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La biomasse végétae est une source abondante et renouvelable de
biopolymeres, parmi lesquels la cellulose, 1a lignine et I"hémicellulose (Coughlan, 1992).
A cetitre I’hémicellulose est |e polysaccharide le plus abondant dans la paroi des cellules
végétales apreslacelulose (Sun et al., 1996). I'hydrolyse du xylane est accomplie par des
endoxylanases (EC 3.2.1.8) et B-xylosidase (EC 3.2.1.37) avec une variété d'enzymes
accessoires (Collins et al., 2005).

Pour d’ éventuelles applications des enzymes a |’ échelle industrielle, il est nécessaire
de choisir des procédes de purification faciles a mettre en ceuvre, rapides et a moindre codt
(Zhang et al., 2007). Au laboratoire, La purification des xylanases nécessite une succession
d’ étapes chromatographiques et non chromatographiques qui sont laborieuses et colteuses
al’ échelle industrielle, cette derniére vise a obtenir des xylanases pures tout en diminuant
le nombre d’ étapes de purification c'est-a-dire augmenter le rendement de production. Le
systeme d’ extraction a deux phases aqueuse (SDPA) répond aux attentes des industriels
(Nitsawang et al., 2006 et Naganagouda et Mulimani, 2008).

C’ est dans cette optique que nous avons voulu poursuivre les travaux de Boucherba
(2011), en essayant de mettre au point un systeme a deux phases aqueuses tout en
optimisant la concentration du polyéthyléne glycol 4000, le NaCl ainsi que le pH du
systeme.

La premiere partie de ce document rapporte une synthése bibliographique sur la
biomasse lignocellulosique, un aspect microbiologique du genre Jonesia, les enzymes
xylanolytique et le systeme SDPA. Cette étude bibliographique est utilisée comme support
théorique pour la compréhension de la partie pratique qui résume le matériel et les
méthodes utilisées ainsi que les résultats obtenues des expériences réalisées au laboratoire

génie-biologique.






l. Composition dela paroi celulaire végétale
C’est une structure rigide microfibrillaire qui assure le réle d' une barriere protectrice et
qui permet la cohésion des cellules, les échanges intercellulaires et le passage des substances
nécessaires au métabolisme cellulaire. De fagon générale, la biomasse lignocellulosique est
composee de polysaccharides (cellulose et hémicellulose) de lignine (fig. 01) et en faible
proportion des résidus extractibles : acides et sels minéraux (Shleser, 1994).

Cedllulose

Paroi L
. Lignine
cellulaire

Primaire

Hémicellulose

Microfibres de cdlulose

Fig. 01 : Représentation schématique des composants de la paroi cellulaire végétale (Shleser,
1994)

[.1. Cellulose

Elle représente 40 a 60% de la biomasse séche, ¢’est un homopolymeére linéaire
compos¢ d’unités « D-glucopyranose » reliés par des liaisons B(1-4). C’est le polysaccharide
le plus abondant dans la nature. L’ orientation de ses liaisons hydrogenes intramol écul aires
et intermoléculaires rend le polymere rigide et difficile ase déstructurer (Boussarsar, 2008).

[.2. Hémicdlulose
Elle représente 20 a 40% de la matiére seche, ¢’ est |e polysaccharide le plus abondant

dans la nature apreslacellulose, il s'agit d’un hétéropolysaccharide qui se trouve associe
dans la paroi végétale avec lacellulose et lalignine. L hémicellulose est constituée de
différentes unités de sucres neutres présentes a différentes proportions et avec différents
substituant qui rend son hydrolyse relativement plus facile que celle delacellulose (Sun et al.,
1996).



L’ hémicellulose comprend un ensemble de polyosides, le plus souvent hétérogene,
formés par desrésidus glucose, xylose, mannose, gaactose, arabinose, fucose, acides
glucuroniques et galacturoniques. Quatre groupes sont définis en fonction de leur
structure primaire : les xyloglycanes (xylanes), les mannoglycanes (mannanes), les B-glucanes

et les xyloglucanes (Mirande, 2009).

a) Les xylanes sont les hémicelluloses majoritaires des céréales et des monocotylédones.
Ils peuvent représenter de 15 a 40% de la matiére seche des céréales (Fry, 1988). Il sont
composés d’une chaine principale de résidus B-D-xylopyranose reliés par des liaisons B(1-4).
Sur cette chaine principale sont greffées des ramifications qui sont variables selon |’ espece
végétale. Certains de ces résidus xylose, portent des groupements acétyls, méthyls,
méthylglucuronyls ou arabinofuranosyls qui forment alors des chaines latérales (Mirande,

2009). On distingue plusieurs types de xylanes :

% Les homoxylanes sont constitués uniquement des résidus du xylose qui sont
reliés par des liaisons glycosidiques de type B(1-3) et/ou B(1-4). On les retrouve chez les
algues comme les Palmariales (Barry et Dillon, 1940 et Dekker et Richards, 1976).

L Les hétéroxylanes sont des hétéroxylanes présents dans les céréaes, ils sont
constitués d’une chaine principale de P(1-4)-D-xylopyranose et des résidus d’acide
uronique et résidu arabinosyl et sont substituées par une variété de chaines latérales de
mono et d’ oligo-glycosyl (Sa-Pereiraet al., 2003).

% Les arabinoxylanes: Les arabinoxylanes sont les hémicelluloses majoritaires
des parois végétales des graminées. Les résidus D-xylose de la chaine principale sont
principalement substitués par des résidus L-arabinose en O-2 et/ou O-3 avec de plus
faibles proportions en substituants acétyle ou glucuronique. Chez les graminées, les
résidus arabinoses sont égal ement estérifiés par |’ acide férulique en position O-5 (Kato
et Nevins, 1985 et Scheller et Ulvskov, 2010).

[.3. Lignineéle constitue 20 & 30% de la matiere séche, ¢’ est un polymere complexe de
nature phénolique associée aux hémicelluloses, Elle est constituée d'alcools, son caractére
phénolique lui confére un réle biologique protecteur et rend sa structure peu accessible a l'eau

et résistante a l'attaque enzymatique (Tchunden, 1990).



I1. Microorganismes dégradant le xylane

Divers genres et espéces de bactéries et de champignons sont producteurs de xylanases.
Les plus étudiés et les mieux caractérisées sont les endoxylanases d'origine fongique, parmi
lesquelles celles produites par Aspergillus niger (Poutanen, 1988). Plusieurs espéces de
Trichoderma produisent également des endoxylanases (Biely, 1985 et Hrmova et al., 1986.
Parmi les genres bactériens producteurs de xylanases, on retrouve les actinomycetes,
particuliérement le genre Streptomyces (Ruiz-Arribaset al.,, 1995 et Wang et al., 2003)

La production de xylanases par le genre Jonesia notamment |'espéce Jonesia
denitrificans BN 13 a été décrite pour la premiéere fois dans la littérature scientifique par
Boucherba et collaborateurs en 2011.

[l.1. Jonesia denitrificans

Jonesia denitrificans (Figure 02) est Gram positif, elle se présente sous forme
d’'un béatonnet irrégulier et fin (0,3-0,5 x 2-3 um ). Aéroanaérobie facultative, catalase
positive, oxydase négative, non sporulée. Elle forme des petites colonies convexes et lisses
ayant un diamétre de 0,5 a 1,5 millimétre pendant une incubation entre 24 a4 48 h, grisatres et
translucides a opagues, devenant jaunétres apres 10 a 20 jours. Sa croissance se fait a des
températures alant de 10 440 °C avec un optimum a 30 °C et a des concentrations de 5% de
NaCl (Pukall et al., 2009).

Fig. 02 : Micrographie é ectronique de Jonesia denitrificans 55134T Prévot (résolution
2um) (Pukall et a., 2009)



[11. Enzymes xylanolytiques

[11.1. Enzymes principales
Les endoxylanases (E.C 3.2.1. 8) rompent la liaison B (1—4) glycosidique a I’intérieur

de la chaine principae du xylane. Elles liberent des oligomeres linéaires ou substitués de fort
puis de faible degré de polymérisation (Nishitani et Nevins, 1991). L’ensemble des activités
nécessaires a |I"hydrolyse des liaisons de la chaine principale est regroupé sous le terme
général d’enzymes principales aors que celles qui diminent les chaines latérales sont parfois
appel ées enzymes accessoires (Bonnin et al., 1997). La Figure 03 illustre les sites d’ attaque
du xylane.

o Xylan

Qs
u.hn/\"x-""' O\

Vidaklona

Fig. 03 : Enzymes impliquées dans la dégradation du xylane (Shallom et Shoham, 2003

Les B-xylosidases (E.C 3.2.1.37) sont nomm¢és aussi (1,4-B-D-xylane-4-xylohydrolase),
elle hydrolysent de petits oligomeéres libérés par |es endoxylanases, en xylose (Panbangred et
al., 1983 et Debeire et al., 1992).

[11.2. Enzymes secondaires
Dans le cas des glucuronoxylanes, les enzymes accessoires impliquées dans la libération
des substituants sont : Les a-L-arabinofuranosidases (E.C 3.2.2.55), Les a-D-glucuronosidases

(E.C 3.2.1.139) et Les acétyls estérases (E.C 3.2.16).

Le tableau | résume les principales enzymes secondaires qui hydrolysent |I” hémicellul ose.



Tableau | : Lesdifférents et Principa es enzymes impliquées dans |’ hydrolyse des
hémicelluloses (White et al., 1993)

Arabinoxylane a-1,3 Arabinoxylane et arabinose

Glucuronoxylane a-1,3oul,2ac  Glucuronoxylane et ac
glucuronique glucuronique

Acétyl xylane Acétyl ester Acétyl xylane et acétate

Acideféruligue  Féruloly ester Acideférulique et xylane
lié aux résidus

arabinose

Acide p-coumarique  Acide p-coumarique et
p- coumarique ester |

lié aux résidus xylane

arabinose

[11.3. Domaines d’ applications des xylanases

Les xylanases sont des enzymes ayant une vaste gamme d' applications industrielles.
Elles constituent la proportion commerciale mgoritaire des hémicellulases. Les xylanases sont
utilisées dans la fabrication du papier, I'extraction du café, la fabrication des biocarburants) et
la production des produits chimiques (Biely, 1985). Le tableau Il résume les applications
industrielles des xylanases.

Tableau |1 : Application des xylanases dans les industries alimentaires et non-alimentaires
(Collins et al., 2005)

Jus de fruits, Améioration de la macération et de la clarification des jus

nectars, et réduction de la viscosité.

purées, huiles, Augmentation des taux d’ extraction et de lafiltration.
vins

Panification Amélioration de I’ dlasticité et de la résistance de la péte,

meilleur manipulation et meilleur texture du pain.
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CHAPITRE |

Nourriture
Alimentation  pour animaux
animae monogastrique

et ruminants
Industriesnon- Péates et

alimentaires papiers

Amidon

Textiles

Bioconversion

Diminution du contenu en polysaccharides non-amidon
d ol une baisse de la viscosité et une meilleure
disponibilité des protéines et de I’ amidon qui accroit la
digestion et lavaleur nutritionnelle des aliments.
Blanchiment des pétes kraft, séparation des encres,
réduction de I’ utilisation en agents chlorés et alcalins.
Améioration des procédés mécaniques du traitement de
pate qui aboutit & une baisse de la consommation

d énergie.

Séparation facilitée de I’ amidon et du gluten par réduction
delaviscosite.

Préparation des fibres par trempage et macération
remplacant les procédés chimiques.

Traitement des déchets

Production de composes fermentescible, carburants

renouvel ables (bioéthanol), chimie fine (tensio-actifs).

V. Systéme a deux phases aqueuses (SDPA)
L’ extraction liquide-liquide est une technique de séparation largement utilisée al’ échelle

industrielle, dans des domaines aussi variés que I’ hydrométallurgie classique, la pétrochimie,

I"industrie pharmaceutique et I'industrie agroalimentaire. Cette méthode remplace des

techniques de précipitation, de filtration, d’ échange d anions et adsorption sur charbon actif.

Par ailleurs, |’extraction liquide-liquide peut étre envisagée pour la séparation de plusieurs

composés, étant donné qu’elle consomme peu d’énergie et peut remplacer des techniques

classiques comme la distillation et |a cristallisation (Duarte, 2005).

La séparation de phase est un phénomene qui se produit lorsque deux solutions de

polymeres solubles dans l'eau sont mélangées. Au lieu dutiliser deux polyméres: le

polyéthyléne glycol (PEG) et le dextrane, un polymere et une solution de sel peut étre utilise

pour former un systéme a deux phases agueuses. Parmi les systemes polymeéres/sel, on



distingue: PEG / phosphate, PEG/sulfate de potassium, PEG/magnésium sont les plus
fréguemment utilisés. Le PEG est un polymére linéaire synthétique avec des poids
moléculaires dans la gamme varie de 200 a 40 000 Dalton.

Le dextrane est un polymére naturel produit par Leuconostoc mesenteroides. Il sagit
d'un polymére de glucose lié par desliaisons a (I-6) et il est ramifié par desliaisonsa (I-3). Le
PEG est plus hydrophobe que le dextrane (Andersson et Hahn-Hagerdal, 1990).

Le PEG est utilisé préférentiellement dans le SDPA, car il est disponible afaible colt et forme
un systeme a deux phases avec d'autres polymeres neutres ainsi qu’avec des sels, il peut
significativement améliorer le repliement des proténes pour les réactiver (Cleland et al.,
1992).

IV.1. Principe

L’ extraction liquide-liquide est une méthode physico-chimique permettant la séparation
d’un ou plusieurs constituants dans un mélange. Elle est basée sur leur distribution inégale
entre deux liquides peu miscibles. Bien que le principe de cette technique soit relativement
simple, les modalités de mise en ceuvre sont choisies en fonction d’'un grand nombre de

paramétres : température, pH, divers solvants, etc.
En pratique, une extraction par solvant nécessite deux opérations :

» Lamise en contact intime d’ une solution d’ alimentation, contenant les solutés a séparer avec
une seconde phase liquide appelée solvant qui extrait préférentiellement un ou plusieurs
solutés. Le solvant qui contient alors le ou les solutés est désigné sous le terme d’ extrait, la
solution d aimentation ayant perdu la majeure partie de ces mémes constituants est appelée
raffinat (Figure. 04).

» La séparation des phases (extrait et raffinat) se fait sous |'effet de la gravité naturelle a

laquelle peut S ajouter dans certains cas la mise en ceuvre d’ autres forces.



Extrait Solvant

L

1

— —
Raffinat Solution d’alimentation
( Diluant + Soluté )

Fig. 04: Schéma de principe de I’ extraction liquide-liquide (Andersson et Hahn-
Hagerdal, 1990).

IV.2. Facteurs qui affectent la séparation dansun SDPA
Le partage des solutés dans un SDPA dépend de plusieurs facteurs citant le choix des
composants du systéme, le poids moléculaire du polymere, la concentration des polymeres et
de sals, la force ionique, le pH du systéme et celui de la protéine cible, I'hydrophobicité, la

charge et le poids moléculaire de la protéine (He et al., 2005).
« Effet des Polyméres

Le polyéthylene glycol et le dextrane sont les polymeres les plus généralement utilises,
qui se prétent bien pour des applications alimentaires et pharmaceutiques. Pour des
applications industrielles, le dextrane est cher donc les systémes les plus appropriés sont les

systémes a base de polyéthylene glycol/sel (Srinivas et al., 1999).

Le poids moléculaire du polymere utilisé influence aussi sur le partitionnement des
protéines. Plus le poids moléculaire est grand, plus la concentration nécessaire pour la phase
de séparation est petite (Albertsson, 1986).

« Effet dupH S onconsiderelaprotéine et sa solubilité qui est principalement liée a
des interactions de charges superficielles avec les ions en solution, la distribution de
charge est un paramétre tres important dans des systémes a deux phases agqueuses, de
sorte que le pH et la force ionique sont des facteurs importants dans le processus
(Silva et Franco, 2000).

En général, la phase supérieure (phase riche en PEG) porte une charge positive pendant

gue la phase inférieure (phase riche en phosphate) a une charge négative. Les enzymes sont



chargées négativement donc elles passent directement a la phase supérieure. La séparation est
alors liée aux propriétés de surface de I’enzyme. Au point isoélectrique de la protéine (pl), la
somme de toutes les charges de la proténe est nulle. Pour toutes les autres valeurs du pH, la

protéine a une charge nette positive ou négative (Chang et al., 2004).
< Effet del'addition du chlorure de sodium (NaCl)

L'addition de sel neutre affecte les propriétés de partitionnement de la proténe entre
deux phases en diminuant I’ hydrophobicité de la protéine (Y ticekan et Onal, 2011).

De plus, quand I'ion de sel neutre est inégalement réparti entre les phases du systeme, il
provogue une différence du potentiel éectrostatique et conduit au changement du coefficient
de partage des protéines spécifiques en fonction de leur charge. Une augmentation de la
concentration du NaCl favorise le partitionnement de I’ enzyme dans la phase inférieure ce qui
abaisse |e coefficient de partage (Albertsson, 1990 et Engel et al., 2000).

IV.3. Avantagesdel’extraction liquide-liquide
Le SDPA présente de nombreux avantages :

+ Technique simple et non dangereuse (présence de plus de 80% d'eau dans les
deux phases) ;

i

Permet une séparation en peu de temps avec peu de dénaturation (les composants
organiques volatils ne sont pas utilises) ;

le transfert de masse est rapide (tension interfaciale faible) ;

la séparation est sdlective (un partage d’ affinité) ;

- = &

Permet de concentrer les volumes des milieux contenant les solutés (Albertsson,
1986).
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. Matérid

[.1. Matériel biologique

La souche Jonesia denitrificans BN13 utilisée dans ce travail a été affiliée au genre
Jonesia selon le séquencage du gene d’ ARNr 16S; elle se présente sous forme de petit
bacille irrégulier, mobile, catalaset et Aéroanaérobie facultative, elle a été isolée d’ un sol

dejardin situé dansle village d' Ihaddaden de lawilaya de Bejaia (Boucherba et al., 2011).

|.2. Appareillages et réactifs utilises
Les produits chimiques et |’appareillage utilisés au cours de cette étude sont

regroupés dans I’ annexe .

1. Méthodes

I1.1. Repiquage de la souche Jonesia denitrificans BN13

A partir d’un milieu de culture minimal solide nommé MM7 (Annexe|), contenant le
xylane de bouleau comme seule source de carbone, des boites de Pétrie contenant le MM7
ont été ensemencees en surface avec 4 colonies de la souche Jonesia denitrificans BN13,

les milieux sont ensuite incubés pendant 48 h a 37 °C.

[1.2. Production de xylanases de Jonesia denitrificans BN 13
Le milieu liquide MM?7 est répartir araison de 100 ml dans des flacons de 500 ml. A
partir d’une préculture de 24 h, un inoculum de 2% (v/v) est utilisé pour I’ ensemencement

d un flacon de 500 ml. Ce dernier est incubé 48 h a 37°C dans un bain Marie agitateur.

Le milieu de culture est centrifugé a 6000 g pendant 10 min afin de récupérer le
surnageant qui contient les xylanases. L’ activité xylanasique et le dosage des protéines

sont mesurés (voire méthodes anal ytiques).

I1.3. Spécificité vis-a-visdu substrat

Des solutions de différents substrats : xylane de bouleau, d’ épeautre et d’ avoine et de
hétre, sont préparées a raison de 1% (m/v) dans du tampon phosphate 50 Mm apH 7. Le
teste d'activité xylanasique est effectué selon la technique décrite dans la partie

« Méthode analytique » en variant a chaque fois |e substrat.
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CHAPITRE I

[1.4. Méthodes analytiques

[1.4.1. Test d’activité xylanasique

L’ activité xylanasique est déterminée en présence du xylane d’ épeautre et d’ avoine a
raison de 1 % (m/v) préparé dans du tampon phosphate sodique (50 mM, pH 7). Le
mélange réactionnel est composé de 100 pl du surnageant de culture ou de la phase du
SDPA (Systeme a deux phases aqueuses) auquel sont gjoutés 900ul de xylane d’ épeautre et
d avoine a pH7. Ce mélange est incubé a50°C pendant 10 min (Wang et al., 2003).

La réaction enzymatique est arrétée par addition de 1,5 ml d’une solution d’ acide

dinitrosalicylique (DNS) (Annexe 1), puisle mélange est porté a ébullition pendant 5 min.

Dans ce cas le témoin contient le xylane incubé sans le surnageant ou la phase de
SDPA, puis on goute 1,5 ml de DNS et 100 pl du surnageant ou de la phase du SDPA.
Apres refroidissement dans la glace, lalecture de |’ absorbances est effectuée a 540 nm.

Le dosage des sucres réducteurs est effectué selon la méthode de Miller (1959)
(Figure 05).

100! du

surnageant ou

delaphase Incubation Ajout de 1,5
considérée+90 > Pendant 10 ::> ml de DNS ::>
Ol du xylane min &50°C

d’ épeautre et

d’ avoine

Ebullition a Refroidisseme Mesure de
100°C f|> nt danslagl ace::> ' absorbance
pendant 5 a540 nm
min

Fig. 05 : Test d activité xylanasique (Wang et al., 2003 et Miller, 1959)
En milieu acalin et a chaud, I’acide 3,5-dinitrosalicylique (3,5-DNS) jaune est réduit

par les oses réducteurs en acide 3-amino 5-nitrosalicylique rouge orangé (Figure 06).
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OH OH

0N " NO, O,N NH,
Jaune Orange-rouge

Glucide réducteur _— Produits d'oxydation + ne-
Fig. 06 : Principe du dosage des sucres réducteurs par laméthode du DNS (Bailey et al.,

1992)
La courbe d’ étalonnage est réalisée avec une solution de xylose a1,5 mg/ml. A partir

de laguelle différentes solutions ayant les concentrations de 0; 0,3; 0,6; 0,9; 1,2 et 1,5
mg/ml sont préparées (Tableau 111).

Tableau 111 : Gamme d’ éa onnage pour le dosage des sucres réducteurs (Bailey et al.,

1992)
Tube 1 2 3 4 5 6
Xylose a
1,5 mg/ml (ul) 0 200 400 600 800 1000
Tampon phosphate
sodique (pl) 1000 800 600 400 200 0
Concentration (mg /ml) 0 0,3 0,6 0,9 1,2 15

Une unité d' activité xylanasique est définie comme étant la quantité d’enzyme qui
produit une pmole de sucres réducteurs (équivalent en xylose), par minute, dans un ml de
surnageant de la culture ou de la phase du SDPA et dans les conditions expérimentales
mentionnées ci-dessus. L’ activité xylanasique est calculée selon la formule de Bailey et
collaborateurs en 1992 :

(C-C)D
Activité xylanase (U/ml) =
t
Cx : Concentration des sucres réducteurs du mélange réactionnel (umole/ml).
Ct : Concentration des sucres réducteurs du mélange témoin (umole/ml).
D : facteur de dilution.

t : temps d’'incubation (minutes).
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11.4.2. Dosage des protéines

De nombreuses méthodes ont été mises au point pour doser les protéines. Ce sont
généralement des méthodes spectrophotométriques basées sur diverses caractéristiques

spectrales ou réactionnelles des acides aminés constituant les proténes (Davis, 1988)

La quantité de protéine est estimée selon la méthode de Bradford (1976), utilisant le réactif
de Bradford (annexe Il). Le dosage des protéines est effectué selon La technique de la
macrométhode.

L a macrométhode

Cette technique permet de doser des quantités de protéines comprises entre 0,2 et

1mg/ml. Le dosage a été effectué comme suit :
L’échantillon de 100uL est ajouté au réactif de Bradford (5ml), apreés homogénéisation le

mélange est placé 5 min al’ obscurité puis |’ absorbance est mesurée a 595 nm.

Les concentrations protéiques ont été calculées a partir de la courbe d’ étalonnage
utilisant I’ albumine de sérum bovin (BSA) comme standard (Tableau V).
Gamme étalon :
Solution mere de BSA a Img/ml

Tableau IV : Gamme d’ éalonnage pour |le dosage des protéines par la macrométhode

BSA (mg/ml) 0O 02 04 06 08 1

BSA (ul) 0O 20 40 60 80 100

Eau déminéralisée () 100 80 60 40 20 O
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[11. Préparation et optimisation du systéme a deux phase aqueuses
(SDPA) (polyéthylene glycol 4000 (PEG 4000)/K ;HPO4/NaCl)

[11.1. Optimisation de la concentration du PEG 4000

Les systémes SDPASs sont préparés a différentes concentrations de PEG 4000 : 8%,
10%, 12%, 14% et 16% (m/v), le PEG est gjouté au mélange composé de K,HPO, a 14%
(m/v), de NaCl a 1,63% (m/v) et de 47,31% (m/v) soit 30 ml du milieu de culture
ensemenceé. (Tableau V). L’ ensemble des composants du systeme est bien agité puis gjusté
a pH7, on laisse décanter dans des ampoules a décanter. (Srinivas et al., 2002). Apres
séparation des phases, |es activités enzymatiques ainsi que les protéines totales sont dosées
selon les techniques citées dans les paragraphes 11.4.1 et 11.4.2, les rendements, les

coefficients de partage et les facteurs de purification sont calculés.

Tableau V : Optimisation du SDPA par variation de la concentration du PEG 4000

PEG 4000 (m/v) K2HPO, (m/v) NaCl

(%) Masse () (%) Masse () (%) Masse ()
08 5 14 8,75 1,63 1

10 6,10 14 8,75 1,63 1

12 7,32 14 8,75 1,63 1

14 8,54 14 8,75 1,63 1

16 9,76 14 8,75 1,63 1

[11.2. Optimisation de la concentration du chlorure de sodium (NaCl)

La valeur de la concentration du PEG 4000 optimisé est maintenue constante pour
faire varier les concentrations de NaCl de 1,63 %, 2%, 3% et 4% (m/v), le mélange est
additionné de K;HPO, a 14% et de 47,31% (m/v) de milieu de culture ensemencé puis
ajusté a pH7 (tableau VI1). On laisse sédimenter dans des ampoules de décantation. Aprées
chague séparation de phase, les activités enzymatiques ainsi que les protéines totales sont
dosées selon les techniques décrites précédemment, les rendements, les coefficients de

partage et les facteurs de purification sont calculés.
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Tableau VI : Optimisation du SDPA par variation de la concentration du NaCl

_ Masse (g) (%) Masse () (%) Masse ()

1 14 8,75 12 7,32
1,39 14 8,75 12 7,32
29 14 8,75 12 7,32
2,79 14 8,75 12 7,32

[11.3. Optimisation du pH du systéme (PEG 4000/K ;HPO4/NaCl)

Le systéme (PEG 4000/K,HPO,/NaCl) optimisé et la composition de chague
systéme est présenté dans le tableau VI, est ensuite sont gjustés a différentes valeurs de
pH : 6 et 8. Aprés chaque décantation les activités enzymatiques ainsi que les protéines
totales sont dosées, les rendements, les coefficients de partage et les facteurs de

purification sont calculés.

Tableau VII : Optimisation du SDPA par variation du pH

- (%) Masse (g) (%) Masse (g) (%) Masse (g)
_ 2 1,39 14 8,75 12 7,32
_ 2 1,39 14 8,75 12 7,32

- 2 1,39 14 8,75 12 7,32

IV. Calcul desdifférents paramétres (Li et al., 2011)
% Coefficient de partage (K)

Le coefficient de partage de la xylanase est calculé selon laformule suivante :

K = Ugjp/ Uinf
e UgyC est activité enzymatique dans la phase supérieure.

e Uiy C'est activité enzymatique de la phase inférieure.



% Leratiovolumique(R)
Le ratio volumique de phase est mesuré selon laformule suivante :
R =Vap/ Vint
e VgpCestlevolume delaphase supérieure.

e ViyCestlevolume delaphaseinférieure.

% Calcul du rendement (%)
Le rendement de la xylanase en phase supérieure est défini comme suit :
Y (%) = 100 x K/(K+ 1/R)
Ou K et R sont respectivement le coefficient de partage et le ratio volumique.

V. SDS-page et zymogramme

Dans le but de voir le profil des protéines de la phase du SDPA et afin de visualiser
I’ activité xylanasique dans le gel de séparation, nous avons choisi |a technique SDS-PAGE
Laemmli (1970) et la technique du zymogramme (Gallardo et al., 2004). Le dispositif
d’ électrophorése (Mini Protean |1 BIORAD) (Fig. 07) utilisé est concu pour les mini gels,
il sSagit d'une cuve et d'une panoplie d accessoires (peigne, plague a encoches et un
dispositif pour couler le gel).

Fig. 07 : Cuve et accessoires du dispositif d' éectrophorese Mini Protean || BIORAD
Une plaque éectrophorétique est préparée selon la procédure de Laemmli (1970) de
maniére que la moitié du gel est réservé pour la réalisation de la SDS-PAGE et I'autre

moitié soit utilisée pour laréalisation du zymogramme.
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Le gel de séparation est a 12% d’ acrylamide (Annexe 1), contient 0,1% (m/v) du

xylane d' épeautre et d’ avoine.

La réaction de polymérisation est initiée par addition de 100ul de persulfate
d’ ammonium a 15% puis accélérée par gout de 20 pl de TEMED. Le gel est coulé entre
deux plagues d’ une épaisseur de 1mm, Le gel de séparation occupe deux tiers de la plaque,
on verse 1ml d’un mélange éthanol-eau 50% (v/v). Aprés polymérisation on élimine
I’ éthanol-eau puis un gel de concentration a 7,5% d’ acrylamide (Annexe Il) est coulé au-

dessus du gel de séparation et un peigne est enchassé entre ces plaques.

Aprés polymérisation du gel, le peigne est retiré formant ainsi des puits qui sont ensuite

lavés avec du tampon d’ électrophorese (Annexe ).

L’ échantillon et les marqueurs sont préparés de la maniére suivante: 75ul de la
phase du SDPA est a gouté a 25uL du tampon d' échantillon (Annexe I1), suivi d'un
chauffage 2100 °C pendant 5 min.

Les marqueurs 20 ul (BIO RAD) et les dépbts de I’ ordre de 10 pl. La migration seffectue
sous |'action d'un champ électrique 2 80 V dans le gel de concentration et 120 (V) dans le
gel de séparation, 54 milli ampere (mA) pendant 2h jusgu'a ce que le bleu de bromophénol
soit a1cm du bord inférieur de la plague.

Apresmigration, le gel est démoulé, puis rincé par |'eau distillée puis coupé en deux, la
moitié du gel qui sert pour la rédisation de la SDS-PAGE va subir une fixation des

protéines par une solution de fixation et de décoloration (Annexe l1).

Le gel est rincé par I’ eau distillée et les enzymes sont révélées par une coloration avec le

bleu de Coomassie R250 sous faible agitation pendant une nuit.

Le gd est par la suite trempé dans la solution de décoloration et on

obtient différentes bandes protéiques colorées en bleu sur fond transparent.

L’ activité xylanol ytique est mise en évidence par la technique du zymogramme qui

est une méthode qui peut détecter I’ activité enzymatique en gel de polyacrylamide.

Les zymogrammes résultants contiennent des zones transparentes sur fond opaque
(Royer et Nakas, 1989). La moitié du gel qui est réserveé pour le zymogramme, subit les

étapes suivantes :
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» Apres éectrophorese, le gel est mis dans une solution de Triton X-100 a 2,5%
(m/v) (Annexe I1) pendant 30 min.

» Ringage du gel par de I’eau distillée puis incubation dans du tampon phosphate
50mM apH 7 a50°C pendant 20 min.

» Lacoloration du gel est faite avec le rouge de Congo (0,1%) (m/v) pendant une
nuit, puis le gel est rincé a |’ eau distillée puis trempé dans une solution de NaCl a
1M et enfin, il est immergé dans |’ acide acétique a 0,5% (m/v) pour stopper la
réaction et augmenter le contraste (Gallardo et al., 2004).
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|. Repiquage de la souche Jonesia denitrificans BN13
La souche Jonesia denitrificans BN13 a été revivifié sur le milieu MM7 solide

pendent 48 h d’'incubation a 37°C, la croissance de la souche est confirmé par |’ apparition

des colonies en surface de la gél ose.

La production de xylanases extracellulaires se traduit par la formation de
zones claires autour des colonies (Fig. 08). Ces zones sont dues a la dégradation du xylane

de bouleau.

Fig. 08 : Colonies de Jonesia denitrificans BN13 entourées de zones d' hydrolyse du
xylane de bouleau (Boucherba, 2011)

I1. Production de xylanases de Jonesia denitrificans BN 13
En utilisant les courbes d éalonnages (Fig.09 et 10), on a calculé I'activité

xylanolytique et doser les protéines, ce qui nous a permis de déduire I’ activité spécifique.
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Concentration en xylose (mg/ml)

Fig. 09 : Droite d' étalonnage pour le dosage du xylose
0,7 1

06 1
05 -

y = 0,643x
04 - R*=0,9763
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0,2

01 1
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Concentration de BSA (mg/ml)

Fig. 10 : Droite d étalonnage de dosage des protéines par |a macrométhode

Apres la centrifugation du milieu MM?7 liquide I’ activité xylanasique est testée, elle
est de 0,51 U/ ml dors que I’ activité spécifique est de 1,08 U/mg. Le tableau VIII résume

les résultats de |’ activité xylanasique et | activité spécifique
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Tableau VIII : Lesrésultats de I activité xylanolytique et de I’ activité spécifique

0,30 0,46

L’ activité xylanolytique obtenue (0,51 U/ ml) est faible par rapport aux travaux de
Boucherba (2011) qui a trouvé une activité de 2,5 U/ ml dans les surnagent de culture
statique en Erlen. Lorsgue la souche Jonesia denitrificans est cultivé dans des conditions
optimisées a savoir dans un fermenteur de 4 L a 48 h pendant 35 °C, sous agitation de 100
rpm et une aération de 2 vvm, une activité maximale de 10,8 U/ ml est obtenue. La valeur

de I’activité xylanasique qu’on a trouve est trés faible en comparaison avec les travaux
décrits avec les souches d’ actinomycetes (Wang et al., 2003).

[11. Spécificité des xylanases vis-a-vis des différents substrats
Les résultats de la spécificité des xylanases vis-avis des différents substrats
sont représentés dans lafigure 11.

0,6 -
0,51 0,55
Activité 05 -
xylanolytique 04 -
(U/ml) !
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0~ 0
xylanede |
bouleau xylane d'épeutre |
et d'avoine xylane de hétre
substrat

Fig. 11 : Histogramme représentant |a spécificité des xylanases vis-a-vis de 03 substrats
D’ aprés les résultats de I” histogramme (fig. 11), on déduit que les xylanases de la
souche Jonesia denitrificans BN13 dégradent que le xylane de bouleau et le xylane

d épeautre et d’avoine parmi les trois substrats testés. L’ activité xylanasique vis-a-vis du
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xylane d’ épeautre et d’ avoine (0,55 U/ml) est plus élevée que I’ activité xylanasique du
xylane de bouleau (0,51 U/ml), par contre aucune activité n’est décelable en présence du
xylane de hétre ce qui confirme que la xylanase de Jonesia denitrificans a aucune affinité
vis-avis du xylane de hétre, I'absence d' activité est due probablement aux chaines
latérales qui empéchaient I’ acces de I’ endoxylanase a la chaine principale afin d exercer

une action d’ hydrolyse.

Le xylane n’est pas aléatoirement hydrolysé mais les liaisons sélectionnées pour
I” hydrolyse dépendent de la nature du substrat tel que lalongueur de la chaine, le degré de
ramification et la présence de substituant (Li et al., 2000).

Dans la plupart des articles retrouveés dans la littérature scientifique, les xylanases ont
plus de spécificité vis-a-vis du xylane de bouleau. Le Tableau 1X indique la production de
guel ques xylanases a base de différents substrats et leurs activités xylanasiques.

Tableau | X : Laproduction de quelques xylanases dans des fermentations en milieu

liquide
Microorganisme Substrats Condition de Activités Référence
culture (U/ml)
Jonesia Xylane de Milieu MM7 0,51 Travail actuel
denitrificansBN13  bouleau 7  liquide, 37°C, pH 6
gl / 2jours
Jonesia Xylanede  fermenteur de 4L, 10,80 Boucherba et
denitrificans BN13  bouleau 7 37°C,pH7/2 al., 2011
gl jours
Sreptomyces sp. Xylane de Erlen sous 7,50 Begetal.,
QG113 bouleau, 10 agitation, 37°C, pH 2000
gl 8/ 5jours
Sreptomyces sp. xylane, 10  Fermenteur de 4L, 8 Techapun et
ADb106 o/l 55°C,pH 7,5/ al., 2002
5jours
Streptomyces Sonderiz, 37°C,pH5, 4jours 11,60 Wang et
actuosus 50 g/l al.,2003
Bacillus coagulans  Xylane de Erlen sous 24,20 Choudhury et
bouleau, 10  agitation, 45 °C, al., 2006
g/l pH 7/ 24h
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V. Optimisation du systéme a deux phases aqueuses (SDPA) pour
|’ extraction des xylanases

IV.1. Optimisation de la concentration du PEG 4000

Aprés décantation des phases pendant 24h, deux phases sont observés (Fig.12) : la
phase supérieure et la phase inférieure, on a également observé |’ absence d’' une interphase.
Par contre les travaux de Ouazib et Rehrah (2013), démontre la présence d’ une interphase
dans un SDPA compose de PEG 4000 a 14% / K,HPO, a 13% et NaCl 0,1 M, lorsgue la

décantation dure 1h.

Le changement de la concentration en K,;HPO, (14%) et du NaCl (1,63%) ains que
le temps de décantation de 24h influe sur la répartition des phases.

Phase
supérieure
(PS)
Phase

* inférieure

(P1)

1¥ systéme & 8% PEG 2" systémea10% PEG  3*™systémea 12% PEG

4" systéme & 14% PEG 5 systéme 4 16% PEG

Fig. 12 : Représentation des différentes phases des systémes aprés décantation

L e tableau suivant donne les volumes des phases supérieures et inférieures :
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Tableau X : les volumes des différentes phases des systemes a différentes
concentrations de PEG 4000

36 38,5 40 30 28

V Pl : Volume de phase inférieure/ V PS: Volume de phase supérieure FR : facteur de réduction

A partir de ce tableau on remarque que le volume est réduit a un facteur de 3 pour les
systémes ou la concentration du PEG est respectivement de 8, 10 ,12 et 14%, aors que
dans le systéme ou le PEG est a 16%, le facteur de réduction est de 1,64, lorsque le PEG
est a14% on obtient une meilleure concentration du volume dans |a phase supérieure.

Le tableau ci-dessous présente les résultats des différents paramétres aprés la
variation des concentrations du PEG.

Tableau XI| : Récapitulatif des paramétres de mesure aprés décantation des SDPA

142 002 177 022 166 002 048 042 0,15 0,02

062 05 069 054 059 057 054 049 054 065

229 0036 256 040 271 003 088 08 027 0,03

71 8,04 80 114 75
0,33 0,38 0,37 0,31 0,60
95,90 75,35 96,78 26,14 81,87

K : coefficient de partage/ R : ration volumique/ Y : rendement/ Pl : phase inférieure/ PS: phase

Supérieure.
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19 systéme:  PEG (8%) / K,HPO, (14%) / NaCl (1,63%) apH 7
2°™ systéme : PEG (10%) / K,HPO, (14%) / NaCl (1,63%) apH 7
3eme systéme : PEG (12%) / K,HPO, (14%) / NaCl (1,63%) apH 7
4éme systéme : PEG (14%) / K,HPO, (14%) / NaCl (1,63%) apH 7
5éme systéme : PEG (16%) / K,HPO, (14%) / NaCl (1,63%) apH 7

Plusieurs études ont démontré I'influence des différentes concentrations de PEG (7-
21%) sur le coefficient de partage. Leurs résultats ont montré |'effet de la concentration du
PEG sur la répartition des biomolécules dans les SDPA. Ils ont montrés aussi que la
concentration la plus élevée du PEG abaissé le K, la concentration intermédiaire de
PEG/sel est plus applicable pour la bonne séparation des biomolécules (Hemavathi et
Raghavarao, (2011) ; Karkaset Onal, (2012) et Mehrnoush et al., 2011).

La figure 13 suivante montre I'influence de la concentration du PEG sur |’ activité
xylanasique.

['activité
xylanasique 15 .
U/ mi >

Pha% 0548 0748
supérieure 0,15 0,22 0,15

0 0,02 0,02

Ph
e 8% 10% 12% 14% 16% 8% 10% 12% 14% 16%
° (PS) (PS) (PS) (PS) (PS) (PI) (PI) (PI) (PI) (PI)

Concentration du PEG %

Fig. 13 : Influence de la concentration de PEG sur | activité xylanasique
Avec la variation des concentrations du PEG 4000 de 8% a 16%, |e partitionnement
delaxylanase de Jonesia denitrificans BN13 a été étudié.

Selon les activités xylanasiques obtenues apres la variation des concentrations du
PEG (Fig. 13), on remarque que les xylanases se répartissent dans les phases supérieures
du systéme dans tous les SDPA réalises, en revanche des activités plus au moins faibles



sont observées dans les phases inférieures, elle sont presque indétectable dans le 1

systéme, le 3°™ systéme et le 5™ systéme, dans le 2°™ systéme il a eu une répartition
partiel des xylanase vu que I’ activité est de 0,22 U/ml dans la phase inférieure aors que
dans le 4°™ systéme les valeurs de I’activité xylanasique dans les deux phases sont
presque identiques; ceci est expliqué par les résultats des coefficients de partage (K) qui est
de1,14.

La figure suivante montre |’influence da la concentration du PEG sur le coefficient de

partage et sur le rendement :

120

100 %9 W 9,75
g 80 . 8187 W
% S 717*35 M 3
8 = 60
5 = \
o
Q § 40 \ o
£ é 20 26,14\H
S
"“é @ 0 : i — 114 ¢ !
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-20

Cencentration de PEG (%)
& K [ | Y

Fig. 14 : Influence dala concentration du PEG sur le coefficient de partage (K) et le
rendement (Y)

L’ augmentation de la concentration du PEG conduit a I’augmentation des activités
xylanasiques dans la phase supérieure jusqu'a 1,77 U/ml et 1,66 U/ml dans le 2°™ et 3™
systéme, on remarque aussi que les valeurs de I’ activité spécifique sont proportionnelles a
I activité de la xylanase, avec une valeur maximale de 2,71 U/mg dans le 3°™ systéme
(Tableau XI). ce dernier est choisi comme meilleur systeme car le rendement atteint un
maximum de 96,78% et un facteur de partage de 80.

Mehrnoush et collaborateurs (2011), ont rapporté approximativement les méme
résultats de rendement & 96 ,7% en utilisant le systeme PEG 6000 a 16% / MgSO,4 a 15% /
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NaCl a 4% a pH7 pour la purification de la protéase des feuilles de Kesinai (Streblus
asper).

Nos résultats du coefficient de partage et |e rendement concorde avec les travaux de
Ratanapongleka (2012) qui a trouvé un meilleur rendement de 99,01% avec un K de 66,93
dans un SDPA composé de PEG a16% / phosphate de potassium a14% m/m a pH7.

Selon les travaux de Ouazib et Rehrah, (2013) la répartition des xylanases se fait
dans I’ interphase d'un SDPA composé de PEG 13% / K;HPO,13% / NaCl 0,1M apH 7, le
rendement éait 60,22% beaucoup plus faible que le rendement obtenue dans la présente
étude.

IV.2. Optimisation de la concentration du chlorure de sodium (NaCl)

Aprés la variation des concentrations de PEG et le choix du meilleur systéme selon le bon
rendement (Y) = 96,78% on a varié les concentrations de NaCl de 1,63%, 2%, 3% et 4%,
les volumes des phases supérieures et inférieures de chague systéme sont présentes dans le

tableau ci-dessous::

Tableau XI1 : Les volumes des phases supérieures et inférieures apres la variation de la
concentration de NaCl

NaCl (%) 1,63 02 03 04
Volume de phase inférieure 40 28 32,5 27,5
(ml)
Volume de phase Supérieure 15 15 16 15
(ml)

Facteur de réduction (FR) 2,66 1,86 2,03 1,83

Les volumes des phases supérieures sont petits par rapport aux volumes des phases
inférieures. D’ aprés les résultats du tableau, le FR est maximal & une concentration de
1,63% de NaCl. Aprés la variation des concentrations des sels (NaCl) on a calculé les

parametres représentés dans le tableau suivant :
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Tableau X111 : Paramétres mesurés aprés la variation de la concentration du NaCl

3

Pl Pl Pl Pl
166 002 066 035 062 002 011 0,06

3
3
3

059 057 05 052 065 057 062 055

271 003 12 067 09 003 017 011

80 1,90 31,11 1,85
0,37 0,53 0,49 0,54
96,78 50,26 93,84 50

=

systéme : PEG (12%) / NaCl (1,63%) / K,HPO, (14%) apH 7
2°™ systéme : PEG (12%) / NaCl (2%) / K,HPO, (14%) apH 7
3%™ systéme : PEG (12%) / NaCl (3%) / K,HPO, (14%) apH 7
4™ systéme : PEG (12%) / NaCl (4%) / K,HPO, (14%) apH 7

La figure suivante montre |’ évolution de I activité xylanasique et |’ activité spécifique aprés
variation du NaCl

W activité xylanasique U/ ml W activité spécifique U/ mg
2,71

3-.

N
w

L2 0,95

P
(92}

0,66 0,62 017
011

Activivté xylanasique U/ mi
Activité spécifiqgue U/ mg

o
o U =
1

! 1 1 1 1

1,63% NaCl 2% NaCl 3% NaCl 4% NaCl
Concentration de NaCl

Fig. 15: Influence de la variation de la concentration en NaCl sur |’ activité

spécifique et I’ activité xylanasique des phases supérieures du SDPA



Dans la Figure ci-dessus, on remargque que |’activité xylanasique dans la phase
supérieure du 1% systéme qui contient du NaCl a une concentration de 1,63 %, atteint une
valeur maximale & 1,66 U/ml et elle diminue jusqu'a 0,11 U/ml dans le 4°™ systéme

contenant 4% de NaCl.

Le méme cas est observé pour I’ activité specifique dans les phases supérieures des
systémes, une meilleure activité spécifique de 2,71 U/mg est obtenue dans le 1% systéme,
et elle diminue avec |’ augmentation de la concentration du NaCl jusqu’ 40,17 U/mg.

Les deux parametres calculés diminuent avec I’ augmentation de la concentration de
NaCl et le meilleur systéme selon I’ activité xylanasique et |’ activité spécifique ¢’ est le 1%
systeme composé de NaCl 1,63% / PEG 12% / K;HPO,14% apH 7.

La figure ci-dessous illustre la variation de K et Y en fonction de la variation de la

concentration de NaCl.

100 | 96,78 93,84 N\

80 - u
80 K

50,26 50
3,11

60 -
40 -
20 -
0- 1,9 1,85 Y

Rendement ()
coefficient de partage (K)

1 2 3 4
Concentration du NaCl en %

Fig. 16 : Effet de la concentration du NaCl sur le rendement (Y) et le coefficient de partage
(K).

Le rendement varie en paralléle avec la variation de K, le meilleur rendement et le
meilleur coefficient de partage sont obtenus dans le 1% systéme avec des valeurs
respectives de : 96,78% et 80.

Ces résultats sont similaires a ceux de Ratanapongleka en 2012, qui atravaillé sur la

purification de la laccase produite par Lentinus polychrous; en utilisant le SDPA, il a
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trouvé gque le rendement a diminué avec I’ augmentation de la concentration du NaCl (0 -5
%). En effet quand il n’a pas additionné le NaCl, le coefficient de partage était de 88,30 et
le rendement était de 99,08%. Il en est de méme avec les résultats de Ketnawa et
collaborateurs en 2010 qui ont précisé que l'activité de I’enzyme diminue lorsque le NaCl
est gjouté. L'addition du sel a des concentrations €l eveées peut mener al'agrégation, suivi de
la précipitation des protéines.

En général, I'addition de sels neutres, tels que le NaCl a I’ SDPA se traduit par une
augmentation de I’ hydrophobicité causé par une différence de potentiel électrique entre les
deux phases du systeme (Hachem, et al., 1996 ; Gu et Glatz, 2007 et Mehrnoush et al.,
2011). L’augmentation de |"hydrophobicité amplifie la force ionique et améliore la
migration des composés de faible poids moléculaire vers la phase supérieure, en particulier
dansle PEG 4000 (Benavides et Rito-Palomares, 2008).

V.3. Optimisation du pH dansle SDPA
Les volumes obtenus aprés la variation du pH dans le SDPA sont représentés dans le

tableau suivant :

Tableau X1V : Volumes des phases supérieures et inférieures apres la variation de pH

pH 6 7 8
Volume de Phase 46,5 40 235
inférieure (ml)
Volume de phase 17,5 15 14,5

supérieure (ml)

Facteur de réduction 2,65 2,66 1,62

Les volumes du SDPA apH 6 et 7 sont réduits d' un facteur de 2,6 aors que dans le
SDPA apH 8il y’aréduction d un facteur de 1,62.

En général, la phase supérieure (phase riche en PEG) porte une charge positive tandis
gue la phase inférieure a une charge négative. Les protéines (enzymes) chargés
négativement passent directement dans la phase supérieure. La séparation est alors liée aux

propriétés de surface des protéines (Ratanapongleka, 2012).
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Le tableau ci-dessous présente les différents résultats des différents paramétres aprés

lavariation du pH.

Tableau XV : Paramétres mesurés dans le SDPA aprés lavariation du pH

3

Pl PS Pl PS P
266 002 166 002 144 0,04

052 049 059 057 057 057

466 004 271 003 252 0,07

133,33 80 36,11
0,37 0,37 0,61
98,01 96,78 95,68

K : coefficient de partage/ R : le ratio volumique / Y : Rendement/ PS: phase supérieure/ Pl :

phase inférieure

La figure suivante représente la variation de I'activité xylanasique et I'activité
spécifique aprés la variation du pH.

. 4,6

(o]

. 2,66 2,71 252

- 1,66 1,44

1-0,02 0,04 0,02 0,03 0,04 0,07

0

Activité xylanasique U/ml
Activité spécifique U/mg

pH6 (pl) pH6(ps) pH7(pl) pH7(pS) pH 8(pl) PhB (pS)

® activité xylanasique U/ml W activité spécifique U/mg

Fig. 17 : Influence du pH sur les activités spécifique et xylanasiques
Il ressort de la figure 17 que I’ activité spécifique dans |les phases supérieures de tous

les SDPA est supérieure al’ activité des phases inférieures qui sont presque indétectable, la
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meilleure activité est obtenue a pH 6 avec une valeur de 4,66 U/ mg et elle diminue avec
I’augmentation du pH. Paralléement al’ activité xylanasique qui diminue respectivement
de 2,66 U/ml a1,44 U/ml d'un pH de 6 a8.

Les xylanases sont classées en deux groupes d’ enzymes ; acides avec un pl entre 3,6-
4.5 et les xylanases basiques ayant un pl entre 8,3-10 (Wong et al., 1988). De ce fait on
peut considérer que les xylanases sont chargées négativement par rapport au pH car on
trouve que I’ activité spécifique est mgjoritaire dans |les phases supérieures des systémes de
SDPA. Dans le 3°™ systéme, |e partitionnement des xylanases a changé de comportement
par rapport au pH 6 et 7, alors qu'au pH 8, I’ activité spécifique dans la phase supérieure
diminue 42,52 U/mg.

Dans la figure 18 une représentation de la variation du rendement et le coefficient de

partage en fonction du p H.

250
. 98,01

g 200

()
,;g M..96,78
= 5 150
% § 33,33 MW 9568 .m.Y
T T 100 K
58 2

% 50

© 36,11

0 T T 1
pH 6 pH 7 pH 8

Fig. 18 : Effet du pH sur lavariation de coefficient de partage (K) et le rendement ()
Lorsque le pH passe de 6 a8, le coefficient de partage et e rendement diminuent. A
pH6, K= 133,33 et décroit a 36,11 a pH 8, on obtient la méme chose avec les valeurs du
rendement (Y) qui S amoindrit de 98,01% a pH 6 jusgu'a 95,68% a pH 8.

Ces résultat sont similaire a ceux trouvés par Zhang et Liu en 2010, qui ont travaillé
sur la purification et I'immobilisation d'une lipase dun mutant de trichosporon avec un
SDPA (PEG 4000 12% / K;HPO,4 13 %) et qui ont trouvé gqu’ avec I’ augmentation du pH
de 7,0 29,0 le coefficient de partage de lalipase, a diminue de 7,94 a4,45.
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On remargue que le rendement (Y) de purification diminue avec I’ augmentation du

pH, par contre le ratio volumique (R) est stable a partir d’'un pH de6 a 7 puis augmente
jusqu’a 0,61 apH8.

Lavaleur optimale du rendement d’ extraction de la xylanase de Jonesia denitrificans
BN13 est de 98,01% (le 1% systéme de SDPA). Ce résultat nous a permis de choisir le 1%

systeme comme meilleur SDPA pour |’ extraction de la xylanase.

Les travaux de Ratanapongleka en 2012, qui a étudié I'influence du pH sur la
répartition de la laccase, avec un systéme composé de PEG 4000 a 12% et phosphate a 16
% adespH 6,5, 7,0 et 7,5. Il atrouvé qu’ une augmentation du pH dans le systéme de 6,5 a
7,0 augmente le coefficient de partage de laccase de 8,87 a4 88,30 et |e rendement de 91,06

a99,08%, le meilleur rendement est obtenu apH?7.

En généra, pour le systéme PEG/sdl, la protéine chargée négativement préfere la
phase riche en PEG tandis que |a protéine chargée positivement se distribue en phase riche
en sal (Schmidt et al., 1994 et Silva et al., 2000).

La séparation d'une protéine dans un systéme a deux phases dépend de la charge
nette de la biomolécule, ce qui est une fonction de la solution. Les changements de pH
peuvent également induire des changements de conformation dans la structure de la
protéine, ce qui provogue également un changement dans le partitionnement des protéines
(Ratanapongleka, 2010).

Il est important de signaler que les variations des valeurs de pH au cours des
extractions peuvent dénaturer les enzymes et diminuer le rendement d'extraction (Pereira
dasilva, 2000).

Un tableau de comparaison des résultats de notre étude par rapport aux autres travaux

est présenté ci-dessous.

Tableau XVI : Comparaison des résultats des différents travaux effectués sur I’ extraction

des xylanases par SDPA
R Poids - .
Espéce Enzyme  moléculaire  COMPositionde Y Références
SDPA
du PEG
Jonesia PEG 12%/
gel\rlnlt;lflcans Xylanase 4000 NaCl 1,63% / 133,33 98,01 actuel

milieu de culture
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47,31%/ pH 6

PEG 12,5%/
. (NHg)2 SO4 a
Paecilomyces 3
thermophila | Xylanase 4000 O'|1M VERRCEIE oap o gz | TEOEE.
118 solution ] 2008
d’ enzyme a50%
[pH 7,2
: Gara et
Aspergillus PEG 8,66% /
candidus Xylanase 4000 NaH,PO. 22.4% 8,41 88,1 Kumar,
2013
PEG 10%/
phosphate
Polyporus d’ammonium Antov et
sgquamosus Ayleness. 200 70% /I’ extrait 3k il al., 2005
brut a 70%/ pH
51
: PEG 12,99% / :
Trichoderma )\ 1ase 6000 Gtratedesodium 47,35 9703 - &tal
viride 12 09% 2011

V. Mise en évidence des xylanases par SDS-PAGE et zymogramme

Selon la méthode de laemmli (1970) une SDS-PAGE a été réaisé, la migration a
duré 2h, mais les xylanases de Jonesia denitrificans BN13 n’ont pas été révélées par la
coloration au bleu de Coomassie malgré gque la concentration des protéines été suffisante

pour pouvoir les visualiser.

C’est probablement di au fait gu’on n’a pas dialysé | échantillon car |a présence de
sels métalliques peut activer les métalloprotéases qui hydrolysent les xylanases, néanmoins

on a pu obtenir un zymogramme montrant les activités xylanasiques résiduelles.

La figure 19 montre le profil du zymogramme de la phase supérieure du SDPA a
PEG 4000 optimise en comparaison avec celles des SDPA a PEG 6000 et 1000.
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Fig. 19 : Zymogramme de |a phase supérieure du SDPA a PEG 4000 en comparaison avec
les autres SDPA

Concernant la phase supérieure du systeme a base de PEG 4000, on remargue une
fable activité situé en bas du gel, c'est probablement la xylanase 6 ayant un point
moléculaire de 26 KDA.

Dans la phase du SDPA a PEG 6000, il existe une activité toute en haut du gel, il
Sagirait peut étre de la xylanase 1 de Jonesia denitrificans BN13 ayant un poids

moléculaire de 250 KDA selon les travaux de Boucherba et collaborateurs en 2014.

Cependant la phase supérieure du systeme PEG 1000 a 8,33%, montre un profil de
zymogramme dans lequel I’ activité est apparente dans le dépbt et dans tout le gel, ce qui
veut dire qu’ on a affaire a plusieurs xylanases (isoenzymes) probablement six isoenzymes
ayant des points moléculaire de; 250 ; 150 ; 69,64 ; 42,40 et 26 KDA selon les travaux de
Boucherba et collaborateurs en 2014.

En conclusion on peut dire que le systeme a PEG 6000 optimisé a permis la

répartition d'au  moins une Xxylanase dans la phase  supérieure.
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La souche Jonesia denitrificans a été cultivé dans un milieu a base de xylane de
bouleau, I’ activité xylanasique était de 0,51 U/ml, les xylanases produites par la souche
possedent une specificité vis-a-vis du xylane d’ épeautre et d avoine (0,55 U/ml).

L’ extraction et la répartition des xylanases a été optimisée, le meilleur SDPA est compose
PEG 4000 a 12%, K,H PO, a 14 %, NaCl a 1,63 % a pH 6, le rendement optimum était de
98,01 % et le coefficient de partage a atteint 133,33.

Le zymogramme révéle la présence d’ au moins une xylanase détecté en bas du gel.
Afin de poursuivre ce travail, il est recommandé d’ entreprendre les études suiventes :

v Utiliser des déchets agricoles comme source de carbone (écorce d’ orange et le
noyau de dattes), car le xylane de bouleau et le xylane d’ épeautre et d’ avoine sont
codteux.

v Utiliser une étuve agitatrice (shaker) car |’agitation augmente la production de
xylanase selon Boucherba (2011).

v Optimisation des SDPAs, pour I’ utilisation a I’ échelle industrielle en jouent sur les
différents facteurs ; tel que le poids moléculaires de PEG, |a concentration de

K,HPQ,, le volume du milieu ensemenceé et |la température du SDPA.
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l. Matériel utilisé
Pour rédiser cetravail, nous avons utilisé le matériel suivant :

e Balance (Scout™pro) ;

e Balance (AeADAM AFA-120LC);

e Bain Marie (Memmert) ;

e BanMarie(GFL);

e FEtuve (Memmert) ;

e Centrifugeuse (Sigma 2-16K) ;

e pH-métre (HANNA pH210) ;

e Spectrophotométre (UV™" 1540 SHIMADZU) ;

e Dispositif d' éectrophorése (Mini Protean |1, Bio Rad).

. Produits utilises

e Xylane de bouleau (birchwood xylan) (SIGMA) ;
e Xylane d’ épeautre et d’ avoine (oat spelt xylan) (SIGMA) ;
e Xylane de hétre (larchwood xylan) (SIGMA);

e PEG (polyéthyléne glycol) (Prolabo) ;

e BSA (bovine sérum abumine) (Fluka) ;

e Bleu de coomassie G250 (Fluka) ;

e Bleu de coomassie R250 (Fluka) ;

e Rouge de congo (SIGMA);

e Marqueurs protéiques (Dual color BIORAD) ;

e Triton X-100 (Fluka) ;



[11.  Préparation du milieu MM?7 liquide

Composition du milieu :

Reéactifs et ingrédients Quantité en gramme (g)
Xylane de bouleau 79

Extrait de levure 29

NaCl 2,59

NH,CI 59

KH,PO4 159

NaHPO, 309

MgSO4/7H,0 0,259

Eau distillée (gsp) 1L

v Agitation et chauffage a 100°C jusqu’ aladissolution totale des ingrédients ;

v' Lemilieu est gjusté a pH 7 avec une solution basique a base de K,HPO, (viet et al.,

1990), avec agitation en permanence sur une plaque agitatrice ;

v Autoclavage pendant a 120°C pendant 20 minutes;

V. Milieu MM7 solide

Réactifs et ingrédients

Quantité en gramme (Q)

Xylane de bouleau 79
Extrait de levure 29
NaCl 2,59
NH,CI 5g
KH,PO4 159
Na,HPO, 309
MgSO,/7H,0 0,259
Agar 159
Eau distillée qsp 1L




Annexelll
1. Préparation d’ acide dinitrosalicilique

Solution a base d' acide dinitrosalicylique (DNS)

Réactif Quantité
Acide dinitrosalicylique 109
NaOH 16 g
Tartrate de potassium sodique 300g
Eau distillée 1000 ml

2. Préparation du réactif Bradford

Solution de bleu de Coomassie G250 pour |e dosage des protéines

Réactif Quantité
Bleu de Coomassie G250 10 mg
Ethanol 99,5% 5ml
Acide phosphorique 85% 10ml
Eau distillée 100ml

« Protocole SDS-PAGE » (Laemmli, 1970)

3. Solution de solubilisation des protéines (tampon échantillon)

Tampon de solubilisation: pH 6,8

Produit Concentration pourcentage Quantité (g)
Tris-HCI 312,5mM 1,892
EDTA 0.4mM 0,007
SDS 75% 3,75
Glycérol 25 % 12,5
-mercaptoéthanol / 0.025
Bleu de bromophénol 0.05% 800ul

Volume : 50mL

4. Solutions tampons utilisées pour I’ électrophorese
4.1. Tampon de migration : pH 8,3



Produit Concentration/pourcentage Quantité
Tris 0,025 M 1,06 g

Glycine 0,192 M 5049
MCE 0,05 % 175 uL
SDS 0,1% 0,359

Volume: 350 mL

4.2. Solution de fixation et de décoloration 2,3.

Solution de coloration.

Produit Quantité Produit Quantité
Acide acétique Acide acétique 10 %
Alcool (éthanol) 40 %
Alcool (éthanol) 30 % Bleu de coomassie
R250 2,9 mM

Volume: 300 mL Volume: 200 mL

5. Solution pour les gels d’ électrophorese

5.1. Tampon Résolving (séparation): pH 8,8

Produit Concentration/pourcentage Quantité
TrisHCL 3M 36,359
SDS 0,8 % 08¢
Mercaptoéthanol (MCE) 0,4 % 400 pl
Volume: 100mL
5.2. Tampon Stacking (concentration) : pH 6,8
Produit Concentration/pourcentage Quantité
TrisHCL 0,5M 6,054 g
SDS 0,4 % 0449
MCE 0,2 % 200 ul
Volume : 100mL
5.3. Solution d' acrylamide
Produit Pourcentage guantité (g)
Acrylamide 30% 15
Bis acrylamide 0,8% 04




6. Gels d' éectrophorése
6.1 Gel de séparation a 12%

Réactif Volume
Solution d' acrylamide 2,5ml
Tampon de séparation (Résolving) 5,2ml
TEMED 20ul
Persulfate d ammonium(APS) 100ul
Eau digtillée 4,4ml

6.2. Gel de concentration a 7,5%

Réactif Volume
Solution d'acrylamide 2,5ml
Tampon de concentration (Staking) 2,5ml
TEMED 10ul
Persulfate d ammonium (APS) 100pl
Eau distillée 4900ul

7. Solutions pour le zymogramme

7.1. Tampon Triton X-100 a2,5% (m/v)

Produit Quantité
Triton X-100 259
Eau distillée 100 mi

7.2. Solution de rouge de Congo a0,1% (m/v)
Produit Quantité
Rouge de Congo 01g

Eau ditillée 100 ml







Résumeé

Dans le présent travail, un systéme a deux phases aqueuse (SDPA), composée de
polyéthylene glycol 4000 et de K,HPO, et de NaCl a été utilisé pour |’extraction des
xylanases produite par Jonesia denitrificans BN13. La variation des parametres du systeme
tels que la concentration de PEG et le NaCl, le pH du systeme, et |e partitionnement de la

xylanase a été étudié.

La production des xylanases dans un milieu a base de xylane de bouleau était de
0,51U/ ml, présente une spécificité vis-a-vis du xylane d’ épeautre et d’ avoine.

Le meilleure SDPA pour I’ extraction des xylanases de Jonesia denitrificans est un
systeme composé de PEG 4000 12%, K,HPO, 14%, NaCl 1,63% a pH 6, avec ce systeme
on obtient un coefficient de partage de 133,33 et un rendement de 98,01%.

Mots-clés: Jonesia denitrificans BN13, Xylanase, Xylane d’ épeautre et d’ avoine, SDPA,

Polyéthylene glycol, Extraction.

Abstract

In this present work, a system of two agueous phases (ATPS) composed of
polyethylene glycol 4000, K,HPO, and NaCl was used for extraction of xylanase produced
by Jonesia denitrificans BN13. Changes in the parameters of the system such as. the
concentration of PEG and the NaCl, and pH of system, and the partitioning of xylanase
was studied.

The production of xylanases in a medieum containg birchwood xylan was 0,51U/ml,
the xylanase has a specificity against oat spelt xylan .

The best ATPS for the extraction of the xynalase jonesia Denitrifican was a system
composed of PEG 4000 12%, K,HPQ4 14%, NaCl 1,63% and pH 6, the partition coefficient
and the yield were : 133,33, 98,01% respectively.

Key-words: Jonesia denitrificans BN 13, Xylanase, Oat spelt xylan, ATPS, Extraction.



