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Abstract

Résumé

Face auxco(ts de production élevés des enzymes cellulolytiques et hémicellulolytiques a
partir de substrats commerciaux, de nombreuses études visent a améliorer la production de ces
enzymes par des microorganismes capables de les sécréter en grande quantité en utilisant
comme substrat les déchets agricoles. Ces enzymes de type glycoside hydrolases ont le
potentiel de saccharifier la biomasse lignocellulosique et la transformer en sucres simples
fermentescibles, ce qui leur confere un grand potentiel biotechnologique dans plusieurs
domaines. Le potentiel (hémi-)cellulolytiques de la souche de B. velezensis H1 a été
initialement évalué sur un milieu gélosé contenant la carboxyméthyl-cellulose (CMC) et le
xylane de mais comme seules sources de carbone. L’apparition d’un halo clair autour de la
colonie aprés 5 jours d’incubation a 30 °C, a indiqué la présence d’activités CMCase et
xylanase. La culture liquide de la souche sur ces mémes substrats a montré une production
maximale de protéines de 5.3 mg/mL sur le xylane de maisaprés 48 h d’incubationa 30 °C.
Pendant ce processus des activités xylanase, CMCase, endo-B-1,4-glucanase etp-
mannanaseont atteints respectivement 12U/min/mL ; 24 U/min/mL ; 20 U/min/mL et 11
U/min/mL. L’hydrolyse de la matiére lignocellulosique par ces enzymes a €té étudiéeen
fermentation submergée, en utilisant 5% d’épluchures de pomme de terre (PDT) et d’orange
(ORG), et des résidus de tomate (TMT) comme seules sources de carbone. Le suivie de la
production de protéines totales a montré une production maximale aprés 72 h d’incubation
avec des valeurs allant de 4.3 a 5.6 mg/mL. Les extraits enzymatiques ont révélé diverses
activités (hémi-)cellulolytiques, telles que I'activité cellulase par la présence de CMCase et
d’endo-B-1,4-glucanase avec des activités maximales de 28 U/min/mL et 24 U/min/mL
respectivement, ainsi que des activités hémicellulases comme la xylanase et la f-mannanase
avec des activités enzymatiques de 14 U/min/mL et 20 U/min/mL respectivement. Une
saccharification de TMT ORG, et de PDT non traités a été effectuée en utilisant 1’extrait
enzymatique obtenu. Les résultats ont révélé la libération de divers oligosaccharides
provenant de la dégradation de la cellulose et I’hémicellulose des substrats utilisés avec des
concentrations totales en sucres réducteurs allant de 4.4 a 11.6 mg/mL. L’identification de ces
sucres a travers une chromatographie sur couche mince de silice a montré la présence de
plusieurs oligosaccharides tels quele glucose, cellobiose, cellotriose, cellopentaose,
rhamnose, xylose, fructose, indiquant la présence d’autres activités enzymatiques telles que
B-fructosidase, a-I-rhamnosidase et B-glucosidase. Ces résultats indiquent le grand potentiel
de la souche a dépolariser et saccharifier la fraction complexe hémicellulosique afin de
produire des sucres fermentescibles ahaute valeur ajoutée.

Mots clés: Cellulase, Hémicellulase, Biomasse lignocellulosique, B. velezensis H1,

Saccharification, Oligosaccharides



Abstract

Abstract

Faced with the high production costs of cellulolysis and hemicellulysis enzymes from
commercial substrates, many studies are aimed at improving the production of these enzyms
by microorganisms capable of secreting them in large quantities using agricultural waste as a
substratum. These types of hydrolase glycoside enzymes have the potential to saccharize
lignocellulose biomass and transform it into fermentable simple sugars, giving them great
biotechnological potential in several areas. The (hemi-)cellulolytic potential of the strain of B.
velezensis H1 was initially evaluated on agar plates containing carboxymethyl cellulose
(CMC) and maize xylane as the only carbon sources. The appearance of a clear halo around
the colony after 5 days of incubation at 30 °C indicated the presence of CMCase and xylanase
activities. Liquid strain culture on the same substrate showed maximum proteins production
of 5.3 mg/mL on maize xylane after 48 hours of incubation at 30 °C. During this process, the
activity of xylanase, CMCase, endo-B-1,4-glucanase and -mannanase reached 12 U/min/mL;
24 U/ min/ml; 20 U/m/ml and 11 u/min/mL respectively. The hydrolysis of lignocellulose
material by these enzymes has been studied in submerged fermentation, using 5% potato
(PDT) and orange (ORG) peels, and tomato residues (TMT) as the only carbon.sources. Total
protein production monitoring showed maximum production after 72 hours of incubation with
values ranging from 4.3 to 5.6 mg/mL. The enzyme extracts revealed various (hemi-
)cellulolytic activities, such as cellulase activity in the presence of CMCase and endo-f-1,4-
glucanase with maximum activities of 28 U/min/mL and 24 U/ min/ml respectively, as well as
hemicellular activities such as xylanase and B-mannanase with enzymatic activities of 14
U/min/ml and 20 U/ml, respectively. A saccharization of ORG, TMT, and untreated PDT was
performed using the enzyme extract obtained. The results revealed the release of various
oligosaccharides from cellulose and hemicellulose degradation from substrates used with total
reducing sugar concentrations ranging from 4.4 to 11.6 mg/mL. Identification of these sugars
through a thin-layer chromatography of silica showed the presence of several oligosaccharides
such as glucose, cellobiosis, cellotriosis, celopentaosis, rhamnosis, xylose, fructose, indicating
the existence of other enzyme activities such as p-fructosidase, a-I-rhamnosidase and (-
glucosidase. These results indicate the high potential of the strain to depolarize and saccharize
the hemicellulose complex fraction in order to produce high-value fermentable sugars.

Keywords: Cellulase, Hemicellulose, Lignocellulose biomass, B.velezensis H1,
Saccharification,Oligosaccharide.
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Introduction

Ces dernieres années, la conversion enzymatique de la biomasse lignocellulosique a suscité
I'intérét de nombreuses recherches a travers le monde. La communaute scientifique cherche a
reproduire le processus naturel de dégradation de la biomasse lignocellulosique en utilisant
différentes enzymes d’origine microbienne telle que les bactéries et les champignons
(Bhardwaj et al.,, 2020). Au cours de la derniére décennie, ces recherches ont
considérablement progressé, envisageant son utilisation comme une solution prometteuse

pour l'avenir.

En effet, les matériaux lignocellulosiques constituent la matiére premiére la plus prometteuse
et la plus abondanteen tant que ressource biologique renouvelable sur terre. On estime que
140 Gt de résidus agricoles sont produits chaque année a I'échelle mondiale (Hills et al.,
2020). Malheureusement, cela provoque des problémes environnementaux résultent de
I’accumulation des grandes quantités de ces déchets lignocellulosiques mal exploitées.

Pourtant cette matiére a haute valeur ajoutée peux etre largement sous-utilisée. Elle est
majoritairement composée de cellulose, d’hémicellulose, et de lignine dans des proportions
variables, la cellulose et I’hémicellulose étant les composants majeurs avec respectivement

44.16 %, et 27.4 % de sa masse totale (Zhu et al., 2022).

Actuellement, le fractionnement de la matiére lignocellulosique selon le concept de la
bioraffinerie attire de plus en plus I’attention des chercheurs et des industriels notamment
pour la production d'enzymes (hémi-)cellulolytiques destinées a la conversion de diverses
matieres, telles que des cultures dédiées ou des résidus agricoles, en produits biosynthétiques
a haute valeur ajoutée comme les oligosaccharides, dans le but de promouvoir des bénéfices

sur le plan économique qu’environnemental.

Les premiers procédés de conversion de la biomasse lignocellulosique utilisaient

principalement des pretraitements chimiques. Cependant ces procédés sont devenus peu
compétitifs en raison des codts des réactifs et de la génération de nombreux sous-produits ou
composés non désirables qui agissent comme inhibiteurs et rendent les hydrolysats peu
fermentescibles. Ces procédés chimiques sont désormais concurrencés par les voies
enzymatiques, qui sont plus spécifiques et permettent une hydrolyse dans des conditions
moins séveres et moins codteuses. Les cellulases et les hémicellulases sont des enzymes non
ligninolytiques classées parmi les «Carbohydrate-Active enZYmes» ou communément
appelées CAZymes. La base de données CAZy (Anonyme 1), regroupe les enzymes connues

pour leur capacité a dégrader ou a modifier les substrats hémicellulosiqueset a générer des
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sucres simples fermentescibles. Ces sucres ont un grand potentiel biotechnologique pour
diverses industries et sont utilises dans des nombreuses applications, telles que les
prébiotiques ou la production d'éthanol, d'acides organiques et d'autres produits chimiques,
notamment les additifs alimentaires, I'alimentation animale et I'agriculture.

C’est donc dans cette optique que s’inscrit le présent travail. Cette étude porte sur la
valorisation de la production d’enzymes cellulolytiques et hémicellulolytiques par la souche
de B. velezensis H1, et I'utilisation de ces enzymes dans la saccharification de la biomasse
lignocellulosique non traitée afin d’obtenir des sucres fermentescibles ou oligosaccharides,
avec des rendements rentables a 1’échelle industrielle. Les oligosaccharides obtenus a partir de
cette dégradation enzymatique ont des propriétés physicochimiques uniques et intéressantes
qui les rendent utiles pour de nombreuses applications industrielles, telles que la production
de prébiotiques, de médicaments et d'additifs alimentaires. En somme, les enzymes (hémi-)
cellulolytiques sont un élément-clé dans le processus de production d'oligosaccharides, offrant
ainsi une alternative écologique et économique pour la production de composés chimiques et

biologiques.

Ce mémoire est structuré en trois chapitres. Le premier chapitre présente une synthese
bibliographique se basant sur la littérature pour fournir, un état de 1’art de la recherche dans le
domaine développé. Ce chapitre est composé de trois parties principales la premiere partie est
une revue bibliographique sur la biomasse lignocellulosique en général et quelques exemples
spécifiques trouvés en Algérie. La deuxiéme partie porte sur les enzymes cellulolytiques et
hémicellulolytiques. La troisieme partie traite le potentiel biotechnologique de la
saccharification enzymatique de la lignocellulose et des applications industrielles des
oligosaccharides.

Le deuxiéme chapitre décrit le matériel et les méthodes expérimentales utilisées, pour
produireles enzymes (hémi-)cellulolytiques par la souche de B. velezensis H1 a travers des
fermentations submergées et pour produire des oligosaccharides a partir de la biomasse

lignocellulosique.

Enfin, le dernier chapitre présente les résultats numeriques et expérimentaux obtenus dans

cette étude, suivi d'une conclusion qui résume I'essentiel du travail effectue.
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1. Biomasse lignocellulosique
1.1. Définition

La biomasse lignocellulosique (BL) représente la matiere organique végeétale la plus
abondante dans la nature. Elles est constituée de déchets agricoles et forestiers, de résidus
industriels et municipaux, ainsi que de cultures énergétiques dédiées (Oke et al.,2017). C’est
une matricetrés complexe, constituée généralement de polysaccharides, polymeres
phenoliques et protéines qui constituent la partie majeure de parois cellulaires ligneuses des
plantes (Yousuf et al., 2020). De ce fait, la biomasse lignocellulosique représente une source
majeure de matiére organique renouvelable et constitue une valeur inestimable en tant que

source d'énergie alternative (Tandon 2014).
1.2. Composition et structure de la biomasse lignocellulosique

La biomasse lignocellulosique est principalement constituée de trois polymeéres structurels a
savoir : la cellulose, I'némicellulose et la lignine (figure 1) ( Zhou et al.,2016). Ces polymeres
sont les principaux composants de la paroi cellulaire des plantes lignocellulosiques. Le
composant majeur est généralement la cellulose (35 a 50%), suivie des hémicelluloses (20 a
30%) et de la lignine (10 a 25%). La proportion de chacun des constituants peut varier en
fonction de nombreux facteurs tels que la nature du tissu considéré, le type de biomasse et le
stade de croissance (Ben Ali 2021). Le tableau 1, récapitule la teneur en cellulose, en
hémicelluloses et en lignine retrouveés par plusieurs auteurs. D'autres composants mineurs tels
que les protéines, les huiles et les cendres constituent la fraction restante de la biomasse
lignocellulosique (Tandon 2014).

Tableaul Exemples de différentes biomasseslignocellulosiques et leurs composition en cellulose,
hémicellulose et en lignine (Ang et al., 2012).

Composition(%o6)
Biomasse Cellulose Hémicellulose Lignine
Alfaalfa 33 18 8
Palmes seches 60 22 18
Paille de riz 36 17 23
Bagasse de canne a sucre 41 30 21
Sorgho sucré 36 18 16
Paille de blé 49 28 8
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FigurelComposition chimique de la biomasse lignocellulosique (Narisetty et al., 2022)
1.2.1. Cellulose

La cellulose est le polymeére naturel le plus abondant dans la biosphére, avec une production
mondiale (et décomposition) d'environ 1.5 x 10 tonnes par an (Heinze 2015). Cette
macromolécule glucidique est un élément structural de premier ordre pour la grande majorité
des parois végétales, représente environ 50% de la biomasse végétale (Harmsen et al., 2010).
Elle est utilisée dans de nombreux produits et industries, notamment pour la fabrication de
papier, de textiles, de combustibles et de plastiques biodégradables. La cellulose est
également une source importante de fibres alimentaires dans I'alimentation humaine et

animale.

La cellulose est un homopolymere linéaire, composee de longues chaines de plus de 10 000
unités de glucose (D-glucose), Ces unités sont liées par des liaisons [3-1,4-glycosidiques qui
entrainent une rotation alternative de l'axe de la chaine de la cellulose de 180°(figure 2)
(Heinze 2015). Cela engendre la création d'un lien hydrogéne entre I'atome d'oxygéne du
cycle et le groupe OH situé en position 3, ce qui donne lieu a une structure fibreuse de la

cellulose, un anhydroglucose, un résidu glucose, est un monomere de cellulose. Le dimere,



Revue bibliographique

deux résidus de glucose liés en B (1-4), appelé cellobiose, qui est I'unité structurelle répétitive

de la chaine cellulosique (Reginaldo 2007).

extrémité extrémité
non-réductrice Cellobiose réductrice
(NR) (R)
OH
0 OH
HO OH
HO
OH (o]

OH

Figure 2 Structure chimique de cellulose (Decroix et al.,2019)
2.2. Hémicellulose

Les hémicelluloses sont définies comme des polysaccharides qui intégrent dans la paroi
cellulaire primaire des nombreux végétaux. Ils comptent jusqu’a 50% de la biomasse des
plantes annuelles et pérennes (Angone et al., 2010). Il y a une vaste gamme d’hémicelluloses,
chacune présentant différentes structures biochimiques, comme : galactoglucomannanes,
arabinoglucuronoxylanes, arabinogalactanes, glucuronoxylanes, glucomannanes,
xyloglucanes, hétéroxylanes, galactomannanes (Zhou et al., 2017) Les hémicelluloses sont un
mélange hétérogéne de polysaccharides qui peuvent contenir différents types de
monosaccharides reliés entre eux par des liaisons B (1-4), tels que le xylose, I'arabinose, le
galactose, le mannose, le fructose, le glucose et I'acide glucuronique (Zhou et al., 2017)
(figure3). Ces sucres peuvent étre liés de différentes manieres pour former des chaines
ramifiées, donnant lieu a une structure amorphe. Les xylanes sont les principaux composés
hémicellulosiques, ils représentent environ 20-30% de biomasse des plantes dicotylédones
(Angone et al., 2010). L'hémicellulose est donc un mélange de polymeres de différentes

tailles, compositions et structures qui peuvent varier selon les plantes et les tissus végétaux.
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Figure 3 (A) Structure chimique d’hémicellulose (Hu et al., 2020).(B) Les différents types de

monosaccharides composés d’hémicellulose (Fu et al., 2019).

1.3. Résidus agricoles lignocellulosique en Algérie

Les matieres lignocellulosiques sont les matiéres premieres les plus prometteuses comme
ressources naturelles et renouvelables, un nombre considérable de ces déchets sont généres
par les pratiques agricoles (Anwar et al., 2014). Il s’agit de I’ensemble des déchets
champétres d’origine végétale et animale ou les déchets de I’industrie agroalimentaires, parmi
les résidus agricoles la paille de blé et la paille d’orge sont les matieéres premieres les plus
répandues de la biomasse au monde et en Algérie (Gares et al., 2020), suivies par plusieurs
résidus agro-industrielle comme les épluchures d’orange et de la pomme de terre et les résidus
de tomate ainsi que les grignons d’olives et mais. Les ressources de résidus
lignocellulosiques sont généralement répertoriées selon les secteurs économiques qui les
produisent, tels que I’agriculture, la sylviculture, la consommation des ménages ou I’industrie
agro-alimentaire, en Algérie, les résidus issus de cette derniére pourraient fournir jusqu'a 0.67
Mtep (Akbi et al., 2017 ; Gares et al., 2020) qui se retrouvent, malheureusement, déclassés
alors qu’il s’agit d’'une matiére a haute valeur ajoutée. Malgré les récentes études, les
estimations de la production totale algérienne de résidus lignocellulosiques sont encore peu

précises.
1.3.1. Epluchures de pomme de terre

La pomme de terre (Solanumtuberosum) appartient a la famille des Solanacées, cette derniére
comprend 1000 espéces dont plus de 200 sont tubéreuses et regroupe plusieurs especes

connues telles que la tomate. La pomme de terre est I’'une des premiéres ressources
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alimentaires dans le monde, qui génére une importante quantité de déchets ménagers et
industriels (épluchures), en Algérie, la production annuelle totale est estimée en 2017 de 41
Millions de quintaux pour une superficie de pres de 130 000 ha dont 7 wilayas produisent pres
de 70% de la production annuelle, EI Oued (28%), Ain Defla (12%), Mostaganem (11%),
Mascara (8%), Tiaret, Bouira, Tlemcen (4%) chacune (Bessaoud et Lefki., 2018). La pomme
de terre fraiche est considérée comme un légume pour sa forte teneur en eau, et un féculent
pour sa teneur en fibre, elle est constituée de 80% d’eau, 16% de glucides et d’amidon, 2% de
protéines, 1.5% de fibre, 1% de vitamines (CetB9) et minéraux (fer, potassium, calcium,

phosphore et sodium), 0.3% de lipides (Navarre et Pavek., 2014).
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Figure4 Evolution de la production alimentaire de la pomme de terre en Algérie (Bessaoud et Lefki.,
2018).

1.3.2. Epluchures d’orange

Selon le site web Algérie Eco, la production d’agrumes a augmenté en Algérie durant la
saison agricole en cour 2023-2024 atteignant plus de 18 millios de quintaux (Anonyme 2).
L’industrie alimentaire de traitement des oranges en Algérie produit et rejette chaque année
des centaines de tonnes de déchets d’orange dans la nature ces déchets sortent des ateliers
d'extraction de jus ou de pulpe (Mlle Boukroufa 2016). L’utilisation de ces résidus pour la

production de substances a hautes valeurs ajoutées comme les enzymes, constitue 1’'une des
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moyens de leur valorisation (Benkahoul et al., 2017). Les déchets d’oranges sont caractérisés
par leur composition en sucres solubles (glucose et saccharose) et insolubles (pectine,
cellulose) (Nishio et Nagai., 1981).

Les oranges sont aussi connues pour leur teneur en vitamine C qui a un puissant antioxydant,
ilssont également une bonne source de fibres, de vitamines B en particulier B12 et B9,

vitamine A, calcium et potassium.

10 740

Figure 5 Production alimentaire des agrumes en Algérie de site (Anonyme 2).

1.3.3. Les résidus agricoles de tomate

La tomate (Lycopersiconesculentum) est une plante originaire d’ Amérique du sud. En Algérie
la production de la tomate industrielle s’est élevée a plus de 23 millions de quintaux en 2021,
enregistrant une croissance de plus de 17% par rapport a I’exercice précédent ce qui a permis
a I’Algérie d’assurer son autosuffisance en double concentré et triple concentré de tomate, a
travers ces biens la transformation commerciale de la tomate pour les jus ou la pate ou ses
usages multiples génerent annuellement unegrande quantité de dechets en provenance de
canaux d'eau, du lavage, du tri sur table et autre étapes du traitement (Anonyme 3, 2021). Les

principaux constituants de ces résidus sont récapitulés dans le tableau 2.
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Tableau 2 Composition chimique des résidus de tomate (Szymanska-Chargot et al., 2017).

Teneur en cellulose Hémicellulose Lignine NDF
Pulpe matiére séche
% 100/g pulpe | 100/g pulpe sec | 100/g pulpe | 100/g pulpe
sec sec sec
Tomate 6.03 (+0.22) | 8.60 (+0.34) 5.33 (+0.92) | 5.85(+0.32) | 19.77 (+1.52)

2. (hémi-)cellulases et les bactéries (hémi-)cellulolytiques
2.1 Définition de la cellulase

Les cellulases sont un groupe d'enzymes responsables de la dégradation de la cellulose dans la
nature. La dégradation compléte de la cellulose en glucose nécessite le clivage de toutes les
liaisons B-(1—4) de la cellulose (Kuhad et al., 2016), ce qui nécessite 1’intervention de trois
types d'activités enzymatiques complémentaires. Les modules catalytiques des cellulases ont
été classés en de nombreuses familles en fonction de leurs séquences d'acides aminés et de
leurs structures cristallines (Zhang et Zhang 2013). Dans la nature, il existe trois principaux
types de cellulases : les endoglucanases (EC 3.2.1.4), les exoglucanases, y compris les
cellobiohydrolases (CBHs) (EC 3.2.1.91), et la B-glucosidase (BG) (EC 3.2.1.21) (Kuhad et
al., 2016). Gréace a leurs différences de spécificité, les différents types d'enzymes agissent de
maniere synergique sur la cellulose. Les cellulases sont produites principalement par des
microorganismes (bactéries et champignons) (Lynd et al., 2002), mais aussi par des
organismes représentant le régne animal, y compris des insectes, des mollusques, des

nématodes et des protozoaires (Watanabe et Tokuda 2001).

Les cellulases possedent un potentiel intéressant dans plusieurs secteurs industriels tels que la
production textile, les détergents, la fabrication de pate et de papier, la production des
oligosaccharides et des composeés bioactifs, I'alimentation humaine et animale ainsi que les
biocarburants (Singh et al., 2021).

2.2 Différents modes d’action des cellulases

Grace a leurs différences de spécificité, les différents types d'enzymes agissent de maniere

synergique sur la cellulose.
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2.2.1. Endoglucanases

Les endoglucanases (EC 3.2.1.4). Est un sous-groupe d'une famille plus large d'enzymes
cellulases, elles varient dans leur spécificité de substrat (Rahman et al., 2018), étant capables
de cliver la liaison B-1,4- glycosidique au hasard et de préférence dans les régions amorphes
(Hamid et al., 2015). Elles diminuent le degré de polymeérisation de la cellulose en attaquant
aléatoirement les chaines de cellulose et permettent de libérer de nouveaux cello-
oligosaccharides (cellotriose, le cellotetraose et le cellopentaose) ce qui conduit a la formation
de nouvelles extrémités de chaine qui peuvent par la suite étre attaquées par les
cellobiohydrolases (les exoglucanases) (Nagl et al., 2021).

2.2.2 Exoglucanases

L'exoglucanase (EC 3.2.1.91), également connues sous le nom de cellobiohydrolases (CBH)
est une enzyme qui agit sur les extrémités réductrices et non-réductrices des oligosaccharides
et libére des unités de cellobiose, qui sont composées de deux ou trois unités de glucose
(Mahmood et al., 2013). Il y a deux sortes de cellobiohydrolases : CBH 1 et Il qui
fonctionnent respectivement de maniére processuelle a partir de I'extrémité réductrice et non

réductrice de la chaine cellulosique (Annamalai et al., 2016).
2.2.3. p-glucosidases

Les B-glucosidases (B-D-glucopyranoside glucohydrolases, E.C. 3.2.1.21) sont des enzymes
tres importantes pour de nombreux processus industriels. lls agissent en synergie avec les
endoglucanases et les exoglucanases pour la conversion de la lignocellulose en sucres
fermentescibles, Ils catalysent I'étape finale et limitant de la réaction, en convertissant la
cellobiose en deux molécules de glucose (Costa et al., 2019).0On peut distinguer trois
catégories de B-glucosidases : I'aryl-B-glucosidase qui a tendance a rompre les aryl-glucosides
; les cellobiases, qui participent a la transformation du cellobiose en glucose ; et les
glucosidases, qui sont les plus répandues et ont une capacité spécifique de substrat étendue,
couvrant une large gamme de matériaux (Srivastava et al., 2019). Ainsi, Les B-glucosidases
ont éte classees en plusieurs familles de glycoside hydrolases (GH), tel que les GH1, GH3,
GH5, GH9 et les GH30, selon leurs séquences d'acides aminés (Ketudat et Esen 2010). Donc,
ils ont une structure variable, mais dans chaque famille de GH, le domaine catalytique global

est identique (Srivastava et al., 2019). Le mode d'action de cellulase se fait de maniére

10
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complémentaire entre leurs différents types de classes (les endoglucanases, les exoglucanase,
et la B-glucosidase) (Figure 6), pour favoriser la décomposition de la matiére cellulosique en

sucres simples.
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Figure 6 Mode d’action de différents types de cellulase (les endoglucanases, les exoglucanase, et la
B-glucosidase) ( Zhou et al., 2023).

2.3. Définition de L’hémicellulase

L’hémicellulase est une enzyme capable de dégrader ’hémicellulose présente dans la paroi
cellulaire des végétaux, rassemblant tous les éléments pariétaux hétéropolymeres tel que le
xylane, le mannane, le galactane, I'arabinane sauf la cellulose et la lignine. On distingue
généralement les enzymes qui s’attaquent au squelette de xylane qui sont les xylanases et
celle qui responsables de la dégradation du mannane sont I’endomannanase et la [3-
mannosidase. Cependant, les xylanes et les mannanes possédent généralement plusieurs
substituants différents liés au squelette principal, tels que I'arabinose, I'acétyle qui nécessitent
une multitude d'enzymes auxiliaires a éliminer du squelette pour donner acces au noyau (Van
Dyk et Pletschke 2012).

11
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2.4. Différents modes d’action des hémicellulases

Les enzymes nécessaires a 1’hydrolyse des hémicelluloses peuvent étre classées en deux
catégories : des enzymes de depolymérisation qui clivent le squelette principal et des enzymes
qui éliminent les substituants pouvant bloquer les enzymes de dépolymérisation au niveau

stérique (enzymes accessoires ou débranchantes) (Bouchat 2022).

2.4.1. Xylanases

Les xylanases sont des enzymes glycosidiques (O-glycosidiques hydrolases ) qui favorisent la
rupture des liaisons 1,4-D-xylosidiques présentes dans les parties non substituées des chaines
de xylanes pour aboutir au xylose, en considération hétérogénéité et la complexité d'hydrolyse
compléte des xylanes requiert I'action combinée d'endo- et d'exoenzymes. Les endoxylanases
coupent le squelette du xylane en oligosaccharides plus courts, les exo-xylanases et les -
xylosidases (EC 3.2.1.37) hydrolysent les petites oligoméres libérées par les endoxylanases,
en xylose (figure 7) (Haberra 2014).
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Figure7 Différents types de xylanases (Haberra 2014).
2.4.2. Mannanases

Les enzymes dégradant le mannaneun polymere de mannose, comprennent les 3-mannanases,
les B-glucosidases et les B-mannosidases, ainsi que certaines enzymes supplémentaires telles
que l'acétylmannaneestérase et 1'a-galactosidase.Ces enzymes sont nécessaires pour éliminer

les substituants de la chaine latérale qui sont attachés a divers points du mannane créant plus

12
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de sites pour une hydrolyse enzymatique ultéricure. La B-mannanase,une enzyme de type
endo est responsable du clivage des liaisons internes liées au B-1,4 du mannanede maniére
aléatoire pour produire de nouvelles extrémités de chaine (Moreira et Filho 2008), la B-
mannosidase est une enzyme de type exo qui clive les mannosides liés aux B-1,4, libérant le
mannose de I'extrémité non réductrice des mannanes et la B-glucosidase une enzyme de type
exo hydrolyse le 1,4-B-D-glucopyranose a I'extrémité non réductrice du oligosaccharides

libérés par la B-mannanase (figure 8) (Moreira et Filho 2008).

Mannanase Mannanase

! !
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Figure8 Différents types de mannanases (Moreira et Filho 2008).

2.4.3. Arabinofuranosidases

Les arabinofuranosidases peuvent étre classés en différentes catégories en fonction de leur
mécanisme et de leur spécificité au substrat. Selon Beldman ( 1997) les enzymes qui
dégradent les arabinanes sont classées en enzymes a action exo ou endo. Les enzymes
dégradant les polysaccharides contenant la chaine (1—5)-a-L-arabinane au niveau des sites
internes sont classées selon la nomenclature des enzymes comme (1—5)-a-L-arabinane
(1—5)-a-L-arabinanohydrolases. Les enzymes quiagissent de maniére exo pour libérer le L-
arabinose des substrats polymeérespar exemple 1’arabinoxylanes, [’arabinanes et
I’arabinogalactanes ou a partir d'arabino-oligosaccharides sont systématiquement appelées a-

L-arabino-furanohydrolasesou a-L-arabino-furanosidases (ARA).

13
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2.5. Bactéries (hémi-)cellulolytiques impliquées dans la dégradation de la biomasse

lignocellulosique

Les cellulases sont produites naturellement par une grande variété de bactéries et de
champignons (Juturu et Wu 2014). Les champignons ont généralement un taux de croissance
inférieur & celui des bactéries, ce qui permet une production recombinante plus élevée
d'enzymes chez les bactéries (Maki et al., 2009). Les principaux genres bactériens
producteurs d’enzymes (hémi-)cellulolytiquessont les bactéries de genre Bacillus,
Cellulomonas, Micrococcus, Staphylococcus, Paenibacillus, Arthrobacter, Microbacterium,
Streptomyces, Actinomadura, Nonomuraea, Pseudoxanthomonas et Rhodothermus (Haberra
2014). Ces enzymes sont particulierement intéressantes en raison de la capacité des souches
bactériennes productrices a prospérer dans des conditions extrémes de température, de salinité
et de pH.

De plus, leur croissance rapide et leur temps de génération réduit par rapport aux
champignons, ainsi que leur capacité a produire une variété de metabolites d'intérét, en font
des candidats attractifs. Ces caractéristiques sont souvent essentielles pour les applications
biotechnologiques. Le (tableau 3) répertorie les principales bactéries productrices des (hémi-
)cellulases a partir de la matiére lignocellulosique. Les bactéries (hémi-)cellulolytiques
décomposent 1’hémicellulose en libérant les enzymes (hémi-)cellulolytiques mentionnées
dans les sections précédentes, ces enzymes agissent sur la biomasse (Singhvi et Gokhale
2019) hydrolysent I’hémicellulose et la convertissent en sucres simples fermentescibles, puis
la fermentation, qui fait référence a I'nydrolyse de ces sucres, se produit et cela produit du
dioxyde de carbone, de I'hydrogéne et des acides organiques (Hassan et al., 2019). Apres cette
étape, les bactéries dominantes utilisent ces produits secondaires pour produire divers produits
utiles (Beaton et al., 2019). Le genre Bacillus est largement étudié pour ses capacités a
hydrolyser la cellulose. Par exemple, la séquence compléete du génome de Bacillus velezensis
ZY-1-1 a montré des genes capables de produire de la xylanase et de la cellulase en utilisant

des substrats hémicellulosiques et cellulosiques.
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Tableau 3 Bactéries (hémi-) cellulolytiques dégradant différentes biomasses lignocellulosiques

Bactérie Biomasse Enzyme Référence
lignocellulosique

Thermotogamaritima Lolium endol,4-B-xylanase (Saini et al., 2022)

Bacillussubtilis BC- La paille de blé Cellulase (Tunio et al., 2024)
001
Bacillus halodurans Son de blé Xylanase (Kumar et al., 2013)
B. paralicheniformis Canne asucre Cellulase (Tunio et al., 2024)
BC-002 Bagasse

3. Biosynthése enzymatique des oligosaccharides

L’utilisation des enzymes hydrolytiques comme outils de synthése des oligosaccharides a
partir de la matiere lignocellulosique est considérée comme un processus de prétraitement
biologique intégral qui rassemble en un seul processus la production des enzymes
cellulolytiques, I’hydrolyse de 1’hémicellulose et la production de biocommodités a haute
valeur ajoutée. Ce processus est largement accepté car il permet de casser le complexe
hémicellulosique en réduisant les impacts environnementaux comparés aux prétraitements
acide ou alcalin (Alfenore et Molina-Jouve 2016). Le processus d'hydrolyse est I'une des
étapes clés de la dégradation de I’hémicellulose. Elle implique la dépolymerisation de
I’hémicellulose a 1’aide des (hémi-)cellulases en plusieurs oligosaccharides fermentescibles
(sucres réducteurs) qui pourront étre métabolisés par des levures, des bactéries ou des
champignons lors de la fermentation afin de synthétiser plusieurs métabolites secondaires a

haute valeur ajoutée (Alfenore et Molina-Jouve 2016).
3.1. Activité prébiotique des oligosaccharides

Certaines composantes de la microflore intestinale (probiotiques), en particulier les
bifidobactéries, ont la capacité de fermenter des substances essentiellement non digestibles
(oligosaccharides) dans le cblon grace a leur important pouvoir saccharolytique. Cette
aptitude favorise la croissance ou l'activité de micro-organismes spécifiques du tractus gastro-
intestinal, telles que les bactéries du genre Bifidobacterium sp. et Lactobacillus sp, influencant
positivement la santé de I'nGte. La croissance de ces bactéries bénéfiques favorise la
production d'acides gras a chaine courte tels que I'acétate, le propionate et le butyrate qui sont
associés a la prévention des infections intestinales et d'autres troubles chez les humains et les

animaux (Karnaouri et al., 2018).

Les effets benéfiques géneérés par ces interactions ont conduit au développement du nouveau

concept de « prébiotiques ». L'une des activités majeures des oligosaccharides est leur activité
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fonctionnelle prébiotique, qui leur permet de résister aux premiéres étapes de la digestion
gastrique et d'atteindre presque intacts le gros intestin (Jiao et al., 2014). Les oligosaccharides
issus de la dégradation de polysaccharides naturels comme les xylo-oligosaccharides, les
fructo-oligosaccharides, les galacto-oligosaccharides, et les arabinogalacto-oligosaccharides

sont largement étudiés pour leur action prébiotique.

En effet, les réactions enzymatiques sont menées dans des conditions réactionnelles douces :
température modéree, pas de solvant ni de produits chimiques requis, pression atmosphérique
respectueuses de I’environnement, limitant la consommation d’énergie et la génération de
sous-produits indésirables (Bouchat 2022). Les principaux types d’enzymes utilisés pour le
fractionnement des biomasses lignocellulosiques sont les cellulases, les hémicellulases et les
enzymes ligninolytiques. Des stratégies différentes ont été proposées pour la production
d'oligosaccharides par l'enzyme. Ceux-ci comprennent la conception de cocktails
enzymatiques sur mesure qui offrent une rupture contrélée de la fission des polysaccharides
ou par la modification des conditions de réaction par exemple, I'échange de tampons pour

abolir I'inhibition de I'activité enzymatique (Avila et al., 2021; Vanderghem et al., 2010).

3.2. Utilisation des oligosaccharides comme additif alimentaire

Dans le secteur alimentaire, les consommateurs réduisent leur acceptation des additifs
chimiques. Par conséquent, l'utilisation de substances naturelles saccharidiques connues sous
le nom d'oligosaccharides, prébiotiques et biopreservatifs suscitent un intérét grandissant dans
la production alimentaire (Barreteau et al., 2005).

Pour cela, l'industrie alimentaire utilise les oligosaccharides naturels comme additifs
alimentaires depuis qu'elle a pris conscience de leur potentiel d'application technologique et
nutritionnel, de leur capacité a améliorer la qualité globale et a augmenter la valeur nutritive
des produits alimentaires, ainsi que pour leur capacité a perfectionner la texture par leur
utilisation comme fibres alimentaires (Nobre et al., 2015). Ces oligosaccharides proviennent
de diverses sources telles que les bactéries, les algues, les champignons et les plantes
supérieures est ont été largement utilisés a la fois comme ingrédients alimentaires et comme
compléments pharmacologiques en raison de leurs diverses propriétés bénéfiques pour la
santé (Patel et Goyal 2011).
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3.3. Utilisation des oligosaccharides dans I’agriculture

Il'y a environ 20 ans, une premiére étude a évoqué I'éventuelle utilisation d'oligosaccharides
dérivés de la paroi cellulaire en tant que régulateurs pour la croissance, le développement et la
défense des plantes (Cabrera et al., 2013). Des recherches ont montré que certains
oligosaccharides ont des propriétés éliciteurs, ce qui signifie qu'ils peuvent activer les
mécanismes de défense des plantes, dont lequel ils sont impliqués dans les interactions

plantes-pathogenes.

Ainsi que plusieurs études ont identifié les oligosaccharides comme des inducteurs potentiels
de la résistance des plantes, car ils peuvent réduire la gravité des maladies et des infections
fongiques tout en minimisant les risques pour I'environnement et I'opérateur, ils offrent
également l'avantage de réduire le risque de développement de résistances aux fongicides, ce
qui en fait une méthode durable et efficace pour la protection des cultures (Guarnizo et al.,
2020).
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Le présent travail porte sur la valorisation des épluchures de pomme de terre, d’orange et les
résidus de transformation industrielle de tomate par la souche de B. velevensis H1, en vue de
produire des enzymes cellulolytiques et hémicellulolytiques par fermentation submergee, et
de la saccharification de cette biomasse par voie enzymatique pour 1’obtention des sucres
fermentescibles avec des rendements rentables a 1’échelle industrielle. Ce travail a été réalisé
entre les laboratoires pédagogiques de la faculté de sciences de la nature et de la vie et le
laboratoire de mycologie de biotechnologie et de I’activité microbienne. Université des Freres

Mentouri Constantine 1.
1. Matériel biologique

La souche halotolérante de B. velezensis H1, utilisée dans cette étude (numéros d'accés GenBank
OM510337 et OM523097 pour les séquences de genes 16 S rRNA et gyrA, respectivement), a été
fourni par Dr. Djelid Hadjer. Cette bactéries a été isolé du sol salin d'une palmeraie, située a 20
meétre du lac salé d'El M'Ghair dans la ville d'EI-Oued, en Algérie, et a été sélectionnée comme
souche (hémi-)cellulolytique (Djelid et al., 2022; 2023).

1.1. Revivification de la souche bactérienne

La souche de B. velezensis Hlest réactiveée sur milieu YPG (Annexe 1) et incubée pendant
24h a 30°C. Apres incubation, des colonies apparaissent sur la boite de Pétri indiquant la
réactivation de la souche. Ce processus a été réalisé de maniere routiniére tout au long du
travail pratique, afin d’assurer 1’obtention des colonies fraiches a chaque fois.

1.2. Evaluation de la pureté de la souche
1.2.1. Examen macroscopique

La pureté de B. velezensis H1 a été évaluée en effectuant des examens macroscopiques et
microscopiques. Apres avoir ensemencé la souche par stries sur un milieu YPG solide, elle a
été incubée a 30 °C pendant 24 h. Une observation a I’ceil nu détaillée des colonies a été

réalisée pour confirmer leur homogénéité.

1.2.2. Examen microscopique
Afin de pouvoir observer la forme des bacilles, le mode de regroupement et la mobilité des
cellules bactériennes, une observation microscopique a 1’état frais a été réalisée en déposant

entre lame et lamelle une goutte d'eau physiologique (Annexe 2) et une colonie de B.

velezensis H1. L’observation a été réalisée a 1’aide d’un microscope optique (OPTECH-
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Optical Technology) a I’objectif x40 et a I’immersion (objectif x100). La pureté de la souche
bactérienne a été aussi évaluée en utilisant la méthode standard de la coloration de Gram afin
d'observer de la morphologie cellulaire et la classification selon le type de Gram (Galisteo et
al., 2019).

1.2.3. Test de la catalase

Principe : La catalase est une enzyme qui permet d’¢liminer le peroxyde d’hydrogéne, qui est
un compose trés toxique chez les bactéries, en eau et en oxygéne. Ainsi ce test permet de

mettre en évidence la présence de la catalase chez une espéce bactérienne.

Méthode : Une goutte d’eau oxygénée (H,O,) a été déposée aseptiquement sur une lame
neuve et propre. Ensuite une colonie fraiche de la bactérie a été prélevée et émulsionnée dans la
goutte a I’aide d’une anse de platine préalablement stérilisée et refroidie(Yin et al., 2022).

Lecture : La formation immédiate de bulle d’air indique une réaction positive, ce qui signifie
que la bactérie est catalase positive et dans le cas contraire, la bactérie est considérée comme

catalase négative.

1.2.4. Test oxydase

Principe : Ce test permet de détecter I’enzyme cytochrome oxydase chez les bactéries.
L’oxydase est une enzyme qui catalyse une réaction d’oxydo-réduction dans laquelle une

molécule de dioxygene (O,) est utilisée comme accepteur d’électron.

Méthode : A I’aide d’une anse de platine préalablement stérilisée et refroidie, une colonie

bactérienne est déposée sur un disque oxydase (Yin et al., 2022).

Lecture : Une coloration violette immédiate signifie une réaction positive. Et si le disque

reste incolorealors la réaction est considérée négative.

1.3. Détermination du taux de sporulation de la souche

Pour évaluer le taux de sporulation, la souche de B. velezensis H1 est cultivée dans une fiole
de 500 mL contenant 100 mL du milieu YPG liquide (Annexe 1). L'incubation est faite a
30°C sous agitation de 150 rpm pendant 72 h. Ensuite, la suspension bactérienne est soumise
a un choc thermique a 80 °C pendant 12 min, suivi d'un refroidissement immédiat dans de

I'eau froide, afin d'éliminer les formes végétatives et de récupérer les spores.
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Cette suspension bactérienne traitée est ensuite diluée dans de I'eau physiologique stérile. Des
inoculations de 100 uL de chaque dilution sont effectuées dans des boites contenant du milieu
YPG gélose, puis incubées a 30°C pendant 24 h. Les boites contenant entre 20 et 200 colonies
sont sélectionnées pour le calcul de la concentration de spores par millilitre de milieu YPG
(Ait-Kaki et al., 2014).

Le calcule est effectué selon la méthode de I’'UFC (Unité Formant Colonie). Cela se fait en

conformité avec la loi suivante :

NXF

UFC=
v

Dont:

N : nombre des colonies
F : facteur de dilution
V : volume de dilution

2.Etude de P’activité cellulolytiqueet hémicellulolytiquedeB. velezensis H1

La souche de B. velezensis H1est évaluée pour son potentiel cellulolytique et
hémicellulolytique suivant la méthode de Teather et Wood (1988). La production des
cellulases et hémicellulases est examinée sur milieu gélosé de base (Annexe 3) contenant 10
g/L de Carboxyméthyl-cellulose (CMC) ou de xylane de mais comme seule source de
carbone. Les boites ont été inoculées par pigdre centrale par la bactérie. Aprés incubation de 5
jours a 30 °C, permettant le développement de la colonie, les surfaces des boites ont été
recouvertes par 15 mL d’une solution aqueuse au rouge Congo a 1 g/L. Aprés incubation a
température ambiante pendant 30 min, la solution a été éliminée délicatement et remplacée
par 20 mL d’une solution de NaCl 1M (Annex 4).

Aprés 5 min d’incubation a température ambiante, 1’apparition de zones claires (halo) sur la
gélose autour des colonies, indique la présence de cellulase et d’hémicellulase. L'indice
enzymatique (IE), défini comme le rapport du diamétre de la zone claire sur le diametre de la

colonie (Ibrahim et al., 2018). Le test est réalisé en double exemplaire pour chaque substrat.
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2.1. Production de cellulases et d’hémicellulase par fermentation submergée
2.1.1. Préparation des substrats hémicellulosiques

La production des enzymes étudiées est réalisée sur différents substrats synthétiques tel que la
CMC, le xylane de mais (Xyn) et la gomme de caroube (GC), ainsi que sur trois résidus
agricoles naturels. Ces résidus incluent les épluchures des pommes de terre (PDT) et des
oranges (ORG) qui ont été récupérées des dechets organiques ménageres, ainsi quelles résidus
de tomates (TMT) qui ont provenant de 1’usine de conserves alimentaires « Latina » située a
Chelghoum Laid dans la Wilaya de Mila. L’ensemble des résidus a été séché a I’air libre
pendant 15-20 jours ensuite broyé finement a 1’aide d’un moulin a café propre. Les

échantillons sont ensuite conservés dans des bocaux en verre jusqu’a utilisation.
2.1.2. Préparation de I’'inoculum

La souche de B.velezensis H1 est repiquée sur gélose YPG et incubée a 30°C pendant 24 h,
Ensuite, des colonies sont prélevées afin d’inoculer 50mL de milieu YPG liquide, 1’incubation

est faite a 30°C sous agitation de 150 rpm pendant 24 h.

2.1.3. Inoculation des fioles et suivie des fermentations

L'inoculation est faite dans trois fioles de 250 mL, chacune contenant 50 mL de milieu de
fermentation composé de 0.5% d'extrait de levure et 1% de CMC, de Xyn ou de GC, les
substrats naturels tels que les épluchures de PDT et d’ORG ainsi que les résidus de TMT sont
ajoutés, séparément, avec une concentration de 5%. Le pH des milieux est ajusté a 7. Apres
bouchage au coton cardé, I’ensemble des fioles est stérilisé a 1’autoclave durant 20 min a
120°C. Apres refroidissement, les fioles sont inoculées a 2% avec l'inoculum préparé (la
préculture). Les fioles sont ensuite incubées a 30 °C sous agitation de 150 rpm pendant 72 h
(3 jours). Des prélevementssont réalisés chaque 24 h afin d’évaluer la production de protéines
totales, les activités enzymatiques de la souche B.velezensis H1, ainsi que la capacité de ces

derniers a produire des oligosaccharides.
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Figure 9 Photographies de différentes matiéres lignocellulosiques utilisées comme substrats de
fermentations (A): PDT (B): TMT (C):ORG

2.2. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Principe de la méthode

Parmi les méthodes les plus couramment utilisées pour I'estimation de la concentration des
protéines, celle de Bradford est la méthode privilégiée pour quantifier les protéines (Nouroozi
et al., 2015). Cette technique est plus simple, plus rapide et plus sensible que les autres
méthodes. De plus, elle est moins sujette aux interférences de réactifs courants et de
composants non protéiques d'échantillons biologiques (Kruger 2009). La méthode de
Bradford est un dosage spectrophotométrique qui repose sur la capacité du colorant

Coomassie « bleu brillant G-250 » a se fixer sur les protéines.

Le maximum d'absorption de ce colorant se déplace de 465 nm a 595 nm (Ernst et Zor 2010).
L'absorption de I'échantillon a 595 nm est utilisée pour mesurer la concentration en protéines.
Le mécanisme de base de I'essai repose sur la liaison du colorant bleu de Coomassie G-250 a
pH acide avec des résidus d'acides aminés basiques tels que l'arginine, I'histidine, la
phénylalanine, le tryptophane, la tyrosine, ainsi que des interactions hydrophobes dans les

protéines, ce qui entraine un changement de couleur en bleu (Nouroozi et al., 2015).
2.2.1. Préparation du réactif de Bradford

Avant de l'utiliser, le réactif de Bradford, qui est disponible commercialement sous forme
liquide concentrée (Bio Rad), est dilué cinq fois avec de I’eau distillée. Pour effectuer cette
dilution, 4 mL d’eau distillée sont ajoutés a 1 mL de réactif de Bradford, suivie d’une

vortexation de 3 sec.
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2.2.2. Courbe d’étalonnage d'albumine sérique bovine (BSA)

La concentration des protéines est calculée par référence a une courbe de calibration
(figurel0) qui a été effectuée avec 1’albumine provenant du sérum bovin (BSA) comme
substance de référence de 0 a 1 mg/mL. 10 mg de BSA sont pesés avec precision et sont
dissouts dans 10 mL d’eau distillé stérile pour obtenir une solution de concentration finale de
1 mg/mL (solution mere). Ensuite des dilutions appropriées sont réalisées a partir de la
solution mere afin d’obtenir des solutions de BSA de différentes concentrations (0, 0.1, 0.2,

0.3,0.4 et 0.5 mg/mL).

DO lue (540 nm)

0z 03 03 05 06

concentration de BSA {mg/mlL)

Figurel0 Courbe d’étalonnage de BSA utilisé pour déterminé la concentration des protéines selon la
méthode BRADFORD.

2.2.3. Dosage des protéines synthétisées par B. velezensis H1

Les échantillons prélevés de différents ages (de 24 h, 48 h et72 h) des milieux synthétiques
(CMC, GC et Xyn), ainsi que les autres échantillons provenant de résidus naturels (PDT,
ORG, TMT) sont centrifugés puis filtrés avec un filtre de 0,22 uM. Ensuite, 800 puL de chaque
¢chantillon sont mélangés avec 200 pL de réactif de Bradford dilu¢ 5 fois et incubés a

température ambiante pendant 20 min, la lecture des DO est réalisée a 595 nm.
3. Dosage des activités cellulases et hémicellulases

Ce test a été effectué pour évaluer et identifier 1’activité du cocktail enzymatique

cellulolytiques et hémicellulolytique, produit par la souche B.velezensis H1 durant les
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différentes fermentations réalisées. Quatre substrats synthétiques a 1% (CMC, GC, Xyn et
le B-glucane) sont utilisés pour identifier 1’activité enzymatique de CMCase, Xylanase,

mananase et I’endo-1,4-B-glucanase.

Tout d'abord, les substrats ont été testés avec les surnageants acellulaires obtenus a partir de la
fermentation des substrats naturels (TMT, PDT, ORG) de 72 h, ainsi qu’avec le surnageant
acellulaire de xylane de mais de 48 h, chacun séparément.

Le test est réalisé selon le protocole suivant : 50 pL de substrat ont été déposes dans un tube
Eppendorf avec 50 pL de surnageant et 50 puL de tampon acétate sodium a 100 mM, pH 6.5.
Ensuite, ils ont été incubés pendant 10 min a 40°C pour accélérer la réaction enzymatique.
Ensuite, le dosage enzymatique est réalisé par la méthode de DNS. Cette méthode est basée
sur la réduction de I'acide 3,5-dinitrosalicylique en 3-amino-5-nitrosalicylate coloré en milieu
alcalin (Baskan et al., 2016).100uL de réactifde DNS (Annexe5) sont ajoutés dans chaque
Eppendorf avec des conditions de faible luminosité. Aprés incubation a 100°C dans un bain-
marie pendant 5 min, les Eppendorfs sont rapidement transférés dans un bain d'eau froide
pour arréter la réaction, ensuite, chaque Eppendorfa été refroidi en ajoutant 750uL d'eau
distillée. La lecture se fait par la mesure de 1’absorbance sur spectrophotométre a la longueur
d'onde de 540 nm. L’activité enzymatique est définie comme la quantité d'enzyme libérant un
micromole de sucres réducteurs équivalent au glucose en une minute dans des conditions
d'essai standard (Khan et al., 2020). Le calcul est réalisé par référence a des courbes standards

de glucose ou xylose (figurell).
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FigurellCourbes d’étalonnages standards utilisés durant le teste de ’activité enzymatique et de
saccharification pour identifier les unités enzymatiques et le taux des sucres réductase (A) la courbe
standard de xylose, (B) la coudre standard de glucose.

4. Saccharification enzymatique de la biomasse lignocellulosique

La biomasse lignocellulosique peut étre convertie en sucres fermentescibles par I'action
synergique d'enzymes (hémi-)cellulolytiques (Bhardwaj et al., 2020), la capacité du complexe
enzymatique produit par la souche de B. velezensis H1 a hydrolyser la matiére
lignocellulosique présentée dans les trois substrats naturels (PDT, TMT, ORG), a été évaluée
par la mesure de la quantité de sucres réducteurs (RS) libérés par les enzymes en utilisant la
méthode d'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS) (Pinheiro et al., 2021).

Pour réaliser ce test, six tubes Falcon contenant les solutions stériles des matiéres
lignocellulosique sont préparées a 5 % (PDT, TMT, ORG), les extraits enzymatiques filtrés
provenant des fermentations de ces mémes substrats ainsi que le xylane de mais, et le tampon
acetate de sodium a 100 mM, pH 6.5 (filtré), sont ajoutés avec un rapport volumique de 1:2:1
respectivement (tableau 4). Les tubes sont ensuite incubés pendant 48 h a 30 °C sous agitation
de 150 rpm.
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Tableau4 Récapitulatif des conditions de réalisation du test de saccharification.

Substrat & | Complexe enzymatique | Tampon Température | Temps

5% ajouté d’incubation

PDT Surnageant acellulaire | acétate de sodium 30°C 48 h
de la fermentation de | (100 mM, pH 6.5)
PDT (72h)

TMT Surnageant acellulaire | acétate de sodium 30°C 48 h
de la fermentation de | (100 mM, pH 6.5)
TMT (72h)

ORG Surnageant acellulaire | acétate de sodium 30°C 48 h
de la  fermentation | (100 mM, pH 6.5)
d’ORG (72h)

PDT Surnageant acellulaire | acétate de sodium 30°C 48 h

de la fermentation de | (100 mM, pH 6.5)
xylane de mais (48h)

TMT Surnageant acellulaire | acétate de sodium 30°C 48 h
de la fermentation de | (100 mM, pH 6.5)
xylane de mais (48h)

ORG Surnageant acellulaire | acétate de sodium 30°C 48 h
de la fermentation de | (100 mM, pH 6.5)
xylane de mais (48h)

Apres l'incubation, les tubes ont été bouillis pendant 5 min au bain-marie a une température
de 100°C pour dénaturer les enzymes et conserver uniquement les sucres produits a partir de

la dégradation de la matiére lignocellulosique présente dans les substrats naturels utilisés.

La prochaine étape consiste a doser les sucres réducteurs en utilisant la méthode de DNS, par
la méme méthode réalisée durant le dosage enzymatique. La lecture est réalisée toujours a 540
nm. La quantité de sucres réducteurs est calculée en comparant la densité optique (DO) de
I'échantillon avec les courbes standards de glucose (Khan et al., 2020) (Figure 11). La
quantité de sucres réducteurs présente dans les substrats stériles (avant ’incubation avec

I’extrait enzymatique), a été prise en considération.

4.1. ldentification des oligosaccharides par la méthode de chromatographie sur couche
mince (CCM)

La technique de CCM est souvent employée pour déterminer le nombre de composants dans
un mélange, Vérifier l'identité et la pureté d'un composé (Cai 2014). Cette technique est
réalisée pour séparer et identifier les différents oligosaccharides libérés durant le test de

saccharification en utilisant les echantillons mentionnés dans la section précedente.
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Pour cela, & l'aide d'une micropipette, 20 pL de chaque échantillon sont déposés sur une
plaque de silice sur support aluminium (le format de plaque : 20x20 cm, I’épaisseur de
couche : 2 mm) séparées entre elles avec un diamétre de 1.5 cm, ensuite elles sont placées a
une hauteur de 1.5 cm du bord de la plaque, suivi par un séchage rapide de chaque goutte
grace a un seche-cheveux, cette étape correspond a la phase stationnaire de CCM. La
premiére et la deuxiéme position de la plaque représentent les témoins préparés a partir d'un
mélange de différents sucres simples préalablement préparés a une concentration de 10 mg/L,
tels que le glucose (C1), le cellobiose (C2), le cellotriose (C3), le cellotetraose (C4), le
cellopentaose (C5) et le galactose (Gal) pour 1’évaluation de la production de cello-
oligosaccharides, ainsi que le saccharose (Sac), le fructose (Fru), le rhamnose (Rha), le
mannose (Man), le xylose (Xyl) afin d’évaluer la production hémi-oligosaccharides. Ces
sucres font I'objet de tests individuels sur CCM pour mesurer leur temps et leur distance de
migration, en comparant leur distance de migration avec celle des sucres inconnus dans les
échantillons. Ensuite, seule la partie inférieure de la plaque, ou le repérage a été effectué, est
immergée dans une cuve en verre contenant une solution de phase mobile composée de n-

butanol, méthanol et eau distillée dans un rapport de 2:1:1, d'un volume total de 100 mL.

La chambre a été couverte et la phase mobile a été autorisée a voyager. Une fois que le
liguide avait atteint le sommet de la plaque, le chromatogramme a été sorti et sécher
(Khan et al., 2020), ensuite, il a été pulvériser avec une solution de  révélation
composée de méthanol contenant 0.2 % d’orcinol, d’acide sulfurique concentré, et
d’eau distillée (83:10:7), chauffé a 100°C pendant 10 min, puis observé.
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1. Caractérisation macro et microscopique de la souche B. velezensis H1

L’observation macroscopique de la bactérieB. velezensis H1 sur milieu YPG aprés incubation

a 30°C pendant 24h, a montrée I’apparition des colonies distinctes visible a 1’ceil nu (figure

11), et un aspect morphologique prescrivant la souche B. velezensis H1 (tableau 5).

Tableau 5 Aspect morphologique des colonies obtenues sur YPG.

Figure 12 Aspect macroscopique des colonies de B.velezensis H1
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L’aspect microscopique a été observé a 1’état frais et aprés la coloration de Gram. Cette

observation a révélé que la souche de B. velezensis H1 se présente sous forme de batonnets,

de petites tailles droites, leurs contours réguliers sont regroupés sous formes de diplo-bacilles

ou chainettes a Gram positif, elles sont mobiles avec une endospore ovale (figurel3).

ol
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-

Figure 13 Photographies de l'observation microscopique a 1’état frais (objectif x40(A) et x100(B)) et

apres coloration de Gram (C)
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Dans le test de catalase la détection de la libération de bulles d'air indique que la souche est
catalase positif (figure 14), ce qui signifie que la bactérie est aérobie. Cependant dans le test
de ’oxydase la couleur violette n’apparaissait pas sur le disque oxydase (Figure 14) signifiant

que la réaction est négative et la bactérie B. velezensis H1 considéré comme oxydase négative.

Figure 14 Photographies de test oxydase(A) et de catalase (B)

2. Evaluation du taux de sporulation
Les résultats du test de sporulation de la souche de B. velezensis H1 ont montré que la souche
produit & la fin de fermentation, une concentration de 5x10° spores/mL. Ce résultat démontre
que B. velezensis H1 posséde la capacité de produire des spores, tout comme les autres genres
de Bacillus. Cela lui offre une protection et une résistance dans des conditions difficiles et
défavorables (Elegbeleye et al., 2021).

3. Potentiel (hémi-)cellulolytique de la souche B. velezensis H1

L’activité (hémi)-cellulolytique de B. velezensis H1 est détectée par I’indicateur rouge Congo
(0.1%) qui a une forte interaction avec les polysaccharides contenant des unités de -1-4-D-
glucopyranosyle, suivi d’une décoloration avec du NaCl pour faire apparaitre 1’halo visible
jaune autour de I'enzyme hydrolase dérivée de la colonie (Castro et al., 1995). Le rapport de
le diametre est de 3.11 et 2.5 pour la gelose de CMC et de xylane de mais, respectivement
(figure 15). Ce résultat confirme le potentiel cellulolytique et hémicellulolytique de la souche

de B.velezensis H1.
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Figurel5 Activité cellulolytique (A) et hémicellulolytiqu (B) de B. velezensisi H1 sur gélose a base de
CMC et xylane de mais

4. Production de protéines totales extracellulaires par B. velezensis H1
Le suivi de la production des proteines par la souche de B. velezensis H1 est réalisé durant
72 hde fermentations sur 6 substrats différents.

Figure 16 Fermentation submergée de B. velezensis H1

Le dosage des protéines extracellulaires bactériennes semble étre une bonne méthode pour
I’estimation de la croissance bactérienne dans les cas ou la détermination de la croissance
cellulaire par la méthode de dénombrement est impossible a cause de la contamination des
échantillons prélevés par la fraction solide de la matiére lignocellulosique. En effet, Les
résultats présentés dans les graphiques de la (figure 16) montrent qu’une concentration

croissante de protéines produites est obtenue pour tous les substrats étudiés.
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Figure 17 Concentration de protéines extracellulaire totales produites dans chaque milieu de
fermentation a différentes temps d’incubation (A : TMT,B : ORG, C:PDT,D:GC,E:CMC, F:
XLN)

Ce résultat confirme aussi que la souche a le potentiel de dégrader la matiere
lignocellulosique en tant que substrat insoluble ainsi que les substrats hémicellulosiques
synthétiques solubles. Les différences dans les concentrations montrent que la production de
ces derniers est étroitement influencée par la nature de substrat. Les graphiques dans la figure
X montrent que la production maximale de protéines est atteinte apreés 72 h d’incubation pour
les substrats lignocellulosiques utilisés (TMT, PDT, ORG), avec des valeurs allant de 4.3 a
5.6 mg/mL. Tandis que les cultures sur substrats hémicellulosiques synthétiques (Xyn, GC,
CMC), la concentration maximale est atteinte aprés 48 h d’incubation avec une valeur
maximale de 5.3 mg/mL pour la culture sur le xylane de mais, les résultat obtenus sur les
substrats lignocellulosique sont nettement supeérieurs a ceux obtenus par Zafar ( 2021) et
Ayodele (2024) malgré leur utilisation des matiéres lignocellulosique prétraitées

chimiquement pour améliorer le rendement de la fermentation.
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Figure 18 Histogramme comparatif des meilleures concentrations protéiques pour chaque substrat.

5. Production d’enzymes cellulolytiques et hémicellulolytiques par B. velezensis H1

Pour hydrolyser la biomasse lignocellulosique, il est essentiel de produire des enzymes
lignocellulolytiques et de Vérifier la viabilité économique de ce processus. De nombreuses études
mentionnent la synthése d'enzymes lignocellulolytiques d’origine bactérienne en utilisant des
matériaux lignocellulosiques.(Song 2011 ; Saini et al., 2022 ;1li¢ et al., 2023;Tunio et al., 2024). Les
bactéries couramment utilisés dans l'industrie de production des enzymes appartiennent aux genres
Bacillus en raison de leurs grandes capacités de production et de sécrétion. Par exemple, I'endo-1,4-
B-D-glucanase commercialisée par Megazyme et originaire de la souche de Bacillus
amyloliquefacienspeut atteindre une activité spécifique de 60 U/mg.

(https://www.megazyme.com/cellulase-endo-1-4-beta-d-glucanase-bacillus-amyloliquefaciens)

La TMT, I’ORG et la PDT ont été utilisés pour la production d'enzymes cellulolytiques et
hémicellulolytiques, ces derniers étant considérés comme des substrats de choix pour la fermentation
en milieu submergé en raison de leur haute valeur nutritionnelle, ainsi que leur disponibilité en

quantiteé suffisante en Algérie.

La détermination de I'activité enzymatique totale de chaque surnageant découlant de la fermentation
des matieres lignocellulosique (PDT, TMT, ORG), par la souche B. velezensis H1 apres 72 h
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d’incubation, de méme pour le surnagent de culture de B. velezensis H1 sur le xylane de mais qui
montreune production des protéines par valeur extrémement précieux qui déja mentionné dans la
section (4), en suivant la méthode établie par Ghose (1987) avec des modification par 1’addition des
autres substrats (hémi-)cellulosiques synthétiques :xylane de mais (xyl), gomme de caroube (GC), B-
galucane avec la carboxymethyl cellulose (CMC) qui a été utilisé par Ghose pour évaluer l'activité
CMCase. Des activités cellulolytiques de type CMCase et endo-p-1,4-glucanase et des activités
hémicellulolytiques telles que la xylanase et la B-mannanase, ont été enregistrées dans tous les

surnageants des fermentations étudiées avec des concentrations différentes (figure 19).
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Figure 19 Histogramme comparatif des activitéscellulolytiques et hémicellulolytiquesdétectées dant les
différents extraits enzymatiques (CMCase, xylanase, 3 mannanase et $-1,4-endoglucanase).

Cela confirmé que la souche ayant une grand potentiel (hémi-)cellulolytique, de fait que la
production du B-mannanase et normalement expliqué par la présence de mannane dans la
composition des substrats utilisés, mais dans ce cas la souche de B. velezensis H1 a été libéré
I’enzyme de f-mannanase méme si il y a aucune substrats de fermentation utilises, qui contient le
mannnane dans ces composition. Cela indique que la souche a une grande capacité a synthétiser des
enzymes en permanence et de maniére indépendante de la présence ou de l'absence de substrats
spécifiques. Ces différentes enzymes sont largement utilisées dans le domaine industriel notamment
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pour la production pharmaceutique et alimentaire, pétroliére et textile, la formulation de detergents.

ainsi que dans la synthése des pates et papiers (Chauhan et al., 2012 ;Sadhu et al., 2013).

Tableau 6 Activités cellulolytiques et hémicellulolytiques détéctées dans les extraits enzymatiques et
comparaison avec d’autres études

Enzyme Substrat activités Production en Microorganisme | Référence
enzymatiques (U/min/mL)
Surnageant de CMC CMCase 8.2 B. velezensis H1 | Cette étude
culture de B. B -glucane B-1,4- 9.2
velezensis H1 sur endoglucanase
laPDT Gomme de B-mannanase 5
caroube
Xylane de mais | Xylanase 14
Surnageant de CMC CMCase 114 B. velezensis H1 | Cette étude
culture de B. B -glucane B-1,4- 16
velezensis H1 sur endoglucanage
laT™MT Gomme de B-mannanase 20
caroube
Xylane de mais | Xylanase 8.6
Surnageant de CMC CMCase 28 B. velezensis H1 Cette étude
culture de B. B -glucane B-1,4- 24
velezensis H1lsur endoglucanase
PORG Gomme de B-mannanase 20
caroube
Xylane de mais | Xylanase 134
Surnageant de CMC CMCase 24 B. velezensis H1 Cette étude
culture de B. B -glucane B-1,4- 20
velezensis H1 sur endoglucanase
xylane de mais Gomme de B-mannanase 11
caroube
Xylane de mais | Xylanase 12
Surnageant de CMC CMCase 13 B. velezensis (AbdElhameed
culture (FAY0103) et al., 2020)
deB.Velezensis
(FAY0103)
Surnageant b-1, 3- | Lichenan B-1,4- 1.53 B. velezensis (Xu et al., 2016)
1, 4-glucanase de endoglucanase
culture de B.
velezensis
Surnageant de Gomme de B-mannanase 1440 B. velezensis (Mazeed 2012)
culture caroube NRC-1
deB.velezensis
NRC-1
xylanase purifiée | xylane de bois Xylanase 19 B. velezensis (Ghosh et al.,
de la B. velezensis | de boeuf AG20 2021)

AG20
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6. Saccharification de la matiere lignocellulosique par le cocktail enzymatique

La structure variable et 1’organisation de la cellulose et des hémicelluloses dans les résidus
lignocellulosiques nécessitent 1’action concertée de nombreuses enzymes (hémi-)cellulolytiques pour
atteindre leur dégradation compléte. La recherche de 1’effet de tout le cocktail enzymatique présent
dans les surnageants des cultures de B. velezensis H1 sur le xylane de mais, I’ORG, la PDT et la
TMT a été effectuée sur ces mémes substrats (tableau 7). Aprés 48 h d’incubation, le dosage des
sucres réducteurs par la méthode de DNS a démontré qu’il y a une importante production de sucres
réducteurs par les enzymes sécrétées par la souche de B. velezensis H1. Différentes concentrations de
sucres réducteurs a été obtenue par le surnageant de culture sur xylane de maisincubé avec la PDT
(11.6 mg/mL), la TMT (8 mg/mL) et ’'ORG (5.4 mg/mL). Des concentrations comparables allant de
4.4 a7 mg/mL ont été obtenus par les surnageants des cultures sur les substrats lignocellulosiques, ce
qui démontre le potentiel saccharifiant élevé du cocktail enzymatique produit par B. velezensis H1
que ce soit pour les substrats synthétiques ou pour les substrats complexes naturels non prétraités
chimiquement. Ce procédé a faible impact, connu sous le nom de "saccharification”, offre une
opportunité intéressante pour la fabrication de biocarburants, de prébiotiques ainsi que plusieurs

matériaux biologiques (Guo et al., 2018).
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Tableau 7 Quantité de sucres réducteurs libérés apres la saccharification de PDT, ORG et TMT

Origine du cocktail Substrat Quantité des Quantité des Référence
enzymatique saccharifié sucres sucres réducteurs
réducteurs (xylose) (mg/mL)
(glucose)
(mg/mL)
Culture de B. PDT 7.2 6.18 Cette étude
velezensis H1sur
PDT
Culture de B. T™MT 4.4 4 Cette étude
velezensis Hlsur
TMT
Culture de B. ORG 6.8 6.5 Cette étude
velezensis H1sur
ORG
culture B. velezensis PDT 11.6 10.54 Cette étude
H1 sur xylane de
mais
culture B. velezensis TMT 8 7.27 Cette étude
H1 sur xylane de
mais
culture B. velezensis ORG 5.4 4.9 Cette étude
H1 sur xylane de
mais
Bacillusaestuarii, Canne a sucre 0.44 / (zafar et al., 2021)
B-mannanase de Gomme de 1.19 / (Saini et al., 2022)
Bacillus pumilus caroube
GBSW19
xylanase Populustomentosa( 4 / (Saini et al., 2022)
peuplier blanc de
chine)

6.1. Production d’oligosaccharides

Les résultats de la CCM sur la figure 10 et le tableau 8 révelent que les cocktails enzymatiques
sécrétés par B. velezensis H1 durant les différentes fermentations présentent un grand potentiel de
dégradation des différents substrats lignocellulosiques utilisés dans cette étude (PDT, TMT et ORG).
En effet, une panoplie d’oligosaccharides a été libérée pendant les 48 h d’incubation des surnageants

des cultures avec les différents substrats naturels testés.

L’analyse a démontré que les enzymes présentes dans le surnageant de culture de B. velezensis H1
sur PDT ont libérées du rhamnose, du cellobiose, du cellotriose et du cellopentaose comme produits
d'hydrolyse de la PDT. De méme, le surnageant de culture sur xylane de mais, a montré un potentiel
de libération de rhamnose, de cellotriose et de cellopentatose en plus de xylose a partir de la PDT.

Ces oligosaccharides sont issus de la composition de la fraction cellulosique et hémicellulosique
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caractérisant la PDT (Ryden et Selvendran 1990; van Marle et al., 1997). La libération de cellobiose,
de glucose, de rhamnose et de fructose ainsi que le xylose ont également été détectés apres
I'nydrolyse de la TMT par les enzymes présentes dans les surnageants des cultures sur TMT et sur
xylane de mais. Selon des études précédentes, tous ces oligosaccharides proviennent des composés
cellulosiques et hémicellulosiques de la TMT (Puspaningrum et Yuwono 2019; Dzandu et al., 2022).
En outre, 'hydrolyse des polysaccharides de 1’épluchure d’orange par les enzymes du surnageant de
culture de B. velezensis H1 sur I'ORG a egalement démontré sa capacité a générer du fructose, du
cellobiose et ducellotriose. Ces résultats (cellobiose et cellotriose) sont identique a ceux obtenus par
(Cano et al., 2020) lorsque ils ont utilis¢é un mélange d’enzymes (hémi-)cellulolytique (cellulase,
endo-cellulase et xylanase). Cependant, les enzymes du surnageant de culture sur xylane de mais ont
libéré seulement de xylose (Kerimi et al., 2019). Plusieurs d’autres taches inconnus, qui ne
correspondent pas aux standards déposés, ont été détectés dans le chromatogramme indiquant la
probabilit¢ de présence d’autres oligosaccharides. La diversité des oligosaccharides obtenus
démontre la capacité du complexe enzymatique synthétisé par B. velezensis H1 a découper les
polysaccharides de différents matieres lignocellulosique et a libérer des sucres fermentescibles a
haute valeur ajouté sans avoir recours a des prétraitement chimique, étant donné qu'aucun produit
chimique n'a été utilisé dans ce processus, il n'est pas nécessaire de recycler les produits chimiques et

de ne pas libérer de composés toxiques dans I'environnement.

ROTENTM SN ORG Xy Xyn Xy

“ + S .‘| ," / +
0 T TN T ORG PO T M 'ORG

Figure 20 Analyse CCM de produit d’hydrolyse de la matiere lignocellulosiquepar le cocktail
enzymatique produit par B. velezensis H1
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6.2. Recherche d’autresactivités enzymatiques

Les activités enzymatiques présentent dans les surnageants acellulaires ont été déja identifiées dans
la section 5. Or, le test de saccharification de la matiére lignocellulosiquepar ces surnageant, a permis
de détecter de nouvelles activités enzymatiques. Les résultats du test de saccharification ont montré
la présence de plusieurs cello-oligosaccharides tels que le glucose, le cellobiose, le cellotriose et le
cellopentaose. Cela prouve la présence d'une activité enzymatique cellulolytique dans les différents
surnageants testés. L'identification de ces oligosaccharides permettra de sélectionner quel type
d'enzyme cellulase réagit pour la dégradation de la matiére cellulosique. Il est plus approprié de le
classer comme endoglucanase pour sa capacité a attaquer les régions amorphes de la cellulose en
clivant les liaisons B-1,4-glycosidiques existante dans les polysaccharides de ORG, PDT et la TMT
(Nagl et al., 2021 ; Djelid et al., 2022) ce qui conduit a la libération de fragments de chaines de
cellotriose et de cellopentaose. Ainsi que la présence de cellobiose et de glucose chez certains
échantillons montre la présence d’enzyme exoglucanase et la B-glucosidase (Velleste et al., 2010)
(Nagl et al., 2021).

Tableau 8 Oligosaccharides libérés durant la saccharification et activité enzymatique correspondante.

Origine du surnageant Substart Oligosaccharides Activité enzymatique détectée
acellulaire saccharifié libérés
Culture sur PDT PDT Rhamnose, endoglucanase,
cellopentaose, exoglucanase
cellobiose, o-l-rhamnosidase
cellotriose
Culture sur TMT TMT Glucose, exoglucanase
fructose cellobiose, B-glucosidase
rhamnose B-fructosidase
a-l-rhamnosidase
Culture sur ORG ORG Cellobiose Exoglucanase
cellotriose. endoglucanase
fructose B-fructosidase
Culture sur Xylane de PDT Xylose, Endoglucanase
mais cellopentaose, o-l-rhamnosidase
cellotriose, xylanase
rhamnose
Culture sur  Xylane TMT xylose Xylanase
de mais
Culture sur Xylane de ORG xylose Xylanase
mais

L’activité hémicellulolytique de la souche est expliquée par la présence des xylo-oligosaccharides.
La libération de xylose est attribuée a l'activité de I'enzyme xylanase, qui peut étre de type exo-

xylanase ou B-xylosidase, et la libération de fructose et de rhamnose est le résultat de I'action de
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certains enzymes débranchasses, tels que le PB-fructosidase et le a-l-rhamnosidase [E. C.
3.2.1.40](Yadav et al., 2010; Porras-Dominguez et al., 2014). Le tableau ci-dessous présente les
différents surnageants utilisés avec leur composition en oligosaccharides et l'activité enzymatique

correspondante.
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Conclusion

L'utilisation de micro-organismes pour la conversion enzymatique de la biomasse lignocellulosique,
est devenue aujourd'hui, la méthode la plus efficace pour produire divers produits biosynthétiques a
haute valeur ajoutée pour les industries. Cette approche implique la décomposition de la biomasse a
I'aide d'enzymes d'origine microbienne, sans recourir a des prétraitements chimiques, afin de
synthétiser plusieurs bio-produits essentiels avec des rendements plus économiques et avec un faible

impact environnemental.

L'objectif de cette étude est de développer des biocatalyseurs de la matiere hémicellulosique par
fermentation bactérienne submergée, et de les utiliser par la suite pour la saccharification et la
production de sucres fermentescibles a partir de cette matiére. A cet effet, I’hémicellulose issue de
déchets agro-industriels tels que les résidus de tomate et les déchets ménagers tels que les épluchures
de pommes de terre et d'orange sont utilisés comme matiere premiére. La souche de B. velezenis H1
a initialement été évalué pour sa capacité a dégrader la CMC et de xylane de mais, les résultats sur
milieu gélosé et liquide ont montré la capacité de la souche a dégrader ces substrats en produisant
divers types de cellulases et d’hémicellulases telles que la Xxylanase, la CMCase, 1’endo-B-1,4-
glucanase et la B-mannanaseavec des valeurs de 12 U/min/mL ; 24 U/min/mL ; 20 U/min/mL et 11
U/min/mLrespectivement. La production de ces memes enzymes en hydrolisant la biomasse
lignocellulosque a été étudiée a travers des fermentations submergées en présence de 5% résidus de
tomate, d’épluchures de pommes et d'orange. Aprés 72 h d’incubation a 30 °C, les memes activités
enzymatiques ont été détectées avec des valeurs maximales de 28 U/min/mL pour la CMCase, 24
U/min/mL pour 1’endo-1,4-B-glucanase, 14 U/min/mL pour la xylanase et 20 U/min/mL pour la -
mannanase. Un dosage des protéines a été réalisé afin d’estimer la quantité des protéines totales
produites par la souche durant les fermentations réalisés, une production maximale a été obtenue
aprés 72 h d’incubation avec des valeurs allant de 4.3 a 5.6 mg/mL. Le potentiel du cocktail
enzymatique a saccarifier la matiere lignocellulosique et a libérer ses oligosaccharides a été réalisé a
30 °C et 150 rpm pendant 48 h, des concentrations totales en sucres réducteurs allant de 4.4 a 11.6
mg/mL ont été détectées. L’identification de ces sucres par la méthode de CCM a révélé la présence
de plusieurs oligosaccharides tels que le glucose, le cellobiose, le cellotriose, le cellopentaose, le
rhamnose, le xylose et le fructose. La présence de ces sucres a indiqué la présence d’autres activités
enzymatiques telles que la B-fructosidase, 1’a-I-thamnosidase et la B-glucosidase. Les résultats
obtenus dans ce travail sont pertinents car ils révélent que la souche de B. velezensis H1 represente
un candidat prometteur pour une dégradation efficace de la biomasse lignocellulosiquegrace a I’effet
synergique du cocktail (hémi-)cellulolytique qu’elle peut produire. La production réussie de 7

enzymes cellulolytiques et hémicellulolytiques par cette souche est particuliérement encourageante.
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Conclusion

Néanmoins, certaines observations faites au cours de ce travail peuvent servir de base a de futures

recherches pour approfondir cette thématique :

» Optimisation des parametres de production des enzymes et détermination des valeurs optimales

des facteurs sélectionnés
» Etudes des caractéristiques extremophiles des enzymes produites
> Etude des caracteristiques prebiotiques des oligosaccharides libérés et la capacité de la souche de

Bacillus velezensis H1 ainsi que d’autres bactéries probiotiques a les hydrolser.
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Annexes

Annexe 1

Gélose YPG
Composition Quantité
L’extrait de levure 10g
Peptone 109
Glucose 10 g
Agar (pour milieu solide) 15-20 g

pH 7.0

Annexe 2

Eau physiologique
Composition Quantité
NaCl 99
Eau distillée 1L
Annexe 3

CMC (carboxyméthylcellulose)/Xylane de mais

Composition Quantité
CMC ou Xylane de mais 10g
NaNO3 12g
KH2PO4 3¢
K2HPO4 69
MgS04.7H20 0,29
CaCl2 0,059
Mn SO4.7H20 0,01
ZnS04.7H20 0,001 g
Agar 209
pH 7
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Annexes

Annexe 4
NaCL 1M

Composition Quantité
NaCL 38¢g
Eau distillée 1L
Annexe 5

DNS 100 mL
Composition Quantité
I'acide 3,5-dinitrosalicylique lg
NaOH 2M 20 mL
Tartrate de sodium 30g
Eau distillée 80 mL
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Face aux colts de production élevés des enzymes cellulolytiques et hémicellulolytiques a partir de substrats
commerciaux, de nombreuses études visent a améliorer la production de ces enzymes par des
microorganismes capables de les sécréter en grande quantité en utilisant comme substrat les déchets
agricoles. Ces enzymes de type glycoside hydrolases ont le potentiel de saccharifier la biomasse
lignocellulosique et la transformer en sucres simples fermentescibles, ce qui leur confére un grand potentiel
biotechnologique dans plusieurs domaines. Le potentiel (hémi-)cellulolytiques de la souche de B. velezensis
H1 a été initialement évalué sur un milieu gélosé contenant la carboxyméthyl-cellulose (CMC) et le xylane
de mais comme seules sources de carbone. L’apparition d’un halo clair autour de la colonie apres 5 jours
d’incubation a 30 °C, a indiqué la présence d’activités CMCase et xylanase. La culture liquide de la souche
sur ces mémes substrats a montré une production maximale de protéines de 5.3 mg/mL sur le xylane de mais
apres 48 h d’incubationa 30 °C. Pendant ce processus des activités xylanase, CMCase, endo-p-1,4-glucanase
et B-mannanaseont atteints respectivement 12 U/min/mL ; 24 U/min/mL ; 20 U/min/mL et 11 U/min/mL.
L’hydrolyse de la matiére lignocellulosique par ces enzymes a été étudiée en fermentation submergée, en
utilisant 5% d’épluchures de pomme de terre (PDT) et d’orange(ORG), et des résidus de tomate (TMT)
comme seules sources de carbone. Le suivie de la production de protéines totales a montré une production
maximale aprés 72 h d’incubation avec des valeurs allant de 4.3 a 5.6 mg/mL. Les extraits enzymatiques ont
révélé diverses activités (hémi-)cellulolytiques, telles que I'activité cellulase par la présence de CMCase et
d’endo-p-1,4-glucanase avec des activités maximales de 28 U/min/mL et 24 U/min/mL respectivement, ainsi
que des activités hémicellulases comme la xylanase et la f-mannanase avec des activités enzymatiques de 14
U/min/mL et 20 U/min/mL respectivement. Une saccharification de TMT ORG, et de PDT non traités a été
effectuée en utilisant 1’extrait enzymatique obtenu. Les résultats ont révélé la libération de divers
oligosaccharides provenant de la dégradation de la cellulose et ’hémicellulose des substrats utilisés avec des
concentrations totales en sucres réducteurs allant de 4.4 a 11.6 mg/mL. L’identification de ces sucres a
travers une chromatographie sur couche mince de silice a montré la présence de plusieurs oligosaccharides
tels que le glucose, cellobiose, cellotriose, cellopentaose, rhamnose, xylose, fructose, indiquant la présence
d’autres activités enzymatiques telles que P -fructosidase, a-l-rhamnosidase et B -glucosidase. Ces résultats
indiquent le grand potentiel de la souche a dépolariser et saccharifier la fraction complexe hémicellulosique
afin de produire des sucres fermentescibles a haute valeur ajoutée.
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