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Introduction.

Les enzymes sont des biocatalyseurs qui réalisent des séries de réactions chimiques. Ce
sont des macromolécules de nature protéique qui agissent a des concentrations infimes,
reconnaissent spécifiquement certaines molécules et accélerent la vitesse des réactions
chimiques sans en modifier le résultat. A la fin de la réaction, la structure de I’enzyme se
retrouve inchangée (Blanco et Blanco, 2017). Bien que les enzymes aient été isolées,
purifiées et étudiées a partir de sources microbiennes, animales et vegétales, les

microorganismes sont les sources les plus couramment utilisés dans le domaine de la

biotechnologie en raison de leur grande biochimique et de la facilit¢ de la

manipulation génétique (Thakur et al., 2019).

taille est comprise entre 2 i : iveau de
la liaison B (1,4) N-acét

les agents alors comme biopesticides

(Ashour et al.

A I'échelle industr a chitinase a été produit par fermentation liquide en

discontinu (batch), ferme continue et ntation discontinue alimentée (fed-batch).

En outre, la fermentation a solide a été également utilisée pour la production de

chitinases (Thakur et al., 2019).

La planification expérimentale regroupe un ensemble de technique statistiques destinees a
analyser le comportement d’un systeme expérimental dans le but d’en comprendre et
améliorer le fonctionnement. Dans le domaine industriel en particulier, 1’utilisation des plans
expérimentaux est en développement constant et peut servir de support pour I’optimisation
des procédés de fabrication et de contréle ainsi que pour la formulation de produits (Baléo et
al., 2003).



Les méthodes classiques peuvent étre tres colteuses et prennent du temps et ne sont pas
efficaces pour déterminer 1’effet combiné de différents facteurs. Par contre les modéles
expérimentaux statistiques peuvent résoudre de nombreux problémes comme la sélection des
facteurs influencant la réponse, la description des variations de la réponse en fonction du
changement des facteurs. La validation expérimentale d’un mod¢le statistique et la
détermination de la (ou des) combinaison (s) de facteurs conduisant a une optimisation de la
réponse (Baléo et al., 2003 ; Ashour et al., 2016).

Les objectifs de notre étude sont :

e Se familiariser avec un plan statistique S Plackett-Burman, connaitre son
principe, son mode d’utilisation et son avantage da

e Etudier I'influence de arbone, les sources









Chapitre 01 : Chitinase et bactéries chitinolytiques.

1. La chitine, substrat de chitinase

La chitine est un polymére linéaire dur, blanc et inélastique, constitué¢ des unités de -1.4-
N-acétylglucosamine (GIcNAC). La chitine est le deuxiéme biopolymere le plus répandu dans
la nature aprés la cellulose. On la trouve en tant que composant structurel des parois
cellulaires fongiques, des exosquelettes, d’arthropodes, des coquilles de céphalopodes, de la
cuticule des insectes, des coquillages et des calamars (Naaz et al., 2021).

La chitine est un substrat naturel, non-toxique, biodégradable et versatile. Elle possede

plusieurs activités biologiques (hydratants, arm.) (Gasmi, 2017).

CHg

O =
OH

o NH
. 0 OHO ......
HO O

NH
OH
O:<
CHj
—In
ine al., 2020).

2. Chitinase

2.1. Définition
La chitinase (EC.3.2.1
glycanohydrolase, de taille alla

st une poly-p-1,4-(2-acétamido-2-déoxy) D-glucoside
20 KDa a 90 KDa. C’est la principale enzyme de

dégradation de la chitine (Brisou, 19

Le catabolisme de la chitine se déroule généralement en deux étapes principales qui
impliquent le clivage initial du polymere de la chitine par la chitinase en oligosaccharides de
chitine, puis un clivage supplémentaire en monomeére de N-acétylglucosamine par les
chitobiases (Thakur et al., 2019).



Chapitre 01 : Chitinase et bactéries chitinolytiques.

Chitinase Chitobiase

Chitine —  Chitobiose — N-acétylglucosamine

Figure 02 : Processus de dégradation de la chitine (Brisou, 1971).

2.2. Bactéries productrices de chitinase

Les chitinases sont produites par des ba des champignons, des plantes et des

animaux en quantités variables (Singh et al., 20 aussi trouvées chez les virus, les

possibilité de leur produ
(Naaz et al., 2021). Les aux

de divers

-positif, possédant des

actérisés par des teneurs

stres et aquatiques. Bien que les
membres de ce gran i saprophytes libres, plusieurs d’entre eux
peuvent vivre a ’intérieu issus ou des organes en tant que partenaires commensaux ou
symbiotiques des plantes, de ctes, des animaux aquatiques ainsi que des animaux
terrestres.
Le phylum est connu par la production d’antibiotiques et de métabolites secondaires et
plusieurs types d’enzymes extracellulaires impliquées dans la dégradation des composés
organiques et des biopolymeres, y compris les aminopolysaccharides omniprésents : la chitine
et le chitosane. Les actinobactéries sont reconnues comme des décomposeurs particuliérement
efficaces de la matiere chitineuse car elles portent des ensembles impréssionnants de genes
dédiés a la dégradation de la chitine et du chitosane. La degradation de ces polymeres dans les
actinobactéries dépend des hydrolases a action endo et exo ainsi que des monooxygénases

polysaccharidiques lytiques. Les chitinases et les chitosanases actinobactériennes
6



Chapitre 01 : Chitinase et bactéries chitinolytiques.

appartiennent a neuf grandes familles de glycosyl hydrolases qui ne partagent aucune
similarité de séquences (Lacombe-Harvey et al., 2018). L’activité de chitinase a été
principalement trouvée chez les especes Streptomyces qui ont été étudiées de maniére
approfondie. Elles décomposent rapidement la chitine en introduisant leurs hyphes dans le
substrat. C’est I’exemple de: Streptomyces coelicolor, Streptomyces violaceusniger et

Streptomyces thermoviolaceus (Hamid et al., 2013 ; Veliz et al., 2017).

2.2.2.Les protéobactéries

Les protéobactéries, établi par Woese en ous le nom « bactéries violettes et leurs

parents », sont des bactéries a Gram-négatif e it actuellement le plus grand phylum

du domaine des bactéries. Sur la base de 1’analyse e du gene de I’ARNr 168, le

phylum des protéobactéries est divisé en
Betaprotéobactéries, Gam

Zétaprotéobactéries (Kers

avobacterium johnsoniae

a faible GC et avec des parois cellulaires
rigides ou semi-rigides cont u peptidoglycane.
Les membres du phylum firmi ont des batonnets ou des sphéres qui se reproduisent
principalement par fission binaire. sont abondants dans les sols et les environnements
aquatiques ou ils sont impliqués dans la décomposition et le recyclage de la matiere
organique, cependant plusieurs genres constituent une flore normale de I’intestin des
mammiféres ou sont pathogenes pour les humains, les animaux et les plantes.

Les firmicutes sont affiliées a trois classes : Bacilli, Clostridia et Erysipelotrichia, quatre
ordres : Bacillales, Lactobacillales, Clostridiales et Erysipelotrichales, 17 familles et 54

genres (Seong et al., 2018).



Chapitre 01 : Chitinase et bactéries chitinolytiques.

Les firmicutes sont bien connues par leur production d’enzymes chitinolytiques, a titre

d’exemple Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus et Paenibacillus illinoisensis (Veliz et al.,

2017).
Tableau 01: Quelgues exemples de bactéries productrices de chitinases.
Phylumde la | Les bactéries productrices
bactérie de chitinase Références

productrice de

chitinase
Streptomyces aureofacien
wn
[<B)
-
[<B)
d
2 Streptomyces
g hygroscopicus
c
=

L’habitat

guille, tiges et les
des plantes.

Taechowisan et al.,
2003.

Crawford et al.,
1993.

Veliz et al., 2017.

s lydicus

Brinda et
Crawford, 1997.

Protéobacteries

Veliz et al., 2017.

Déchets des crevettes
marines.

Subramanian et al.,
2020.

Déchets industriels de
fruits de mer.

Vaidya et al., 2003.

Brevundimonas diminuta
KT277492

Rhizosphére de la plante
Trigonella foenum-
gracum L.

Ashour et al., 2016.




Chapitre 01 : Chitinase et bactéries chitinolytiques.

Tableau 01 : Quelques exemples de bactéries productrices de chitinases (suite).

Chitiulyticbacter Sol. Zhikui et al., 2011.
meiyuanensis SYBC-H1

Pseudomonas fluorescens | Sol riche en carapace de Leeetal., 2015.
HN1205 crabe.
Serratia marcescens JPP1 Déchets d’arachides. Wang et al., 2014.

Roohi et Kuddus,
2015.

Bacillus cereus GA6

Tasharrofi et al.,

us subtilis

Shivakumar, 2012.

ilus thuringiensis Veliz et al., 2017.

Kumar et al.,
2017a.
e des industries
de transformation des
produits de la mer. Singh et al., 2009.
Sol cotier. Veliz et al., 2017.

2.3. Role des chitinases chez les organismes et les microorganismes

Les chitinases sont produites par divers organismes y compris les virus, les animaux, les
champignons, les plantes supérieures, les bactéries et les insectes. Elles assurent diverses
fonctions. Chez les bactéries, les chitinases jouent différents réles dans le parasitisme, la
nutrition et le recyclage de la chitine dans la nature, alors que chez les plantes et les vertébrés

elles sont impliquées dans les mécanismes de défense contre les champignons pathogénes. En
9



Chapitre 01 : Chitinase et bactéries chitinolytiques.

cas de champignons, des protozoaires et des invertébrés, les chitinases sont impliquées dans la
morphogenese. Certains virus comme les baculovirus produisent également I'enzyme
chitinase pour assurer un réle de pathogénécité. En plus d’étre une source de carbone et
d’énergie et en dehors de la défense, les chitinases jouent un role structurel chez certains

arthropodes et champignons (Dukariya et Kumar, 2020).

2.4. Classification des chitinases

Les chitinase sont classifiées selon leur mode d’action et selon leur structure.

2.4.1.Selon le mode d’action
Les chitinases sont classées selon leur modé matique en : endochitinases et
exochitinases. Les premieres sont également polys [1,4-(Naceétyl-B-D-
glucosaminide) glycanohydr 2.1, (: liver la chitine au
hasard dans des sites inter : GIcNAC) de
faible masse moléculaire,

exochitinases so : £ ini 017) et

10
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Chapitre 01 : Chitinase et bactéries chitinolytiques.

2.4.2.Selon la structure
Il 'y a six classes de chitinase en fonction de la structure de leurs séquences en acides
aminés. Les chitinases de la classe | ont une séquence N-terminale riche en cystéine et un
peptide signal riche en leucine ou valine. Ces chitinases sont encore divisés sur la base de leur
nature acide ou basique en classe la et classe Ib, respectivement. Cette classe ne contient que
des chitinases végétales, et la plupart d’entre elles sont des endochitinases. Les chitinases de
la classe Il ont une séquence similaire de la chitinase de la classe I. Elles se trouvent dans les

plantes, les champignons, les bactéries et la plupart d’entre elles sont des exochitinases. La

classe Il n’ont pas des séquences similaires & I ou la classe II. La classe IV ont des
caractéristiques similaires a celles de la classe I, e petite taille que la classe I. Les
chitinases de la classe V et VI ne sont pas claire

al., 2020).

jusqu’a ce jour (Singh et

Méme avec une utilisation int de fongicides chimiques, la destruction des plantes
cultivées par des agents pathogénes fongiques est un probléme sérieux dans le monde entier
c’est la raison pour laquelle le contrble biologique de ces maladies a été corrélé a la
production de chitinase d’origine naturelle, ces derni¢res années (Herrera-Estrella et Chet,

1999).

+¢ Biocontrole des champignons phytopathogénes
Les microorganismes chitinolytiques sont utiles pour lutter contre les champignons

phytopathogénes tels Fusarium, Alternaria, Aspergillus etc. C’est I’exemple de la moisissure
12
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Trichoderma harzianum et de nombreuses bactéries chitinolytiques comme Bacillus pumilus,
Stenotrophomonas maltophilia, Streptomyces hygroscopices et Bacillus subtilis.

Dans une étude, Trichoderma harzianum a pu produire une chitinase qu’agit contre la
maladie du balai de sorciere du cacao (Dukariya et Kumar, 2020). Les chitinases peuvent
étre egalement utilisées comme fongicides dans les plantes transgéniques. Par exemple, dans
une étude menée par Yasuyuki et Subbaratnam, 2009 les plantes de tabac transgéniques en
pu exprimer une enzyme chitinase du baculovirus. Cette enzyme recombinante a été
accumulée dans les tissus vasculaires de la plante, et a exercé une protection significative pour

les plantes transgéniques contre un agent patht ngique (Dackman et al., 1989).

+ Potentiel de biopesticides

Les insectes et les cru inci : i partout dans les
écosystemes. En raison 0 aiques, les

biopesticides présentent

biotechnologie®nvironnementale
Une des applications imp des chitinases est 1’utilisation de cette enzyme dans le

domaine environnementale grace antages écologiques.

+« Estimation de la biomasse fongique

Il existe une corrélation entre la croissance des champignons dans le sol et I’activité
enzymatique de la chitinase. Par conséquent, ’activité de la chitinase peut étre utilisée comme
indicateur de la croissance fongique dans le sol. La détermination de 1’activité chitinase donne
une mesure rapide, simple et sensible de la biomasse fongique dans le sol (Dukariya et
Kumar, 2020). La corrélation entre I’activité de la NAGase et la teneur du sol en ergostérol et

I’acide gras phospholipidique (PFLA) 18 :2w6, en combinaison avec 1’expression constitutive
13
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de NAGase par un group diversifi¢é de champignons, soutiennent 1’utilisation de cette activité
comme indicateur de la biomasse fongique dans les échantillons de sol. Comme les
champignons sont considérés comme les principaux contributeurs importants au
renouvellement de la chitine dans les sols, les bactéries dans ou les actinobactéries
chitinolytiques ne sont pas susceptibles d’avoir un impact significatif dans I’interprétation de

cette activité dans un échantillon de sol (Miller et al., 1998).

2.5.3.Dans le domaine médical

Les chitinases sont utilisées comme mg

es antifongiques pour le traitement des

diverses infections fongiques humaines. Kzh 3, et al., 2007 ont mentionné qu’une

elle indique son rdle en ta

agents pathogénes conten

alimentaire moins dépenda sources végétales et réduirait la pression sur l'agriculture
(Anupama et Ravindra, 2000).
Les P.O.U sont particulierement p ts par les levures comme : Hansenula polymorpha,
Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae et Myrothecium verrucaria. Dans une étude
Serratia marcescens a hydrolysé des déchets chitineux et Pichia kudriavazevii a utilisé les
substrats produits pour synthétiser des P.O.U contenant 45% de protéines et 8 a 11% d’acides
nucléiques. Dans une autre étude la moisissure Myrothecium verrucaria a hydrolysé de la
chitine et Saccharomyces cerevisiae a utilisé les substrats produits pour synthétiser des P.O.U

contenant 61% des protéines et 3.1% d’acides nucléiques (Thakur et al., 2019).

14






Chapitre 02 : Les plans d’expériences.

1. Méthodologie des plans d’expériences

Cette méthodologie trouve son essor au début du XX¢ siecle dans le domaine de
I’agronomie. Elle est utilisée de nos jours dans des laboratoires, des usines ou des industries a
grande échelle. Le plan d’expérience est une matrice d’essais; c'est-a-dire qu’il faut élaborer
une combinaison de facteurs définie a ’avance et la réaliser expérimentalement pour obtenir
des résultats d’essais a analyser (Benoist et al., 1994). Un grand nombre d’expériences est
nécessaire dans la recherche, le développement et I’optimisation de tout systéeme (Dutta,

2016). Cette méthodologie consiste a faire imultanément des parametres selon des

modele a partir des donné

sont utilisés pour détermi

al.,
2.1In

t d’accroitre 1’efficacité
d’une dé i ion, de temps et de cout
(Baléo et al.,

Il est intéressant

e Des raisons écono . planifier les essais permet de prévoir le budget, le temps et

le personnel nécessaires. Le p t construit en vue de répondre a un modele donné, on
sait, avant méme de faire les essais, i pourra étre analysé au terme du plan.

e Optimiser I’outil statistique : les techniques de construction de plans consistent a
sélectionner un ensemble de combinaison dont la structure garantit les propriétés statistiques
recherchées pour une bonne exploitation du modele (Benoist et al., 1994).

e Comprendre et améliorer le fonctionnement dans le domaine industrie : 1’utilisation
des plans expérimentaux peut servir de support pour I’optimisation des procédés de
fabrication et de contr6le ainsi que pour la formulation de produits (Baléo et al., 2003).

e Réduire le nombre d'essais expérimentaux et optimiser l'utilisation des données

expérimentales (Dutta, 2016).
16



Chapitre 02 : Les plans d’expériences.

e Le concept de plan d'expériences est principalement destinée aux systémes qui ne
peuvent pas étre modeélisés mathématiquement sur la base de concepts théoriques (Panda et
al., 2016).

3. Etapes principales d’un plan d’expérience

Les étapes principales d’un plan d’expérience sont au nombre de cing.

- Etape 01 : La formalisation d’un probléme.

- FEtape 02 : La construction d’un pl
- Etape 03 : La réalisation des essais.
- Etape 04 : L’analyse des résultats d’es
- Etape 05: L’interprétation, la conclusic

(Benoist et al.,

4. Types des plans d’expé

de différente

etc (Dutta,

ces sont classées en fo

Les plans d’e aractéristiques telles que

ystemes, le concept
t utilisée, surtout en cas
bservateur mene une série
aetal., 2016).

4.1. Plans factoriels

On appelle plan factori plan complet, ou encore plan factoriel complet, le plan
d’expériences regroupant toutes binaisons possibles entre les niveaux des facteurs. Le
nombre de combinaisons est le pro
1994).

Dans le cas ou les "k” facteurs présentent deux niveaux ou modalités, on est conduit a la

des nombre de niveaux des facteurs (Benoist et al.,

réalisation de 2X traitements et le plan factoriel complet est alors appelé : plan 2% (Baléo et
al., 2003).

17



Chapitre 02 : Les plans d’expériences.

4.2. Plans fractionnaires
Comme son nom I’indique, un plan fractionnaire est une « fraction » du plan factoriel. Il
s’agit d’un sous-ensemble orthogonal de combinaisons du plan factoriel. Il est appelé

aussi « plan factoriel fractionnaire » (Benoist et al., 1994).

Lorsque le nombre de facteurs augmente, le nombre d’expériences imposées par ’utilisation

des plans factoriels complets conduit a des codts importants. De plus, toute I’information

extraite a partir de ces plans n’est pas nécessairement interprétable ou indispensable. Il peut
k

alors étre intéressant de sélectionner parmi essais un sous-ensemble judicieusement

choisi pour extraire les conclusions les plus pe fractionnement des plans factoriels

constitue un moyen pour limiter le coit expérim e tout en maitrisant la qualité

des conclusions statistiques (Baléo et al., 2003).

4.2.1.Plans de Plac
% Définition et prin
Les plans i i té duits

e conception standard a

Les plans Plackett Burm t des plans factoriels fractionnaires a deux niveaux, de
formule : k = N -1 variables e
20, 24, 28 et 36, parfois les con

comblent les lacunes de conception standard (Dutta, 2016).

mbre d’essais, ou N est un multiple de 4. Pour N = 12,

ns Plackett — Burman sont importantes, car elles
Les points de plan ne peuvent pas étre présentés sous forme de cube. Par conséquent, ce

dessin est appelé un dessin non géométrique et non régulier et il est nommé alors un plan
orthogonal (Panda et al., 2016).
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% Construction
¢ Si le nombre des variables n'est pas suffisant pour former une matrice selon la conception
de Plackett-Burman, les variables fictives sont ajoutées pour répondre au critere. Par exemple,
dans un processus ou le nombre de variables pour I'expérience est de 10. Alors N = 10 + 1
=11, qui n'est pas un multiple de quatre. Pour obtenir un numeéro le plus proche multiple de
quatre est 12. Par conséquent, une variable fictive est nécessaire dans ce cas.
e Les variables sont codées +1 ou —1. Le niveau bas d'une variable proviendra de la littérature

étayée ou d'une expérience préliminaire. Niveau plus élevé de la variable peut étre supérieure

de 25 % au niveau bas. Cette valeur depend su ion d'expérimentation.
e Le nombre de positifs est (k+1)/2 et les négati
e Les termes indiqués dans I’élément précéden
premiére rangeée.

e Les (k-1) rangées suiva
place (k-1) fois, c'est-a-di
en la déplacant d'

e [ln

e Cela don . our correlent les composants

linéaires a la re insi, I'estimation des parametres

e Si N est une puissanc ce plan orthogonal est modifié en plans
factoriels fractionnaires. N as nécessairement une puissance de 2, mais il doit étre

divisible par quatre (Panda et al.

4.2.2.Plan de surface de réponse (RSM)

La méthodologie de surface de réponse (RSM) est une compilation de techniques
mathématiques et statistiques. C’est une méthode pour concevoir des expériences, construire
des modeéles, évaluer les effets de divers facteurs et atteindre des conditions optimales avec un
nombre limité d'expériences planifiées. Son objectif est d'optimiser une réponse qui est
influencée par diverses variables indépendantes.

La RSM a été développé pour trouver des conditions de fonctionnement optimales dans

I'industrie des procédés chimiques, mais maintenant elle est utilisée dans une variété de
19
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domaines et d'applications, non seulement dans I'ingénierie et les sciences physiques, mais
aussi dans les sciences cliniques, sociales et biologiques. L'objectif principal de la RSM est
I'optimisation des processus. Cela pourrait impliquer, par exemple, la minimisation des codts
d'exploitation d'un processus de production, la minimisation de la variabilit¢é d'une
caractéristique de qualité, la maximisation du rendement d'un processus chimique ou

I'obtention des spécifications souhaitées pour une réponse (Dutta, 2016).

4.2.3.La conception composite centrale (CCD)

C’est un plan statistique qui n’est pasg@thogonal, développé en particulier dans la

méthodologie des surfaces de réponses (Be 1994). La conception composite
centrale (CCD) a été largement utilisée comme cO imentale.

Elle aide a optimiser les paramétres effectifs avec » mum d'expériences, et a
Le plan composite centré nt factoriel

fractionnaire 2k — p) auq

@® Pointsen
étoile.

O Points du
plan factoriel.

Figure 05: Représentation dans un espace a trois facteurs d’un plan composite centré complet (Vial et
Jardy, 1998).
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4.2.4.Plan Box Behnken

Box et Behnken (1960) ont proposé des conceptions a trois niveaux pour ajuster les
surfaces de réponse. Le principal avantage de la conception Box-Behnken par rapport a le
CCD est qu'elle nécessite moins de points de conception expérimentale, ce qui réduit le colt
expérimental, par conséquent le cott d’un processus d'optimisation. La figure 06 montre une
représentation geométrique du plan de Box—Behnken (B-B). Cette conception est de forme
sphérique ou tous les points reposent sur une sphere de rayon 2. Le plan B-B n'a aucun point
aux sommets de la région cubique construite par les limites inférieurs et supérieurs de chaque
variable (Dutta, 2016).

@
X @ (0,0,0) ®

La conception de Taguc I'une des conceptions d'expérimentation les plus robustes

disponibles. C'est une concepti bien étudiée, qui a des directives tres claires sur les
points expérimentaux a choisir et X a éviter afin d'obtenir une quantité raisonnable
d'informations du systéme en cours d'analyse. C’est une conception factorielle hautement
fractionnée, orthogonale et appliqguée comme méthode statistique pour résoudre des

problémes (Panda et al., 2016).

La strategie adoptée par le Docteur Taguchi consiste a identifier les combinaisons de
parametres qui reduisent les effets des causes, sans s’attaquer directement a celles-ci. Le choix
correct des facteurs est I’étape la plus délicate de la démarche Taguchi (Vlachogiannise et
Roy, 2005). L’approche Taguchi est basée sur :
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e La définition du probléme, I’identification des variables de controle et les interactions
possibles.

e La définition des niveaux requis pour chaque variable (facteur) et la détermination de
la réponse d’intérét.

e Laselection de réseau orthogonal le plus approprié.

e La réalisation de I’expérience.

e [L’exécution de I’analyse et I’interprétation des résultats pour obtenir une meilleure

compréhension de la situation examinée (Antony. et Antony, 2001).
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Méthodologie.

Au cours de notre étude, vingt cing articles scientifiques ont été téléchargés a partir des
moteurs de recherches scientifiques suivants : Science Direct, Google Scholar, Researsh Gate,

Scielo et Europe PMC puis analysés.

Dans la barre de recherche on a mis les mots clés suivants : Plackett-Burman, chitinase, plans

statistiques, optimisation, bactéries chitinolytiques...
Lors de I’analyse de chaque article, on s’est intéressé a :

e La bactérie utilisée (genre et espece).

e Son habitat naturel ou sa provenance.
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Résultats et discussions.

Tableau 02 : Articles trouvés en utilisant les divers moteurs de recherche.

Le titre d’article

Les auteurs

Cold-adapted chitinases from Antarctic
bacteria: Taxonomic assessment and
enzyme production optimization.

Santa-Cruz Vasquez et al.

2021.

Bioconversion of chitin and concomitant
production of chitinase and N-
acetylglucosamine by
novel Achromobacter
xylosoxidans isolated from shrimp waste
disposal area.

Subramanian et al.

2020.

L’année de publication

Statistical optimization for coproduction
of chitinase and beta 1, 4-endoglucanase

by

chitinolytic Paenibacillus elgii PB1
having antifungal activity.

Philip et al.

2020.

Paenibacillus sp. AD with
production of chitinase an
oligosaccharides.

2018.

2017.

A Statistical Approach for the chitinase Kumar et al. 2017.
production by Bacillus sp. and its
Antifungal Potential.
Production of chitinase from Kumar et al. 2017.

thermophilic Humicola grisea and its
application in production of bioactive
chitooligosaccharides.
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Tableau 02 : Articles trouvés en utilisant les divers moteurs de recherche (suite).

Optimization of chitinase production by a Gasmi et Kitouni. 2016.
new Streptomyces griseorubens C9
isolate using response surface
methodology.
Applications of Plackett—-Burman and Ashour et al. 2016.

Central Composite Design for the
Optimization of Novel Brevundimonas
diminuta KT277492 Chitinase
Production, Investigation of its
Antifungal Activity.

Enhancement of Exochitinase Production
by Bacillus licheniformis AT
Improvement of N-Acetyl
Production.

role of chitinase on egg hat
inhibition of root-knot nemato

Chitinase from a Novel Strain of Serratia
marcescens JPP1 for Biocontrol of
Aflatoxin: Molecular Characterization
and Production Optimization Using
Response Surface Methodology.

Wang et al.

2014.

Bioprocess Optimisation for the
Production of Chitinase from
Streptomyces sp. Isolated from Coastal
Environment Samples from South Kerala.

Karthik et al.

2013.
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Tableau 02 : Articles trouvés en utilisant les divers moteurs de recherche (suite).

Optimization of nutrition factors on Zhikui et al. 2012.
chitinase production from a newly
isolated Chitiolyticbacter meiyuanensis
SYBC-H1.

Optimization of chitinase produced by a | Narasimhan et Shivakumar. 2012.
biocontrol strain of Bacillus subtilis using
Plackett-Burman design.

Optimization of Chitinase Production by
Bacillus pumilus Using Plackett-Burman
Design and Response Surface

Methodology.

Optimization of protease a
production by Bacillus ce

Singh et al. 2009.

improved chitinase product

Paenibacillus sp. D1 using statis
approach.

Statistical optimization of medium Yue et al. 2008.
componenets to improve the chitinase
activity of Streptomyces sp Dall
associated with the South China Sea
Sponge Craniella australiensis.
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Tableau 02 : Articles trouvés en utilisant les divers moteurs de recherche (suite).

Statistical screenings of medium Gohel et al. 2006.
components for the production of
chitinase by the marine isolate Pantoea
dispersa.

Statistical optimization of medium Vaidya et al. 2003.
components for the production of
chitinase by Alcaligenes xylosoxydans.
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1. Répartition de I’utilisation de la Plackett-Burman selon la bactérie productrice de
chitinase

Les bactéries productrices de chitinase, utilisées dans le plan d’expérience Plackett-

Burman pour optimiser la production de cet enzyme dans les divers articles analysés ont été

assignées aux genres suivants: Bacillus (28%), Streptomyces (16%), Paenibacillus (12%),

Achromobacter (4%), Serratia (4%), Chitinolyticbacter (4%), Pantoea (4%), Arthrobacter

(4%), Stenotrophomonas (4%), Sanguibacter (4%), Humicola (4%), Alcaligenes (4%),

Pseudomonas (4%) et Brevundimonas (4%) (Figure Q7).

Genre bactérien producteur de chitinase

m Bacillus

m Streptomyces

4%

m Paenibacillus
® Achromobacter

4% m Serratia

4% u Chitinolyticbacter

= Pantoea

= Stenotrophomonas
4% Arthrobacter
4% m Sanguibacter

= Humicola

Alcaligenes
Pseudomonas

Brevundimonas

Figure 07 : Répartitio tilisation de la Plackett-Burman selon la bactérie productrice de

chitinase.

Dans notre analyse, le genre Bacillus a occupé la 1 place (28%), un bacille & Gram
positif qui est trés résistant a de nombreuses conditions défavorables (Holt et al., 1994), et qui
appartient a la classe des Firmicutes, ordre des Bacillales, famille des Bacillaceae. Il a été
connu par sa capacité a produire plusieurs enzymes telles I’hydrolase, la CMCase, la protéase,
la xylanase, la lipase, la B-1,3-glucanase y compris la chitinase (Thi Cam et al., 2018). En fait
divers rapports et articles ont été publiés sur la production de chitinase par le genre Bacillus

sp, c¢’est ’exemple de Bacillus amyloliquefaciens GR53, de Bacillus licheniformis et Bacillus
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thuringiensis qui ont pue utilisé diverses sources de carbone pour la production de cette
enzyme (Rishad et al., 2016).

Le genre Streptomyces a occupé la seconde place, avec un pourcentage de (16%).
Streptomyces comprend des bactéries a Gram positif, aérobies, ayant une teneur tres élevé en
GC (70%) et une morphologie complexe. Ce genre produit une large gamme des métabolites
secondaires ayant des propriétés antibactériens, anti-tumorale et antiparasitaires (Khushboo
et al., 2022) et plusieurs types d’enzymes hydrolytiques tel que 1’amylase, la protéase, la
lipase, I’estérase et le gélatinase (Sathya et Ushadevi, 2014).

Streptomyces est le genre le plus rapporté d’¢ ducteur de la chitinase dans la classe des

actinobactéries telles les espéces StreptomycC ans, S. halstedii, S. jriseus, S.
kurssanovii et S. hygroscopicus (Karthik et al., 20

La troisieme position était re qui regroupe des
bactéries a Gram positif, la classe des
Bacilli, ordre des Bacillal
pour

, comme les enzymes

-Burman selon I’habitat de la bactérie
productrice de chitin

Les bactéries productrice itinase, mentionnées dans les différentes recherches et dont
les auteurs ont utilisés la Pla urman pour optimiser la production de cet enzyme
occupaient plusieurs niches écologiq
Elles ont été isolées a partir de I’environnement marin et terrestre ainsi qu’a partir
d’antarctique, des plantes, des déchets d’arachides et de certains effluents I’industriels

(Figure 08).
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Provenance

m Marine

m Terrestre

m Antarctique

m Plantes

B Déchets d’arachide

® Industries

Figure 08 : Répartition de 1’utilisagi a Plackett-Burma ctérie productrice de

D’apres la fi ’environnement terrestre

sont des écosysté avec un pourcentage

similaire de 40%.

le la plus présente dans
I’écosyst i stéme on peut la trouver
comme un él ifférents pourcentages : crabes
(30% - 50%), cr i 5%) (No et al., 1989 ; Ghorbel-
Bellaaj et al., 2012 ; i : . en milieu terrestre la chitine constitue la
deuxiéme molécule présen
les sols (Naaz et al., 2021).
Ces bactéries ont été isolé a partir

bondance apres la cellulose et trouvée particulierement dans

érents types de sol comme : le sol prés du marché du
poisson qui sont riches en déchets marins, le sol de rhizosphére et sol de désert qu’ils

contiennent la chitine.

2. Répartition des différentes variables utilisées dans ’optimisation de la production de
la chitinase
Tout les articles analysé€s, au nombre de vingt cing, se sont concentrés sur 1’'usage de

différentes sources nutritives comme variables dans le plan d’expérience Plackett-Burman
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(100%) quelque uns se sont intéresses, en plus des sources nutritives, aux conditions physico-

chimiques (pH, T°, temps d’incubation...) de la production enzymatique avec un pourcentage

de 36% (Tableau 02).

Tableau 02: Répartition des différentes variables utilisées dans I’optimisation de la production de la

chitinase.
Bacteéries productrices Variables testés dans le plan PB Références
de chitinase _
N° Parametres
d’article physico-chimiques
1 Arthrobacter Santa - Cruz

psychrochitiniphilus Vasquez et al.,

Philip et al.,
2020.
Jha et Modi,
2018.
Kumar et al.,
2017a.
Kumar et al.,
2017b.
7 Humicola grisea ITC X / Kumar et al.,
10,360.16 2017c.
8 Streptomyces X X Gasmi et
griseorubens C9 Kitouni, 2016.
9 Brevundimonas X / Ashour et al.,
diminuta KT277492 2016.
10 Bacillus X X Aounallah et al.,
licheniformis AT6 2016.
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Tableau 02 : Répartition des différentes variables utilisées dans I’optimisation de la production de la

chitinase (suite).

11 Bacillus pumilus X X Rishad et al.,
MCB-7 2016.
12 Bacillus cereus GA6 X / Roohi et
Kuddus, 2015.
13 Pseudomonas / Lee et Kim, 2015.
fluorescens strain
HN1205
14 Serratia marcescens Wang et al.,
JPP1 2014.

15 Streptomyces

Karthik et al.,
2013.

Zhikui et al.,
2012.

Narasimhan et

Shivakumar,
2012.
Tasharrofi et
al., 2011.
Bacillus cereu X Ghorbel-Bellaaj
etal., 2011.
20 Sanguibacter X / Han et al., 2011.
antarcticus KOPRI
21702
21 Stenotrophomonas X / Khan et al.,
maltophilia 2010.
22 Paenibacillus sp. D1 X / Singh et al.,
2009.
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Tableau 02 : Répartition des différentes variables utilisées dans I’optimisation de la production de la

chitinase (suite).

23 Streptomyces sp. Dall X / Yue et al., 2008.
24 Pantoea dispersa X / Gohel et al.,
2006.
25 Alcaligenes / Vaidya et al.,
xylosoxydans 2003.

2.1 En fonction des sources nutritives
Les sources nutritives qui Plackett-Burman »
ont été divisées en sou des ions

métalliques et des sels mi

chitine modifiée chimique enzymatiquement (chitine colloidale, chitine gonflée a

I’acide, la chitine d’éthyléne glyc pNP-NAG). En plus des sucres simples et complexes
(CMC, sirop de datte, xylose, inuliif€, amidon, saccharose, maltose, fructose, lactosérum,

galactose et glucose), la gélatine et d’autres sources naturelles comme les champignons.

La chitine colloidale, la chitine et le glucose ont été les sources les plus utilisés comme
source de carbone dans les différentes études avec un nombre d’article de dix, neuf et six
consécutivement. Ceci est logique vu que la chitine est le substrat de 1’enzyme chitinase.
Quoique le pourcentage de la chitine colloidale soit légérement supérieur car cette forme est

plus accessible dans le milieu par rapport a une chitine sous forme de feuillets, flacons ou
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autres (Herdyastuti et al., 2015) et le glucose parce que c’est un sucre simple facile a

dégrader par les bactéries par rapport a d’autres sources complexes (Figure 09).

Nombre d' articles

) cre s
0& N Sources de carbone utilisées

Figure 09 : Répartitio urces de carb‘ dans Poptimisation de la production de la

ec le plan d’expérience Plackett-Burman.

Pour certaines bactéries la présenge”de chitine a été obligatoire pour la production de la
chitinase dans le milieu de fermentation (chitinases inductibles) ¢a veut dire en absence de la
chitine il n’y avait plus d’activité chitinolytique ou ’activité a été trés faible en son absence
comparée a son présence dans le milieu. C’est I’exemple de Paenibacillus sp. D1 (Singh et
al., 2009), Sanguibacter antarcticus KOPRI 21702 (Han et al., 2011), Humicola grisea ITCC
10,360.16 (Kumar et al., 2017c), Arthrobacter psychrochitiniphilus 492 (Santa-Cruz

Vasquez et al., 2021). Pour d’autres la production de la chitinase ne nécessitait pas la
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présence de la chitine dans le milieu comme chez Streptomyces sp. P6B2 (Karthik et al.,
2013) et Chitiolytichacter meiyuanensis SYBC-H1 (Zhikui et al., 2012).

Dans 1’étude menée par Narasimhan et Shivakumar, 2012, le carboxy methyl cellulose
(CMC) a été la meilleure source de carbone pour la bactérie Bacillus subtilis JNO32305 par

rapport a la chitine et au glucose.

Dans d’autres études, la combinaison entre une source de carbone et la chitine a pu améliorer
’activité chitinolytique. Ceci a été remarquée pour la bactérie Stenotrophomonas maltophilia
ou la combinaison maltose et chitine a co
(Khan et al., 2010).

e importante production de chitinase

En ce qui concerne I’effet des sources de carbo ilisé emarqué que la source
3 chitinase par les
diverses bactéries. Dans q p’a pas été
déterminé (Figure 10).
N

Nombre d'articles
(=Y
[E=Y

¥ T ¥ ¥ 7 FN 1 .=. T T .I.I. i | .tTl—.E
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S © SRS IR e

Y*%‘boc‘ @Q I o

Sources de carbone utilisées

m Effet positif ~ mEffet négatif — m Sans effet Effet non mentionné

Figure 10 : Effets des sources de carbone utilisées dans le plan d’expérience Plackett-Burman sur I’activité
chitinolytique.
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En ce qui concerne la chitine colloidale, elle a montré un effet positif dans toutes les études
qui ont mentionné son utilisation dans le plan d’expérience Plackett-Burman. C’est-a-dire
dans les études conduites avec les bactéries suivantes : Arthrobacter psychrochitiniphilus 492
(Santa - Cruz Vasquez et al., 2021), Achromobacter xylosoxidans (Subramanian et al.,
2020), Paenibacillus elgii PB1 (Philip et al., 2020), Streptomyces rubiginosus SP24 (Jha et
Modi, 2018), Humicola grisea ITCC 10,360.16 (Kumar et al., 2017c), Streptomyces
griseorubens C9 (Gasmi et Kitouni, 2016), Bacillus licheniformis AT6 (Aounallah et al.,
2016), Bacillus cereus GA6 (Roohi et Kuddus, 2015), Streptomyces sp. P6B2 (Karthik et
al., 2013), Streptomyces sp. Dall (Yue et al.,

rapporté que le g n’avait la production de chitinase chez Pantoea

dispersa tandis que so
2017a).

n’était pas ez Paenibacillus sp. AD (Kumar et al.,

En ce qui concerne la poudre de e, elle a montré un effet positif sur la production de
chitinase chez Bacillus pumilus Us (

al., 2008).

sharrofi et al., 2011) et Streptomyces sp. Dall (Yue et

Quant & la chitine gonflée a I’acide, elle a montré un effet positif sur la production de

chitinase chez Pantoea dispersa (Gohel et al., 2006).

La poudre de carapace de crabe a montré un effet positif sur la production de chitinase chez
Pseudomonas fluorescens HN1205 (Lee et Kim, 2015) et la poudre de carapace de crevette a
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montré un effet positif sur la production de chitinase chez Bacillus cereus SV1 (Ghorbel-
Bellaaj et al., 2011).

Gasmi et Kitouni, 2016 n’ont pas discuté 1’effet des coquilles de crevette, d’écrevisse et de
champignon mais ils ont mentionné que le sirop de datte avait un effet positif sur la
production de chitinase chez Streptomyces griseorubens C9, tandis que le lactosérum n’avait

aucun effet.

En ce qui concerne la chitine d’éthyléne glycol et le pNP-NAG, ils ont montré un effet positif

sur la production de chitinase chez Pantoea d ohel et al., 2006).

La poudre de mais a montré un effet négatif che pacter meiyuanensis SYBC-H1

(Zhikui et al., 2012) sur la production de chitinase.

La CMC a montre un effet illus elgii PB1

iminuta KT277492 (Ashour et al.,
2016) et Chitiolyticha hikui et al., 2012) tandis que Kumar et

al., 2017b n’ont pas discut

iyuanensis

ffet chez Bacillus sp.

Jha et Modi, 2018, Kumar et
saccharose chez Streptomyces rubi

17b, Lee et Kim, 2015 n’ont pas discuté 1’effet de
osus SP24, Bacillus sp, Pseudomonas fluorescens
HN1205, respectivement.

En ce qui concerne le maltose, il avait un effet positif sur la production de chitinase chez
Stenotrophomonas maltophilia (Khan et al., 2010).

Le fructose avait un effet positif sur la production de chitinase chez Chitiolyticbacter

meiyuanensis SYBC-H1 (Zhikui et al., 2012), mais il a montré un effet négatif chez
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Brevundimonas diminuta KT277492 (Ashour et al., 2016), tandis que Khan et al., 2010 et

Kumar et al., 2017a n’ont pas discuté son effet.

Finalement, en ce qui concerne le galactose, il avait un effet positif sur la production de
chitinase chez Streptomyces sp. Dall (Yue et al., 2008), tandis que Khan et al., 2010 n’ont

pas discuté son effet.

2.1.2 Sources d’azote
Les sources d’azote qui ont été utilisées dans le plan « Plackett-Burman » avaient une

origine organique (extrait de levure, extrait d peptone, urée, tryptone, caséine, poudre

(Figurell).
L’extrait de levure, la pep té ; : s dans le
plan d’expérience cle de

dix-sept, neuf et pectivement.

Nombre d" articles

Sources d'azote utilisées

Figure 11 : Répartition des sources d’azote utilisées dans ’optimisation de la production de la chitinase

dans le plan d’expérience Plackett-Burman.
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En effet, I’extrait de levure contient des acides aminés, des nucléotides, des sucres, des
coenzymes ainsi que des macro et des micronutriments minéraux et la peptone est riche aussi
en acides amineés, peptides, vitamines, glucides, nucléotides, minéraux et autres composants et

répondent donc aux exigences de ces bactéries (Perrin, 2016 ; Gibco).

Selon notre analyse, I’'usage de certaines sources d’azote a donné des valeurs importantes
d’activité chitinolytique. C’est le cas des chlorure d’ammonium (NHsCl) et de
I’hydrogénophosphate de potassium (KoHPO4) qui ont permis une production élevé de

chitinase chez Bacillus cereus SV1 (Ghorb llaaj et al., 2011) et de I’urée, I’extrait de

levure, la chitine et KoHPO4, qui ont donr aroduction élevée de chitinase chez

Paenibacillus sp. D1 (Singh et al., 2009).

Rishad et al., 2016, ont cons ue 1’'usage d’une o de peptone ou une

faible concentration du di présence de la

diverses bactéries. Dan i ’ 1 n’a pas été défini
(Fig
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Figure 12: Effets des sources d’azote utilisés dan le plan d’expérience Plackett-Burman sur Pactivité
chitinolytique.
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En ce qui concerne ’extrait de levure, elle a montré un effet positif sur la production de la
chitinase chez Arthrobacter psychrochitiniphilus 492 (Santa - Cruz Vasquez et al., 2021),
Humicola grisea ITCC 10,360.16 (Kumar et al., 2017c), Streptomyces griseorubens C9
(Gasmi et Kitouni, 2016), Brevundimonas diminuta KT277492 (Ashour et al., 2016),
Bacillus pumilus MCB-7 (Rishad et al., 2016), Bacillus cereus GA6 (Roohi et Kuddus,
2015), Pseudomonas fluorescens HN1205 (Lee et Kim, 2015), Streptomyces sp. P6B2
(Karthik et al., 2013), Bacillus pumilus U5 (Tasharrofi et al., 2011), Paenibacillus sp. D1
(Singh et al., 2009), Pantoea dispersa (Gohel et al., 2006) et Alcaligenes xylosoxydans
(Vaidya et al., 2003). Mais elle a montré un €
maltophilia (Khan et al., 2010), Bacillus lict AT6 (Aounallah et al., 2016) et
Achromobacter xylosoxidans (Subramanian et a

atif chez les bactéries Stenotrophomonas

Kumar et al., 2017a n’ont pa

de chitinase chez Bacillus licheniformis
, Paenibacillus sp. AD (Kumar et al., 2017a) et
H1 16 (Zhikui et al., 2012), Mais il avait un effet
5 (Vaidya et al., 2003). Gasmi et Kitouni, 2016 et
Gohel et al., 2006 ont rapporté que le (NH1)2SO4 n’avait pas d’effet sur la production de

AT6 (Aounallah et al.
Chitiolyticbacter meiyuanensis

négatif chez Alcaligenes xylosoxyd

chitinase chez Streptomyces griseorubens C9 et Pantoea dispersa respectivement, tandis que
Philip et al., 2020, Lee et Kim, 2015 et Tasharrofi et al., 2011 n’ont pas discuté 1’effet de
(NH4)2S0a.

Quant a I’urée, elle avait un effet positif sur la production de chitinase chez Brevundimonas
diminuta KT277492 (Ashour et al., 2016), Chitiolyticbacter meiyuanensis SYBC-H1 (Zhikui
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et al., 2012), Paenibacillus sp. D1 (Singh et al., 2009) et Pantoea dispersa (Gohel et al.,
2006). Tandis que Philip et al., 2020 n’ont pas discuté I’effet d urée.

Jha et Modi, 2018 n’ont pas discuté I’effet de I’extrait de beeuf chez la bactérie Streptomyces
rubiginosus SP24, Gasmi et Kitouni, 2016 n’ont pas discuté¢ I’effet du tryptone chez la
bactérie Streptomyces griseorubens C9, Khan et al., 2010 n’ont pas discuté I’effet de la L-

Aspargine et du nitrate de sodium (NaNOz) chez la bactérie Stenotrophomonas maltophilia.

En ce qui concerne la caséine, elle a montré un effet positif sur la production de chitinase chez

la bactérie Bacillus sp (Kumar et al., 2017b gue Gasmi et Kitouni, 2016 et Kumar

et al., 2017a n’ont pas discuté I’effet chez Strep iseorubens C9 et Paenibacillus sp.

AD respectivement.

btilis JINO32305

SV1

sp. P6B2 (Karthi
2012).

ilis INO32305 (Narasimhan et Shivakumar,

Finalement, I’extrait de par
bactérie Bacillus subtilis IN0O323

ulaire de levure (EPCL) a montré un effet négatif chez la

rasimhan et Shivakumar, 2012).

2.1.3 Sources d’énergie
Les sources d’énergie qui ont été utilisées dans le plan « Plackett-Burman » ont été
I’hydrogénodiphosphate de potassium (K2HPQOs) et le dihydrogénophosphate de potassium
(KH2POg4) (Figure 13).
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Nombre d'articles
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ORLNWHRUIOINCLO
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Source d'énergie utilisée

Figure 13 : Répartition des so e la chitinase

s I’eau qui sont utilisés

es de phosphore et de

ntration comme c’est le
ais pour d’autres bactéries,
Achromobacter xylosoxidans
al., 2006).

ou avoir un effet positif ou négatif sur la
s étudiées. Dans quelques articles, I’effet de

certaines source n’a pas été dé 8 (Figure 14).
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Figure 14 ‘ts des sources

2006). Deux articles on igné son effet négatif chez les bactéries Arthrobacter
psychrochitiniphilus 492 (Sant
(Vaidya et al., 2003). Tandis que les chitinases de Pseudomonas fluorescens HN1205
(Lee et Kim, 2015), Bacillus cereus SV1 (Ghorbel-Bellaaj et al., 2011) et Streptomyces sp.

Dall (Yue et al., 2008), les chercheurs n’ont pas discuté 1’effet de KH2PO4 sur la production

uz Vasquez et al., 2021) et Alcaligenes xylosoxydans

enzymatique.

Sur les sept articles qui ont cité le KzHPO4 comme source d’énergie dans le plan d’expérience
Plackett-Burman, cing articles ont mentionné 1’effet positif sur la production de chitinase chez
les bactéries Arthrobacter psychrochitiniphilus 492 (Santa - Cruz Vasquez et al., 2021),

Streptomyces griseorubens C9 (Gasmi et Kitouni, 2016), Brevundimonas diminuta
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KT277492 (Ashour et al., 2016), Bacillus cereus SV1 (Ghorbel-Bellaaj et al., 2011) et
Paenibacillus sp. D1 (Singh et al., 2009). Un article unique a souligné son effet négatif en
utilisant la bactérie Bacillus licheniformis AT6 (Aounallah et al., 2016). Tandis que Yue et

al., 2008 n’ont pas discuté I’effet de K;HPO4 sur la production de chitinase.

2.1.4 Les ions métalliques et les sels minéraux
Les ions métalliques et les sels minéraux qui ont été utilisé dans le plan « Plackett-
Burman » ont été : la chlorure de magnésium (MgSOa), le chlorure de calcium (CaCly), la
ganese (MnCly), le sulfate de zinc (ZnSOa),

le chlorure de magnésium (MgCl.),

bromure de potassium (KBr), le chlorure de ng

le sulfate de sodium (Na2S0Os), le chlorure de

de phosphate (Mn3(POa4)2),
chlorure de strontium (Sr
fluorure de sodium (Na
(NaHCOg), la ¢ e de sodium (NaCl),
éléments ( Figure 1

lorure de pt ium (KCI) et des oligo-
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Les ions métalliques et les sels minéraux utilisés

dans Poptimisation de la

ackett-Burman.

L’usage de certains i0 ortantes d’activité chitinolytique

c’est le cas du CaCl; utilisé e concentration et une forte concentration de KoHPO4 et
qui ont permis une production de chitinase chez Bacillus cereus SV1. Une forte
agitation avec une faible concentration de CaCl> ont permis également d’obtenir une bonne
production de chitinase (Ghorbel-Bellaaj et al., 2011).
Les ions métalliques peuvent activer ou inhiber 1’activité chitinolytique ou étre sans aucun
effet.

Les oligo-éléments sont des éléments simples, inorganiques appartenant aux métaux ou
aux metalloides. Ont une action enzymatique (anabolisme et catabolisme) (Picaud, 2017).
Le KCI fourni les ions de potassium (K+) qui peut étre absorbés et concentrés a l'intérieur de

la cellule pour équilibrer I'augmentation de la pression osmotique externe et restaurer la
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turgescence cellulaire. En tant que cation le plus courant dans le cytoplasme bactérien, le K+

interfere moins avec l'activité métabolique intracellulaire. Pour nombreuses bactéries, il a été

constaté que la concentration intracellulaire en K+ est quasiment proportionnelle a la pression

osmotique du milieu environnant (Gan et al., 2021).

En ce qui concerne I’effet des ions métalliques et les sels minéraux utilisées, on a remarqué

que I’ion ou le sel peut étre sans effet ou avoir un effet positif ou négatif sur la production de

la chitinase par les bactéries étudiées. Dans quelques articles, 1’effet de certaines ion et sel n’a

pas été déterminé (Figure 16).
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Figure 16 : Effets des ions méta
tivité chitinolytique.

Han et al.,,

t des sels minéraux utilisés dans le plan Plackett-Burman sur

2011 ont utilisé KBr, Fe(CsHs07), MgCl,, NaxSOs4, CaCl, comme des sels

minéraux contrairement a d’autres chercheurs qui ont utilisé ces variables comme des ions
métalliques (Gohel et al., 2006 ; Narasimhan et Shivakumar, 2012 ; Karthik et al., 2013 ;

Kumar et al., 2017c ; Santa-cruz Vasquez et al., 2021).

Parmi les vingt quatre articles analyseés :
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Seize articles ont mentionné 1’usage du MgSO4 comme ion métallique dans le plan
d’expérience Plackett-Burman. Cet ion a présenté un effet positif chez Achromobacter
xylosoxidans (Subramanian et al., 2020), Stenotrophomonas maltophilia (Khan et al.,
2010), Streptomyces sp. Dall (Yue et al., 2008), Paenibacillus sp. AD (Kumar et al.,
2017a) et Pantoea dispersa (Gohel et al., 2006), un effet négatif chez Arthrobacter
psychrochitiniphilus 492 (Santa - Cruz Vasquez et al., 2021), Brevundimonas diminuta
KT277492 (Ashour et al., 2016), Bacillus cereus GA6 (Roohi et Kuddus, 2015),
Chitiolyticbacter meiyuanensis SYBC-H1 (Zhikui et al.,, 2012), Bacillus pumilus U5
aidya et al., 2003). Singh et al., 2009

a_production de chitinase chez
018, Lee et Kim, 2015 et

(Tasharrofi et al., 2011), Alcaligenes xyloso

ont rapporté que le MgSOs n’avait pas d
Paenibacillus sp. D1. Tandis que Philip et al., 202
Ghorbel-Bellaaj et al., 2011

Sept articles ont mentio

sel minéral dans le plan d’

an. Chez Pantoea dispersa il a montré un

effet positif sur la pro de chitinase

KOPRI 21702 son effet é

al., 2006). chez Sanguibacter antarcticus
8gatif (Han et al., 2011), alors que Tasharrofi et al., 2011
n’ont pas discuté son effet chez s pumilus Us.
Kumar et al., 2017b et Tasharro l., 2011 n’ont pas discuté 1’effet de MnCl, chez les
bactéries Bacillus sp et Bacillus pumilus Us respectivement.

Quatre articles ont mentionné 1’usage de ZnSOs comme ion métallique dans le plan
d’expérience Plackett-Burman. Cet ion a montré un effet positif sur la production de chitinase
chez Paenibacillus elgii PB1 (Philip et al., 2020) et un effet négatif chez Achromobacter
xylosoxidans (Subramanian et al., 2020). Tandis que Tasharrofi et al., 2011 et Yue et al.,
2008 n’ont pas discuté son effet.

Trois articles ont mentionné 1’usage de Na2SO4 comme ion métallique et un article comme sel

minéral dans le plan d’expérience Plackett-Burman. Ce variable avait un effet positif sur la
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production de chitinase chez Chitiolyticbacter meiyuanensis SYBC-H1 (Zhikui et al., 2012)
et Sanguibacter antarcticus KOPRI 21702 (Han et al., 2011), un effet négatif chez
Brevundimonas diminuta KT277492 (Ashour et al., 2016). Gohel et al., 2006 ont rapporté
que le Na;SO4 n’avait pas d’effet.

Deux articles ont mentionné I’usage de FeClz comme ion métallique dans le plan d’expérience
Plackett-Burman, Singh et al., 2009 ont rapporté que I’ion n’avait pas d’effet sur la
production de chitinase chez la bactérie Paenibacillus sp. D1. Tandis que Kumar et al.,

2017b n’ont pas discuté son effet.

articles et comme sel minéral dans un
ibacter antarcticus KOPRI 21702

MgCl> a été utilisé comme ion métallique dé
seul article. Ce variable avait un effet négatif €
(Han et al., 2011), et sans aucun effet chez Pantoee

Kumar et al., 2017a n’ont pa

vait un effet pos
2017a). Han et al., 2011

de chitinase chez

s, 2015 n’ont pas

ence Plackett-Burman a été

a production de chitinase chez
un effet négatif chez Achromobacter

pumilus Us (Tasharrofi et al., 2011).

Tandis que Yue et al., 200 as discuté I’effet de cet ion.

En ce qui concerne le H:BOs4 e »CO3 mentionnés dans un seul article, ils n’avaient pas
d’effet sur la production de chitinas 7 la bactérie Pantoea dispersa (Gohel et al., 2006).
En ce qui concerne FeCsHsO7, un article a mentionné 1’usage de ce variable comme ion
métallique et un autre comme sel minéral dans le plan d’expérience Plackett-Burman. Ce
variable avait un effet positif sur la production de chitinase chez Sanguibacter antarcticus
KOPRI 21702 (Han et al., 2011).

Han et al., 2011, ont rapporté que le HzBO3 avait un effet positif et le NHsNOs avait un effet

négatif sur la production de chitinase chez Sanguibacter antarcticus KOPRI 21702.
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En ce qui concerne le NaHCOs, le FePOs, le SrCl,, le NaSiOz et le NaF Han et al., 2011
n’ont pas discuté 1’effet de ces variable chez Sanguibacter antarcticus KOPRI 21702.

Philip et al., 2020 n’ont pas discuté I’effet du Mn2(POa4)>.

Sept articles ont mentionné 1’usage de NaCl comme sel minéral dans le plan d’expérience
Plackett-Burman, ce variable avait un effet positif sur la production de chitinase chez Bacillus
sp (Kumar et al., 2017b), Sanguibacter antarcticus KOPRI 21702 (Han et al., 2011) et
Pantoea dispersa (Gohel et al., 2006), un effet négatif chez Bacillus licheniformis AT6
(Aounallah et al., 2016). Tandis que Gasmi et Kitouni, 2016, Roohi et Kuddus, 2015,

Tasharrofi et al., 2011 n’ont pas discuté I’ef! aCl sur la production de chitinase.

Les oligo-éléments étaient utilisés uniquement @ menée par Gasmi et Kitouni,

mais leur effet sur la

chez

l., 2009) et le Triton X 100 dans le cas de la bactérie
n et Shivakumar, 2012) (Figure 17).

Paenibacillus sp. D1 (Sing
Bacillus subtilis INO32305 (Nar
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Résultats et discussions.

Nombre d' articles
=
=

ORNWRUIINO

I || I
Tween 20 Tween 80 Triton X 100

Les détergents utilisées

Figure 17 : Répartition des d nts utilis imisati dans le

Le Tween 20 et le X 100 ont montré u iti le Tween 80 n’avait
aucun effet sur la produ e la chitinase (Fig

PRRRERERERERERENNNN

ORNWAUION0OLORNWRUIINWOORNW

Nombre d'articles

Tween 20 Tween 80 Triton X 100
Détergent utilisé

m Effet positif ~ m Effet négatif — m Sans effet ~ m Effet non mentionné

Figure 18 : Effets des détergents utilisés dans le plan de Plackett-Burman sur I’activité chitinolytique.
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Résultats et discussions.

Le Tween 80 et le Tween sont des détergents non ioniques largement utilisés comme
additifs dans le milieu de culture microbiologique, fournissant aux cellules bactériennes (par
exemple des espéces de Lactobacillus) I'acide oléique (Reitermayer et al., 2018)
(Eskandani et al., 2013). Le Triton X 100 est un détergent non ionique avec une

concentration micellaire critique extrémement faible (Holloway, 1973).

2.2 En fonction des parametres physico-chimiques
Les parametres physico-chimiques qui ont été utilisés dans le plan « Plackett-Burman »

pour I’optimisation de la production de la chitim@se par différents bactéries étudiées étaient : le

pH, la température, le temps d’incubation, 1’ag a taille d’inoculum.

trois et la taille d’inoculu i g incubation avec

un nombre de deux égale

Nombre d’ articles
[ExY
[E=Y

OFRLNWAUIOINOWO
TN T T T T N N N

o = |

pH Température Temps Taille d’inoculum Agitation
d’incubation

Les parametes physico-chimiques utilisées

mpH ®Température ™ Temps d’incubation ™ Taille d’inoculum Agitation

Figure 19 : Répartition des paramétres physico-chimiques utilisés dans I’optimisation de la production de
la chitinase dans le plan d’expérience Plackett-Burman.
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Résultats et discussions.

Les auteurs ont mentionné 1’effet de la majorité des variables sur la production de I’enzyme

chitinase, a I’exception d’un paramétre ou I’effet n’a pas été mentionné (taille d’inoculum)
(Figure 20).

Nombre d'articles
(=Y
w

ORNWHRUIOINWO

Température Temps Taille d’inoculum Agitation
d’incubation

E = - -

Le parameétre physico-chimique étudié

m Effet positif ~ m Effet négatif = Sans effet Effet non mentionné

on de la chitinase.

tion du pH comme variable dans le
plan d’expérience Pla N sitif pour la production du chitinase chez
), Bacillus pumilus MCB-7 (Rishad et al., 2016) et Bacillus
Shivakumar, 2012). Il a été negatif chez Arthrobacter

Bacillus sp (Kumar et al.
subtilis JN032305 (Narasimh
psychrochitiniphilus 492 (Santa - z Vasquez et al., 2021), Paenibacillus elgii PB1
(Philip et al., 2020) et Bacillus licheniformis AT6 (Aounallah et al., 2016). L’effet de cet
variable sur la production du chitinase n’a pas été mentionné chez Streptomyces griseorubens

C9 (Gasmi et Kitouni, 2016) et Bacillus cereus SV1 (Ghorbel-Bellaaj et al., 2011).

Trois articles parmi les vingt trois ont mentionné 1’utilisation de la température comme
variable dans le plan d’expérience Plackett-Burman. L’effet a été positif sur la production du

chitinase chez Bacillus licheniformis AT6 (Aounallah et al., 2016) et Bacillus subtilis
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Résultats et discussions.

JN032305 (Narasimhan et Shivakumar, 2012). L’effet de ce variable sur la production du

chitinase n’a pas été mentionné chez Bacillus cereus SV1 (Ghorbel-Bellaaj et al., 2011).

L’utilisation de temps d’incubation comme variable dans le plan d’expérience Plackett-
Burman a été mentionné dans deux articles. Son effet a été positif sur la production du
chitinase chez Bacillus subtilis JN032305 (Narasimhan et Shivakumar, 2012), et non
déterminé chez Bacillus cereus SV1 (Ghorbel-Bellaaj et al., 2011).

La taille d’inoculum a été mentionnée comme variable dans le plan d’expérience Plackett-

Burman dans deux articles, mais son effet oduction du chitinase chez Bacillus sp

(Kumar et al., 2017b) et Bacillus cereus S Bellaaj et al., 2011) n’était pas
déterminé.

Un article unique a menti ibisati "agl able dans le plan
d’expérience Plackett-Bur . itinase chez

Bacillus cereus SV1 (Gho

el fractionnaire (PFF), le plan

2 éme plan utilisé

m CCD

B CCD + PFF

1 Box-Behnken
M Taguchi

H Absence de deuxiéme
plan

4%

Figure 21 : Pourcentage des différents types de plan d’expériences utilisés dans la seconde optimisation de
la production de chitinase.
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La seconde optimisation de la production de chitinase a été accomplie en choisissant les
variables qui ont donné un effet positif pour la production de la chitinase dans le premier plan
de Plackett-Burman. A ’exception de Philip et al., 2020 qui ont utilisé un paramétre ayant un
effet négatif : le pH. Il pourrait étre que ces chercheurs ont voulu produire de la chitinase

bactérienne en conditions acidiques.

On a trouvé que I'usage de ces plans améliore 1’activité chitinolytique (production maximale
plus élevée que Plackett-Burman). En fait, la production finale de I’enzyme a été optimisée de

1.7 fois a 10 fois en utilisant le plan Plackett- an et de 1.20 fois jusqu’a 39.2 fois par en

utilisant le deuxieme plan (Tableau 03).
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Tableau 03: Valeurs de activité chitinolytique en utilisant les méthodes classiques, le plan de Plackett-Burman et le second plan, selon la bactérie étudiée.

Bactéries Valeurs de 1¢re optimisation : usage d 2¢me gptimisation : usage d’un 2™ plan
productrices de Pactivité Plackett-Burman
chitinase chitinolytique
en utilisant les Taux d’optimisati Valeur de | plan Valeur d’AC Taux
méthodes d’optimisation
classiques (n fois)
AC =137.53 U/L. 3.2 fois.
Arthrobacter AC =
psychrochitiniphilus
492
AC =335.63 U/L. 7.7 fois par
rapport a la
condition
initiale sans
optimisation.
Achromobacter AC = 218U/ml. RSM (CCD). | AC =467 U/ml.

xylosoxidans

/
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Résultats et discussions.

Tableau 03 : Valeurs de activité chitinolytique en utilisant les méthodes classiques, le plan de Plackett-Burman et le second plan, selon la bactérie étudiée (suite).

Paenibacillus elgii AC = 3.157 3.358 fois.
PB1 U/ml.
Streptomyces AC =0.66 IU.

rubiginosus SP24

AC =2.157 U/ml. 7.77 fois par
rapport au
milieu basique.
/ 3 fois par
rapport au

milieu basique.

Paenibacillus sp. AD

/

Bacillus sp. AC = AC =9.90U/ml. 31 fois par
rapport au
milieu basique.
Humicola grisea AC =116 U/L. CCD. AC =182.48 U/L. 1.43 fois.
ITCC 10,360.16
Streptomyces AC =0.058 CCD. AC =1.53u/ml. 26.38 fois par
griseorubens C9 u/ml. rapport au

milieu basique.
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Tableau 03 : Valeurs de activité chitinolytique en utilisant les méthodes classiques, le plan de Plackett-Burman et le second plan, selon la bactérie étudiée (suite).

Brevundimonas AC =95 U/L. 2.097 fois. 6.708 1U/L. CCD. AC =832.87 IU/L. 8.76 fois par
diminuta KT277492 rapport au
milieu basique.
Bacillus AC =50.35+ 20 AC =505.26 + 10 fois par
licheniformis AT6 mu/ml. 22.223 mu/ml. rapport au
milieu basique.
Bacillus pumilus AC =3.36 U/ml. 21.27 U/ml. ox-Behnken | AC =23.19 U/ml. 6.9 fois.
MCB-7
Bacillus cereus GA6 CCD. / 4.4 fois par
rapport au

Pseudomonas
fluorescens HN1205

milieu basique.

Serratia marcescens
JPP1

CCD.

2.87 fois.

CCD.

AC =23.09 U/ml.

2.1 fois.
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Tableau 03 : Valeurs de activité chitinolytique en utilisant les méthodes classiques, le plan de Plackett-Burman et le second plan, selon la bactérie étudiée (suite).

Streptomyces sp.
P6B2

AC=45U.

Chitiolyticbacter
meiyuanensis SYBC-
H1l

Bacillus subtilis
JN032305

AC=1U/ml.

Bacillus pumilus U5

Taguchi.

AC =106 U. 2.36 fois.
AC =5.17 U/ml. 15.5 fois par
rapport au

milieu basique.

Bacillus cereus SV1

Sanguibacter
antarcticus KOPRI
21702

AC =77 U/L.

AC =96.1 U/100ml.

1.20 fois.

RSM (CCD).

AC = 82.8 mu/ml.

Box-Behnken.

AC =89 U/L.
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Tableau 03 : Valeurs de ’activité chitinolytique en utilisant les méthodes classiques, le plan de Plackett-Burman et le second plan, selon la bactérie étudiée (suite).

Stenotrophomonas
maltophilia

Paenibacillus sp. D1

RSM

(Box-
Behnken)

AC =0.177 U/ml.

AC =91.356 U/ml.

Streptomyces sp.
Dall

AC =36.43

Pantoea dispersa

AC =108 U/ml.

AC = 1559.2 U/g.

39.2 fois par
rapport au
milieu basique.

12.5 fois par
rapport a
OVAT.

2.56 U/ml.

/

Alcaligenes
xylosoxydans

AC =12 U/ml.

AC =29U/ml.

Box-Behnken
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Résultats et discussions.

4. Composition finale des milieux de fermentation pour une maximale production de

chitinase

Comme une étape finale, on a décrit la composition et les caractéristiques physico-

chimiques de chaque milieu de fermentation optimisée et utilisée pour une production

maximale de chitinase selon les bactéries productrices (Tableau 04).

Tableau 04: Composition finale des différents milieux de fermentation optimisés pour la production de la

chitinase.

Bactéries
productrices

optimisée

Références

Arthrobacter
psychrochitiniphilus
492

Achromobacter

Santa - Cruz
Vasquez et al.,

Philip et al., 2020.

Jha et Modi, 2018.

Paenibacillus sp. Kumar et al.,
AD : 2017a.
ille d’inoculum = 1%,
s d’incubation = 72h.
Bacillus sp. v caséine, 1.25% Chitine, 0.40% NaCl. Kumar et al.,
v ° =37°C, I’agitation = 150 rpm, 2017b.
temps @1ncubation = 96h, taille d’inoculum
= 1%.
Humicola grisea v’ 7.49 g/l chitine, 4.91 g/l chitine colloidale, Kumar et al.,
ITCC 10,360.16 0.19 g/l KCl, 5.50 g/l extrait de levure. 2017c.

pH = 6.5, T° =45°C, I’agitation = 150 rpm,
temps d’incubation = §jours.

Streptomyces
griseorubens C9

2.0% chitine colloidale, 0.47% sirop de
datte, 0.25g/1 extrait de levure, 1.81g/l PO4
(K2HPO4, KH2POg).

pH =9, T° =40°C, I’agitation = 150 rpm,
temps d’incubation = 7 jours.

Gasmi et Kitouni,
2016.
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Résultats et discussions.

Tableau 04 : Composition finale des différents milieux de fermentation optimisés pour la production de la

chitinase (suite).

Brevundimonas
diminuta KT277492

v" 8.0g/I Chitine, 6.0g/l extrait de levure, 3.0
g/l KH2PO..

v' pH =7, T°=30°C, I’agitation = 200 rpm,
temps d’incubation = 48h.

Ashour et al., 2016.

Bacillus
licheniformis AT6

v 7g/l (NH4)2S0s, 1g/1 KoHPO4, 1g/l NaCl,
0.1 g/l MgSO47H20, 0.5 g/l extrait de
levure, 7.5 g/l chitine colloidale, 0.2 g/l
MnCl2 2H20.

Aounallah et al.,
2016.

v’ T°=35°, pH =
Bacillus pumilus v" 0.5 g/l peptone Rishad et al., 2016.
MCB-7 v pH=625.

Bacillus cereus v' 2.0% chitine colloid Roohi et Kuddus,
GA6 v pH=9,T°=25°C, te 2015.
Pseudomonas e et Kim, 2015.
fluorescens
HN1205

Serratia marcesce
JPP1

v 12.70 g/l chitine
5.00 g/l peptone,

Wang et al., 2014.

Chitiolyticbacter
meiyuanensis
SYBC-H1

Karthik et al., 2013.

Zhikui et al., 2012.

Bacillus subtilis
JN032305

v' 10g/L de
v' T°=30°C, temps d’incubation = 72h, pH
compris entre [5-7].

Narasimhan et
Shivakumar, 2012.

Bacillus pumilus U5

v' 4.67 g/l chitine, 0.439 g/l extrait de levure,
0.0055 g/l MgSOs, 0.019 g/l FeSOa.
pH =6.5, T° =30°C.

Tasharrofi et al.,
2011.

Bacillus cereus SV1

AR

0.75¢9/l K2HPOsg.
v’ L’agitation = 228 rpm, T° = 55°C, pH = 7.

32.96 g/l SSP, 4.82g/l NH4CI, 1.75g/I CaCla,

Ghorbel-Bellaaj et
al., 2011.
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Tableau 04 : Composition finale des différents milieux de fermentation optimisés pour la production de la

chitinase (suite).

Sanguibacter
antarcticus KOPRI

v (Grammes par litre) : 2g/L Chitine gonflée,
10g/L glycerol, 5g/L peptone, 1g/l extrait de
levure, 0.01 g/L Fe(CsHsO7), 23 g/L NaCl,
2.5 g/lL MgClz, 3.24 g/L NaxSOs4, 1.8 g/l

v" (Milligrammes par litre) : FePO4: 10.0,
SrCl, : 34.0, HsBOs : 22.0, Na2SiOs : 4.0,

°C, 30% saturation en air.

Han et al., 2011.

21702
CaClz, 0.16 g/l NaHCO:s.
NaF 2.4, Na,HPOs : 8.0,
v pH=65T°=2
Stenotrophomonas v' 4,94 g/l chitine,
maltophilia extrait de levure, 1.

MgS04.7H20.

Paenibacillus sp.
D1

72h, I’agitation =
production de 93.

Khan et al., 2010.

et al., 2009.

Yue et al., 2008.

Pantoea dispersa

re, 0.5 g/l urée, 0.03
NH4sNOs3, 0.1 g/l

g/l K .01 g/l H3BO4, 0.10 g/l
MgS04.7H20, 0.1 g/l KNO3, 0.14 g/l
KH2POg.

v pH=17.2,T°=30=+2°C, temps d’incubation
= 144h, 5% d’inoculum, I’agitation = 180
rpm.

Gohel et al., 2006.

Alcaligenes
xylosoxydans

v 1.09/l (NH4)2S0s, 1.36 g/l K2HPO4, 0.3 g/l
MgS0.4.7H20, 0.12 g/l Tween 20, 0.3 g/l
extrait de levure, 15 g/l chitine.

v' pH=38.5, T° =30°C, I’agitation = 1800
Tr/min, temps d’incubation = 72h.

Vaidya et al., 2003.
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On a remarqué que la production maximale de ’enzyme chitinase a été obtenue dans des
conditions de fermentation neutres a largement acides, c'est-a-dire un pH compris entre 6 et
7.2 (Figure 22), et une température mésophile de 30°C (Figure 23).

Valeurs du pH

m5
m6
m6,5
n7
=g
=9
m[5-7]

= Non-mentionné

i ont permis une pro\maxmale de‘ase bactérienne.

Valeurs de température

Figure 22 : Valeurs d

m25°C
m28°C
m30°C
m35°C
m37°C
m40°C
m45°C
m55°C
Non-mentionné

Figure 23 : Valeurs de la température qui ont permis une production maximale de la chitinase
bactérienne.
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Conclusion.

D’apres notre étude on a pu conclure que

e Bacillus, Paenibacillus et Streptomyces constituaient les bactéries les plus connues par
leur activité chitinolytique, elles ont été largement utilisées dans le plan d’expérience
Plackett-Burman, un plan qui a visé a déterminer les meilleurs variables et conditions
pour la production de la chitinase par ces bactéries, ainsi que d’autres bactéries.

e Un méme variable peut avoir un effet positif, négatif ou étre sans effet pour la
production de la chitinase selon la bactérie comme le cas du glucose qui avait un effet

R77492 et Streptomyces sp. P6B2, un effet

-H1 et Bacillus subtilis JN032305

positif pour Brevundimonas diminuta

négatif pour Chitiolyticbacter meiyuane

et aucun effet pour Pantoea dispersa.

L’usage du plan d’e ce Plackett-Burman a amélioré 1’optimisation de la

chitinase bactérienne par t aux méthodes classiques. L’usage d’un deuxiéme
plan a pu encore améliorer la production chitinolytique.

e Le plan d’expérience Plackett-Burman (PB) est un plan qui permet de déterminer les
meilleurs variables qui donne un effet positif sur la production pour étre utilisés

ensuite dans un deuxieme plan (CCD, Taguchi, etc).
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Tableaux : Statistiques des sources de carbone, d’azote, d’énergie, des détergents, des paramétres physico-chimiques, les ions métalliques et des sels minéraux utilisés dans PBD.

Source de carbone Articles

22 | 23 | 24 | 25

Chitine

Poudre de chitine

Chitine colloidale | B | K

Chitine gonflée a
I’acide

Poudre de carapace de
crabe

Poudre de carapace de
crevette

Coquille de crevette

Coquille d’écrivisse

La chitine d’éthyléne
glycol X
DNP-NAG X
CMC
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Champignon

Gélatine

Sirop de datte

Lactosérum

Xylose

Inuline

Amidon

Saccharose

Maltose

Fructose

Galactose

Glucose

Total des sources de
carbone : 23.

R Effet positif. X Effet négatif. X Pas d’effet. x non-mentionné.
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Source d’azote

N

Extrait de levure

Extrait de beeuf

Articles

16

17

18

19 | 20

Peptone

Urée

Tryptone

Caséine

1

22

23

25

(NH2)2S04

KNO3
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L-Aspargine

NH.4CI

NaNO3

NH4NO3

LM

EPCL

Poudre de mais

Total des sources d’azote : 15.
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Source d’énergie Articles

112|345 8 22 | 23 | 24 | 25
KH2PO4 x Kl K K van R B
K2HPO4 X X B

Total des sources d’énergie : 2.

Les détergents

11213 21 | 22 | 23 | 24 | 25
Tween 20 r
Tween 80 X
Triton X 100

Total des détergents : 3.
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Les parametres physico-
chimiques

ph x

Température d’incubation

22

23

24

25

Temps d’incubation

Taille d’inoculum

L’agitation

Total des parametres physico-chimiques : 5.
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Les ions métalliques et

les sels minéraux

Articles

19 |20 | 21| 22| 23| 24| 25
MgSO2 B X N[ N|K
CaCl B x
KBr X x
MnCl;
ZnS0Oq4 X
Na2S04 x X
FeCls X
MgCl2 X X
CaCO3
Na:HPO4 X
FeSO4 x
HsBO: x
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Na,COs3

Mn3(PO4)2

FeCesHsO7 X
H3BOs X
NHsNOs X
NaHCOs X
FePO4 X
SrCl2 X
NaSiOs X
NaF X
NaCl X
Oligo-éléments

KCI X X

Total des ions métalliques et les sels minéraux : 25.
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Total des parametres est : 73.




Résumé

D’aprés notre étude analytique sur [’utilisation de Plackett-Burman comme plan
statistique dans 1’optimisation de la production de la chitinase bactérienne on a remarqué que

diverses bactéries avaient un potentiel éleve de production de la chitinase.

Plusieurs variables ont été utilisés dans ce plan statistique, majoritairement des sources
nutritives et des parametres physico-chimiques. Un méme variable peut avoir un effet positif,

négatif ou étre sans effet sur la production de lagehitinase selon la bactérie utilisée.

La production de chitinase n’était pas toujours ence de la chitine et ses formes

dans le milieu de fermentation mais ces substrat gilleures sources de carbone

utilisées par les bactéries chitin

Le pH et la température o at le plus la

production de la chitinase

Finalement, le p isti pter la production de la

chitinase,

en fait, i i es ont été largement




Abstract

From our analytical study on the use of Plackett-Burman as a statistical plan in the
optimization of the production of bacterial chitinase, it was noticed that various bacteria had a
high potential for the production of chitinase.

Several variables were used in this statistical plan, mainly nutrient sources and physico-
chemical parameters. The same variable can have a positive, negative or no effect on the

production of chitinase depending on the bactg

Chitinase production was not always linked to e of chitin and its forms in the

fermentation medium, but these substrates were tf gurces used by chitinolytic

bacteria.

pH and temperature were I production

of bacterial chitinase.
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Résumé

D’aprés notre étude analytique sur 1’utilisati -Burman comme plan statistique
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