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Introduction

Les Xylanes sont des hémicelluloses considérées comme deuxiemes polysaccharides
abondants dans la nature apres la cellulose ( Shanthi et al., 2015). L’hémicellulose le plus
retrouvé dans les parois cellulaires végétales est le xylane ; ce dernier est également abondant
dans les co-produits agro-alimentaires (Collins et al., 2005).

Les xylanases peuvent étre utilistes dans divers applications industrielles telle que
I"industrie papetiére, la panification, I'industrie du jus et la fabrication des bio-carburants
verts (Abo-state et al., 2013).

L’Endo-1, 4-B-xylanase (Endo-B-1, 4-xylane, xylanohydrolase, EC.3.2.1.8, généralement
appelé xylanase), est une enzyme qui dégrade le xylane aéatoirement et produit des
xylooligosaccharides, xylobiose et xylose. Elle est principaement produite par les
microorganismes (Ingale et al., 2014).

Les microorganismes les plus étudiées sont des bactéries car elles sont tres facile a
cultives par rapport aux mycetes (Shanthi et Roymon., 2015), la plus part de xylanases
bactériennes sont thermostables et acalines (Subramaniyan et Prema, 2002), utilise dans
les applications industrielles qui exige des enzymes thermostables et alcalines comme
I"industrie papetiére.

La méthode traditionnelle d'optimisation utilisée est celle variant un seul facteur alafois,
elle nécessite beaucoup de temps et nombre élevé d expériences. L’ une des méthodes les
plus efficaces pour optimiser la production des xylanases est la surface de réponse
méthodologie. Ces dernieres années la MRS a été utilise dans divers domaines
bi otechnol ogiques et biochimiques (Bas et Boyaci., 2007 ; Kanagasabai et al., 2013).

Afin que les processus biotechnologiques soit rentables, il est intéressant d’ optimiser les
composants des milieux de production et les conditions de fermentation a savoir les
parameétres physico-chimiques et nutritionnels pour obtenir les rendements les plus élevés en
enzyme. Cette technique permet un criblage rapide d'un nombre élevé de facteurs, il est
possible d’ éudier les interaction entre les variables, elle donne le rdle de chaque facteur et les
résultats prédictifs donnent des réponses et les niveaux possibles des variables (Cui et al.,
2012).

L’ objectif de la présente étude est d’ optimiser la production des xylanases de Bacillus
oceanisediminis en utilisant le plan de Plackett-Burman et le plan d’ expérience (Box-
Behnken).
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|- Xylanes

Les xylanes sont des polysaccarides que |'on retrouve dans les parois cellulaires
végétales. Ce sont les hémicelluloses majoritaires des céréales et des monocotylédones et du
bois tendre et dur, ils peuvent représenter 15 a 40% de la matiére seches de céréaes (fry,
1988). Ils sont composés d’une chaine principale de résidus B-D-xylopyranose reliés par des
liaisons B (1-4). Sur cette chaine sont greffées des ramifications qui sont variables selon
I’ espéce végétale. Certains de ces résidus xylose, portent des groupements acétyles, Méthyles,
méthylglucuronyles ou arabinofuranosyles qui forment alors des chaines latéraes (Mirande,
2009)
Lafigure s dessousillustre la structure générale du xylane

Fig 01: Structure générale du xylane (Wong et al., 1988)

[1-Enzymes xylanolytiques

Les enzymes xylanolytiqgues commerciales sont toutes d origine microbienne, elles
peuvent étre produites par les bactéries, les levures et les moisissures. Les xylanases
bactériennes ont été isolées en particulier a partir du genre Bacillus ( Lama et al., 2004) ,mais
les plus étudiées et les mieux caractérisées sont les xylanases d'origine fongique, parmi
lesquelles celles d’ Aspergillus (Esteban et al., 1982 ; Khanum et al., 2011).

Lafonction principale de ces enzymes est d’ hydrolyser I’ hémicellulose, un type de fibre
contenue dans la paroi des cellules végétales. Au cours de ces réactions d' hydrolyse, un des
composants des hémicelluloses, le B-1,4-xylane, s’hydrolyse en xylose qui est un ose simple
(Wong et al., 1988).

II-1-Endo-1,4- B - xylanase
L’endo-1,4-B-xylanase (B-1,4- xylanohydrolase de D-xylane (EC 3.2.1.8)) coupe les
liaisons glycosidiques dans la chaine principale du xylane, provoquent ainsi  une réduction du

degré de polymérisation du substrat (Wong et al., 1988).
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Les endoxylanases ont été classées de plusieurs manieres. Wong et collaborateur en 1988
ont classé les xylanases en deux types, selon les produits finaux de la réaction: les enzymes
non-débranchantes, ce qui n'hydrolysent pas les 1,3- L-arabinofuranosyl, et ne libérent pas
I'arabinose, et les enzymes de débranchement, qui liberent I'arabinose. Chez certaines especes
les deux types de xylanases existent ce qui permet une hydrolyse efficaces du xylane; Wong
et collaborateur en 1988 ont également classés les endoxylanases en fonction de leurs
propriétés physico-chimiques et poids moléculaire (PM) et point isoélectrique (P1). Ils ont été
divisés en deux groupes. celles avec un point isoélectrique basique, et un PM <30 kDa, et
celles avec un point isoélectrique acide avec un PM > 30 kDa.

Les endoxylanases possédent des activités maximales entre 40 et 80°C, et entre un pH de
42a6,5(Wonget al., 1988).

I1-2-B - D-Xylosidases

Les - B -1,4 -xylohydrolases de D-xylane EC (3.2.1.37) peuvent étre classifiées selon leurs
affinités. Celles qui hydrolysent le xylobiose sont appelé xylobiases et celles qui hydrolysent
les xylooligosaccharides sont appelées exo B-1-4-xylosidases, mais en général, on appelle
xylosidases les enzymes qui hydrolysent les petits xylooligosaccharides et le xylobiose,
libérant les résidus B-D-xylopyranosyl a partir de I’extrémité non-réductrice. ( Biely, 1985).
[11-Bactéries productrices de xylanases

Une grande variété de microorganismes (bactéries, levures, moisissures et protozoaires)
produisent des enzymes xylanolytiques (Collins et al., 2005). Parmi les bactéries productrices
de xylanases, citons |le genre Bacillus.

I11-2-Bacillus oceanisediminis H2" isolé a partir des sédiments marins

Les cellules sont de 0,6 a 0,8 millimétre de largeur et de 2 ou 3 millimétres de longueur,
Gram positif, aérobies, bacilles arrondies a la partie terminale, ils peuvent se retrouvér en
formes isolés, en paires et des fois formants des chaines courtes, les cellules contiennent des
endospores subterminales, paracentrales ou centrales. Apres 24 h d’'incubation a 37 °C sur
gélose, les colonies sont de couleur crémes, |égérement convexes au centre, lisses, rondes et
ont un diametre de 1 a 3 millimetres; les bords sont habituellement irréguliers avec des
projections aigués qui peuvent devenir rhizoides. Bacillus oceanisediminis se développe de 4
a 45 °C (avec un optimum de 37 °C) et un pH de 6 a 10 (optimum pH 7,0) et en présence de
0 a 13% de NaCl. Les tests sont positifs pour la catalase, I’oxydase, la B- dihydrolase de

galactosidase et d'arginine, mais négatif pour la lipase, la désaminase de phénylaanine et
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I"uréase, le nitrate est réduit. L’indole et le test au rouge méthyle et au Voges-Proskauer est
positif, le sulfure d'hydrogéne n'est pas produit (Zhang et al., 2010) .
L’ arbre phylogénétique montrant la position de Bacillus oceanisediminis H2" est donné ci-

dessous

Bacillus bataviensis LMG 21833’ (AJ542508)

Bacillus soli LMG 21838’ (AJ5426513)

Bacillus novalis LMG 21837' (AJ542512)

Bacillus vireti LMG 21834 (AJ542509)

Bacilius niacini IFO 15566 (AB021194)

ssl— Bacillus drentensis LMG 21831 (AJ5425086)

— —— Bacillus pocheonensis Gsoil 420 (AB245377)

Bacillus foraminis CV83' (A)J717382)

ar r Bacillus jeotgali YKJ-10 (AFQQ1_06|)

mo[l: Bacillus selenatarsenatis SF-1 (AB262082)
69— Bacillus boroniphilus T-15Z (AB198719)

[ Bacillus methanolicus C1 (X64465)

9 Bacillus subtilis NCDO 1769 (X60648)
Bacilius flexus IFO 16715 (AB021185)
N Bacillus asahii MA0O1" (AB109209)

99 Bacillus butanolivorans K9' (EF206294)

67 Bacillus firmus |AM 12464 (D16268)
sarl__ Bacillus oceanisediminis H2' (GQ292772)
Bacillus infantis SMC 4352-1" (AY904032)
Bacillus lentus 1AM 12466" (D16272)
Falsibacillus paliidus CW 7' (EU364818)
Bacillus kribbensis BT080' (DQ280367)
Bacillus circulans ATCC 4513" (AY043084)
Bacillus benzoevorans DSM 391" (D78311)

%5 | Bacillus nealsonii FO-92" (AF2348863)
L Bacillus siralis DSM 13140' (AF071858)

—
0.005

Fig 02 : Arbre” Neighbour-joining” basé sur la séquence du 16S RNAr montrant la relation

entre la souche H2T et les souches apparentés du genre Bacillus la valeur du Bootstrap >
50% avec 0,0005 substitution par nucléotide (Zang et al., 2010).

[11-3-Bacillus oceanisediminis SJ3 isolé a partir d’un sol dejardin algerien
Bacillus oceanisediminis SJ3 est une bacteries Gram positif, sporulée, et aérobie (voir

tableau 1), la souche a été isolée a partir d’'un sol de jardin par Boucherba et collaborateurs en

2015. L’arbre phylogénétique de celle-ci est donné dans la figure 03.
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Tableau |: Propriétés morphologiques, physiologiques et biochimiques de la souche SJ3

(Boucherba et al., 2016).

Characteristiques

Bacillus oceanisediminis SJ3

Source d'isolent
Mobilité
Morphologie
Gram
Temperature de croissance
Optimum
Intervalle
pH de croissance
Optimum
Intervalle
NaCl (%)

Indole

Rouge de Methyle
V oges-proskauer
Catdase
Glycerol
Erythritol
D-arabinose

L -arabinose
Ribose

D-xylose
Galactose
glucose
Fructose
D-mannose
Mannitol
Sorbitol
Cellobiose
Maltose

Lactose
Saccharose

Inuline

Sol

+

Bacillus formant des Spore

+

37
25-45

6-9
0-12

+ + o+ o+

Synthése bibliograehigue
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Fig 03 : Arbre Neighbour-joining basé sur la séquence du ARNr16S montrant larelation entre
la souche SJ3 et les souches apparentées du genre Bacillus communication personnelle.
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| V-Paramétresinfluencant la production des xylanases

|V-1- Taux d’inoculation

Un certain taux d'inoculation est nécessaire pour maintenir I'équilibre entre la biomasse
cellulaire et les nutriments disponibles afin d’ obtenir la meilleure production enzymatique.

Une faible activité enzymatique obtenue avec un taux dinoculum élevé pourrait résulter
d'une consommation nutritive rapide. D’ ailleurs, un taux éevé dinoculum n'est pas préconisé
dans une application industrielle. La plupart des chercheurs ont rapporté I'utilisation de 1,0-
2,0 % (v/v) d'inoculum pour une bonne production de xylanases. (Nagar et al., 2012; Sanghi
et al., 2009).
V-2- Température et tempsd’incubation

La température optimale pour la production d'enzymes par une bactérie peut changer
puisquelle est susceptible d'affecter sa croissance. Le temps optimum d'incubation peut
dépendre de plusieurs facteurs comprenant la souche. L’ éude des différentes températures de
culture a montré que la production d'enzymes la plus élevée est a 30 °C et |e temps optimum
d’incubation pour une production maximale de xylanases est obtenue apres 56 h d'incubation
Ratto et collaborateur en 1992 ont rapporté que la production de xylanases de Bacillus
circulans laplus élevée est obtenue a 30 °C en utilisant le xylane. Subramaniyan et Prema en
2000 ont rapporté une activité xylanolytique maximale a une température plus élevée, 50 °C
aprés 96 h d'incubation chez bacillus sp-34 et en 2009 Sanghi et collaborateur ont observé
une production maximale de xylanases chez Bacillus subtilis ASH aprés 48 h d’incubation
alors que Nagar et collaborateur en 2010 ont rapporté un maximum de production de xylanase
apres 36 h d’'incubation.
IV-3- pH

Chaqgue micro-organisme exige un pH optimum pour sa croissance et son activité. Le pH
initial du milieu peut influencer beaucoup les systémes enzymatiques et le transport des
enzymes a travers la membrane des cellules. Ainsi, le pH optimum pour la production
d'enzymes change d'une bactérie a une autre. C'est un facteur trés important qui affecte
d une maniere significative la production des xylanases (Haltrich et al., 1997). Purkarthofer
et collaborateur en 1993 ont observé une production maximale des xylanases par
Thermomyces lanuginosus a un pH de 7,5. Alors que, Bailey et Viikari en 1993 ont rapporté
gu'un pH en-dessous de 3,0 pendant la phase stationnaire était essentiel pour la production

maximale de xylanases par Aspergillus fumigatus.
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VI- plansd’expériences
VI-1 définition et intérét du plan d’ expérience

Un plan d expérience adapté est celui qui fournit I'information désirée avec peu
d’ expérimentation. Plus précisément un plan d expérience n'est pas une série d’'essais au
hasard ni sélectionnés par la seul intuition, mais une stratégie optimale permettant de prédire
avec le maximum de précision une réponse a partir d’'un nombre minimal d’'essais et en
utilisant un model postulé (Ozil, 1997).

De maniére générale ce modéle cherche a déterminer et a établir les liens existants entre
deux types de variable: la réponse et le facteur (Goupy, 1999 ; Goupy, 2005). Si elle est
appliquée correctement, cette méthodes a comme avantage:

-Ladiminution du nombre d'essais ;
-La connaissance des effets des paramétres ;
-Lapossibilité d’ évaluer les effets de I interaction entre les parameétres ;
-Lameilleure précision des résultats ;
-Lamodélisation mathématique de |’ expérience ;
-Laprédiction et I’ optimisation (Goupy, 1999 ; Antony, 2003) .
V-Détermination des paramétres influencant la production des xylanases
par utilisation du plan de Plackett-Burman

Le plan de Plackett-Burman est une technique trés puissante pour examiner |e nombre de
variables en vue de découvrir les variables significatifs qui affectent la production d'enzymes,
il a éé employé dans divers travaux avec succes (Sharma et Satyanarayana, 2006 ; kumar,
2006) .C’est une approche largement répandue et peu couteuse qui fournit des informations
seulement sur les effets des facteurs, mais pas sur leurs interactions. Le plan de Plackett-
Burman utilise deux niveaux pour chaque facteur, le niveau le plus élevé noté par "+1"et
niveau bas noté par"-1" et entre ces deux niveaux le”0” représente le niveau moyen, 1'effet des

variables sur la production d'enzymes sera par lasuite calculé (Miller, 2013).
VI1- Response Surface Methodology (RSM)

La méthodologie de « surface réponse » est une méthode mathématique et statistique,
elle est reconnue comme une approche tres intéressante (Khurama et al., 2007) dans le but
d’ optimiser la production des métabolites intéressantes a I’ échelle industrielle comme le cas
des enzymes. Récemment, cette méthode a été adapté pour I’ optimisation des parameétres
physico-chimiques a s avoir la température, le pH, le taux d'inoculation, le temps
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d’incubation etc... (Feng et al., 2011), ou encore |I'optimisation de la production de
xylanases. (Kumar et al., 2012).

VI1II- Optimisation de la production de xylanases par utilisation du modéle
« Box- Behnken »

La méthode traditionnelle d’ optimisation est celle variant un seul facteur a la fois (One
Factor At Time OFAT) (Xianoyong et al., 2010). Ma heureusement, cette méthode a certains
Inconvénients : le nombre d’ expériences est tres élevé, cela consomme beaucoup de temps
surtout lors de la réalisation d un criblage a partir de variables multiples (Feng et al., 2011)
mais auss cette méthode ne considere pas les interactions existantes entre les variable
(Kumar et al., 2012). Une aternative stratégique est utilisée : I’optimisation statistique en
utilisant le modéle de « Box — Behnken, 1960 » (Niladevi et al., 2009) qui S est avéré étre une
approche plus efficace (Juntao et al., 2011). En effet la méthodologie de surface réponse
(Response Surface Méthodology) permet un criblage rapide a partir d’un domaine
expérimental large, permettant d évaluer les principales interactions existantes entre les
variables, ains que leur effet quadratique, en plus d optimiser les facteurs dans le but
d’ augmenter la production (Niladevi et al., 2009). Plus encore, elle permet de réduire le
nombre d' expérience réalisable ce qui est un gain de temps et de moyens considérables, donne
des résultats plus précis que ceux obtenus par la méthode traditionnelle et le résultat permet
une réelle augmentation de la production (Kumar et al., 2012).

I X-Domaines principaux d’application des enzymes xylanolytiques

Ces dernieres anneées, le secteur industriel a montré un vif intérét pour les xylanases,
notamment dans le cadre du bio-blanchissement de la péate de bois, en traitant des péates
cellulosiques avec des xylanases, les résidus xylanes sont éliminés séectivement lors de la
dissolution des pétes, de la fabrication du papier, de lafabrication d’ aliments et des boissons,
dans I’alimentation animale et dans la production du bioéthanol, sont utilisées aussi pour la
biotransformation des textiles.

Ainsi, les xylanases sont capables de digérer I’ hémicellulose dans la péte sans modifier la
cellulose. Le traitement enzymatique du papier permet daméiorer plusieurs de ses
caractéristiques physiques, dont la viscosité, la tenacité, la résistance a la déchirure et
I’ étanchéité. Une autre application industrielle des xylanases est |a bioconversion des xylanes
en produits a plus forte valeur goutée. Pendant que | hydrolyse enzymatique des xylanes
conduit au xylose, différentes fermentations peuvent se produire, créant divers composes.

L’un des plus importants est le xylitol, qui est utilise comme édulcorant dans différentes
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denrées alimentaires, dont la gomme a mécher, les bonbons, |es boissons gazeuses et la creme
glacée. On peut également utiliser le xylitol comme édulcorant naturel dans le dentifrice et
divers produits pharmaceutiques. ( Polizeli et al., 2005 ; Collinset al., 2005).
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[-Matériel

1-Matériel analytique: le matériel analytique est donné en annexe .

2-Matériel biologique

La souche bactérienne utilisée dans cette étude appartient a la collection du laboratoire de
Microbiologie Appliguée « LMA » de |’université A/Mira de Begjaia, elle a été isolée a partir
d'un sol de jardin par Boucherba et collaborateur en 2015. Selon le Séquencage de L’ ARNr
16s, I'isolat SI3 a été identifié comme étant |’ espéce Bacillus Oceanisediminis SJ3.

[1-Méthodes

I1-1- Revivification de la souche Bacillus oceanisediminis SJ3

La souche a été inoculée sur le bouillon nutritif et incubé pendent 24 h a 37 °C, puis des
repiquages successifs ont été réalisés sur géose nutritive I'incubation est réalisé a 37 °C
pendant 24 h.

Apresincubation les boites de Pétri sont conservé a4 °C.
[1-2-Préparation du milieu MM7

Le milieu MM7 est un milieu minimum, contenant comme seul source de carbone le

xylane d épeautre et d’avoine, il est gusté a une valeur de pH selon les conditions
préparatoires de travail.
Lemilieu MM7 est composé de:
xylane d’ épeautre et d’avoine 10 g /I, extrait de levure 2 g/l, NaCl 2,5 g/l, NH4Cl
5 g/l, KH2PO4 15 g/l, NapHPO4 30 g/l, MgSO4-7H20 0, 25 g/l. (Viet et al., 1991).

Ce milieu est préparé sous agitation a chaud afin de mieux dissoudre le xylane, le milieu
est ensuite réparti dans des Erlens d'une capacité de 100 ml, contenant 10 ml du milieu de

culture liquide gjusté a différents pH, puisle milieu est autoclavé.
|1-3-Déter mination des parameétresinfluencant la production de

xylanases (plan de Plackett-Bur man)

Dans le but de déterminer les paramétres qui influencent le plus sur la production des
Xylanases de |a souche Bacillus oceanisediminis SJ3, nous avons étudie les facteurs suivant :
le taux d’'inoculation (1%, 4% et 7% (v /v)), le temps d’incubation (18 h, 57 het 96 h), la
température (30 °C, 35 °C et 40 °C) et le pH (4 - 7 et 11), une étude statistique expérimentale
est réalisé en utilisant le plan d’ expérience de== palackett-Burman™ a I’aide du logiciel
(Minitab 16.0). Les valeurs extrémes des différents parameétres opératoires qui  étudient les

meilleures conditions de production des xylanases, sont résumées dans le tableau I1.
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Tableau Il : Matrice des expériences par unité codante "plan de Plackett-Burman”

Variables
Expériences X1 X2 X3 X4
Expérience 01 -1 +1 -1 -1
Expérience 02 -1 +1 +1 +1
Expérience 03 +1 +1 0 +1
Expérience 04 =1l +1 -1 -1
Expérience 05 +1 -1 +1 -1
Expérience 06 -1 -1 -1 -1
Expérience 07 +1 -1 -1 -1
Expérience 08 +1 +1 -1 ARl
Expérience 09 +1 +1 +1 -1
Expérience 10 +1 -1 +1 +1
Expérience 11 -1 -1 -1 +1
Expérience 12 -1 -1 +1 ARl

X1= Température, Xo= Temps d'incubation, X3=pH et X4= Taux d’'inoculation

Niveau Haut Niveau moyen Niveau Bas

(+1) (0) (-1

Lesdeuze expériences ont été réalisées dans des Erlens de 100 ml, contenant 10 ml du
milieu de culture MM7 liquide, le pH du milieu de culture de chaque Erlen par la suite sera
gjusté, autoclavé, inoculé et incubé, selon les différentes conditions de culture de chaque
expérience.

Afin de récupérer les xylanases qui sont extracellulaires, le milieu de culture est
centrifugé a10000 rpm pendant 10 min, le surnagent fera I'objet d'un test d'activité
xylanolytique (voir ci dessous).

I1-4-Mesure de I’ activité xylanolytique

L’ activité xylanolytique est déterminée en présence du xylane d’ épeautre et d’ avoine
préparé dans une solution tampon. Le xylane est mis en suspension araison de 0,5 % (m /v)
dans du tampon phosphate de sodium (50 mM) a pH 7. Le mélange réactionnel est composé
de 100 pL de surnageant de culture auxquels sont gjoutés 900uL de substrat. Ce mélange est
chauffé a 55°C pendant 10 min (Boucherba et al., 2016).
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L e dosage des sucres réducteurs est effectué selon la méthode de Miller (1959).
La réaction enzymatique est arrétée par addition de 1,5 ml d'une solution a base d’ acide.
L e dosage des sucres réducteurs est effectué selon la méthode de Miller (1959).
La réaction enzymatique est arrétée par addition de 1,5 ml d’ une solution a base d’ acide
Dinitrosalicylique (DNS) (Annexelll), puis e mélange est porté a ébullition pendant 5 min.
En milieu alcalin 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 04).

) INS
CoO coO
OH
+ BH + 6Be ‘__k + 2H,0
'::)2N I '::'2N NH2
Jaune Orange-rouge

g wida ré star v | ’ -

Glueide réducteur = Produits doxydation + ne

Figure 04 : Principe du dosage des sucres réducteurs par la méthode DNS (Bailey et al.,
1992).

La courbe d’ étalonnage est réalisée avec une solution de xylose a des concentrations
respectivesde0, 0,3, 0,6, 0,9, 1,2 et 1,5 mg/ml (tableau I11).

Tableau |11 : Gamme Etalonnage pour |e dosage des sucres réducteurs (Bailey et al., 1992).

Tube 1 2 3 4 5 6

Xylosea 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 12 15

A partir de chaque concentration, on préléve 100 pl, auquel on rgoute 0,9 ml de
solution de xylane a 0,5 % et 1,5 ml de la solution de DNS, le chauffage est réalise a100°C
pendant 5 minutes puis les tubes sont refroidis pour effectuer les lectures d’ absorbances a 540
nm. Ladroite d’' é&alonnage est donnée en annexe I V.




Chapitrell Matériel et méthodes

Le témoin correspond a la solution de xylane d’ épeautre et d avoine incubée sans le
surnageant a 55 °C pendant 10 min, puis on goute 1,5 ml de DNS et 0,1 ml de surnageant.
Apres refroidissement, la lecture des absorbances est effectuée a 540 nm (Shimadzu UV min-
1240V). Une unité d’ activité xylanol ytique est définie comme étant |a quantité d’ enzyme qui
Produit une pmole de sucres réducteurs (équivalent en xylose), par minute, dans un ml de
surnageant et dans |es conditions expérimental es mentionnées ci-dessus.

L’ activité xylanolytique est calculée selon (Bailey et al., 1992) :
(Cx-CD
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).

[1-5-Optimisation des parametres déterminants la production des

xylanases
Dans le but de déterminer les conditions optimales de production de xylanases par la
souche Bacillus oceanisediminis SJ3, les facteurs les plus significatifs qui ressortent a partir
de plan de Plackett-Burman qui sont le pH et le temps d'incubation, sont réutilisés avec un
troisiéme facteur qui est la concentration de xylane d’ épeautre et d’ avoine afin d’ effectuer un
plan d’ expérience de type (Box —Behnken).
Les valeurs extrémes choisies dans le but d’ optimiser la production de xylanases sont

représentes dans le tableau 1V
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Tableau IV : Résultat de I'optimisation de I'activité xylanolytique selon le plan« Box-
Behnken »

Variables
Nombre Xe X7 Xs
d’'Expériences
Expérience 01 9 72 10
Expérience 02 9 48 14
Expérience 03 7 24 14
Expérience 04 9 24 10
Expérience 05 7 48 10
Expérience 06 5 72 10
Expérience 07 7 72 14
Expérience 08 7 24 6
Expérience 09 5 24 10
Expérience 10 7 72 6
Expérience 11 5 48 6
Expérience 12 7 48 10
Expérience 13 7 48 10
Expérience 14 5 48 14
Expérience 15 9 48 6

Xe=pH, X7=Temps d’incubation(h) et Xs= concentration en xylane (g/l).
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|- Choix du milieu de culture
Le xylane est un substrat inducteur de xylanase , il contient dans sa composition de |’ extrait
de levure qui est riche en acides aminés, des activateurs et des cofacteurs requis pour la

croissance de micro-organisme et laproduction d'enzymes, (Safaa et al., 2013).
|I- Détermination des parametres influencant la production de xylanases

par le plan de Plackett-Burman

Les paramétres opératoires pris en considération pour optimiser la production de xylanases
par la souche Bacillus oceanisediminis SJ3 sont respectivement la température (X1), le temps
d’incubation (X2), le pH (X3) et le taux d'inoculation (X4), une matrice d'expériences du
plan de Plackett- Burman a éé élaborée a l'aide du logiciel Minitab 16.0. Le choix des
parametres et leurs niveaux de variations a été effectué en tenant compte des limites
expérimental es de |a croissance de la souche étudiée.

L’'effet des facteurs étudiés dans le cadre du plan de Plackett-Burman (taux
d’inoculation, temps d'incubation, température et pH) a permis de mesurer la réponse Y qui
est I’ activité xylanolytique estimée en U/ml . Les résultats obtenus par le logiciel Minitab
16.0, ont permis de sélectionner parmi les quatre parameétres opératoires cités, les facteurs
les plus significatifs influencant sur la production des xylanases. L’ ensemble des résultats est

regroupé dansle Tableau ci dessous, Les effets obtenus sont illustrés dans la figure (5)
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Tableau V : Matrice des expériences par unité codant

Expériences | Température(X1) | tempsd’incubation(Xz) | pH (Xs) | Tauxd'inoculation(Xs) | Y U/ml
ExpérienceO1 | -1 +1 -1 -1 0,9
Expérience02 | -1 +1 +1 +1 0,075
Expérience 03 | +1 +1 0 +1 0,56
Expérience04 | -1 +1 -1 -1 0,035
Expérience 05 | +1 -1 +1 -1 0,9
Expérience06 | -1 -1 -1 -1 35
Expérience 07 | +1 -1 -1 -1 3,5
Expérience08 | +1 +1 -1 +1 0,56
Expérience 09 | +1 +1 +1 -1 0,45
Expérience10 | +1 -1 +1 +1 0,11
Expérience1l | -1 -1 -1 +1 3,5
Expérience12 | -1 -1 +1 +1 1
Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is X5 U/ML, Alpha = 0,05)
2,365
I
X3
X2
£
@
X4
X11
0 1 2 3 4 5
Standardized Effect

Term : variable, standardized effet : effet standardisé

Figure 05 : Charte pareto des effets standardisés.
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La charte de Pareto offre une maniere commode de regarder les résultats obtenus de la
conception de Plackett-Burman. Elle explique I'ordre dimportance des variables qui influence
la production des xylanases. Cet ordre d'importance comme indiquée sont le pH (X3) et le
temps dincubation (X2).Ces facteurs significatifs identifiés par le plan de Plackett-Burman
ont éé choisis pour I'optimisation de la production de Xylanases par le modéle «Box-
Behnken». Lesdeux autres parametres taux d’'inoculation et température n’ ont pas d’ effet sur
la production des xylanases.

Les resultats obtenus sont en accord avec les résultats de Thomas et collaborateurs
(2015) pour la production des xylanases chez Bacillus pumilus, concernant la signification du
pH, et la non signification du taux d'inoculation, les résultats sont en désaccord avec ceux de
Safaa et coll.,(2013) pour la production des xylanases par Bacillus subtilis, concernant la
température, le pH et le temps d’incubation.

Ali et coll., (2013) ont rapporté que les parameétres température, pH et temps d’inoculation

n’ont pas d effet sur laproduction de xylanases chez Bacillus subtilis.

[11-Optimisation dela production de xylanases par utilisation du modéle «
Box-Behnken »

A lalumiére des résultats obtenus par le plan de Plackett-Burman, les paramétres de
Culture significatifs qui sont le pH et le temps d'incubation influencant la production des
xylanases auxquelles on a gjouté un nouveau parameétre qui est la concentration du xylane,
ilsont été sélectionneés et retenus pour la suite de I’ optimisation.

Les résultats de «(RSM » pour |’étude de trois variables. temps d'incubation, pH,
concentration de Xxylane sont regroupés dans le Tableau ci dessous avec |'activité
xylanolytique Y, les effets obtenus sont illustrés dans les figures (06, 07 et 08).
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Tableau VI : Résultat de I'optimisation de I’ activité xylanolytique selon le plan« Box-

Behnken » avec unités codantes.

Laréponse

Expériences | Variables activité xylanolytique

Xs Xz(h) | Xs(g) Y (U/ml)
Expérience01l | +1 +1 0 20,11
Expérience02 | +1 0 +1 21,77
Expérience03 | O -1 +1 19,22
Expérience04 | +1 -1 0 7,44
Expérience05 | O 0 0 20,88
Expérience06 | -1 +1 0 18,77
Expérience07 | O +1 +1 18,22
Expérience08 | O -1 -1 5,88
Expérience09 | -1 -1 0 4,66
Expériencel0 | O +1 -1 17,77
Expériencell | -1 0 -1 20,88
Expériencel2 @ O 0 0 20,77
Expériencel3 | O 0 0 20,00
Expérience14 | -1 0 +1 19,88
Expériencel5 | +1 0 -1 19,55

Xe=pH, X7=Temps d’'incubation et Xs= concentration en xylane.
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[11-1- Détermination desinteractions entre lesvariables
[11-1-1-Interaction entre pH (Xe) et temps d’incubation (X7)
Les interactions entre les deux variables pH (Xs) et temps d'incubation (X7) sont

représentées par |a surface de réponse définissant |’ interaction entre Xe et X7.

Contour Plot of Y Bacillus vs X7; X6

Y
Bacillus

< 9

9 - 12
W 12- 15
B 5- 18
B s8- 2
B > 21

Hold Values
X8 10

5 6 7 8 9
X6

Fig 06: Surface de réponse définissant I’ interaction entre le pH (Xs) et le temps d’'incubation
(X7) pour une valeur de concentration de xylane de 10 g/l.

Cette figure montre les différentes zones traduisant |’ activité xylanolytique de la souche
étudiée.

La zone en vert clair représente I'intervalle des valeurs Xe €t X7 ou on retrouve la zone
d activitéla plus petite (<9U/mI) et donc une production de xylanases moins importante. Cet
intervalle se situe a des niveaux bas pour un temps d’incubation (5 h - 40 h) et un pH (5-7).

La zone en vert foncé représente I'intervalle des valeurs entre Xe €t X7 ou on retrouve

I"activité xylanolytique la plus importante (> 21 U/ml). Cet intervalle se situe a des niveaux
intermédiaires pour le pH (6,5 - 9) et un temps dincubation (45 h - 65 h). ).les résultats
obtenus par Thomas et collaborateurs (2015) pour la production des xylanases par Bacillus
pumilus, concernant la valeur de pH optimum a9 est en désaccord avec le temps d’incubation
qui est de 30 h, et aussi en désaccord avec les résultats de Walia et collaborateur (2013) pour

la production des xylanases par Cellulosimicrobium sp.
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[11-1-2-Interaction entre temps d’incubation (X7) et concentration de xylane (Xs)
Les interactions entre les deux variables temps d’incubation (X7) et concentration de xylane

(Xg) sont représentées par la surface de réponse définissant I’ interaction entre X7 et Xsg

Contour Plot of Y Bacillus vs X7; X8

Y
Bacillus
< 5
5- 10
M 10- 15
B 15- 2
B 20- 2
B > 25

Hold Values
X6 7

70

60

50

X7

40

30

T
6 7 8 9 10 11 12 13 14
X8

Fig 07 : Surface de réponse définissant |’interaction entre le temps d'incubation (X7) et la
concentration en xylane (Xg) pour une valeur de pH=7.
Cette figure montre les différentes zones traduisant I’ activité xylanolytique de la souche
étudiée.

Lazone en vert clair représente I’ intervalle des valeurs X7 et Xglaou on retrouve la zone
d activité la plus faible (<5 U/ml) et donc une production de xylanases moins importante. Cet
intervalle se situe a des niveaux bas pour un temps dincubation (6 h — 30 h) et la
concentration en xylane (6 - 10,8 g/l).

La zone en vert foncé représente I’intervalle des valeurs entre X7 et Xg ou on retrouve la
zone d'activité la plus importante (> 25 U/ml) et donc une production de xylanases plus
importante. Cet intervalle se situe ades niveaux intermédiaires pour un temps d’incubation
entre (45 h — 55 h) et la concentration en source de carbone (13,8 g/l —14 g/l). Les résultats
obtenus sont en désaccord avec les résultats de Safaa et collaborateurs (2013) pour la

production des xylanases par Bacillus subtilis.
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[11-1-3-I nteraction entre concentration de Xylane (Xsg) et le pH (Xs)
Lesinteractions entre les deux variables concentration du Xylane (Xsg) et pH (Xs) sont

représentées par |a surface de réponse définissant I’ interaction entre Xs et Xe

Contour Plot of Y Bacillus vs X8; X6
14 -
Y
Bacillus
134 < 20
20 - 22
i B 2- 24
12 W 24- 2
B - 28
11+ B > 28
Hold Values
Q 10+ X7 48
9_
8_
7_
6 T T T
5 6 7 8 9
X6

Fig 08 : Surface de réponse définissant I interaction entre la concentration du xylane (Xs)
et lepH (Xs) pour un temps d’incubation de 48 h.
Cette figure montre les différentes zones traduisant I’ activité xylanol ytique de la souche

étudiée.

La zone en vert clair représente I'intervalle des valeurs X et Xg ou ont retrouve la zone
d activité la plus petite (< 20 U/ml) et donc une production de xylanases moins importante.
Cet intervalle se situe a des niveaux bas pour un pH (5 - 8,8) et une concentration de xylane
(6—-13,949/).

La zone en vert fonce représente I’ intervalle des valeurs entre Xs et Xg ou ont retrouve la
zone d'activité la plus importante (> 28 U/ml) et donc une production de xylanases plus
importante. Cet intervalle est observé pour un pH (8,8 - 9) et la concertation en xylane de
(13,8- 14 g/l).
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V- Validation du model

Afin de vérifier lavalidité du modéle, les conditions optimales de production (Xe=9, X7=72
h et Xg=14 g/I) ont été appliquées, Une production de 24,33U/ml a été obtenue. Cette valeur est
supérieure a celle prédite par le logiciel qui est 22,13. De se fait le modéle réalise au cour de cette

optimisation est confirmeé dans la figure ci- dessous.

%6 K7 X8
High 9,0 72,0 14,0
Ciir EX) [7Z0] [14.0]
Low 5,0 24.0 6,0

Y Bacill
Maximum
y = 22,1362

High : élevé, Cur : optimum, Low : bas.
Fig09: Valeur optimales de variation et de la réponse déterminées par RSM pour une
meilleure activité xylanolytique.

Dans cette étude, les paramétres sélectionnés jouent un réle important dans la production
des xylanases. Les conditions optimales montrent que, pour améliorer la production des
xylanases, la concentration en source de carbone gu’est le xylane doit étre supérieure a la
concentration moyenne (14g/l au lieu de 10g/l), la valeur de pH doit étre supérieure alavaleur
moyenne (9 au lieu de 7) et la durée d'incubation doit étre égale a 72 h. le xylane a une
influence positive sur la production des xylanases soit une augmentation qui est de 109,91%

ceci est en accord avec les resultats trouvé par (Safaa et al., 2013).
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V-Détermination desvaleurs optimales
V-1-Déter mination de la valeur optimale de pH (Xs)

Le pH est un facteur plus important pour la production des xylanases. Aprés une
incubation aux différentes valeurs de pH qui sétendent a partir de 6,0 a9,0. L'optimum de pH
et le maximum de la production a été observé apH 9.

V-2-Déter mination du temps d’incubation (X7)

Le temps d'incubation optimum pour une production maximale de xylanase est
déterminé apres une incubation aun temps optimum de 48 h, |e maximum de la production a
été observé a de temps d’incubation allant de 37 h a57 h.

V-3-Déter mination de la concentration de Xylane(Xs)

La concentration du xylane optimale pour une production maximale est déterminée
aprés une incubation a différentes concentrations de xylane alant de (6 g/l a 14 g/l).
L'optimum de concentration de xylane et le maximum de la production est observé a une
concentration de (14 g/l).



Conclusion

Dans cette présente étude, on s'intéresse al’ optimisation de la production de xylanases
chez Bacillus oceanisediminis SJ3 en utilisant le plan de Plackett-Burman et le plan Box-
Behnken (RSM).

Le milieu utilisé pour la production de xylanases de la souche est e milieu MM7
(milieu minimum a pH 7) contenant le xylane d’' épeautre et d’avoine comme seul source de

carbone.

Afin d optimiser la production des xylanases, quatre facteurs ont été choisis comme
variables : taux d’inoculation, temps d'incubation, température et pH . Cette optimisation
effectuée influencant sur le milieu MM7 préalablement sélectionné est réalisée en utilisant un
plan d expériences : le plan de Plackett et Burman, utilisé dans un but de sélection des
facteurs significatifs sur I’ activité xylanolytique. Les résultats du test de Plackett et Burman
ont permis la sélection de trois facteurs comme variables qui sont: le pH, le temps
d’incubation et la concentration de xylane. Les concentrations optimales de ces derniéres ont
pu étre déterminées par le plan d’ expérience (Box —behnken).

La modélisation par le biais du plan factoriel complet a montré que les facteurs
Influencant positivement sur I’ activité xylanolytique de la souche Bacillus oceanisediminis
SJ3 sont le pH : 9, le temps d'incubation : 72h et la concentration de xylane: 14g/l. avec
lesquels on a pu avoir une activité de 24,33 U/ml. Cette activité est meilleur que celle
prédite par letest de confirmation qui de 22,13U/ml.

Il est intéressant de poursuivre les investigations suivantes :

v' Déterminer les interactions existantes entre tous les facteurs du milieu MM7 &fin de
comprendre leur effet sur la production.

v' Déterminer et optimiser d’autres facteurs nutritionnels et culturaux tels que: les
sources de carbones, source d’ azote, sources d’ions métalliques, agitation et aération
en utilisant les plans d’ expériences.

v Utiliser un substrat bon marché tels que la paille de blé, les déchets de dattes, les

écorces d’ agrumes vu que le xylane commercial est tres couteux.
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Annexel
Matérida utilisé

v' Baance analytique CS 200 (OHAUTYS)

v' Bain Marie (RAYPA et Julabo Tw 12)

v Centrifugeuse (SIGMA 1-14).

v Etuvea35°C, a37°C, a40°C (memmert), (VENTRICELL)
v" Four pasteur (RAYPA)

v' Plaque agitatrice (RAYPA)

v Spectrophotométre (SHIMADZU UVmin-1240V)
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Annexell
Composition des milieux de culture en (g/l)

Milieu de culture MM 7 (Milieu Minimum a base de xylane, pH 7,0) (Viet et al., 1991).
e Milieu de culture MM7 liquide :
Xylane d épeautre et d’'avoine..........c.ocvveveiie i ciiieiee e eenenn... 100
Extraitdelevure.........ccooooiii i . 20

NaC . e 0 2,D0)

MQSO4:-7TH20 ..o e a0 0,250

Balu distill@e. ... ..o gsp....... 1L
e Gédosenutritive (GN)

Extraitdelevure ... ... 2]

Extraitdeviande..........coooo i e 10

Eaudistillée.........cooii e OSP 1L
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Bouillon nutritif
EXtrait delevUre ... 29

EXtrait deviande..........cooiiii i 19

Baudistillée........coonii Q9P
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Annexelll Solutions et tampons préparées

Solution a base d’acide dinitrosalicylique (DNS)

Acidedinitrosalycilique.....................10g
Soude......cooiiii 2. 160
Tartrate de potassium sodique............300g
Eaudistillée.............coooieiiiiennn. gsp...1l

La solution est préparée dans I’ obscurité puis filtrée et conservée dans un flacon couvert
d auminium.

Tompon phosphate 50 mM,pH 7
NeeHPOA........coevivveeen . 50MML L. 250 M
KHoPOA......cciiieen 50MM . 250 ml

On mélange les deux solutions jusqu’al’ obtention d’un pH de 7.
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y =0,3x
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Figure 10 : Droite d’ étalonnage pour le dosage du xylose.
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Tableau VII : Matrice des expériences par unité non codante

Expériences X1(°C) X2(h) X3 Xa(%) Y (U/ml)
Expérience 01 35 57 7,5 4 2
Expérience 02 30 96 4 1 0,9
Expérience 03 30 96 11 7 0,075
Expérience 04 40 96 4 7 0,56
Expérience05 30 96 11 1 0,035
Expérience06 40 18 11 1 0,9
ExpérienceQ7 30 18 4 1 35
Expérience08 40 18 4 1 3,5
Expérience09 40 96 4 7 0,56
ExpériencelO 40 96 11 1 0,45
Expériencell 40 18 11 7 0,11
Expériencel? 30 18 4 7 3,5
Expériencel3 30 18 11 7 1

X1= Température, X,= Temps d’incubation, Xs=pH et X4= Taux d'inoculation

Tableau VIII : Reésultat de !’ optimisation de I’ activité xylanol ytique selon |e plan« Box-
Behnken » unité non codante.

Expériences Xe X7 Xs Y (U/ml)
Expérience 01 9 72 10 20,11
Expérience 02 9 48 14 27,77
Expérience 03 7 24 14 19,22
Expérience 04 9 24 10 7,44
Expérience 05 7 48 10 20,88
Expérience 06 5 72 10 18,77
Expérience 07 7 72 14 18,22
Expérience 08 7 24 6 5,88
Expérience 09 5 24 10 4.66
Expérience 10 7 72 6 17,77
Expérience 11 5 48 6 20,88
Expérience 12 7 48 10 20,77
Expérience 13 7 48 10 20
Expérience 14 5 48 14 19,88
Expérience 15 9 48 6 19,55

Xe=pH,
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Model de plans d’expériences Box-Benken par unité codante.

Nombre des Variables
expériences
X1 X2 X3

Expérience 01 | +1 +1 0
Expérience 02 | +1 0 +1
Expérience03 | 0 -1 +1
Expérience 04 | +1 -1 0
Expérience05 | O 0 0
Expérience 06 | -1 +1 0
Expérience07 | O +1 +1
Expérience08 | 0O -1 -1
Expérience 09 | -1 -1 0
Expérience10 | O +1 -1
Expérience 11 | -1 0 -1
Expériencel12 | 0 0 0
Expériencel3 | 0 0 0
Expérience 14 | -1 0 +1
Expérience 15 | +1 0 -1




Résumé

Dans cette étude, nous nous sommes intéresses a |’ optimisation des parametres de culture
d'une souche bactérienne isolée a partir d’un sol Algérien, nommé Bacillus oceanisediminis
SJ3.La culture est effectuée dans le milieu MM7 ayant comme seul source de carbone le

xylane d’ épeautre et d’ avoine.

Le plan de plaguette —-Burman est appliqué pour déterminer les parameétres les plus influents.
Quatres paramétres de culture qui sont la température, le taux d’incubation, le temps
d’incubation et le pH sont sélectionnés pour leur effet sur la production de xylanases.
La méthodologie de surface de réponse a été utilisée pour optimiser la production des
xylanases, dans le but de selectionner les paramétres influencant ainsi que les interactions, les
résultats obtenus ont montre que les paramétres les plus influencant sur la production sont : le

pH, le temps d’incubation et la concentration du xylane.

Le plan Box- Benhken, nous a permis de déterminer les valeurs optimales de production
gui sont obtenu a pH de 9, a une concentration de xylane de 14 g/l et a un temps d’incubation
de72h.

Mots clés: RSM, Plackett-Burmun, Box-Behnken, xylane, xylanases, Bacillus.
Abstract

The airm of this study is the optimization of culture parameters for xylanases production
by a bacterial strain Bacillus oceanisediminis, isolated from an Algerian soil. The production

was conducted in aMM7 medium with the oat spelt xylan as sole source of carbone.

Plackett-Burman design was applied to determine the most influential parameters. Four
parameters. temperature, inoculation rate, incubation time and pH were selected for their

significant effects on the xylanase production.

Response Surface M ethodol ogy was used to optimize the production of xylanase in the object
to select the influencing parameters and theirs interactions. The results obtained saw that
parameters influencing the xylanases production are: pH, incubation time and concentration
of xylane. The Box-Behnken analysis gave the optimal parameter’s value obtained at pH 9 to

axylan concentration of 14 g/l and a 72 h incubation time.

Key words: RSM, Plackett-Burmun, Box-Behnken, xylane, xylanases, Bacillus.
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