultats et discussions

Révélation de l’activité xylanasique sur milieu MM7 solide.

Sélection sur milieu de culture liquide et estimation de la biomasse

Cette sélection est basée sur la mesure de l’activité xylanasique

liquide, la croissance bactérienne est suivie par mesure de la biomasse

es résultats des activités des 10 souches sélectionnées ainsi que les absorbances à

sont rassemblés dans le Tableau VIII.

mation de la croissance des dix isolats et mesure de l’activité

xylanasique.

Absorbance à 600 nm Activité xylanasique (U/ml)

(à 50 °C et à pH 7)

0,36 0,33

0,50 1,57

0,38 0,4

0,66 0,29

0,12 0,7

0,64 2,2

0,38 0,6

0,45 0,4
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milieu MM7 solide.

et estimation de la biomasse

l’activité xylanasique dans un milieu de

par mesure de la biomasse à 600

ainsi que les absorbances à

isolats et mesure de l’activité

Activité xylanasique (U/ml)

à 50 °C et à pH 7)

0,33

1,57

0,4

0,29

0,7

2,2

0,6

0,4
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SJ7

SJ8

Les souches ET2, SJ3, SJ4 et SJ

importantes. Cependant la souche SJ

/ml). Si on compare nos résultats avec ceux de Boucherba

l’activité de la SJ4 est sensiblement identique à l’activité de l’isolat SJ11 qui est de 2,33

U/ml, par contre elle est inferieure à l’activité xylanasique de l’espèce

denitrificans BN13 qui est de 3,79 U/ml.

A partir de ces résultats, les quatre souches ont fait l’objet d’un suivi de

xylanasique après 17 h, 24 h, 41 h, 47 h 30 min, 65 h et 71 h 30 min

Figure 13: Suivi des activités xylanasiques des isolats ET2, SJ3, SJ4 et SJ5.

L’isolat ET2 présente une activité plus importante que les isolats SJ5 et SJ3,

l’activité est estimée à 2,15 U/ml au bout de 41 h
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0,16 0,41

0,26 0,3

ches ET2, SJ3, SJ4 et SJ5 révèlent des activités xylanas

ntes. Cependant la souche SJ4 présente la meilleure activité xylanasique

Si on compare nos résultats avec ceux de Boucherba (2011), on remarque que

l’activité de la SJ4 est sensiblement identique à l’activité de l’isolat SJ11 qui est de 2,33

U/ml, par contre elle est inferieure à l’activité xylanasique de l’espèce

BN13 qui est de 3,79 U/ml.

ces résultats, les quatre souches ont fait l’objet d’un suivi de

17 h, 24 h, 41 h, 47 h 30 min, 65 h et 71 h 30 min (Fig.

: Suivi des activités xylanasiques des isolats ET2, SJ3, SJ4 et SJ5.

ET2 présente une activité plus importante que les isolats SJ5 et SJ3,

l’activité est estimée à 2,15 U/ml au bout de 41 h d’incubation.

SJ3 SJ4 SJ5

Apres 17 h

Apres 24 h

Apres 41 h

Apres 47 h et 30 min

Apres 65 h

Apres 71 h et 30 min
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0,41

0,3

révèlent des activités xylanasiques relativement

xylanasique (2,2 U

(2011), on remarque que

l’activité de la SJ4 est sensiblement identique à l’activité de l’isolat SJ11 qui est de 2,33

U/ml, par contre elle est inferieure à l’activité xylanasique de l’espèce Jonesia

ces résultats, les quatre souches ont fait l’objet d’un suivi de l’activité

Fig.13).

: Suivi des activités xylanasiques des isolats ET2, SJ3, SJ4 et SJ5.

ET2 présente une activité plus importante que les isolats SJ5 et SJ3,

Apres 17 h

Apres 24 h

Apres 41 h

Apres 47 h et 30 min

Apres 65 h

Apres 71 h et 30 min
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La souche SJ4 comme présenté dans la figure montre une forte activité xylanasique

qui atteint un maximum de 20,24 U/ml au bout de 41 heures. De ce fait la souche SJ4 est

retenue comme étant la meilleure souche productrice de xylanase, et fera l’objet d’étude de

ce travail.

II-Caractérisation morphologique de l’isolat SJ4

II-1-Identification phénotypique

II-1-1-Observations microscopiques

L’observation au microscope optique révèle des petits bacilles Gram négatif

(Fig.14. a), à l’état frais, la souche se présente sous forme de bacilles courts à extrémités

arrondies et mobile (Fig.14. b).

Figure 14: Observation microscopique de l’isolat SJ4 (a) : Coloration de Gram

(Grossissement X1000), (b) : bactéries à l’état frais (Grossissement X 400).

(a) : Coloration de

Gram

(Grossissement X

1000).

(b) : bactéries à

l’état frais

(Grossissement X

400).
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III-Production des xylanases de l’isolat SJ4

On a récupéré 37 ml du surnageant de culture contenant des xylanases

extracellulaires, Les résultats montrent

probablement l’isolat SJ4 était en fin de phase exponentielle

stationnaire.

IV-Caractérisation des xylanases dans le surnageant

IV-1-Affinité vis-à-vis du substrat

L’affinité vis-à-vis du xylane de bouleau (20,24

d’avoine et la CMC cellulose est illustrée dans la figure 15. L

xylanasique est obtenue avec

travaux de Xu et collaborateurs

chez l’espèce Pseudomonas

WLUNO24. La ou les xylanases de l’isolat SJ4 catalyse

et d’avoine (16,7 U/ml), Georis et collaborateurs

U/ml) avec la même source de carbone avec

La xylanase ou les xylanases semblent

d’hydrolyser la CMC cellulose néanmoins l’activité reste faible (3,99

Probablement Certaines xylanases ou l’ensemble de ces enzymes ne sont pas

des vraies xylanases, elles pourraient

hémicelluloses afin de produire divers métabolites à savoir le bioéthanol.

Figure 15: Affinité de la xylanase ou les xylanases vis

0

10

20

30
20,24

A
ct

iv
it

é
xy

la
n

as
iq

u
e

(U
/m

l)

Résultats et discussions

Production des xylanases de l’isolat SJ4

On a récupéré 37 ml du surnageant de culture contenant des xylanases

Les résultats montrent une activité de 20,24 U/ml au bout de 41 h

probablement l’isolat SJ4 était en fin de phase exponentielle ou au

Caractérisation des xylanases dans le surnageant

vis du substrat

vis du xylane de bouleau (20,24 U/ml), le xylane

d’avoine et la CMC cellulose est illustrée dans la figure 15. La meilleure activité

xylanasique est obtenue avec le xylane de bouleau, ce résultat est en accord avec les

et collaborateurs en 2005, ces derniers ont mesuré les activités xylanasiques

seudomonas stutzeri NRRL-B-30615 et l’espèce

. La ou les xylanases de l’isolat SJ4 catalysent également le xylane

Georis et collaborateurs en 2000 ont rapporté

avec la même source de carbone avec l’espèce Streptomyces actuosus

a xylanase ou les xylanases semblent être bifonctionnelles c'est

ellulose néanmoins l’activité reste faible (3,99 U

Probablement Certaines xylanases ou l’ensemble de ces enzymes ne sont pas

des vraies xylanases, elles pourraient être utilisées dans la bioconversion des

afin de produire divers métabolites à savoir le bioéthanol.

Affinité de la xylanase ou les xylanases vis-à-vis de trois

16,7

3,99

Xylane de bouleau

Xylane d’épeautre et
avoine

Carboxy
cellulose (CMC)
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On a récupéré 37 ml du surnageant de culture contenant des xylanases

une activité de 20,24 U/ml au bout de 41 h,

au début de la phase

), le xylane d’épeautre et

a meilleure activité

ce résultat est en accord avec les

tivités xylanasiques

l’espèce Pseudomonas sp

également le xylane d’épeautre

rapporté un résultat de (31

Streptomyces actuosus A-151.

bifonctionnelles c'est-à-dire capables

/ml).

Probablement Certaines xylanases ou l’ensemble de ces enzymes ne sont pas

utilisées dans la bioconversion des

afin de produire divers métabolites à savoir le bioéthanol.

vis de trois substrats.

Xylane de bouleau

Xylane d’épeautre et

Carboxy-methyle
cellulose (CMC)
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IV-2-Effet de la température et du pH

L’effet de la température sur l’activité xylanasique est illustré dans les figures ci-

dessous (Fig.16.a et b). On constate que la température optimale est de 55°C pour une

activité xylanasique de 19,58 U/ml (en utilisant le xylane d’épeautre et d’avoine comme

substrat) ; Cheng et collaborateurs en 2009 ont étudié la xylanase produite par Bacillus

alcalophilus, ils ont rapporté une température optimale similaire avec celle de l’isolat SJ4.

Lorsque la température est de 9°C, l’activité relative est de 82,73 %, et lorsque la

température est de 100°C, l’activité relative est de 88,86%. Ce qui montre que la ou les

xylanases de l’isolat SJ4 peuvent catalyser des réactions entre 9 °C et 100 °C, ce qui est

très intéressant et nécessiterai une étude plus approfondie de la séquence en acides aminés

ainsi que de la structure tridimensionnelle de la xylanase. Ce qui permettrait à ces

xylanases de les utiliser dans les applications alimentaires et non alimentaires

(biocarburants verts).

Tableau IX: Comparaison de l’activité xylanasique de quelques espèces dans leurs

optimums de température.

Souche Température

optimum (°C)

Activité xylanasique

(U/ml)

Référence

SJ4 55 20,24 Présent travail

Jonesia denitrificans 50 10,80 Boucherba et al.,
2011

Cellulosimicrobium

cellulans

50 0.7 Song et Wei, 2010

L’activité xylanasique de l’isolat SJ4 est beaucoup plus élevée à son optimum de

température de 55 °C par rapport à celles de Jonesia denitrificans et Cellulosimicrobium

cellulans ayant un optimum de 50 °C.
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(a): Tubes présentant les résultats des activités xylanasiques en fonction des différentes

températures.

(b): Graphique représentant l’activité xylanasique relative en fonction de la température.

Figure 16: Effet de la température sur l’activité xylanasique (a): Tubes présentant les

résultats des activités xylanasiques en fonction des différentes températures, (b): L’activité

xylanasique relative en fonction de la température.
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Concernant le pH, L’activité xylanasique est importante entre 4,0 et 10,0 avec un

optimum à pH 7,0 (Fig.17), ces résultats concordent avec les pH des xylanases produites

par les souches Bacillus stearothermophilus (Zamost et Elm, 1996), Bacillus licheniformis

A 99 (Archana et Satyanarayana, 1997), Thermotoga thermarum (Sunna et al., 1999),

on a également remarqué une activité relativement élevée à pH 4 pour des résultats

comparables à ceux de Uchino et Fukuda en 1983 concernant la souche Bacillus

acidocaldarius, les mêmes résultats ont été observé à pH 10 et qui sont similaires avec

ceux de l’espèce Bacillus sp. C-125 (Honda et al., 1985).

Figure 17: graphe représentant l’activité xylanasique relative en fonction de la

variation du pH.
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IV-3-Thermostabilité en absence du substrat

La thermostabilité est étudiée en absence du substrat en incubant le surnageant

jusqu’à 7 heures à des températures de 50, 55, 60, 95 et 100 °C (Fig.18).

Figure 18:Thermostabilité de la ou les xylanases en absence du substrat.

On a marqué une bonne thermostabilité à 55 °C qui atteint son maximum au bout

de 6 heures (17,3 U/ml). Une thermostabilité a été également observée à 50 °C au bout du

même temps (16,4 U/ml). La thermostabilité à 60, 95 et 100 °C décroit en fonction de

temps.
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Les temps de demi-vie sont déterminés graphiquement (Log de l’activité relative en

fonction de temps) pour les temperatures: 60, 95 et 100 °C (Fig.19).

Figure 19: Evolution du Log de l’activité relative en fonction du temps en absence du

substrat.

A 60 °C le temps de demi-vie de la xylanase est de 4,72 h (Fig.19.C). Song et

collaborateurs en 2014 ont rapportés des résultats similaires avec la xylanase (NTfus) de

Thermobacillus xylanilyticus.

A 95 °C le temps de demi-vie de la xylanase est de 4,46 h (Fig.19.A).

A 100 °C le temps de demi-vie de la xylanase est de 2,67 h (Fig.19.B), ce résultat

est obtenu au bout de trois essais, ce qui révèle que la xylanase produit par l’isolat SJ4

présente sans doute une thermostabilité comparable aux archeaes hyperthermophiles et aux

espèces du genre Thermotoga.

A 50 °C et à 55 °C, on n’a pas pu déterminer le temps de demi-vie car il fallait

pousser le test de l’activité xylanasique plus de 7 heures. Au bout de cette durée (7 heures)

l’activité relative est restée importante (entre 80 et 100 %), ce qui nous permet de dire que

les enzymes de l’isolat SJ4 sont plus thermostables à ces deux températures en

comparaison avec les autres températures (60, 95 ,100 °C).
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Tableau X: Comparaison des temps de demi-vie entre les xylanases de plusieurs

microorganismes à différentes températures.

Souches Températures

(°C)

Temps de demi-vie (h) Références

SJ4 50 ND Travail actuel

Thermomyces

lanuginosus

50 51 Gomes et al., 1993

SJ4 55 ND Travail actuel

Aspergillus

nidulans

55 2 Fernandez-

Espinar et al.,

1993

SJ4 60 4,72 Travail actuel

Chaetomium

thermophilum

60 25 Hakulinen et al.,

2003

Thermomyces

lanuginosus

60 8 Gomes et al., 1993

SJ4 95 4,46 Travail actuel

Thermotoga

maritima

95 2,08 Winterhalter C et

Liebel W, 1995

Nonomuraea

flexuosa

95 0,65 Hakulinen et al.,

2003

SJ4 100 2,67 Travail actuel

Nonomuraea

flexuosa

100 0,46 Hakulinen et al.,

2003

ND: Non Déterminé.

Les temps de demi-vie de l’activité xylanasique des souches Chaetomium

thermophilum et Thermomyces lanuginosus sont plus importants par rapport à l’isolat SJ4

(4,72 h) à 60 °C, tandis que à 95 °C le temps de demi-vie de la SJ4 (4,46 h) est plus élevé

que ceux de Thermotoga maritima et Nonomuraea flexuosa, à 100 °C Nonomuraea

flexuosa présente un temps de demi-vie moins important par rapport a la SJ4 qui a marqué

un temps de (2,67 h) ce qui montre sa grande thermostabilité.
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IV-4-Thermostabilité en présence du substrat

La thermostabilité est étudiée en incubant le surnageant jusqu’à 7 heures à une

température de 55 °C (Fig.20).

Figure 20: Thermostabilité de la ou les xylanases en presence du substrat à 55 °C.

En présence du substrat, la thermostabilité des enzymes produites par l’isolat SJ4 a

été marquée importante au bout de 7 heures pour atteindre un maximum d’activité après

30min d’incubation (15,2 U/ml).

La thermostabilite en présence du substrat à 55 °C a été déterminée par le calcul du

temps de demi-vie à partir du graphique ci-dessous (Fig.21).

Figure 21: Evolution du Log de l’activité relative fonction du temps en présence du

substrat.
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Le temps de demi vie est de 22,00 h en présence du substrat, Boucherba et

collaborateurs en 2013 ont rapportés un temps de demi-vie de 7 h avec Jonesia

denitrificans à 50 °C, ce qui prouve que la ou les xylanases de l’isolat SJ4 sont très

thermostables et prometteuses pour un vaste secteur industriel (alimentaire et non

alimentaire).

V-Electrophorèse (SDS -PAGE) et zymogramme

Selon le profil de migration des protéines sur SDS-PAGE (Fig.22) qui montre la

présence de quatre bandes protéiques dans le surnageant de culture, la courbe d’étalonnage

des marqueurs pour SDS-PAGE (Annexe IV) permet d’estimer les poids moléculaires des

quatre bandes protéiques obtenues. La première protéine possède un poids moléculaire

(PM) de 162 KDa, suivie de la deuxième 117,5 KDa, la troisième protéine vient juste après

avec PM de 83,7 KDa, et la dernière ayant un PM de 59 KDa. Si toutes les protéines

étaient des xylanases, elles sont induites par le xylane d’épeautre et d’avoine car les

xylanases possédant un poids moléculaire inferieur à 40 KDa sont des xylanases

constitutives.
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Le profil du zymogramme était négatif vu que le gel a été mis par erreur dans la

solution de coloration au bleu de Coomassie donc on ne peut pas révéler sur gel la présence

de xylanases.

A: PM des marqueurs de taille, B: PM des 4 bandes protéiques obtenues.

Figure 22: Profil de migration des protéines sur SDS-PAGE.

Selon les travaux de Boucherba et collaborateurs en 2014, la souche Jonesia

denitrificans BN13 produit six xylanases possédant des PM de 250 ; 150 ; 70 ; 42 ; 40 et

26 KDa, alors que dans le présent travail c’est 4 xylanases (si zymogramme positif) ayant

des PM de 162 ; 117,5 ; 83,7 et 59 KDa.
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Conclusion & perspectives

Dans ce travail, des isolats xylanolytiques ont été obtenus à partir d’un sol de

jardin à Bejaia, et à partir d’eau d’une source thermale sise à Tlemcen, et sont par la suite

examinés pour leurs activités xylanasiques.

Dix isolats ont été sélectionnés sur milieu solide à base de xylane de bouleau et

d’épeautre et d’avoine, dont huit proviennent de l’échantillon aliquote du sol de jardin (il

s’agit de : SJ1, SJ2, SJ3, SJ4, SJ5, SJ6, SJ7 et SJ8) et deux sélectionnées à partir de

l’échantillon de la source thermale (ET1 et ET2).

Les isolats sont par la suite mis en cultures sur milieu liquide MM7 afin d’estimer

la croissance bactérienne et de mesurer l’activité xylanasique dont le but est de

sélectionner les souches les plus performantes.

D’après les activités xylanasiques sur milieu liquide, l’isolat SJ4 a présenté une

activité de 20,24 U/ml, sur cette base nous avons retenu cet isolat pour la suite des travaux.

Une série de tests physicochimiques ont été menés sur le surnageant de culture de

l’isolat SJ4 pour aboutir à des résultats qui révèlent une grande affinité de la ou les

xylanases produites par cet isolat vis-à-vis du xylane de bouleau, un optimum de

température de 55 °C et un pH optimum de 7,0, et montrent également une grande

thermostabilité à 50 et 55 °C en absence du substrat et à 55 °C en présence de ce dernier,

avec un temps de demi-vie de 22 heures. Ces résultats révèlent aussi que la ou les

xylanases du surnageant de culture sont actives sur une large gamme de température allant

de 9 °C jusqu'à 100 °C.

Le profil de migration sur SDS- PAGE montre la présence de 4 protéines ayant des

poids moléculaires respectifs de: 162 ; 117,5 ; 83,7 et 59 KDa.

Diverses industries s’intéressent à l’ensemble de ces propriétés qui répondent à

leurs exigences telles que la thermostabilité et l’alcalophilie pour l’industrie papetière ainsi

que pour la production du bioéthanol.
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Afin de poursuivre ce travail, il est recommandé d’entreprendre les études suivantes :

 Le séquençage de l’ARN 16s a été entamé au niveau du laboratoire de

microbiologie de l’université Aix Marseille.

 Une mise en culture de l’isolat dans un fermenteur de 1,5L et éventuellement dans

un fermenteur pilote.

 Purification et caractérisation d’une ou plusieurs xylanases en utilisant le système a

deux phases aqueuses compatibles avec l’industrie (économie viable).

 Refaire le zymogramme et faire une focalisation isoélectrique afin de déterminer le

point isoélectrique.

 Etude de la séquence protéique.

 Déterminer la composition en acides aminés du site actif de l’enzyme afin de

l’affilier à une famille bien déterminée.
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Annexes I: Matériels et produits utilisés.

1. Matériels utilisés

 Balance (Scouttmpro) (Ae ADAM AFA-120LC).

 Bain Marie (raypa).

 Bain Marie (julabo tw 12).

 Étuve (Memmert).

 Centrifugeuse (Sigma 2-16K).

 pH-mètre (Boeco).

 Spectrophotomètre (UVmini 1240 SHIMADZU).

 Dispositif d’électrophorèse (Thermo scientific).

 Un agitateur à mouvements réciproques (HeidolphVibramax 100).

 Un bain Marie agitateur (KIKA LABORTECHNIK HS-B20digital).

2. Produits utilises

 Xylane de bouleau (birchwood xylan) (SIGMA).

 Xylane d’épeautre et d’avoine (oat spelt xylan) (SIGMA).

 Bleu de coomassie G250 (Fluka).

 Bleu de coomassie R250 (Fluka).

 Rouge de congo (SIGMA).

 Marqueurs protéiques (Thermo scientific).
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Annexe II: Composition des milieux de culture en (g/l).

Milieu de culture MM7 (Milieu Minimal à base de xylane, pH 7,0) (Viet, et al., 1990)

 Milieu de culture MM7 solide :

 Xylane………...……………………………………………...10 g.

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

 NaCl………………………………………………….……...2,5 g.

 NH4Cl..………………………………………………..………5 g.

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

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

 MgSO4, 7H2O…………….…………………………………0,25 g.

 Agar…………………………………...…………..…………15 g.

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

 Milieu de culture MM7 liquide :

 Xylane…………………………..…………………………...10 g.

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

 NaCl………………………………………………….……...2,5 g.

 NH4Cl…………………………..……………………..………5 g.

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

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

 MgSO47H2O…………………….…………………………0,25 g.

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

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.

Bouillon nutritif :

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

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

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

 NaCl…………………………………………………………...………5 g.

 Eau distillée……………………………………………………qsp.....1 L.
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Annexe III: Solutions et tampons préparés.

Solution à base d’acide dinitrosalicylique (DNS)

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

 Soude……………………………………………….……………..….16g.

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

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

La solution est préparée dans l’obscurité puis conservée dans un flacon couvert

d’aluminium.

Eau physiologique :

 NaCl…………………………………………………………….….…9 g.

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

Solution de NaCl à 1M :

 NaCl…………………………………………………….…..……58,44 g.

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

Solution de rouge de congo à 0,1 % :

 Rouge de congo…………………………………………………….…1 g.

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

Tampon phosphate sodique 50 mM à pH 7 (1000 ml) :

 (A) Na2HPO4……………………….…………………..…………500 ml.

 (B) NaH2PO4……………………..…..……..…………………….500 ml.

 (A) + (B)…………………………………….…..……jusqu’à pH 6 ; 7; 8.

Tampon acétate :

 Tampon acétate à pH 4 (50 ml) :

 Solution d’acide acétique à 0,2 M………….........................41 ml.

 Solution d’acétate de sodium à 0,2 M……………...………..9 ml.

 Tampon acétate à pH 5 (50 ml) :

 Solution d’acide acétique à 0,2 M…………………….….14,8 ml.

 Solution d’acétate de sodium à 0,2 M…..…………….….35,2 ml.
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Tampon tris-HCl à 50 mM :

 Tampon tris-HCl à 50 mM à pH 9 (10 ml) :

 Solution tris-HCl à 50 mM…………….………….………..10 ml.

 HCl……………………………………………...quelques gouttes.

 Tampon tris-HCl à 50 mM à pH 10 (10 ml) :

 Solution tris-HCl à 50 mM…………….………….………..10 ml.

 HCl……………………………………………...quelques gouttes.
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Annexe IV : Gels, tampons et solutions préparés pour l’électrophorèse.

1. Préparation des gels

 Gel de séparation

 Acrylamide/Bis………………………………………………7,5 ml.

 Tampon tris-HCl……………………………………………15,6 ml.

 Xylane………………………………………………...……...800 µl.

 Eau distillée……………………………………….…...……37,5 ml.

 TEMED…………………..…………………………..……..…60 µl.

 Persulfate d’ammonium………………………………..…….210 µl.

 Gel de concentration

 Acrylamide/Bis………………………………………………7,5 ml.

 Tampon tris-HCl……………………………………………..7,5 ml.

 Eau distillée ……………………………………………….…30 ml.

 Temed………………………………………………………....30 µl.

 Persulfate d’ammonium a 10%…………………………...…300 µl.

2. Préparation des tampons

 Tampon de séparation

 Tris……………………………………………………….…18,15 g.

 SDS…………………………………………………………....0,4 g.

 Eau distillée………………………………………………....100 ml.

 Ajuster le pH à 8,8 avec HCl concentré.

 Tampon de concentration

 Tris………………………………………………………….12,11 g.

 SDS (Sigma)………………………………………………...0,8 mg.

 Eau distillée…………………………………………………200 ml.

 Ajuster le pH à 6,8.
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 Tampon de migration (X10)

 Tris…………………………………………………….……..30,3 g.

 Glycine………………………………………………………..144 g.

 SDS (Sigma)…………………………………………………...10 g.

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

 Ajuster le pH à 8,3.

 Le tampon de migration est réalisé par dilution 10 fois de cette solution.

 Tampon échantillon (X4)

 Tris ……..…………………………………………………..0,303 g.

 SDS (Sigma)…………………………………………………..0,8 g.

 Eau distillée…………………………………………………....4 ml.

 Ajuster le pH à 6,75 avec du HCl concentré.

 Glycérol………………………………………………………..4 ml.

 β-mercaptoéthanol à 14,3M ………………………………….. 2 ml. 

 Bleu de bromophénol .……………………………………... 0,1 mg.

 (Aliquote de 1ml à -20°C).

3. Préparation des solutions

 Solution de fixation

 Acide trichloroacétique (sigma)…………………………….….57 g.

 Ethanol absolu (charbonneau)……………………………....150 ml.

 Eau distillée………………………………………….qsp…..500 ml.

 Solution de coloration

 Bleu de Coomassie R250 (sigma)……………………………..0,5 g.

 Méthanol (charbonneaux)…………………………………...225 ml.

 Acide acétique………………………………………………...50 ml.

 Eau distillée………………………………………….qsp…..500 ml.

Le colorant est solubilisé dans le mélange méthanol/eau puis l’acide acétique est

ajouté. La solution obtenue est filtrée sur filtre papier (prolabo).

 Solution de décoloration

 Méthanol…………………………………………………….125 ml.

 Acide acétique………...……………………………………...50 ml.

 Eau distillée……………………………………….…qsp…..500 ml.

 Changement de bain deux à trois fois 8,3.
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Figure 24: Droite de Dosage des protéines par la microméthode
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23: Droite d’étalonnage pour le dosage du xylose.
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Figure 25: Droite d’étalonnage des marqueurs pour SDS-PAGE.
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Annexe VI

Tableau XI: Effet de la température sur l’activité xylanasique de la souche SJ4.

Température (°C) Activité xylanasique (U/ml) Activité relative (%)

9 16,20 ± 1,15 82,73
21 16,00 ± 1,15 81,71
40 18,76 ± 1,15 95,81

50 19,35 ± 1,15 98,82
55 19,58 ± 1,15 100
60 19,00 ± 1,15 97,03

65 19,23 ± 1,15 98,21
70 18,20 ± 1,15 92,95
75 18,43 ± 1,15 94,12

80 18,96 ± 1,15 96,83
85 19,41 ± 1,15 99,13
90 18,19 ± 1,15 92,90

95 19,20 ± 1,15 98,05
100 17,40 ± 1,15 88,86

Tableau XII: Effet du pH sur l’activité xylanasique de la souche SJ4.

pH Activité xylanasique (U/ml) Activité relative (%)

4 16,9 ± 1,30 87,88
5 16,4 ± 1,30 85,28
6 15,5 ± 1,30 80,60

7 19,23 ± 1,30 100
8 15,9 ± 1,30 82,68
9 16,7 ± 1,30 86,84

10 16,9 ± 1,30 87,88
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Tableau XIII: suivi de l’activité xylanasique à différentes températures en fonction du

temps d’incubation en absence du substrat de surnageant de culture de la souche SJ4.

Température
(°C)

Temps
d’incubation

(h)

Activité
xylanasique

(U/ml)

Activité relative
(%)

Log Activité
relative (%)

50

0,5 16,35 ± 0,37 99,69 1,998
1 16,3 ± 0,37 99,39 1,997

2 16,2 ± 0,37 98,78 1,994
3 15,55 ± 0,37 94,81 1,976
4 15,55 ± 0,37 94,81 1,976

5 16,25 ± 0,37 99,08 1,995
6 16,4 ± 0,37 100 2
7 16,15 ± 0,37 98,49 1,993

55

0,5 15,55 ± 0,63 89,88 1,953
1 16,55 ± 0,63 95,66 1,980
2 16,55 ± 0,63 95,66 1,980

3 15,8 ± 0,63 91,32 1,960
4 16,9 ± 0,63 97,68 1,989
5 15,9 ± 0,63 91,90 1,963

6 17,3 ± 0,63 100 2
7 15,95 ± 0,63 92,19 1,964

60

0,5 6,0 ± 1,16 100 2

1 4,8 ± 1,16 80 1,903
2 3,9 ± 1,16 65 1,812
3 3,0 ± 1,16 50 1,698

4 3,0 ± 1,16 50 1,698
5 3,6 ± 1,16 60 1,778
6 2,6 ± 1,16 43,33 1,636

95

0,5 2,45 ± 0,47 100 2

1 2,1 ± 0,47 85,71 1,933
2 1,85 ± 0,47 75,51 1,878
3 1,25 ± 0,47 51,02 1,707

4 2,3 ± 0,47 93,87 1,972
5 0,8 ± 0,47 32,65 1,513

100 0,16 2,2 100 2

0,5 2,0 90,90 1,958
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Tableau XIV: suivi de l’activité xylanasique à 55 °C en fonction du temps d’incubation en

présence du substrat de surnageant de culture de la souche SJ4.

Température
(°C)

Temps
d’incubation

(h)

Activité xylanasique
(U/ml)

Activité relative
(%)

Log Activité
relative

55

10 mn 15,0 ± 1,04 98,6 1,994
0,5 15,2 ± 1,04 100 2

1 13,5 ± 1,04 88,81 1,948
2 13,5 ± 1,04 88,81 1,948
3 13,9 ± 1,04 91,44 1,961
4 12,1 ± 1,04 79,60 1,900

5 14,3 ± 1,04 94,07 1,973
6 - - -
7 14,2 ± 1,04 93,42 1,970



Résumé

Le but de ce travail est d’isoler et sélectionner des souches xylanolytiques à partir de sol

de jardin et d’eau de source thermale situés au nord de l’Algérie (Béjaia et Tlemcen).

L’isolement et la sélection sur milieu solide est basé sur l’aptitude des souches à

hydrolyser le xylane, le milieu liquide MM7 a permis de sélectionner l’isolat le plus producteur de

xylanase, par la suite, le surnageant de culture a fait l’objet d’une caractérisation

physicochimique (pH, température et thermostabilité) et enfin une électrophorèse dénaturante

SDS-PAGE afin de déterminer le poids moléculaire des xylanases.

Parmi les 10 isolats, seuls 4 sont sélectionnés, l’isolat SJ4 était le plus performant (20,24

U/ml), la caractérisation physicochimique a montré que la ou les xylanases de cet isolat ont une

grande affinité vis avis du xylane de bouleau, et présentent un optimum de température de 55 °C,

et un pH optimum de 7,0,et une grande thermostabilité à 50 et 55°C en absence du substrat et à 55

°C avec un temps de demi vie de 22 heures en présence du substrat. La SDS-PAGE à révélé la

présence de 4 bandes protéiques ayant des poids moléculaires respectifs: 162 ; 117,5 ; 83,7 et 59

KDa.

La grande thermostabilité de la ou les xylanases de l’isolat SJ4 est un critère très important

qui permet d’utiliser la ou les xylanases dans diverses industries alimentaires et non alimentaires.

Mots clés: Activité Xylanasique, thermostabilité, isolement, sélection, SDS-PAGE.

Abstract

The purpose of this work is to isolate and select xylanolytic bacteria from garden soil of

Bejaia and hot spring water of Tlemcen.

Soil samples and hot spring water were collected, which serve to isolate xylanases

producers strains. The supernatant was studied following a physicochemical characterization.

Among the 10 isolates, only 4 were selected, the SJ4 isolate was the best xylanases

producer (20.24 U/ml), the xylanase has a high affinity towards birchwood xylan and has an

optimal temperature of 55 °C and an optimum pH of 7.0, and a high thermostability at 50 and 55

°C in the absence of substrate and at 55 °C in the presence of the substrate with a half life of 22

hours. The SDS-PAGE showed 4 protein bands with a respective molecular weight of: 162; 117.5;

83.7 and 59 KDa.

Keywords: xylanase activity, thermal stability, isolation, selection, SDS-PAGE.
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