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Introduction

Le recours à la biotechnologie blanche et aux ressources renouvelables en tant

qu’alternatives à la chimie industrielle intéressent fortement les acteurs du développement

durable et de la Chimie verte, la biomasse lignocellulosique possède un grand potentiel

comme matière première pour la production durable et alternative d’énergie, biocarburant et

les produits chimiques (Garai et kumar, 2013).

L’hémicellulose est le deuxième réservoir du carbone organique après la cellulose, il

est abondant et renouvelable dans la nature, le majeur constituant est le xylane ; il représente

20 à 35% du poids sec de la paroi cellulaire des plantes (Mc Cann et Roberts, 1991 ; Collins

et al., 2005).

Le xylane est un polysaccharide hétérogène, composé d’unités β-D-xylopyranosyl, liés 

par des liaisons β(1,4) glycosidiques (Mc Cann et Roberts, 1991 ; Collins et al., 2005).

Son hydrolyse complète nécessite l’utilisation d’un complexe enzymatique : les β-

(1,4) endoxylanases, les β-xylosidases, les arabinofuranosidases, les α-glucuronidases et enfin 

les esterases (Sá-Pereira, 2003), mais les principales enzymes impliquées dans l’hydrolyse de

la chaîne principale sont les deux premières (Dekker et Richards, 1976 ; Sharma et Bajaj,

2005).

Dans le domaine de la biotechnologie, il est important de développer des méthodes de

purification qui sont à la fois économiques et préservant l’activité biologique (Assamooi et

al., 2009 ; Rodríguez-Durán et al., 2013).

Le système à deux phases aqueuses (SDPA) a été proposé comme une technique

d’extraction, de séparation et de concentration des biomolécules (Madhusudhan et

Raghavarao, 2012).

Peu d’études sur l'extraction des xylanases par SDPA ont été rapportées (Yasinok et

al., 2010), c’est pour cette raison qu’on s’est intéressé à l’application de ce système sur le

milieu MM7 ensemencé avec la souche Jonesia denitrificans BN13, cette étude est une

poursuite des travaux de Boucherba (2011).
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Dans notre présent travail nous avons extrait les xylanases de Jonesia denitrificans

BN13 en appliquant un système composé de PEG 4000 (13%) / K2HPO4 (13%), NaCl 0,1M

tout en optimisant deux paramètres : le pH et la concentration du PEG.

La synthèse bibliographique traite tout d’abord, un aspect microbiologique et

biochimique concernant le genre Jonesia, les xylanases et le système SDPA, cette étude

bibliographique sert de support pour la compréhension de la partie pratique réalisé au

laboratoire de Microbiologie Appliquée.
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I. Microorganismes producteurs de xylanases

Plusieurs microorganismes produisent des xylanases citons les bactéries spécialement

le genre Bacillus (Panbangred et al., 1983 et Lama et al., 2004 ), les levures et les

moisissures (Esteban et al., 1982 Shah et Madamwar, 2005 ; Prema et Poorna, 2006 ;

Wakiyama et al., 2010 ; Teixeira et al., 2010 et Pal, 2011).

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

Streptomyces, le genre Jonesia a récemment été décrit comme producteur de xylanase par

Boucherba et al (2011).

II. Genre Jonesia

 Classification

Selon Field et al., 2008, dans la classification des actinomycètes, l’espèce Jonesia

denitrificans est classée comme suit :

 Domaine : Bacteria

 Phylum : Actinobacteria

 Classe : Actinobacteria

 Sous classe : Actinobacteridae

 Ordre : Actinomycetales

 Sous ordre : Micrococcineae

 Famille : Jonesiaceae

 Genre : Jonesia

 Espèce : Jonesia denitrifcans

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

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

et al., 2004).

II.1. Jonesia denitrificans

a) Caractères généraux

La souche Jonesia denitrificans est une bactérie Gram positif, au rouge de méthyl positif,

Voges-proskauer négatif, à catalase positif, à oxydase négatif, les cellules ont la capacité de

réaliser la dénitrification, elles se présentent sous forme d’un bâtonnet irrégulier et fin (0,3-
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0,5 ߤ2-3�݉ ), isolées ou montrant des formes en « Y » (Fig. 01), anaérobies facultatives, non

sporulées (William et Hessayl, 1994).

Sur une gélose nutritive, elles forment des petites colonies convexes et lisses ayant un

diamètre de 0,5 à 1,5 millimètre (24 à 48h à 30°C), grisâtres et translucides à opaques,

devenant jaunâtres en 10 à 20 jours (William et Hessayl, 1994).

Les colonies n’apparaissent pas bleues ou bleue-verdâtre sous une lumière transmise

oblique, La croissance se produit à des températures de 10 à 40°C avec un optimum à 30°C, et

à des concentrations de NaCl de 5% (William et Hessayl, 1994).

La souche est chimioorganotrophe, métabolisme fermentatif, produisant l’acide mais

pas de gaz à partir de glucose de D-cellobiose, de l’amidon et la salicine. Elle hydrolyse la

cellulose et l’amidon mais pas la gélatine ou la caséine, l’hydrolyse de l’hippurate est faible

ou négatif (William et Hessayl, 1994).

L’habitat naturel de Jonesia denitrificans n’est pas connu, elle a été isolée pour la

première fois à partir du sang cuit de bœuf, elle est pathogène chez le rat. (Prevot, 1961).

Fig. 01 : Micrographie électronique de Jonesia denitrificans (Pukall et al., 2009).
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III. Hémicellulose

Dans la paroi cellulaire végétale, les hémicelluloses sont un groupe hétérogène de

polymères non cellulosiques associés avec divers composants comme la cellulose, la pectine

et la lignine (Mc Cann et Roberts, 1991 ; Wertz, 2011 ; Peng et al., 2012), l’hémicellulose

est le second polysaccharide le plus abondant après la cellulose (Paes, 2005 ; Wertz, 2011 ;

Deutschmann et Dekker, 2012 et Jayapal et al., 2013).

L’hémicellulose est beaucoup plus complexe que la cellulose (Paes, 2005) mais plus

facile à hydrolyser a cause de son faible poids moléculaire et son faible degré de

polymérisation qui varie de 80 à 200 (Palqvist et al., 2000 ; Peng et al., 2012).

Cet hétéropolysaccharide comprend différentes unités de sucre, qui sont disposées en

pentoses (xylose et arabinose), hexose (glucose, galactose et mannose) et ou des acides

uroniques (l’acide galacturonique et l’acide glucuronique) avec de faibles proportions de

sucres neutres (O-méthylés) (Mirande, 2009 ; Wertz, 2011 et Peng et al., 2012), la majorité

des chaînes d'hémicellulose sont formés par des liaisons β-(1-4) D-xylopyranoside (Decou,

2009).

Le xylane est un groupe complexe d’hémicellulose qui peut être ramifié par de courtes

chaînes carbonées et sa variabilité structurale se manifeste par le degré et la nature des

substitutions portées par les unités de xylose, on distingue:

III .1. Glucuronoxylanes:

Ils ont un squelette de résidus xylose sur lequel se greffent des résidus d’acides

glucuroniques ou son dérivé O-méthylé ; Ces structures sont généralement retrouvées dans les

bois durs, parmi les principaux glucoronoxylanes, citons les xylanes de bouleau (Mirande,

2009).

III .1. 1. Xylane de bouleau

Les Xylanes sont non seulement présents dans les plantes (les céréales et les herbes),

mais essentielement dans le bois durs (Moine, 2005 ; Barbat, 2009), qui est un matériau

complexe et hétérogène, tant dans son anatomie que dans sa composition chimique (Moine,

2005).

Il existe deux types de bois : les résineux (bois tendre) et feuillus (bois dur) (Moine,

2005 ; Labbé, 2002).La différence majeure entre les feuillus et les résineux se situe au niveau

de la longueur de la fibre (Montplaisir, 1991).Les hémicelluloses de feuillus sont
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principalement constituées de xylane, dont le Glucuronoxylane est le composant principal

(Köhnke, 2010 ; Nocquet, 2012), tel que le bois de bouleau (Betula pendula et betula lenta)

qui peut contenir jusqu'à 35 % du xylane (Fig. 02) de la totalité d’hémicellulose, la fibre du

bois de bouleau possède une longueur de 1,5 mm comparativement à 3,5 mm pour la fibre du

sapin (Montplaisir, 1991).

Fig. 02 : Structure du xylane de bouleau (Köhnke, 2010).

Il ya aussi d’autres espèces de feuillus et de résineux qui présentent de faible

pourcentage de xylane par rapport au bois de bouleau (Tableau I).



Synthèse bibliographique

7

Tableau I: Composition en xylane des différentes espèces du bois (Moine, 2005).

- : pas de données

III .2. Arabinoxylanes :

Ils ont un squelette de résidus xylose sur lequel se greffent des résidus arabinose, ils

sont présents dans les céréales de blé, le riz, le seigle et l'avoine (Fig. 03) (Mirande, 2009).

Fig. 03 : Structure de l’arabinoxylane (Mirande, 2009).

Composition En xylane Du Bois De Feuillus

Espèce Aspen

(Populus

Tremuloides)

Orme

(Ulmus

Americana)

Erable

(Acer

Rubrum)

Chêne

Rouge

(Quercus

Falcata)

Hêtre (Fagus

Sylvatica)

Bouleau

(Betula

Papyrifera)

Xylane

(%)
24 19 25 _ 26 35

Composition En xylane Du Bois De Résineux

Espèce Sapin

Baumier

(Abies

Balsamea)

Epinette

Blanche

(Picea

Glauca)

Pin

Blanc

(Pinus

Strobus )

Pruche De

l'Est (Tsuga

Canadensis)

Cèdre Blanc

(Thuja Occidentalis)

Xylane

(%)
9 13 9 7 14
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III .3. Arabinoglucuronoxylanes :

Ils ont un squelette de résidus xylose sur lequel se greffent des résidus arabinose et

acide glucuronique ; on les trouve dans les parois primaires des conifères, des blés, des maïs

et des sons de riz (Fig. 04) (Mirande, 2009).

Fig. 04 : Structure de l’arabinoglucuronoxylane (Mirande, 2009).

III .4. Homoxylanes :

Ils sont constitués uniquement de résidus xylose (structure linéaire), ils sont isolés à

partir de l’alfa (Chanda et al., 1950) et paille du tabac (Eda et al., 1976).

IV. Enzymes xylanolytiques

Sous le terme d’hémicellulase sont désignées les enzymes qui dégradent les

hémicelluloses et en raison de la complexité de ces dernières, les microorganismes ont recours

à un véritable arsenal enzymatique qui leur permet de parvenir à une dégradation complète.

On distingue généralement plusieurs enzymes appartenant a la classe des hydrolases qui

assurent des activités plus ou moins spécifiques pour attaquer le squelette de xylane, il s’agit

d’endoxylanase (EC3.2.1.8) et des β-D-xylosidases (EC 3.2.1.37), et celles qui sont dites 

débranchantes dont le rôle est d’hydrolyser les ramifications présentes sur la chaîne

principale, il s’agit des α-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), des α-D-glucuronidases (EC 

3.2.1.139) et des acétyls xylane estérases (EC 3.1.1.72) (Sá-Pereira, 2003 ; Decou, 2009 et

Wertz, 2011).

1. Endoxylanases

Les endoxylanases hydrolysent les liaisons β-(1,4) entre deux résidus β-D-

xylopyranoses, conduisant à la formation de xylooligomères (Paes, 2005 ; Decou, 2009), qui

vont être hydrolysés par les β-xylosidases en unités xylose simples (wong et al., 1988 ;

Wertz, 2011).
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La plupart des endoxylanases des actinomycètes, sont produites par le genre

Streptomyces avec des poids moléculaires compris entre 15 à 59 KDa, elles possèdent des

activités optimales à des pH variant de 4 à 8,6 et à des températures allant de 50 à 80°C.

(Boucherba, 2011).

2. Classification des xylanases

Face à l’hétérogénéité des xylanes et leurs complexités, les microorganismes qui les

dégradent produisent en abondance divers xylanases, cette variété a montré les limites de la

classification des enzymes basé sur le substrat (Paes, 2005).

Selon Wong et al. (1988), une nouvelle classification de xylanases sur la base de leurs

propriétés physico-chimiques a été proposée, on distingue deux groupes :

 Le premier groupe rassemblait les xylanases de faible masse moléculaire (<30

kDa) et de pI basique ;

 Le deuxièmes groupe rassemblait les xylanases avec une masse moléculaire

élevé (>30 kDa) et un pI acide.

Cependant, Collins et al. (2005) ont observé que cette classification était incomplète,

de nombreuses exceptions avaient été découvertes et presque 30 % des endoxylanases

(particulièrement issues des moisissures) ne pouvaient pas être classées suivant ce système.

Plus tard, un système de classification plus complet a été admis et permettait la

classification des xylanases et des glycosidases en générale par la comparaison des séquences

des domaines catalytiques, ce système regroupait les xylanases en six familles (de A à F)

(Juturu et Wu, 2012).

Des enzymes ayant des activités xylanolytiques ont été trouvées dans les familles 5, 7,

8, 10, 11, 16, 26, 43, 52 et 62, mais seules les séquences appartenant aux familles 5, 7, 8, 10,

11 et 43 possèdent des domaines catalytiques avec une activité endo-1,4-β-xylanase dont les 

plus étudiées se trouvent dans la famille 10 et 11 (Assamooi et al., 2009)

Par contre les familles 16, 52 et 62 apparaissent être en fait des enzymes

bifonctionnelles contenant deux domaines catalytiques distincts, quant à la famille 26, elle

possède une  activité endo-β-1,3-xylanolytique (Paes, 2005 ; Mirande, 2009 et Carvalho et

al., 2013).
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3. Production des xylanases

La production de xylanases dépend essentiellement du choix de substrat inducteur, du

microorganisme et des conditions de fermentation.

L’activité xylanolytique des moisissures est beaucoup plus élevée que celle des

bactéries et des levures notamment celles des xylanases extracellulaires produites par

Aspergillus niger, il produit 15 isoenzymes, alors que Trichoderma viride en produit 13

(Biely, 1985 ; Vries , 2001), cependant cette activité est généralement accompagnée d’une

activité cellulolytique, La xylanase de Thermomyces lanuginosus est une vrais xylanase avec

un taux d’activité cellulolytique très faible de 0,01 U/ml (Subramaniyan et Prema ,2002)

L’utilisation des procédés de fermentations en milieu liquide est plus fréquente pour

la plupart des xylanases industrielles, mais les forces de cisaillement en fermenteur peuvent

perturber la biomasse fongique fragile menant à des faibles productivités de xylanases

(Subramaniyan et Prema, 2002).

Boucherba et al. 2011 ont trouvé une activité de 10,80U/ml qui est considérée

comme relativement faible par rapport aux activités décrites chez la majorité des souches

d’actinomycète (Nascimento et al., 2002 ;Wang et al., 2003).

Cependant, Nascimento et al. (2002) ont rapporté une activité de 10,3U/ml dans une

culture de 10 jours de Streptomyces sp.AMT-3, Techapun et al.(2002) ont rapporté une

activité de 8 U/ml dans une culture de Streptomyces sp. Ab 106 (55°C, pH 7,5) contenant le

xylane à 1% (m/v) (Farrel et al., 1996 ; Shah et Madamwar, 2005 ;Gupta et al., 2009).

V. Système à deux phases aqueuses

1. Généralités

L'utilisation intensive des enzymes dans les applications industrielles nécessite le

développement des méthodes efficaces, économiques et présentant un grand pouvoir de

résolution pour leur séparation et purification à grande échelle (Yasinok et al., 2010 ; Coelho

et al., 2013).

Le processus en aval, représente généralement 50 à 80% des coûts totaux de la

production des enzymes (Rodríguez-Durán et al., 2013).
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Les méthodes classiques de purification de biomolécules impliquent plusieurs

opérations unitaires, ce qui explique leurs couts chers (Raja et al., 2011), Par exemple, la

chromatographie est considéré comme une méthode appropriée pour la purification des

enzymes, mais dans l'application industrielle, elle est accompagnée de plusieurs

inconvénients : c’est un processus long et onéreux.

Par conséquent, d'autres méthodes opérationnelles à l’échelle industrielle ont suscité

l'attention des chercheurs (Yavari et al., 2013).

L’Extraction liquide-liquide employant un système à deux phases aqueuse (SDPA)

s'est révélée être une stratégie prometteuse pour la séparation de nombreux produits

biologiques, le SDPA a été d'abord mis en place par Albertsson dans les années cinquante.

Le SDPA est formé par un mélange d’un couple de polymères incompatibles (PEG/

dextrane, PEG/maltodextrine, etc) ou d'un polymère et un sel (PEG /phosphate, PEG /citrate,

PEG /sulfate, etc) à l'état aqueux (Yücekan et Önal, 2011)

Les systèmes PEG-dextrane et PEG-sel sont largement utilisés pour la séparation et la

purification des biomolécules. Toutefois, le système PEG-sel est le plus utilisé car il a certains

avantages par rapport au système PEG-polymères, tels que les faibles coûts et viscosités ainsi

que la séparation rapide des phases (Yücekan et Önal, 2011 ; Madhusudhan et

Raghavarao, 2013).

1.1.Polyéthylène glycol

Le PEG (Fig. 05) est un polymère synthétique linéaire d'unités d'oxyde d’éthylène

neutre et fortement hydrophile.

Les chaînes de PEG s’associent avec les molécules d’eau, ce qui engendre une grande

solubilité menant à une flexibilité et une mobilité responsables d’une entropie élevée.

D’un autre coté, le PEG possède une partie hydrophobe, sur laquelle les protéines

s’adsorbent. (Brouette, 2012).
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Fig. 05: Structure du polyéthylène glycol.

2. Principe de séparation par SDPA

Ce procédé est basé sur le transfert de masse entre deux phases liquides non miscibles

(Coelho et al., 2013), la couche de polymère (PEG) stabilise la protéine à extraire en

favorisant une plus grande concentration de celle ci, ce qui entraîne une extraction efficace,

d’ou la liaison PEG-protéine qui se fait entre la zone hydrophobe de la protéine exposée au

solvant (anonyme, 2009).

Le principe de la séparation est basé sur la distribution sélective d'une substance

donnée entre les phases (Kaul, 2000 ; Yücekan et Önal, 2011 et Ramyadevi et al., 2012)

qui se distinguent par une limite interfaciale (Ramyadevi et al., 2012).

Le partage des petites particules est unilatérale contrairement à celui des

macromolécules qui est variable ce qui rend la prédiction de la partition de ces dernières une

tache difficile (Kaul, 2000), cette répartition est régit en fonction des caractéristiques du

système, les propriétés de la substance et de l'interaction entre les deux (Kaul, 2000 ;

Yücekan et Önal, 2011, Ramyadevi et al., 2012).

La séparation des phases est produite lorsque la concentration des matériaux du

système, augmente au-dessus d'une certaine valeur critique (Madhusudhan et Raghavarao,

2013).

3. Paramètres influençant la séparation des biomolécules

Plusieurs approches ont été explorées afin d'évaluer les paramètres les plus importants

déterminant le comportement de partitionnement en utilisant des expressions simplifiées

obtenues en regroupant divers facteurs (Raja et al., 2011).
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Selon la littérature scientifique, il s’agit du pH, de la température, des propriétés de

surface, de la taille et de la concentration des biomolécules (Kula et al., 1982 ; Ramyadevi et

al., 2012 ; Garai et Kumar, 2013 et Rodriguez-Durán et al., 2013).

o Masse moléculaire du polymère

Le choix du meilleur poids moléculaire du polymère est généralement la première

étape dans le SDPA. Il a été démontré que le poids moléculaire du PEG influe sur la partition

des protéines par modification de la composition des phases et du nombre d’interactions entre

le polymère et les protéines. Ceci est généralement attribué aux interactions hydrophobes

entre les chaînes de PEG et de la région hydrophobe de la protéine (Ramyadevi et al., 2012).

En règle générale, l’augmentation du poids moléculaire du polymère provoque

l'accumulation de la protéine dans la phase opposée (Banik et al., 2003 ; Ramyadevi et al.,

2012).A haut poids moléculaire, les interactions préférentielles entre le PEG et la protéine

diminuent, ce qui conduit à une réduction du coefficient de partage (Ramyadevi et al., 2012).

D'autre part, l'augmentation de la longueur de la chaîne a également causé

l'augmentation du volume d’exclusion, ce qui réduit l'espace libre disponible pour les

biomolécules dans la phase riche en PEG, conduisant à la partition dans la phase inférieure

(Bezerra et al., 2006 ; de Medeirose Silva et al., 2013 ; Garai et Kumar, 2013 et Yavari et

al., 2013 ).

La Tension interfaciale entre les phases est l'un des facteurs les plus importants qui

détermine le comportement de séparation des particules. Le PEG de faible poids moléculaire

est bénéfique pour le partitionnement des protéines puisque la rupture d’interaction entre les

composants de phase est nécessaire pour faciliter le transfert de protéine d'une phase à une

autre (faible tension interfaciale) (Raja et al., 2011;Ramyadevi et al., 2012), tandis que le

PEG de poids moléculaire élevé est plus susceptible à former des liaisons intramoléculaires

qui augmente la tension intefraciale (Ramyadevi et al., 2012).

o Concentration du polymère

L'augmentation de la concentration en polymère a pour conséquence une plus grande

différence entre les compositions des deux phases (Banik et al., 2003 ), Si la concentration de

PEG est élevée, le nombre d'unités de polymère impliqués dans le partitionnement biomoléculaire



Synthèse bibliographique

14

également augmente et donc beaucoup de biomolécules partitionnent dans la phase PEG due à

l'interaction hydrophobe entre la biomolécule et le PEG (Raja et al., 2011 ; Yavari et al., 2013).

o Nature du sel

La contribution d’un anion est plus importante que celle d’un cation dans la

détermination de l'efficacité d'un sel particulier. Les anions multivalents comme le PO4
-2 et

SO4
-2 sont les plus efficaces pour induire une séparation de phase avec le PEG (Kaul, 2000).

Il a été rapporté que l'augmentation de la concentration de (NH4)2SO4 et de MgSO4 a

montré une augmentation du partitionnement de la protéine vers la phase inférieure riche en

sel, Pendant ce temps, l'augmentation de la concentration du K2HPO4 améliore le

partitionnement de la protéine dans la phase riche en PEG (de Medeirose Silva et al., 2013)

o Concentration du sel

La plupart des protéines partitionnent dans la phase qui a une faible concentration en

sel, ce qui augmente l'interaction entre la protéine et les molécules de PEG ce qui

amélioration leurs concentration dans la phase riche en PEG (Yavari et al., 2013 ), Si la

concentration en sel est élevée, L'effet de relargage et la force ionique augmente dans la phase

inférieure et la solubilité des biomolécules diminue (Garai et Kumar,2013), ce qui oblige les

biomolécules à passer de la phase riche en sel à la phase riche en PEG (Garai et Kumar,

2013 ; Raja et al., 2011 ; de Medeirose Silva et al., 2013).

Les mécanismes par lesquels les sels influent sur la séparation de phase des solutions

aqueuses de polymères restent toujours mal compris (Kaul, 2000).

o Présence de sels neutres

La présence de sels neutres tels que le NaCl n’affectent pas forcement l'équilibre

liquide-liquide du SDPA, mais la concentration en sel supérieure à 1M modifie le diagramme

de phase. L’NaCl modifie le coefficient de partage a cause de la distribution différentielle des

ions de sel entre les phases. (Raja et al., 2011).

o Propriétés de surface, la taille et la concentration de la biomolécule

En général, les protéines de haut poids moléculaire se concentre dans la phase de PEG

à faible masse moléculaire, l’effet entropique peut être la force motrice de cette concentration

(Rodríguez-Durán et al., 2013), une surface fortement hydrophobe d'une protéine exposée
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au solvant est un facteur qui favorise le déplacement vers la phase riche en PEG (Ramyadevi

et al., 2012 ), cet effet peut être dû à une interaction entre la partie hydrophobe de la

molécule et les chaînes de PEG (Rodríguez-Durán et al., 2013 ; Yavari et al., 2013).

o pH

Il a été rapporté que le pH du système est un facteur clé qui modifie la répartition de la

protéine cible et la concentration du polymère (Ramyadevi et al., 2012).

le changement du pH influence sur les groupes ionisables qui changent la charge

extérieure des molécules (Banik et al., 2003 ), les protéines chargées négativement sont plus

susceptibles d'être réparties dans la phase supérieure tandis que celles chargées positivement

sont réparties dans la phase inférieure en raison de la force de répulsion causée par les anions

de sel une augmentation du coefficient de partage est obtenue, ce qui est du aux interactions

électrostatiques entre les unités de protéines et le PEG (Raja et al., 2011 ;Ramyadevi et al.,

2012 ; de Medeirose Silva et al., 2013 et Yavari et al., 2013).

o Température

Dans un système de polymère-polymère, une basse température favorise la séparation

des phases tandis qu’une température élevée est exigée dans un système de polymère/sel, les

propriétés de fixation de l'affinité et des groupes hydrophobes aux biomolécules sont

également affectées (Banik et al., 2003), avec l’augmentation de la température le PEG

devient plus hydrophobe, et les interactions entre les molécules d’eau et le PEG diminuent.

4. La courbe binodale

Chaque SDPA est caractérisé par un diagramme de phase (Fig. 06) qui indique la

composition à l'équilibre de ce système (Madhusudhan et Raghavarao, 2013) et illustre les

modèles qui prédisent le partitionnement des biomolécules (Raja, 2011) et les teneurs en

polymère /sel (anonyme, 2009).

Le diagramme de phase fournit des informations sur la concentration des composés

nécessaires pour constituer un système à deux phases, la concentration des composants dans

les phases supérieures et inférieures et le rapport des volumes des phases (Raja, 2011).
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Le diagramme présente une courbe binodale, qui divise une région de concentrations

de composants qui forment deux phases aqueuses non miscibles (c.à.d. au dessus de la

courbe) et ceux qui forment une phase (c.à.d. en dessous de la courbe).

Les coordonnées de tous le système se trouvent sur une ligne de jonction, qui relie

deux points sur la courbe binodale qui représentent la concentration finale des composants

dans les deux phases : supérieure et inférieure.

Il existe également sur la courbe binodale un point critique; juste au-dessus de ce point

la composition et le volume des deux phases sont presque égaux (Kaul, 2000 ; Raja, 2011).

A1, A2, A3: compositions totales des trois systèmes sur la même ligne de jonction.

 T, B : compositions finales de phase supérieure et inferieure respectivement

 Cp : point critique.

 TCB : courbe binodale.

 ΔX, ΔY : différences de concentration des composés X et Y respectivement entre les 

deux phases.

Fig. 06 : Courbe binodale (Kaul, 2000).
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5. Paramètres de partition

o Détermination du coefficient de partage (K):

La distribution relative de l'enzyme dans la solution aqueuse du système à deux

phases est caractérisée par le coefficient de partage (K), calculée selon l'équation suivante :

Où CT et CB représente l'activité enzymatique dans la phase supérieure et inférieure

respectivement (Bezerra et al., 2006).

o Détermination du facteur de purification :

Le facteur de purification (PF) est défini comme étant le rapport de l'activité

spécifique après purification sur l'activité spécifique de l'extrait brut (Bezerra et al., 2006).

o Détermination du rendement (Y%):

Le rendement est définie comme étant le rapport de l'activité enzymatique après

purification sur l'activité enzymatique de l'extrait brut, multiplié par 100 (Bezerra et al.,

2006).

ܻ =
ܽ ݒ݅ݐܿ݅ ݑݍݐ݅ܽ݉ݕݖé�݁݊ݐ ݎܽݐݔ݁�ݏéݎ݌ܽ݁� ݊݋ݐܿ݅

ݒ݅ݐ݅ݒܽ ݑݍݐ݅ܽ݉ݕݖé�݁݊ݐ �݁݀ �݈݁ᇱ݁ ݎܽݐݔ �ݐݑݎܾ�ݐ݅
× 100

o Rapport volumique (R)

Où VT et VB sont le volume de la phase supérieure et inférieure, respectivement

(Bezerra et al., 2006).

ܲܨ =
ܽ ݒ݅ݐܿ݅ éݐ ݁݊ éܿ݅݌ݏ݁ݑݍݐ݅ܽ݉ݕݖ ݏéݎ݌ܽ݁ݑݍ݂ ݎܽݐݔ݁ ݊݋ݐܿ݅

ݒ݅ݐ݅ݒܽ éݐ ݁݊ éܿ݅݌ݏ݁ݑݍݐ݅ܽ݉ݕݖ ݂݅ ݁݀݁ݑݍ ᇱ݈݁ ݎܽݐݔ ݐ݅ ݐݑݎܾ

ܴ =
ܸܶ

ܤܸ

ܭ =
ܶܥ

ܤܥ
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6. Avantages et application

L’Extraction par le SDPA est dans de nombreux cas une meilleure alternative à la

technologie existante à l’échelle industrielle, car il contourne les problèmes de centrifugation

et filtration liés à la viscosité élevée et à la distribution hétérogène de la taille des particules

(Kaul, 2000 ; Loc et al., 2010).

Le transfert de masse dans le SDPA est rapide (faible tension interfaciale), il offre une

séparation vite et sélective et une bonne qualité du produit (Banik et al., 2003 ;

Madhusudhan et Raghavarao, 2012 ), les deux phases se composent principalement d’eau

(80-90% m/m) ce qui fournit un environnement biocompatible pour les protéines (Kammoun

et al., 2009 ; Yucekan et Onal, 2011 ; Madhusudhan et Raghavarao, 2012 ; Ramyadevi

et al., 2012 et Yavari et al., 2013).

Le SDPA a été utilisée avec succès pour récupérer diverses biomolécules comme les

protéines, les enzymes, les acides aminés, les acides nucléiques et les antibiotiques (Kaul,

2000 ; Raja et al., 2011 ).

Aujourd'hui, le SDPA est surtout utilisé pour les produits biopharmaceutiques de

valeur tels que les anticorps monoclonaux, les facteurs de croissance, les hormones pour la

concentration et la purification de virus et pour la séparation des protéines membranaires

(Kaul, 2000 ;Raja et al., 2011 et Ramyadevi et al., 2012).

Il est aussi utilisé pour l’extraction des ions métalliques (Bulgariu et Bulgariu, 2007),

La faible productivité dans les processus biotechnologiques est souvent due à la dégradation

ou la toxicité du produit (Kaul, 2000), une fermentation extractive est utilisé pour améliorer

la productivités des biomolécules (Kaul, 2000 ; Banik et al., 2003 ; Raja et al., 2011).

En outre, si SDPA est correctement optimisé, il offre une fusion de l’extraction, la

concentration et la purification partielle des biomolécules, Cela a une influence sur la

réduction du nombre d'étapes de traitement en aval, d’où l’amélioration des rendements, et

des coûts du processus) (Raja et al., 2011 ; Madhusudhan et Raghavarao, 2013 ; Yavari et

al., 2013).
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A. Matériel

Le matériel utilisé dans le présent travail est cité en Annexe I.

 Matériel biologique

La souche Jonesia denitrificans BN13 est isolée au niveau du sol d’un jardin du

village D’Ihadadden de la ville de Bejaïa, elle est caractérisée génotypiquement et

phénotypiquement selon les travaux de Boucherba et al (2011).

B. Méthodes

I. Préparation et ensemencement des milieux de culture

La souche Jonesia denitrificans BN13 est repiquée sur un milieu minimal solide

(MM7, Annexe II) qui est incubé pendant 5 jours à 37 °C, le milieu contient une seule source

de carbone qui est le xylane de bouleau.

Après croissance, quatre à cinq colonies sont inoculées dans 20ml du milieu MM7

liquide (MM7 solide sans agar), ce dernier est incubé à 37°C pendant 48h.

Trois Erlenmeyers d’une contenance de 500ml et ayant un volume utile de 100ml du

MM7 liquide sont ensemencés avec 2% (v/v) de la préculture, incubés pendant 5jours à 37

°C.

II. Préparation du système a deux phases aqueuses

Le système à deux phases aqueuses (SDPA) choisi pour ce travail est le système

polymère-sel.

Cinq systèmes sont réalisés avec des concentrations croissantes de polyéthylène glycol

(PEG) 4000 [10% (m/v),12% (m/v),13% (m/v),14% (m/v) et 15% (m/v)], le monophosphate

dipotassique (K2HPO4)13% (m/v), NaCl 0,1M, ensuite ils sont dissous dans un tampon

phosphate potassique (50ml), ces systèmes sont additionnés à 20ml du MM7 liquide, Après

agitation, le pH des SDPA est ajusté.

La Séparation complète des phases est obtenue par sédimentation (a l’aide d’une

ampoule à décanter).

Les phases sont soigneusement récupérées, par la suite les volumes des phases sont

mesurés. Afin de déterminer l’activité enzymatique et les concentrations des protéines dans
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chacune des phases, des échantillons sont prélevés, ensuite testés selon les techniques décrites

dans la partie « méthodes analytiques ».

Les rendements, les coefficients de partage, les facteurs de purification et les ratios

volumiques respectivement sont calculés comme suit :

 Y =
ୟୡ୲୧୴୧୲é�୶୷୪ୟ୬୭୪୷୲୧୯୳ୣ�ୢ ୣ�୪ᇱ୧୬୲ୣ ୰୮୦ୟୱୣ �

ୟ୴୲୧୴୧୲é�୶୷୪ୟ୬୭୪୷୲୧୯୳ୣ�ୟ୴ୟ୬୲�ୗୈ୔୅�
× 100

 K =
େ୘

େ୆
Où CT et CB représente l'activité xylanolytique dans la phase

supérieure et inférieure respectivement.

 FP =
ୟୡ୲୧୴୧୲é��ୱ୮éୡ୧୤୯୳ୣ�ୢ �ୣ୪ᇱ୧୬୲ୣ ୰୮୦ୟୱୣ

ୟ୴୲୧୴୧୲é�ୱ୮éୡ୧୤୧୯୳ୣ�ୟ୴ୟ୬୲�ୗୈ୔୅

 R =
୚୘

୚୆�
Où VT et VB sont le volume de la phase supérieure et

inférieure, respectivement, après la séparation des phases (Bezerra et al., 2006).

Après réalisation des 5 systèmes. Le meilleur système est choisi et l’effet des

différentes valeurs de pH (6, 8 et 9) est testé. Le système à pH 6 a été préparé avec le tampon

phosphate potassique (50mM), tandis que pour obtenir le pH 8 et 9, le Tris-HCl (50mM) est

utilisé.

III. Méthodes analytiques

1. Mesure de la biomasse

Le suivi de la croissance de Jonesia denitrificans BN13 est réalisé par mesure de la

biomasse à 600nm (SHIMADZU UVmin-1240V) (Boucherba et al., 2011).

2. Mesure de l’activité xylanolytique

Pour estimer l’activité xylanolytique, 100µl du surnagent ou des phases de séparation

sont mélangés avec 900µl de xylane de bouleau à 1% (m/v) préparé dans du tampon

phosphate potassique 50mM pH 7, le mélange est incubé à 50°C dans un bain marie pendant

10min (Wang et al., 2003).

Le dosage de l’activité xylanolytique est estimé par la détermination de la quantité de

sucres réducteurs libérés à partir du xylane. Les sucres ont été quantifiés par la méthode à

l’acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS, Annexe III), selon Miller (1959).
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En milieu alcalin et a chaud, l’acide 3,5-dinitrosalicylique (3,5-DNS) jaune est réduit

par les oses réducteurs en acide 3-amino5-nitrosalicylique rouge orangé (Fig. 07).

Fig. 07 : Réaction du DNS avec un sucre réducteur (Barbin, 2006)

La réaction enzymatique est arrêtée en ajoutant 1,5 ml d’une solution de

dinitrosalicylique DNS suivi d’un chauffage à 100°C pendant 5 mn.

En parallèle un témoin qui représente la solution de xylane de bouleau est incubée sans

le surnagent ou les phases de séparation à 50°C pendant 10mn, puis additionné avec 1,5 ml du

DNS et 100 µl du surnagent ou les phases de séparation

Après refroidissement, la lecture des absorbances est faite à 540 nm. La courbe

d’étalonnage est réalisée avec une solution de xylose à des concentrations respectives de 0 ;

0,3 ; 0,6 ; 0,9 ; 1,2 ; 1,5 (mg / ml) (Tableau II)

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

1992).

Tube 1 2 3 4 5 6

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

Tampon phosphate

potassique (µl) 1000 800 600 400 200 0

Concentration (mg /ml) 0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5
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A partir de chaque concentration, on prélève 100µl auxquels 900µl de la solution de

xylane de bouleau 1% sont ajoutés puis la réaction est arrêtée par addition de 1,5 ml de la

solution DNS, suivi d’un chauffage à 100°C pendant 5min, puis les tubes sont refroidis pour

effectuer les lectures d’absorbances a 540nm.

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

produit 1µmol de xylose par minute dans des conditions de la réaction cités ci dessus.

L’activité xylanolytique est calculée selon (Bailey et al., 1992)

Sachant que :

 Cx : concentration des sucres réducteurs du mélange réactionnel

(µmol/ml)

 Ct : concentration des sucres réducteurs du mélange témoin (µmol/ml)

 D : facteur de dilution.

 t : temps d’incubation (minutes)

3. Dosage des protéines

La détermination de la teneur totale en protéines est réalisée par la méthode de

Bradford (1976) en utilisant la solution de Bradford (Annexe III).

Deux méthodes sont utilisées : la macrométhode et la microméthode.

a) Macrométhode

Cette méthode permet de doser les protéines qui ont une masse comprise entre 0,2 et

1mg ∕ml (Bradford, 1976).

Le principe du dosage consiste à ajouter 100µl d’échantillon à 5ml de solution au bleu

de Coomassie. Après homogénéisation le mélange est mis en obscurité pendant 5minutes a

une température ambiante, la lecture est faite à 595nm.

ࢉ࢚࡭ ࢜࢏ é࢚࢏ ࢟࢒࢕࢔ࢇ࢒࢟࢞ ࢋ࢛࢚ࢗ࢏ ࢓/ࢁ) (࢒ = −࢞࡯) ࡯ )࢚ ࡰ / ࢚
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Les concentrations protéiques sont calculées à partir de la courbe d’étalonnage.

Gamme étalon :

Solution mère de BSA 1mg ∕ml 

Tableau III: Gamme d’étalonnage pour le dosage des protéines par la macrométhode

b) Microméthode

Cette technique consiste à doser des quantités des protéines comprises entre 2 et 10 µg

∕ml. Le principe est d’ajouter 800 µl d’échantillon à 200 µl de solution au bleu de Coomassie. 

Le mélange, après homogénéisation, est ensuite mis à l’obscurité a une température ambiante,

l’absorbance est mesurée à 595nm (Bradford, 1976).

Gamme étalon :

Solution mère de BSA a 10 µg ∕ml.

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

IV. Dialyse

Le principe de la dialyse (Fig.08) consiste à dessaler une solution protéique en

utilisant la capacité du soluté à franchir les pores d’une membrane semi-perméable

appelée membrane de dialyse

BSA (µl) 0 20 40 60 80 100

Eau déminéralisée (µl) 100 80 60 40 20 0

BSA (mg/ml) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

BSA (µl) 0 160 320 480 640 800

Eau déminéralisée (µl) 800 640 480 320 160 0

BSA (µg/ml) 0 2 4 6 8 10
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Fig. 08 : Schéma générale d’une dialyse (Rider et opperdoes, 2007)

La phase où on trouvé la meilleure activité xylanolytique est soumise à une dialyse

afin de se débarrasser des sels.

La membrane de dialyse (SARTORIUS), utilisée possède un seuil de coupure de 10

KDa, cette dernière est préalablement lavé avec de l’eau distillée afin d’éliminer les composés

soufrés et les métaux lourds résiduels.

La membrane traitée forme un boudin de dialyse rempli avec 10 ml de la dite phase

qui est immergé dans 500 ml du liquide de contre dialyse (tampon phosphate potassique

50mM, pH7).

L’ensemble est mis sous agitation pendant 1h à température ambiante, le dialysat

obtenu est conservé au réfrigérateur (4°C).

V. SDS-PAGE et zymogramme

Dans le but de voir le profil des protéines des surnageants de culture et afin de

visualiser l’activité xylanolytique dans le gel de séparation, nous avons choisi la technique

SDS-PAGE de (Laemmli, 1970) et la technique du zymogramme (Gallardo et al., 2004). Le

dispositif d’électrophorèse (Mini Protean II BIORAD) (Fig. 09) utilisé est conçu pour les

mini gels, il s’agit d’une cuve et d’une panoplie d’accessoires (peigne, espaceurs et un

dispositif pour couler le gel).
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Fig. 09: Cuve et accessoires du dispositif d’électrophorèse (Mini Protean II,

BIORAD).

Une plaque électrophorétique est préparée selon la procédure de (Laemmli, 1970), la

moitié du gel sert pour la réalisation de la SDS-PAGE et l’autre moitié est utilisée pour le

zymogramme afin de détecter l’activité xylanolytique.

Le gel de séparation à 12% d’acrylamide (Annexe III), contient 0,1% / (m/v) de xylane

du bouleau.

La réaction de polymérisation est initiée par addition de 70µl de persulfate

d’ammonium à 10 % puis accélérée par ajout de 20 µl de TEMED, le mélange est versé entre

deux plaques de verre séparées avec des espaceurs de 1 mm. Le gel de séparation occupe deux

tiers de la plaque, on verse 1ml d’un mélange éthanol-eau 50% (v/v). Après polymérisation on

élimine l’éthanol-eau puis un gel de concentration à 7,5% d’acrylamide (Annexe III), est

coulé au dessus du gel de séparation, un peigne est immédiatement inséré, au moment de

l’emploi le peigne est retiré et les puits sont lavés avec du tampon d’électrophorèse (Annexe

III).

Les échantillons sont préparés de la manière suivante : 150µl de l’interphase est

mélangé avec 40µL du tampon d’échantillon (Annexe III).
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Les marqueurs 7 µl (dual color BIORAD) et les dépôts sont de l’ordre de 15µL et

utilisés à une concentration de 0,009mg.

Le courant électrique est véhiculé par le tampon d’électrophorèse, la migration se fait

à 80 (V) dans le gel de concentration et 150 (V) dans le gel de séparation, 11 milli ampère

(mA) pendant 5h jusqu'à ce que le bleu de bromophénol soit à 1 cm du bord inférieur de la

plaque (Laemmli, 1970).

La visualisation du profil de migration se fait après le traitement du gel comme suite :

Après démoulage, le gel est rincé par l’eau distillée puis coupé en deux portions, la

moitié du gel qui sert pour la réalisation de la SDS-PAGE est trempé pendant une heure dans

une solution de fixation et de décoloration (Annexe III).

Le gel est rincé par l’eau distillée puis coloré dans la solution de bleu de Coomassie

R250 sous faible agitation pendant une nuit.

Le gel est par la suite trempé dans la solution de décoloration et de fixation jusqu'à

apparition de bandes protéiques colorées en bleu sur fond transparent.

La masse moléculaire de la xylanase est déterminée en utilisant la courbe d’étalonnage

Log PM = f (Rf)

Rf = Rapport frontal qui est calculé selon la formule suivante :

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

suivants :

 Immersion dans une solution de Triton X-100 à 2.5% (m/v) pendant 30mn ;

 le gel est débarrassé du Triton X-100 par rinçage à l’eau distillée puis une

incubation dans du tampon phosphate 50mM à pH 7 à 50°C pendant 20mn ;

 Coloration au rouge de congo (0,1%) pendant 15 mn ;

 Lavage avec une solution de NaCl à 1M ;

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

augmenter le contraste (Gallardo et al., 2004).(Page 27 matériels et méthodes)
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Résultats et discussions

I. Préparation des milieux MM7 liquides

Après l’ensemencement du milieu MM7 solide à base de xylane de bouleau avec la

souche Jonesia denitrificans BN13 et son incubation à 37 °C, la souche se développe au bout

de 5 jours (Fig. 10), la production de xylanases extracellulaires se traduit dans le milieu par la

formation de zones claires autour des colonies (Fig. 11) (Boucherba, 2011).

la souche Jonesia denitrificans BN13 se développe au bout de 48h d’incubation à

37°C selon les travaux de (Boucherba et al., 2011), dans notre cas la souche se développe au

bout de 5 jours, cela peut être expliqué par le fait qu’elle soit conservée pendant 6 mois à 4 °C

ce qui nécessite un temps d’adaptation, l’absence de zones claires autours des colonies est du

probablement à une perte partielle de l’activité xylanolytique.

La mesure de la biomasse est effectuée à 600nm tandis que le profil de production de

la xylanase est effectué à 540nm.

Les résultats obtenus sont donnés dans le Tableau V

Fig. 10: Colonies de la souche de

Jonesia denitrificans BN13

(présent travail).

Fig. 11: Colonies de la souche Jonesia

denitrificans BN13 entourées de zones

d’hydrolyse du xylane de bouleau.

(Boucherba, 2011).
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Tableau V: Mesure de la biomasse et l’activité xylanolytique.

Temps

d’incubation

37°C

Paramètres

1 jour 2 jours 5 jours 6 jours

DO (600nm) 0,942 1,984 2,520 1,725

Activité xylanolytique

(U/ml)
0,016 0,155 0,699 0,220

Une augmentation de la biomasse est observée en fonction du temps, après 5 jours on

obtient une biomasse maximale de 2,520 qui correspond à une activité xylanolytique de

0,699U/ml, cette dernière est faible par apport aux activités obtenues par Boucherba et al. en

2011, cela peut être expliqué par l’absence d’un incubateur agitateur (shaker), vu que

l’activité xylanolytique est optimale à une agitation de 100 rpm (Boucherba et al., 2011).

la valeur de l’activité est très faible en comparaison avec la pluspart des travaux

décrits chez les souches d’actinomycètes (Wang et al., 2003).

L’activité xylanolytique détectée chez Bacillus sp. MK001 est égale à 1190U/ml

(Kapour et al., 2008), Trichoderma reesei a montré une activité de 257 U/ml (He et al.,

2010) et Hmida-Sayari et al. (2012) ont testé la production d’une xylanase chez Aspergillus

niger US368 qui a donné une activité 14,5U/ml, cependant une activité de 0,39 U/ml a été

rapportée chez Aspergillus terrus et Rhizopus oryzae (Geweely et al., 2011 ; Bakir et al.,

2001) comparaison au actinomycètes (Tableau VI).
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Tableau VI : Production de xylanase par le genre Jonesia et Streptomyces

Microorganismes Substrats Conditions de

culture

Activités

(U/ml)

Références

Jonesia denitrificans

BN13

Xylane de

bouleau, 7 g/l

300 ml dans des

erlens de 500ml

sans agitation, 37

°C, pH 7, 5 jours

0,7 Le présent travail

Jonesia denitrificans

BN13

Xylane de

bouleau, 7 g/l

fermenteur de 4 L

, 37 °C, pH 7, 2

jours

10,80 Boucherba et al.,

2011

Streptomyces sp.

AMT-3

Xylane de

bouleau, 10 g/l

Erlen sous

agitation, 30 °C,

pH 7.0, 10 jours

10,30 Nascimento et al.,

2002

Streptomycessp.

QG113

Xylane de

bouleau, 10 g/l

Erlen sous

agitation, 37°C,

pH 8, 5 jours

7,50 Beg et al., 2000

Streptomyces sp.

Ab106

xylane, 10 g/l fermentation de

4L , 55 °C, pH

7,5, 5 jours

8 Techapun et al.,

2002

Streptomyces

actuosus

Son de riz, 50

g/l

37°C, pH 5, 4

jours

11,60 Wang et al., 2003

Streptomyces

malaysiensis

Xylane de

bouleau, 10 g/l

Erlen sous

agitation, 30 °C,

pH 7, 6 jours

11,90 Nascimento et al.,

2002

II. Résultats des méthodes analytiques

La courbe d’étalonnage pour le dosage des sucres réducteurs est montrée dans la

Figure 11.
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Fig. 12 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des sucres réducteurs.

La détermination de la concentration des protéines est effectuée par deux courbes

d’étalonnage, la première est indiquée dans la Figure n° 13 et la deuxième est indiquée dans

la Figure n° 14.

Fig. 13 : Courbe d’étalonnage pour la macrométhode
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Fig. 14 : Courbe d’étalonnage pour la microméthode

III. Résultats du système à deux phases aqueuses (SDPA)

1. Récupération des phases du système à deux phases aqueuses (SDPA)

Après l’application du SDPA pendant 1h, trois phases sont obtenues : la phase

supérieure (PS), l’interphase (IP) et la phase inférieure (PI), le Tableau VII indique les

volumes récupérés à partir de chaque phase.

On constate qu’à partir de 20 ml du milieu de culture, un volume de 5,5ml est obtenu

dans l’interphase du système PEG 4000 (14%) / K2HPO4 ; ce qui veut dire qu’on a concentré

le milieu 3,63 fois, cette concentration peut être obtenue au laboratoire en utilisant la

technique d’ultrafiltration sur membrane, cette dernière est difficilement transposable à

l’échelle industrielle, vu qu’elle présente plusieurs inconvénients citons :

 Problème de colmatage et de la mauvaise distribution des pores au niveau de la

membrane ;

 Technique couteuse ;

 Nécessité du nettoyage des membranes et parfois leurs remplacement par des

membranes neuves.

Le SDPA est par contre facilement applicable à l’échelle industrielle vu qu’il permet

une concentration du milieu de culture en une seule étape, il permet aussi une séparation

rapide avec peu de dénaturation (les solvants organiques ne sont pas utilisés).
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Tableau VII : Résumé des volumes des différentes phases obtenues.

PEG 4000

(%, m/v)

Phase supérieure

(ml)

Interphase

(ml)

Phase inférieure

(ml)

Facteur de

concentration

(Volume

initiale/volume

d’intrephase).

10 4 7 13 2,85

12 7,5 12 49 1,66

13 6 10 43 2

14 8,5 5,5 36,5 3,63

15 9 7 38 2,85

2. Optimisation du SDPA

a) Effet de la concentration du PEG 4000 sur la répartition des xylanases

Après la réalisation des 5 systèmes avec des concentrations du PEG 4000 allant de 10

à 15%. Il ya eu formation de trois phases bien distinctes, la phase supérieure, l’interphase et la

phase inférieure. (Fig. 14) ces résultats concordent avec les travaux Kaul (2000).
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PS : Phase supérieur,PIP : Interphase,PI : Phase inférieur

a) PEG 4000 (10%) / K2HPO4 (13%), NaCl 0,1M.

b) PEG 4000 (12%) / K2HPO4 (13%), NaCl 0,1M

c) PEG 4000 (13%) / K2HPO4 (13%), NaCl 0,1M

d) PEG 4000 (14%) / K2HPO4 (13%), NaCl 0,1M

e) PEG 4000 (15%) / K2HPO4 (13%), NaCl 0,1M

Fig. 15 : Formation de trois phases.

PI

PS

PIP

(a) (b) (c)

(d) (e)
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Le calcul des différents paramètres après SDPA est montré dans le Tableau VIII.

Tableau VIII : Paramètres mesurés après SDPA.

FP : facteur de purification, Y : rendement, K : coefficient de partage, R : rapport volumique.

S1: PEG 4000 (10%)/ K2HPO4 (13%), NaCl 0,1 M à pH 7

S1: PEG 4000 (12%)/ K2HPO4 (13%), NaCl 0,1 M à pH 7

S1: PEG 4000 (13%)/ K2HPO4 (13%), NaCl 0,1 M à pH 7

S1: PEG 4000 (14%)/ K2HPO4 (13%), NaCl 0,1 M à pH 7

S1: PEG 4000 (15%)/ K2HPO4 (13%), NaCl 0,1 M à pH 7

Paramètres

Systèmes

Phases

Activité

xylanolytique

U/ml

Activité

spécifique

U/mg

FP Y % K R

S1
Supérieure 0,025 0,077 0,100

29,32 1,55 0,411Interphase 0,205 0,980 1,340

Inferieure 0,107 0,690 0,940

S2
Supérieure 0,005 0,027 0,030

13,30 1,50 0,212Interphase 0,093 0,540 0,730

Inferieure 0,057 0,375 0,510

S3

Supérieure 0,226 0,933 1,270

60,22 1,65 0,204Interphase 0,421 2,014 2,750

Inferieur 0,029 0,174 0,230

S4

Supérieure 0,096 0,300 0,410

27,32 1,95 0,122Interphase 0,191 1,079 1,470

Inferieure 0,103 0,616 0,840

S5

Supérieure 0,0031 0,140 0,190

47,21 4,64 0,106Interphase 0,330 1,918 2,620

Inferieure 0,040 0,253 0,340
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Dans notre étude le PEG 4000 (13%) / K2HPO4 (13%), NaCl (0.1M) est le meilleur

système affichant une activité xylanolytique de 0,421 U/ml, une activité spécifique de 2,014

U/mg et un rendement de 60,22 %.

Yang et al. En 2008 ont rapporté approximativement les mêmes résultats en utilisant

le système PEG 4000 à 12.5 % / (NH4)2SO4 à 25 %.

Selon les résultats mentionnés dans le tableau VIII si dessus, on remarque que dans

tous les systèmes, la meilleure activité xylanolytique est toujours retrouvée dans l’interphase

ou les xylanases sont concentrées, avec des rendements plus au moins élevés, ce qui en accord

avec les travaux de Johansson et Hartman (1976) ; et Kula et al. (1982) et Kaul (2000).

Les xylanases sont généralement partitionnés dans la phase supérieure bien que dans

un certains nombres de cas, un dépôt partiel de l’enzyme a été observé à l’interphase

(Yasinok et al., 2010).

Les études de Duarte et collaborateurs menées en 1999 ont prouvé l’existence des

xylanases dans la phase inférieure du SDPA avec un FP de 33, appliqué pour le milieu

ensemencé par Bacillus pumilus.

D’autre part Antov et al. (2006) ont obtenu un rendement de 85,6 % dans la phase

supérieure du SDPA appliqué pour le milieu ensemencé par Polyparus squamasus.

On remarque aussi qu’en augmentant la concentration du PEG 4000, le coefficient de

partage augmente, contrairement au rapport volumique qui diminue.

Cependant, l’équipe de Kulkarni et collaborateurs (1999) ont trouvé qu’une

augmentation du PEG 6000 dans une gamme de 6 à 20% engendre la diminution du

coefficient de partage.

Concernant le rapport volumique, il augmente avec l’augmentation de la concentration

du PEG (Yang et al., 2008 ; Garai et Kumar, 2013)

Le Tableau VIII présente quelques exemples d’extraction des xylanases en utilisant le

SDPA.



Résultats et discussion

37

Tableau IX : Exemples d’extraction des xylanases par divers SDPA

-: Donnée inconnue.

b) Effet du pH sur le partage des xylanases

Le système PEG 4000 (13%) / K2HPO4 (13%), NaCl 0,1M est optimisé en variant les

valeurs du pH.

Il y a eu formation de deux phases à pH 6 et 8, tandis qu’à pH 9, il y a eu formation

de deux phases et une interphase (Fig. 15).

Souches ATPS K FP R(%) pH Références

Bacillus
pumilus SBM13

PEG 4000 (60%) /
KH2PO4/K2HPO4

(40%)
- - 70 7,5

Yasinok et al., 2010

Aspergillus
candidus

PEG 4000 (8,66 %)/
NaH2PO4 (22,4%) 8,41 - 88,1 -

Garai et Kumar.,
2013

Paecilomyces
thermophila J18

PEG 4000 (12,5%)/
(NH4)2SO4 ( 25%) 5,54 98,7 7,2

Yang et al.,
2008.

Bacillus
pumilus

PEG 4000 (16%)/
K2HPO4 (10%) 36,6 - - -

Bim et Franco.,
2000(13)

Polyporus
squamosus

PEG 4000 (10%)/
(NH4)2SO4 (20%) 11,26 4,58 79,76 4,2

Antov et al.,
2006(2006poly)
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(a) (b) (c)

a) PEG 4000 (13%)/ K2HPO4 (13%), NaCl 0,1 M à pH 6

b) PEG 4000 (13%)/ K2HPO4 (13%), NaCl 0,1 M à pH 8

c) PEG 4000 (13%)/ K2HPO4 (13%), NaCl 0,1 M à pH 9

Fig. 16: Image montrant les phases après optimisation du pH.

Les différents paramètres du PEG 4000 (13%) / K2HPO4 (13%), NaCl 0,1M à

différents pH sont ensuite calculés (Tableau IX).
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Tableau X: Paramètres mesurés après application du système PEG 4000 (13%)/K2HPO4

(13%), NaCl 0,1M.

Système PEG

13%/K2HPO4

(13%), NaCl

0,1M

Phases
Activité de la xylanase

en U/ml

Activité spécifique en

U/mg

Rendement

Y %

PH 6

Supérieure 0,077 0,50

18,16

Inferieure 0,127 0,486

PH 7

Supérieure 0,226 0,933

60,22Interphase 0,421 2,014

Inferieur 0,029 0,174

PH 8

Supérieure 0,011 0,032

13,59

Inferieur 0,095 0.384

PH 9

Supérieure 0,091 0,279

13,01Interphase 0,088 0,488

Inferieur 0,038 0,255

Selon les résultats du Tableau IX, l’activité xylanolytique à pH 6 est meilleure dans la

phase inferieure tandis qu’à pH 9, elle est principalement détectée dans la phase supérieure.

Selon (Ramyadevi et al., 2012), les enzymes sont chargées négativement dans un

milieu basique donc elles sont plus susceptibles d’être concentrés dans la phase supérieure ce

qui explique la meilleur activité xylanolytique (0.091U/ml) du système PEG 4000 (13%) /

K2HPO4 (13%), NaCl 0,1M à pH 9 dans la phase supérieure, tandis que dans un milieu acide

les enzymes sont chargées positivement ce qui entraine leurs précipitations vers la phase

inferieure comme le cas du système PEG 4000 (13%) / K2HPO4 (13%), NaCl 0,1M à pH 6

dont l’activité xylanolytique est de 0,127 U/ml.
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Garai et kumar (2013) ont augmenté le pH du système de 6 à 7, ils ont observé que

l’activité enzymatique augmente de 0,127 à 0,421 U/ml, et a partir d’un pH de 7 jusqu’à 9 , ils

ont remarqué que l’activité enzymatique diminue jusqu’à 0,091U/ml.

Selon (Kaul, 2000), l’augmentation du pH induit à un changement de la répartition

des composés du SDPA ce qui explique que le système à pH 8 est peut être considéré comme

un mauvais mélange à cause de la formation de deux phases au lieu de trois.

Le rendement le plus élevé reste toujours celui du système PEG 4000 (13%) / K2HPO4

(13%), NaCl 0,1M à pH 7.

IV. Caractérisation électrophorètique sur SDS-PAGE et réalisation du

zymogramme

Après extraction par SDPA, le profil des migrations sur SDS-PAGE montre

l’existence d’une seul bande protéique ayant un poids moléculaire de 26,85 KDa (Fig. 17 ;

Fig. 18), le zymogramme révèle qu’il s’agit d’une xylanase qui en réalité correspond a la

xylanase 6 retrouvée dans le surnagent de culture de Jonesia denitrificans BN13 selon les

travaux de Boucherba (2011) (Fig. 16).
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A : Profil de migration des protéines de l’interphase

M : Marqueur protéique (dual color BIORAD)

C : Zymogramme.

Fig.17: Profil de migration des protéines sur SDS-PAGE et mise en évidence des

xylanases par zymogramme.

Fig.18 : Courbe d’étalonnage des marqueurs pour l’estimation du poids moléculaire.

La xylanase purifié dans cette étude appartient aux xylanases de faible poids moléculaire

(˂30KDa). 
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Le Tableau XI illustre une comparaison entre les xylanases produites par Jonesia denitrificans

BN13 et celles produites par d’autres souches.

Tableau XI: Comparaison entre les poids moléculaires de la xylanase de Jonesia

denitrificans BN13 et ceux de quelques microorganismes.

Souche PM (KDa) SDPA Références
Jonesia
denitrificans BN13

26,85 PEG 4000 (13%)/
K2HPO4 (13%), NaCl
0,1M

Présent travail

Bacillus pumilus
SB-M13

24,8 PEG 4000, phosphate de
potassium

Yasinok et al., 2010

Bacillus
amyloliquefaciens

11 PEG 6000, phosphate de
potassium

Teotia et al., 2001

Aspergillus niger 24 PEG 6000, phosphate de
potassium

Teotia et al., 2001

Trichoderma
reesei

21 PEG 6000, phosphate de
potassium

Teotia et al., 2001

Paecilomyces
thermophila J18

26 PEG 4000,(NH4)2SO4 Yang et al., 2008
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Conclusion

Dans notre travail, la production des xylanases par Jonesia denitrificans BN13 dans un

milieu MM7 liquide à base de xylane de bouleau est suivie à une température de 37°C et à pH

7, la meilleure activité xylanolytique est de 0,699 U/ml.

L’extraction des xylanases est obtenue dans l’interphase du système optimisé, il

s’agit du PEG 4000 (13%) (m/ v) /K2HPO4 (13%), NaCl 0,1M à pH 7.

L’analyse du profil de migration des protéines sur SDS-PAGE et l’analyse du

zymogramme révèle la présence d’une xylanase possédant un poids moléculaire de 26,85

KDa.

Afin de poursuivre ce travail, il est recommandé d’entreprendre les études qui suivent :

 Utiliser des déchets agricoles comme source de carbone, car le xylane

de bouleau et le xylane d’épeautre et d’avoine, qui sont communément utilisés comme

substrats pour la production des xylanases, sont couteux. L’utilisation efficace de tels

coproduits déchets agricoles résout des problèmes tant sur le plan économique et

environnemental (ce travail a été entamé dans cette étude mais malheureusement les

problèmes de contaminations par des champignons ont entravé sa réalisation).

 Utiliser une étuve agitatrice (Shaker) car l’agitation augmente la

production des xylanases selon Boucherba, (2011).

 Suivre la production de cellulases, de laccases et de xylanases

simultanément et appliquer le système adéquat pour les récupérer.

 Optimisation du SDPA, pour une utilisation à l’échelle industrielle en

jouant sur les differents facteurs qui influencent sur la répartition, tels que le poids

moléculaire du PEG, la concentration de K2HPO4 et le changement du type de sel.
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Annexe I

Appareillage

 Etuve à 37°C (Memmert) ;

 Spectrophotomètre (SHIMADZU UV min-1240V) ;

 Balance (Scouttm pro) ;

 Balance (Ae ADAM AFA-120LC) ;

 Bain marie (Memmert) ;

 Bain marie (GFL) ;

 Centrifugeuse (Sigma 2-16K) ;

 pH mètre (HANN pH210) ;

 Dispositif d’électrophorèse (protean II, BIORAD)
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Annexe II

Les milieux de cultures

 milieu MM7 solide :

Xylane de bouleau (fluka)……………………………….0,7g

Extrait de levure (mikrobiologie)………………………..0,2g

NaCl (biochem)………………………………............. 0,25g

NH4Cl (cheminova)………………………………...........0,5g

KH2PO4 (cheminova)………………………………........1,5g

Na2HPO4 (VWR PROLABO)……………………………..3g

MgSO4, 7H2O (biochem)...........................................0,025g

Agar...............................................................................1,5g

L’eau distillée …………………qsp……………… …100ml

 milieu MM7 liquide

Xylane de bouleau (fluka)……………………………….7g

Extrait de levure (mikrobiologie)………………………..2g

NaCl (biochem)………………………………............. 2,5g

NH4Cl (cheminova)………………………………...........5g

KH2PO4 (cheminova)………………………………........5g

Na2HPO4 (VWR PROLABO)…………………...…….30g

MgSO4, 7H2O (biochem).............................................0,25g

L’eau distillée …………………qsp……………..…1000ml

Tout les milieux de culture ont été agité, réchauffé, ajusté (pH 7), autoclavé à 120°C, en suite

refroidi.



Annexe III

Préparation des réactions chimiques

 Dosage des sucres réducteurs

Solution d’acide dinitrosalicylique (DNS)

DNS…………………………………………10g

Soude………………………………………..16g

Tartrate de potassium sodique……………300g

Eau distillée……………qsp…..………..1000ml

La solution est préparée dans l’obscurité puis filtrée et conservée dans des flacons couverts

d’aluminium

 Dosage des protéines

Solution de bleu de Coomassie :

Bleu de coomassie G250……………….10mg

Ethanol……………………………………5ml

Acide phosphorique (85%)………………10ml

Eau distillée…………..……qsp……… 100ml

 Préparation des solutions d’électrophorèse en conditions dénaturantes (SDS-

PAGE)

1. Préparation des tampons

a) Tampon de séparation

Tris-HCl…………………….…….……..72,7g

SDS……………………….……….……...1,6g

β-mercaptoéthanol………………..……….0,8g 

Eau distillée………………qsp……….….200ml

Ajuster le pH à 8,8 avec HCl concentré
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b) Tampon de concentration

Tris-HCl………………………………….12,114g

SDS ………………………………………….0,8g

β-mercaptoéthanol………………………….400µl 

Eau pure……………………………qsp…..200ml

Ajuster le pH à 6,8

c) Tampon de migration

Tris………………………………………… 1,06g

Glycine……………………………………...5,04g

β-mercaptoéthanol………………………….175µl 

SDS………………………………………….0,35g

Eau distillée………………...qsp…………..350mL

Ajuster le pH à 8,3

d) Tampon d’échantillon

Tris-HCl…………….....................……….1,892g

EDTA……………………………………..0,007g

ᵦ-mercaptoéthanol …………………………0,4ml

SDS………………………………….………1,16g

Bleu de bromophénol……………………...0,025g

Glycérol………………………………...…...12,5g

Eau pure……………………………qsp……50ml

Ajuster le pH à 6,8 avec du HCl concentré

e) Solution de fixation

Acide acétique…………………………..…….5%

Alcool (éthanol)……………………………..30%
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f) Solution de coloration

Acide acétique………………………………………10%

Alcool (ethanol)……………………….……………40%

Bleu de coomassie R250……………….............2,9mM

2. Préparation des gels de séparation et de concentration

a) Gel de séparation :

Solution d’acrylamide/Bisacrylamide (29 :1)……2,5ml

Tampon de séparation…………………………….5,2ml

TEMED…………………………………………….20µl

Persulfate d’ammonium……………………………70µl

xylane de bouleau……………………….…………0,8ml

Eau pure……………………..…qsp……………..12,5ml

b) Gel de concentration 7,5% :

Solution d’acrylamide/Bisacrylamide (29 :1).........2,5ml

Tampon de concentration……………..……………2,5ml

TEMED……………………………………………...10µl

Persulfate d’ammonium……………….……………100µl

Eau pure…………………..qsp………….................10ml



Résumé

L'objectif du présent travail est d’extraire les xylanases produite par la souche Jonesia

denitrificans BN13 en utilisant le système à deux phases aqueuses, le meilleur système obtenu

est celui contenant 13% (m/ v) de PEG 4000, 13% (m/ v) de K2HPO4 et 0,1M de NaCl à pH

7, dans l’interphase du système, le coefficient de partage est de 1,65, le facteur de purification

obtenu est de 2,75 et le rendement est de 60,22%.

L’analyse du profil de migration des protéines de l’interphase sur SDS-PAGE confirme la

présence d’une seule bande protéique ayant une masse moléculaire de 26,85KDa et le profil

du zymogramme révèle qu’il s’agit bien d’une xylanase.

Mots Clés : système à deux phases aqueuses, PEG4000, xylanase, Jonesia denitrificans

BN13, xylane de bouleau.

Abstract

The aim of the present work is the extraction of Jonesia denitrificans BN13 xylanases using

the aqueous two phases system (ATPS). The best one is composed by 13% PEG 4000 / 13%

K2HPO4 / 0.1 M NaCl, pH 7, the yield is about 60.22% of the xylanolytic activity which is

found in the interphase, the partition coefficient (K) is 1.65 and a purification factor is 2.750,

theses xylanases were analysed by SDS-PAGE and Zymogram, one xylanase with molecular

weight of 26.85KD is obtained.

Keys words: ATPS, PEG 4000, xylanase, Jonesia denitrificans , birchwood xylan.
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