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INTRODUCTION



'L

Le choc pétrol ier de 1973 ,la diminution des ressources
combustibles fossiles et des produits chimiques de base ont suscité un vif
intérêt pour les ressources carbonées naturelles renouvelables. A ce
t itreJla ce IluloseJconstituant majeur de la paroi des cellules végétales, a
été au centre des recherches de nature très diverse pour la production
d'énergie ou de matières premières nouvelles. Bien que très récemment la
diminution du coût des énergies fossiles ait rendu non rentable la
valorisat ion de la biomasse, notre société se trouve actuellement
confrontée aux problèmes d'économie d'énergie J de pollution et de
prolifération des déchets de tous genres:

- déchets agricoles (bagasseJtiges de canne à sucre, tiges et
feuilles de maïs) ;

- rejets de l'industrie alimentaire;
- résidus forestiers et de l'industrie du bois;
- déchets urbains.

Tous ces déchets constituent des sources potentielles de cellulose.

La cellulose est l'un des constituants majeurs de la paroi des cellules
végétales; élément constitutif du bois, elle est pratiquement l'unique
constituant du coton et des fibres textiles. Elle constitue 40% des 1,8 x
10 12 tonnes de substance biodégradable résultant chaque année de la
photosynthèse (WITTAKER 1970).

La valorisation de la cellulose est d'un Intérêt considérable. Sa
dégradat.ion conduit à la production des composés chimiques et
énergétiques qui Jouent un rôle important dans le cycle de carbone et de
l'énergie de la biosphère. Elle peut également permettre de répondre aux
besoins d'énergie des pays en vole de développement qui n'ont pas les
moyens de se procurer les combustibles dont ils ont besoin.

La valorisation peut se faire suivant plusieurs procédés:
- la combustion directe pour la production d'énergie;
- la pyrolyse qui la transforme en combustibles tels que méthane,

hydrogène, mono et dioxyde de carboneJéthylène;
- l'hydrolyse chimique du bois conduisant à des sucres

fermentescibles;
- enfin la dégradation biologique ou bioconverslon : elle se fait par

hydrolyse enzymatique utilisant des cellulases et conduit à des sucres
solubles pulsJpar fermentatlonJà des produits de métabolisme comme les
acidesJ les alcools et à la production des protéines d'organismes
unice Ilulaires (P.O.U.) uti 1isées dans l'alimentation animale (KRISTENSEN
1978).
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Figure 1 : Différentes sources de cel1ulose et schéma de sa dégradation.
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Les différentes sources de cellulose·et Je schéma de sa dégradation sont
représentés sur la figure 1.

La dégradation microbienne ou cellulo1yse peut se faire dans la
nature et au laboratoire:

- dans la nature elle est réalisée par une population mixte stable
(LYNCH et coll.1981) comprenant des microorganismes cellulolytiques
capab les de dégrader la ce 11ulose en sucres fermentescibles (cellobiose,
glucose) associés à des microorganismes non cellulojytiques dont certains
fermentent ces sucres en acides, en alcools et en solvants; d'autres
comme les bactéries méthanogènes produisent du méthane à partir de
l'hydrogène, du gaz carbonique, de l'acétate et du formiate formés au cours
de la fermentat ion des sucres,

- au laboratoire, la cel1ulolyse peut se faire soit par j'utijisation des
populations mixtes non définies (PLA55E 1980) soit par des cultures pures
d'organismes ce1lul0 lyt iques (Eucaryotes ou Procaryotes).

L'étude de la cel1ulolyse présente un intérêt fondamental. Elle est
réal isée presque exclusivement par les microorganismes cellulolyt iques.
Parmi ces microorganismes on distingue les cellulolytiques thermophiles
et les cel lulo lytiques mésophi les. Ces derniers sont particul ièrement
intéressants sur le plan industriel; non seulement ils réalisent une
fermentation directe de la cellulose en acides et alcools (HUNGATE 1950))
mais cette fermentat ion se fait à des températures moyennes (30-3rC)
ce qui rend les installations industrie Iles moins onéreuses que celles
utilisant les microorganismes thermophiles. Les microorganismes
cellulolytiques mésophiles peuvent également être directement associés à
des organismes mésophi les tels que Zymomol7as molJi//~ C/ostndium
acetolJuty/icumou Saccharomyces cerevisiae qui sont des producteurs de
so lvants les plus performants.

Un microorganisme ce llulo Iyt ique mésophi le,strictement anaérobie a
été isolé au laboratoire à partir d'herbes en décomposition
(PETITDEMANGE et coll. 1984). Cette bactérie a été identifiée et
caractérisée; elle appartient au genre Clostridium et est répertoriée sous
le nom de C/ostndium ce//u/olytk:um ATCC 35 319. L'étude physio logique
de cette bactérie a été réalisée (GIALLO 1984). une étude biochimique de
son système ce l1ulo lytique a été entreprise.

En effet, Clostndium cellulolyt/cum possède un équipement
enzymatique capable de dégrader la cellulose en sucres fermentescibles et
fermente également ces sucres en acides et en alcools. Mais la
dégradation de la cellulose par un grand nombre de bactéries
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cel lulolyt iques anaérobies est parfois incomplète (HUNGATE 1950). El le
comporte une étape limitante qui est la cellulolyse, Cette étape est
souvent due, soit à la nature cristalline d'une fraction de substrat qui
serait difficilement accessible aux cellulases, soit à l'inhibition des
enzymes cellulolytiques par les sucres solubles formés <BACON 1979),
soit encore à l'inhibition du métabolisme bactérien par certains produits
defermentatfon(HUNGATE 1950; CHUNG 1976).

Pour essayer de lever J'inhibition de la cellulolyse par les sucres formés
et par là, améliorer la dégradation de la cellulose} la production de
cel1ulases et de solvants, une culture mixte de C/ostïldlum ce//u/olytlcum
et de C/ostïldlum c1cetobut;l/lcum a été réal isée (FOND et coll. 1983),
Cette étude a montré que la dégradation de la cellulose est activée mais
que la production de solvants (acétone et butanoJ) ne s'effectue pas. cette
phase "solvant" est soumise l~ divers facteurs de régulation dont le flux de
sucre fourni à la bact.érie, Lors de ce couplage} le flux de sucre
(essentle1lement cellobiose) provenant de J'hydrolyse de la cellulose par
C/ ce//u/o/ytlcum ne permet pas à CI. c1cetobuty/lcum de passer à la
phase solvant Les performances de CI. ce//u/olytlcumdolvent donc être
améliorées afin que la cellulolyse apporte plus de sucres pour permettre
le déclenchement de la solvantogenèse chez CI acetobuty/ICu!J7.

Pour tenter d'apporter une solution à ce problème} deux possibilités
s'offrent à nous;

- trouver les conditions de culture qui permettent une meilleure
production de cellulases}

- essayer de produire des mutants de CI. ce//u/olytlcum
hyperproducteurs de ce Ilu1ases.

Notre travail de thèse s' inscri t dans ce contexte.
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1 STRUCTURE DE LA CELLULOSE

La cellulose est la molécule organique la plus abondamment
synthétisée sur la terre. C'est un polysaccharide de la série des
13-D-g1ucanes. Elle est formée de plusieurs milliers d'unités de D-anhydro
glucose dans la configuration chaise type 4 Cl reliées entre elles par des

liaisons 8-4. Le maillon élémentaire est le cellobiose .Compte tenu de la
taille du motif unitaire,la longueur de la molécule peut être estimée
10 )lm ou plus.

La structure 1inéaire de la ce llulose est représentée sur la figure 2.

cellobiose
?-<-------------7

HO
~----.-..

"1 " " ...
'0'"

4

OH
OH

~(,__ 0,51 5 nm--~) D-anhydroglucopyrannose

<t;-~---- -- - -1--------------
Cellulose

)

Flgure 2 Structure 11néalre de la cellulose

Plusieurs techniques ont été uti 1isées pour déterminer le degré de
polymérisation de la molécule. Suivant le type de matériel cellulosique}le
degré de polymérisation de la chaîne varie de 300 à 15 000 unités
D-g1ucose}ce qui correspond à un poids moléculaire compris entre 50 000
et 2 500 000. La microscopie électronique a mis en évidence la nature
fibrillaire de la cellulose. Quelle que soit son origine} la cellulose se
présente sous forme de fibrilles dont la morphologie et la taille sont
di fférentes. L'organisation fibri llaire est une conséquence des
caractéristiques fondamentales de la chaîne unitaire de la cellulose} "fil"
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;::U:;C;CN
PAR,o.CrtISïAl!-lNE
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Figure 3 Différents modèles de structure de microfibrilles de la
ce llulose

a) représentation de PRESTON et CRONSHAW ( J958)
b) représentation de HESS et coll. ( J957)
c) représentation de MANLEY ( J964)
d) représentation de ROWLAND et ROBERTS ( J972)
e) structure de 2 microfibr11les de cellulose au niveau d'une

zone de coaleSCence d'après COL VIN ( 1980).
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tendu et rigide de très grande longueur jusqu'à Sil dont l'empi lement en
domaines organisés de grande taille, les cristanjtes, est une propriété
remarquab le. Toute fibre cellulosique (ex: poi ls de coton,fibres de
bois...etc), peut être dissociée par divers procédés physiques en fibri Iles.
Suivant la tai Ile de ces éléments, on parle de microfibri Iles ou de fibri Iles
élémentaires. La nature et les dimensions de l'unité constitutive des
parois cellulosiques ont été un sujet de controverses. D'après les
premières observations au microscope électronique, la cellulose est
constituée par des nappes de fibrilles entrecroisées en forme de rubans
aplatis dont la section a une longueur de 20 à 25 nm et une épaisseur de 5
à 10 nm ŒARNOUD 1980); HEYN (1966) a trouvé des fibrilles de faible
dimension 2 à 3 nm. MUHLTHALER'( 1969) et FREY WYSSLING (1969) ont
considéré que toutes les celluloses sont structurées sur la base de la
fibri Ile élémentaire. Les microfibri Iles étant des multiples de l'unité
structurale de 3,5 nm.

Différents modèles de structure des microfibrilles ont été proposés
(figure 3) :

La structure fibri llaire de la cellulose, ses propriétés
physicochimiques et mécaniques, s'expliquent par la composition unitaire
de la chaîne . Les chaînes sont associées sous forme de microfibri lles
1iées entre elles par un grand nombre de 1iaisons hydrogène et par des
forces de Van der Waals. La présence de ces liaisons explique le caractère
insoluble de la cellulose. Les microfibrilles présentent des régions très
ordonnées où les molécules sont fortement liées appelées régions
critallines et des zones où les molécules sont enchevêtrées et en désordre
appelées régions amorphes (LADISH et TSAO 1979).

2 - Association Cellulose et autres Constituants

La cellulose pure est exceptionnelle; on la trouve dans les parois de
l'algue marine unicellulaire Valonia ventricosa, dans la paroi du poil de
coton la cellulose pure est synthétisée par Acetobacter xyllnum. Dans la
nature la cellulose est étroitement associée à des constituants
d'accompagnement non cellulosiques dont la proportion et la composition
varient suivant l'âge et la nature de la plante:

Les hémicelluloses ( 35 à 50%) sont des hétéropolysaccharides
ramifjés constitués en proportions variables de pentoses,d'hexoses et
d'ac ides uron iques. E11 es sont présentes dans tou tes 1es couches de 1a
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FIgure 4 : Schéma de la d1sposlt1on des f1br1lles cellulosiques
entourées de chaînes orientées d'hémicelluloses dans une
paroi ce Ilulosique.

Ce dessin fait apparaître les inter-relations au niveau supramoléculaire
entre le composant organisé et cristallin qu'est la cellulose fibrillaire et
la matrice amorphe des hémicelluloses. En plusieurs points, on a
représenté le départ de molécules de lignine liées par co-valence aux
hémicelluloses.La taille des fibrilles cellulosiques est arbitraire ( D'après
FREY-WYSSLING, 1959, et MARCHESSAULT, 1974 et 1978).
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paroi végétale mais plus part icu] ièrement dans les parois primaire et
secondaire où elles apparaissent fortement 1iées à la cellulose et à la
lignine (colloque cellulolyse) ,La figure ( 4 ) montre la disposition des
fibri Iles cellulosiques associées entourées de chaînes d'hémicellulose
dans une paroi cellulosique, Une des hém ice lIuloses les plus fréquentes
est le D-xylane constitué d'unités D-xylose sur lesquelles viennent se
brancher des molécules d'arabinose et des molécules d'acide glucuronique,
L'ensemble cellulose-hémicellulose est parfois appelé holocellulose,

La pectine (10 à 20%) : Les substances pectiques sont des polymères
glucidiques de J'acide D-galacturonique plus ou moins méthylés associés
par des 1iaisons osidiques a -1 - 4. Les poids moléculaires se situent
entre 30 000 et 300 000,

La L1gn1ne (20 à 30%) un polymère complexe de nature phénollque
associé aux hémicelluloses, Elle est constituée d'alcools coniférique)
synapll ique et paracoumaryl ique, Son caractère phénollque confère à la
lignine un rôle biologique protecteur et rend sa structure peu accessible à
l'eau et résistant à J'attaque enzymatique.

A côté des hémicelluloses) des pectines et de la lignine)la cellulose
est associée:

- à de faib les quanti tés de lipides ( 2 à 7%) et de protéines (3 à 10%).
- à un certain nombre de substances dans les végétaux et dérivés non

tral tés de végétaux.
- enfin à d'autres catégories de substances dans les déchets de

J'activité humaine (déchets urbains et industriels) qu'il convient de
connaître dans un but de recyclage et de valorisation,

3 la Cellulolyse et les Microorganismes
cellulolytiques

La cellulolyse est l'étape fondamentale de la transt'ormation de la
cellulose en sucres fermentescibles et en produits économiquement
rentables, Elle correspond à l'hydrolyse biologique de la cellulose en
molécules de plus petite taille comme les cellodextrines) le cellobiose et
le glucose.
La première étape de prétraitement et d'hydrolyse de la matière première
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destinée à produire les sucres fermentescibles limite l'application
industrielle de transformation de résidus cellulosiques et
llgnocelluloslques en composés chimiques de base, Pour supprimer cette
limitation) trois principales approches ont été envisagées:

- l'hydrolyse acide: cette vole est limitée par le coût élevé des
acides et la formation de produits secondaires inhibiteurs pour une
fermentatlon future,

- l'hydrolyse enzymatique par les cellulases de Trichoderma limitée
elle aussi par le coût des cellulases,

- une troisième voie d'hydrolyse,molns onéreuse et facile à mettre en
oeuvre) est la conversion directe par les bactéries cellulolytlques,

En général, les animaux n'ont pas d'activité cellulolytlque bien que
certaines espèces d'escargot secrètent des quantités Importantes de
cellulases, En 1970,WILDISH et POOLE ont mis en évidence une activité
ce] lulaslque chez un amphipode vivant dans les estuaires: OrclJertia
!/l'ammarella. Les microorganismes cellulolytlques sont donc les
principaux responsables de la dégradation de la cellulose dans la
blosphère,

La flore cellulolytlque est très variée; elle se retrouve dans des
écosystèmes divers constitués par les composts) les fumiers, les litières,.
les boues d'estuaires, le fond des lacs et le tractus digestif des animaux.
Ces microorganismes appartiennent à des groupes taxonomiques très
variés pouvant être groupés suivant leur appartenance au groupe
Eucaryotes ou Procaryotes, leur température de croissance qui permet de
distinguer les microorganismes mésophiles et les microorganismes
thermophl les, et enfin suivant leur comportement vis à vis de l'oxygène,

3- 1 l,es Eucaryotes

Ce groupe comprend les protozoaires et les champignons,

3-1-1 Les protozoaires

L'étude de la dégradation de la cellulose en sucres par les protozoaires
présente des dlfflcul tés dues à l'interférence des métabolismes des
bactéries symbiotiques hébergées.
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3-1-2 Les champignons cellulolytiques

C'est en 1950 que REE5E a mis en évidence une activité cellulolytique
d)ez les champignons saprophytes. Ces champignons appartiennent
principalement à la classe des champignons imparfaits et à celle des
basidiornycètes.

3-1-2-1 Les champignons imparfalt.s

Sont considérés comme cellulolytlques vrais: Trlchoderma v/r;de(L! et
coll.) 1965) et son mutant hyperproducteur Tr/choderma reese~ Fusarlum
solanl (WOOD 1969) 1975); Penicillium fun/culosum (WOOD et Mc CRAE
1979 1982). De nombreuses espèces mésophl les ont été décrites pour leur
actIvité cellulolytique: Vent/c/illum alboat/um (GUPTA et HEALE) 1971);
Penicillium Irlensls ŒORETTI et coll.) 1973); Fusarlum avenaceum
(ZALEWSKA et coll.) 1981); Aspergillus nlger (PETTERSSON 11963). Dans le
groupe des champignons ImparfaIts) Tr/choderma reese/ est l'espèce la
plus étudiée en raison de ses potentialités commercIales. A l'heure
actuelle) les souches de Trlchoderma vlr/de et d'Aspergillus nlger sont
les plus Importantes sources de cellulases à vocation Indust.rlelle.
Cependant l certains champignons thermophlles sont étudiés pour leurs
potentIalités cellulaslques. Talaromyces emersonll est capable de
produire des quantités Importantes de cellulases en 50 heures alors qu'II
faut 5 à 8 jours à Trlchoderma vlode De plus Iles enzymes produItes par
cette souche sont très stables à l'agItation et à la chaleur (MOLEYNEY et
coll. 1983).

3-1-2-2 Les Basldlomycetes

Le représentant de ce qroupe le plus étudIé est l'espèce Sporotr/chum
pulverulentum, Outre ses propriétés cellulolytlques ) Il possède une
activité lignolytîque (ANDER et ERIKSON, 1975-1977); STREAMER et coll. l

1975).
L'espèce Sporotrlc/Jum pulve/vle/7tumlsolée sous le nom de Ch/)/sosporlum
//qnoruma été initialement classée dans les champignons Imparfaits. Elle

~ ~

est auJourd'huI apparentée à un basldlomycète (ANDER et ERIKSON) 1975).

3-1-2-3 Les Ascomycetes

Dans ce groupe) l'espèce Talaromyces emersonl/prodult de grandes
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quantltés de cellulases ( Mc HALE) COUGLAN ,1980-1981). ORPIN (1975) a
mis en évidence dans le rumen, un champignon anaérobie strict}
Neocal/lmaxtrlx frontails. BAUCHOP (1979) a montré que les particules
végétales du rumen du bovin et du mouton sont colonisées par une
population importante de phycomycètes anaérobies qui se développent sur
les substrats cellulosiques lentement dégradés dans le rumen.

3-2 Les Procaryotes

Ce groupe comprend les bactéries cellulolytiques et
pseudocellulolytiques. SuiYant. le mode de respiration, on distingue les
bacterles anaérobies strictes et les bactéries aérobies-anaérobies
facultatiYes.

3-2-1 Les bactéries cellulolytiques

Les bactéries ont été moins étudiées que les champîgnons. Cependant
certaines d'entre elles ont fait J'objet de nombreux travaux.

Les différentes bactéries cellulolytlques et pseudocellulolytiques sont
répertoriées dans le tableau ( 1).

C! !IJermocellum est. la bactérie cellulolytique la mieux connue et la
plus étudiée. Elle permet la conversion directe de la cellulose en éthanol}
en acides organiques et en gaz ( C02) H2). C'est l'une des rares bactéries
qui produit des cellulases aussi efficaces dans l'hydrolyse de la cellulose
cristal line ( JOHNSON et coll.) 1982) que les cellulases de TrlclJoderma
reesel. CI. tIJermoce/lum est une bactérie anaérobie saprophyte. Son
système enzymatique est très étudié, Les ce Ilulases secretées par cette
bactérie ont tendance à s'associer en un complexe de haut poids
moléculaire (2 millions de daltons) appelé cellulosome (LAMEO et coll.
1983; BAYER et coll. 1983), Cet aggrégat est résistant à la plupart des
agents dénaturants mais un traitement en présence du dodécyl sulfate de
sodium (SOS) au dessus de 70 oC permet de dissocier le complexe (LAMEO
et coll., 1983). Ainsi J'analyse du complexe par électrophorèse sur gel de
polyacrylamide en présence du SOS a montré que le cellulosome est
composé d'au moins 14-18 polypeptides de poids moléculaire compris
entre 48 000 et 210000 daltons. La plupart de ces polypeptides possèdent
une activité cellulasique et l'un d'eux appelé le "cellulose-blnding factor"
a IJne forte affinité pour le cel1ulose, De plus en 1983} BAYER et coll.



Tableau 1 : les Bactéries cellulolytlques et pseudocellulolytlques

BACTERIES TYPE TEMPERATURE Type dO enzyme Références
RESPIRATION . croissance purifié

A) 6RAM-

1- BiUonnets et
Cocci aérobies

CytOfJIl~sp aéro-anaéro facu1 1 Endo CHANG et THAYER, 1977

PseuœmOl78S so/antJœ8rllm aérobie strict

2-Bôtonnets aéro-
anaérobies

Famille des entérobactéries

Erwil7ia carotovOI"a aéro facultative 27-30 OC 2 Endo TSENG ,1974

Erwil7ia cllrystJl7tllemi aéro-anaéro facul. mésophlle 2 Endo TARDIF,1982;BOYERetcoll.,
1984a,b; BOYER, 1985

-..
VJ

3- Anaérobies

8 utyrIvibrio fibroso/vel7s anaéro strict mésophl1e HUNGATE,1950;BRYANTetSMALL
1956

8acteroiœs su/.;r:il7ogel78s anaéro strict 30-38 oC 1 ENDO GROLEAU.FORSBERG,1981-1983

Acetlvibrio cel/ll/o/yticlls anaéro mésophl1e 2 Endo, 1 Exo KHAN, 1980; PATEL et coll. 1980
SADDLER et KHAN, 1981

AcetiviÔriocelllllt.w/vel7s anaéro mésophl1e KHAN et coll., 1984



B) 6RAM+

1) Cocci

Tableau Les Bactéries cellulolytiques et pseudocellulolytiques (suite)

Rvminococcvs tl/bvs

Rvminococcvs f/avefaciens

2)-Bitonnets et cocci
sporulés

CI. tllermœe//vm

anaéro strict
'1

anaéro strict

anaéro strict

mésophlle

mésophlle

thermophi le 4 Exo

HUNGATE, 1957

BRYANT, 1963-1973

NG et ZEIKUS, 1981 ;PETRE et coll.,
1981 DUONG et coll., 1983

CI. stercoral"ivm anaéro saprophyte thermophlle 1 Endo, 1 Exo MADDEN, 1983; CREUSET et coll., -
1983a,b. .b-

CI. œ//obioparivm anaéro strict 30-37 oC HUNGATE, 1944; CHUNG, 1976

CI. p8fJyrosolvens anaéro strict mésophlle MADDEN et coll., 1982

CI. œllulolyticum anaéro strict mésophlle PETITDEMANGE et coll., 1984

CI. œllv/ovorans anaéro mésophlle SLEAT et coll., 1984

CI. œllvlocreSl:~ens

3-Bâtonnets irréguliers
non sporulés

f.-èl/v/omon85 !7avIgeIJ8 aéro-anaéro facul. mésophile ST.ACKEBR-\NDT, Kl\NDLER. 1979



Tableau 1 Les Bactéries ce l1ulo lytiques et pseudoce llulolytiques (sul te)

Ce//vlomMtJS ce//8StJe8 aéro-anaéro facul mésophile

Ce//li!omOnt1sgelidt! aéro-anaéro facul. mésophile

Ce/IV/omMt1S biazotea aéro-anaéro facul. mésophile

Ce/lvlomMtJS L."tJrttJe aéro anaéro fecu1 mésophile

Ce/lvlomMtJS tvrbata eéro-enaéro fecul. mésophile

Ce//v/omonas SfJ souclle C84 aéro-anaéro facul. mésophile

Ce//v/omont1s soVl.:YJ8 Ilbc aéro-anaéro facul mésophile

Ce/lvlomMtJS SfJ sOl/clle CS1- / aéro-anaéro fecul.

Ce//vlomMas vd!J

Ce/lvlomMtJS fJ'mi

C) LES BACTERIES
FILAMENTEUSES

Micromonosporaceae

aéroanaéro fecul ;

aéro-anaéro: facu1.

mésophile

mésophile

mésophile

2 Endo, 1 Exo

2 Endo, 1 Exo

1 CBH

3 Endo

HAN et SRINIYASAN, 1968

STACKEBRANDT,KANDLER,1979
LANGSFORD et coll., 1984

STACKEBRANDT,KANDLER,1979

STACKEBRANDT.KANDLER.1979

STACKEBRANDT,KANDLER.1979

STACKEBRANDT,KANDLER.
1979-1980
STACKEBRANDT et coll., 1982

NAKAMURA, KATAMURA, 1982­
1983
BEGUIN et coll., 1977,
BEGUIN, EISEN, 1978a,b.

CHOI et coll., 1978;
HAGGETT et coll. > 1979

-U1

Abréviations utilisées: Endo: endogllJcanaS8; Exo: exoglucanase; aéro: aérobie; anéro: anaérobie fecul : facultative
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ont observé que la composition polypeptidique du celJulosome varie avec
la source de carbone présente dans le milieu de culture. En 1977, NG et
coll. ont signalé J'effet inhibiteur de J'agitation de la culture sur la
croissance de CI. tllen7ïOce//um. D'après NG.et coll. 1977, NG et ZEIKUS
1981, les ce llulases de CI. thermoce//um ne sont pas sensibles à
J'oxygène. Mais en 1982, JOHNSON et col L, puis JOHNSON et DEMAIN ( 1984)
ont montré que les celJulases de CI. themoce//um fonctionnent
optimalement dans un environnement réducteur et qu'elles ne dégradent la
cellulose cristalline qu'en présence du dithiothréitol <OTT) et des ions
Ca2+. Les ions Ca2+ stimulent les activités cellulolytiques de ce
microorganisme. Les produits majeurs de l'hydrolyse de la cellulose (
cellobiose et glucose) n'inhibent pas les enzymes celJulolytiques qui
semblent être constitutives (SHINMYO et coll., 1979).

A côté de CI. t/)ermoce//um., certaines bactéries ont été également
étudiées et possèdent des caractéristiques remarquables. C'est le cas de
Bactéroldes succil7ogel7esqul est capable de dégrader les celluloses les
plus critallines. Elle adhère fortement aux fibres de cellulose. Le système
ceIJulolytique de cet organisme semble particulièrement complexe
(GOLEAN et FORSBERG ,1983); SCHELLHORM et FORSBERG ,1984). El le
fermente le cel lobiose, le glucose et quelques souches sont capables
d'uti 1iser les pectines et J'amidon mais pas les xylanes
(BRYANT, 1963-1973). les bactéries du genre Ruminococcus sont capables
d'assimiler de nombreux substrats carbonés. Rumil7ococcus a/bus et
Rumil7ococcus f/avefaciel7s sont capables d'utiliser le xylane et le
cellobiose mais ne fermentent pas les oses simples ( BRYANT,
1963-1973). De plus, Rumil7ococcus albus stocke les réserves sous la
forme de granules intracellulaires de glycogène (CHENG et coll., 1977).
Acetivibrio ce//u/olyticu5, bactérie anaérobie mésophile ne semble
capable de fermenter que la salicine, le cellobiose et la cellulose en
produisant principalement de J'acide acétique et des gaz ( H2, C02). Mais II
est possible d'adapter cette souche à pousser sur glucose ( PATEl et Mc
KENZIE ,1982); de plus cette bactérie présente une forte activité cellulase
sur différents types de substrats cellulasiques.

Les bactéries aérobies· et aérobies-anaérobies facultatives
comprennent les genres Pseudomonas, Cellvibrio et Cellulomonas. le genre
Cellvibrio n'est pas reconnu par la neuvième édition du Bergey's manual
( 1984). Certains auteurs classent cette espèce dans le genre Pseudomonas
alors que CHOI et coll. (1970) suggèrent de classer Cel/v/brio gi/vus dans
le genre CeJJulomonas. Ce/Iv/brio fu/vus étudiée par BERG et coll. (1978)
pousse bien sur le glucose et le celloblose mals pas sur les celluloses
substituées. Elle n'accumule pas de sucres réducteurs au cours de la
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croissance sur cellulose et produit une cellulase liée aux cellules. Les
souches de cellulomonas ont été isolées le plus souvent du sol
Ce//u/omofJas sjJ ATCC 21) d'un champ de canne à sucre; Ce//u/omofJas
(/avlgefJa d'une décharge mais aussi du rumen comme C flml souche R2,

Les bactéries du genre Cellulomonas ont été considérées jusqu'à
récemment comme toutes cellulolytiques, Dans la huitième édition du
Bergey's rnanual 1974, KIEDDIER ne reconnaissait qu'une seule espèce:
{'&/lulomofJas flavlgefJâ,' mals en 1979, STACKEBRANT et KANDLER ont
d'après les caractères physiologiques et biochimiques ainsi que les études
d'homologie d'ADN, mis en évidence l'existence de sept espèces
différentes: C blazoteâ, C cellase~ C flrrJ/; Cflavlgen~ C /lelld~ C uda
et C cartae auxquelles il faut ajouter C turbata, espèce non
cellul01ytique ( STACKEBRANT et coIL,1982), Les Cellulomonas sont des
organismes capab les d'uti 1iser de nombreuses sources de carbone et entre
autres les hémicelluloses comme le xylane (RICHARD et LAUGLlN, 1980;
RICHARD et PEIRIS 198 J), La fermentation de ces sucres conduit à la
production d'acétone ,de lactate, de formiate, de succinate, d'éthanol et de
gaz carbonique. certaines souches très cellulolytiques, compét.ltives avec
les champignons ont été isolées ces dernières années ( CHOODHURY et col L
1980) NAKAMA et KITONA 1982), Récemment une espèce cellulolytique
C fermefJtansa été isolée à partir d'un échantillon du sol d'une décharge}
elle a été identifiée, caractérisée et étudiée par BAGNARA et coll. (1985),
Dans le but d'optimiser la production de protéines d'organismes
unicellulaires (P,O.UJ) de nombreuses études ont été réalisées sur
Cellulomonas (HAN et SRINIVASAM 1980) KRISTENSEN 1978} HITCHNER et
LEATHEERWOOD 1980} HAN 1982, ENRIOUEZ et RODRIGUEZ 1983). Les
protéines cellulaires de plusieurs souches de Cellulomonas sont très
riches en lysIne et acides aminés essentiels par rapport aux normes de la
FAO ( Cellulomonas sp, HAN et SRINIVASAM) 1968; Cellulomonas sp }
HITCHNER et LEATHERWOOD 1980; Cellulomonas SA souche lIbc, ENRIOUEZ
et RODRIGUEZ 1983 ). Différents travaux ont été réalisés sur le genre
Cellulomonas: BEGUIN et ESSEN (1977) ont purifié trois endoglucanases à
partir de C sp souche lIbc; NAKAMURA et KITAMURA ont purifié une
cellobiohydrolase à partir de C uda souche Cb4. DERMOUN (1986) a mis en
évidence la capacité de C uda à dégrader extensivement les celluloses
Avicel, Whatman C41} Macherey et Nagel ( MN300) par une attaque
simultanée des régions amorphes et cristallines de la cellulose. Une
coculture de C uda et CI. cel/u/olytlcum réalisée par BAGNARA et coll.
( 1985 ) a mis en évidence l'existence d'une synergie d'action au niveau de
la dégradation de la cellulose en boîte de Pétri (activité halogène) .
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4 - les Enzymes impliquées d8ns 18 cellulolyse

La cellulolyse correspond à l'hydrolyse de la cellulose en sucres
simpies (ce 1lobiose, glucose). Cette solubiJ isation de substrats
cellulosiques se fait par l'action d'un complexe multienzymatique appelé
"cellulase". Le mécanisme complet de la dégradation de la cellulose n'est
pas encore entlèrement élucidé. Cependant de très nombreux tf~avaux ont
été consacrés à l'étude de l'attaque de la cellulose et à la caractérisation
des cellulases. Ce sont surtout les cellulases des champignons qui ont été
très étudiées notamment celles de TricIJoderma reeseiet de TricIJoderma
v/ride alors que les propriétés des cellulases bactériennes sont peu
connues.

Les principales enzymes Impliquées dans la dégradation de la cellulose
sont les endo 13-1-4 glucanases, les exo 13-1-4 D-glucanases et les 13­
glucosidases. Des approches significatives ont été réalisées dans la
compréhension du mécanisme d'action des cellulases chez les champignons
.Certajns auteurs comme WOOD et Mc CRAE (1978> ont proposé un schéma
d'attaque de la cellulose: une ou plusieurs endoglucanases fractionnent au
rlasard les longues chaînes de cellulose produisant ainsi des fibres plus
courtes et des cellodextrlnes. Celles-cl sont attaquées de façon
récurrente à partir de l'extrémité non réductrice par une exoglucanase
1ibérant du cellobiose en faible quantité et dans certains cas des
ce1lodextrines de faible PM. Le cellobiose et les cellodextrines sont
ensui te transformés en glucose grâce à l'action d'une J3-glucosidase, d'une
ce1lobiophosphorylase, ou d'une cel lodextrine phosphorylase .

4-1 les endoglucanases

Elles sont aussi appelées endocellulases ou endo 1-4-J3-D-glucan­
4-glucanohydrolases Œc3.2.I.4). Ces enzymes coupent au hasard les
liaisons glucosidiques 13-1-4 le long de la chaîne de cellulose. Elles sont
actives sur les celluloses amorphes et les dérivés substitués de la
cellulose comme la carboxymethylcellulose (CMC>. Ce type d'enzyme a une
action très limitée sur la cellulose cristalline, Il ne devient efficace que
lorsque la cellulose est rendue accessible par traitement chimique ou
soluble par substitut.lon. Les endocellulases sont largement répandues
aussi bjen chez les champignons ( ERIKSON et PETTERSON 1975a ;
HAll WELL 1961; GARG et. NEELAKANTAl'1 1982, SELBY et MAI TLAN 1967;
K1JBICEK 1981) que chez les bactéries (PETRE et LONGIN 1981; NG et
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ZEIKUS 1981; YAHANE et coll. 1970); on les rencontre également chez
certains organismes non celJulolytiques comme Cytopl7aga Iytlca ( Bergey,
1974) et CI acétobuty/lcum (ALLOCK et WOOD, 1981) et enfin chez les
plantes supérieures ( TRACEY, 1950; REESE et MANDELS, 1963), Plusieurs
endoglucanases peuvent se trouver dans le complexe enzymatique d'un
même microorganisme, Deux endoglucanases ont été mises en évidence
chez Trichoderma vîride (PETTERSON 1975 ); cinq chez CI tl7ermoce//um
BEGUIN et colL 1983, PETRE 1985, Millet et col 1.1 986), Ces endoglucanases
peuvent avoir des spécificités de substrats légèrement differentes et la
spécificité d'action de ces enzymes peut varier d'un organisme à un autre,

4-2 les fl-I-4-exoglucanases appelées également
exo-I,4-B-glucanases

El les sont de deux types:

4-2-1 les cellobiohydrolases (1 ,4-B-D-glucane-celJobiohydrolase,
Ec3 2,1.91).

EJles libèrent une unité cellobiose à partir de l'extrémité réductrice
du polymère. Elles sont actives sur les celluloses insolubles, celluloses
microcristallines type Avicel, sur les fibres de coton et sur les
ce1Jodextrines.

4-2-2 les exo-I ,4-J3-D-glucosidases (Ec3,2, l ,74),

encore appelées glucohydrolases, libèrent séquent.ielJement des
unités glucose à partir de l'extrémité non réductrice de la chaîne, Ce type
d'enzyme n'a jamais été mis en évidence chez les bactéries,

Les exocellulases n'ont pas d'action détectable sur la CMC, mais les
celluloses amorphes partiellement dégradées et les celloollgosaccharides
solubles (3 à 6 résidus) sont aisément hydrolysés, L'activité des
celloblohydrolases n'est caractérisée que par leur synergie d'action avec
les endoce lJulases, ce qui n'est pas le cas des glucohydrolases (WOOD et
Mc CRAE 1982 ), Ceci explique la difficulté d'estimation de ces activités
dans un mélange. Les cellobiohydrolases ont été mises en évidence et
purifiées dans les surnageants de cultures de nombreuses espèces de
ct'Iampignons: Trlcl70derma vlrloe(GUM et BROWN, 1977); TrlclJoderma
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konlngll HAll WEEL et co] 1., 1972-1973); Peniceillum funlculosum
(SELSY,1968); Fusarlum lunl ( MI SHRA et co] 1. 1983); Sclerotlum rolfsll
(SCHWALE et SADANA) 1981), Chez ces bactéries) une activité
exoglucanase a été mise en évidence dans les surnageants de cultures de
quelques microorganismes mésophi les: Cellv/brlo gllvus ( STORVICK et
coll.) 1963); Ac&tlv/brlo cellulolytlcus ( Mc KENZIE et SILOUS) 1982);
Cellulomonas uda (NAKAMURA et KITAMURA,1983); Cellulomonas flml
CGILKES et col1.) 1984c); et purifiée à partir d'une clostridie thermophile)
CI stercorarlum (Creuset et co 11. 1983).

Il est à noter que ces exocellulases n'ont été purifiées qu'à partir de
cultures d'organismes cellulolytiques "vrais" , L'absence de ce type
d'enzyme explique l'impossibilité des organismes pseudocel1ulolytlques à
effectuer une hydrolyse extensive de la cellulose native.

A ces enzymes ce 11ulolyt iques sont associées des enzymes
intracellulaires spécifiques de la dégradation du cel10biose et de
cellodextrines solubles (degré de polymérisation < 7) .Les endo et
exoglucanases de quelques bactéries sont présentées dans le tabeau ( 1 ),

4-3 Les B-glucosldases ou B-D-glucoslde glucohydrolases
( Ec 3.2.1.21 )

Les J3-g1usidases libèrent des résidus glucose à partir de l'extrémité
non réductrice de f3-glucosides de petite taille comme le cellobiose et les
cellodextrines, Elles sont moins efficaces lorsque les chaînes s'allongent
contrairement aux exoglucanases dont l'afflnité pour le substrat augmente
avec son degré de po lymérisat ion, Des critères de différenciat ion des deux
activités ont été établis par REE5E et col1. (1968)

- les f3-glucosidases agissent avec rétention de configuration du
carbone anomèrique.

- les exoglucanases réalisent une hydrolyse du substrat avec inversion
de configuration en CI du résidu 1ibéré donnant un a-résidu.

- Les f3-g1ucosidases sont très sensibles à l'inhibition par la
D-glucono-l,5 lactone et possèdent une activité transférase , Mais en
1975) ERIKSON et PETTERSON ont mis en évidence une exoglucanase dont
l'act ivité sur la ce llulose Avice1est inhibée à 83% par la D-glucono-I-5
lactone à une concentration micromolaire, WOOD et Mc CRAE (1982) ont
purifié une glucohydrolase sensible au D-glucono-1-5 lactone et possédant
une act ivité transférase,

Les exoglucanases sont caractérisées par la spécificité du substrat
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hydrolysé alors que les J3-g1ucosidases sont capable..:; d'hydrolyser
différents types de 1iaisons J3 -glucosidiques. Lorsque le cell1ol)iose est
le substrat} la J3-g1ucosidase est appelée cellobiase. Les J3- glucosjdase~i

sont largement répandues chez les champignons ce 11ulo lyt iques. Les
que lques glucohydro lases puri fiées sont fongiques. Chez les bactéries} les
J3- glucosidases sont souvent liées à la paroi cellulaire. En 1979 A,IT et
coll. ont caractérisé et purifié une J3- glucosidase chez CI tlJe/woce//um.

Endoalucanases) exoaiucanases et J3-a]ucosidases constituent le
v v ~

système hydrolytique présent chez la plupart des microorganismes
ce 11ulo lytiques.
NG et ZEIKUS (1981) ont montré que l'importance des difféf'entes
act ivités de ces enzymes peut varier d'un organisme à un autre.

4-4 Les Oxydases

Des mécanismes enzyniatiques différents peuvent intervenir dans le
rnétabol isme de la cellulose mettant en Jeu des enzymes oxydatives. CiE-Z
certains cliampignons) la j3-glucosidase est la seule enzyme capable
d'hYllrolyser le cellobiose en glucose pour réduire l'inhibition par les
produits finaux; chez d'autres) cette hydrolyse est réalIsée par les
enzymes ce llobiose oxydases qui oxydent le ce 11obiose et les
ce1lodextrines à plus longues chaînes en acides ce llobioniques. La
cellobiose quinone oxydoréductase oxyde le cellobiose en
celloblonolactone. AYERS et coll.} (1978) ont décrlt une celloblose oxydase
chez SjJorotriclJum jJulveru/entum d'après ces auteurs) cette enzyme
pourrait oxyder la cellulose à une extrémité réductrice après l'action ce
l'endo- 13-1-4 -glucanase.

4-5 Les cellobioses et ceJlodextrines phosphorylases

La présence d'une ce llodextrlne phosphorylase a été mIse en évjdence
par SIH et Mc BEE (1955) chez CI. tlJermoce//umet chez d'autres bactéries
comme Ruminococcus flavefaci{?ns( AYERS, 1958- J959 ); Ce//vibr/() pi/vus
(HULCHER et KING) J 958a} J 958b) et C&//u/omonas lïavipena (SAID.A.i~I)

J 983)



22

4-5-1 La ceJJoblose phosphorylase ou celJoblose orthophosphate
a-D-glucosyltransférase Œc.2.41.20) catalyse la phosphorolyse réversible
du ce Iloblose selon la réaction

celJoblose
cellobjose + PI ~ a-.D-glucose- 1- phosphate + D-glucose

phosphory 1ase

4-5-2 La cel lodextrlne phosphorylase

SHETH et ALEXANDER (1969) ont mis en évidence une cellodextrlne
phosphorylase chez CI. thermoce//um Elle catalyse la phosphorolyse du
ce JJotrlose, cel JotétraoseJ cellopentaose et cellohexaose suivant la
réaction

ce Ilodextrine
(glucose)n + Pi

prlOsphory 1ase

a-D- glucose-l-P + (glucose)n-I

Ces phosphorylases fournissent directement des sucres phosphorylés
et constituent une vole intéressante du point de vue énergétique pour la
cellule, La vole phosphorolytlque permet aux bactéries d'épargner une
molécule d'ATP par mole de celloblose par rapport à la vole hydrolytlque.

L'utilisation phosphorolytlque et hydrolytique du cellobiose est
représentée sur la figure ( 5). Le clivage phosphorolytique du celloblose
semble être très répandu chez les bactéries ( SATO et TAKAHASHl J 1967;
SCHIMZ J 198 J) .
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Hydrolyse

cellobiose

Pi~
glucose

ceIJobiose
phophoryJase

+ glucose l-P

cellQblQse

1fi glucosldase

2 glucose

J ATP

1 ADP

hexokinase
phospho
glucomutase

2 ATP

hexokinase

glucose 6-P glucose 6-P 2 glucose 6-P

1
4 acide pyruvique

Figure 5 : Utilisation phosphorolytique et hydrolytique du cellobiose

5 - MécDnisme d'Dclian des cellulDses

TQutes ces enzymes décrites précédemment Interviennent de raçQn
complémentaire dans la dégradation de la cellulose. Il a été souvent
observé que l'activité cellulaslquedu complexe est plus Importante que la
somme des activités de cl)acun de ses conti tuants.

Le mécanisme d'action des cellulases n'est pas encore bien connu.
Plusieurs modèles ont été proposés:

A partir de la cQnstatatlon que certains Qrganlsmes capables de
pousser sur des dérivés solubles de la cellulose comme la CMC sont
incapables de PQusser sur la cellulose native,. REE5E et CQII. 1950 Jont
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ORGANISMES CELLULOLYTIQUES
--------,...............---------------a

ORGANISMES PSEUDOCELLULOL YTIQUES
~t-------/'-------------w

Cx
--_____ PETITES MOLECULES

SOLUBLES
( Glucose, cellobiose,

01 igosaccharides)

Cl
---1~_ CELLULOSE

REACTIVE
( chaines linéaires

d'anhydroglucoses)

CELLULOSE
NATIVE

F1gure 6: Hypothèse do REESE et coll.. t950.

ex ICMCâse
+ C2

CELLULOSE • FIBRES
NATIVES COURTES

Cl (Cellobiohydrolase)

+ Cellobiase

GLUCOSE

Flgure 8 Hypothèse de HAlllWEll et RIAl. t970- t97 t

...E_nd_og~l_uc_an_as_e__ Ol 1GOMERES

CELLULOSE
NATIVE

_----.,__ CELLULOSE celJoblohydr-olaSB

MODIFIEE
( Solubles dans glucohydrolase

les alcalis)

CELLOBIOSE

GLUCOSE

FIgure 7 Hypothèse de RffSf, 1977.
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Régions cristallines

.".
Régions amorphes

,/

A

1Endo-JS-GluCJlnase (tG)

.\ \"'-

/~/,/'
B

~lucobydrola.. (GH)

\1 ..
! C.noblohyd,olas. (OH)

>- f,~

;-K
c . ...--,

...................
.... EG/CBH- QI ,..
f~~•

• • •
0 ~

.........---...".

• •
• • •
• • • •

JS-Glucosidas. n-------1.....
Glucose

FIgure 9: ReprésentatIon schématIque des étapes séquentIelles de
la cellulolyse.
( d'après MONTENECOURT J 1979)
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ém is l'hypothèse que l'hydro lyse de la cellulose cristall ine hautement
organisée est un mécanisme en deux étapes: une celJulase CI modifie

la cellulose native par un processus encore mal connu en une forme
réactive qui est ensuite hydrolysée en sucres solubles,
Les modèles de REE5E sont représentés sur les figures (6 et 7>-

Partant de la constatation que la formation de fibres courtes est
associée à la fractlon Cx du filtrat de culture de Trichoderma koningii et
que ces fibres courtes ne sont saccharifiées Que si le composant Cl est

présent, HAWELL et RIAZ (1970-1971) proposent un modèle dans lequel le
composant Cx ' comprenant les deux activités CMCase et de formation de

fibres courtes, appelées C2 agissent dans une première étape, conduisant,
à la formation de fibres courtes, lesquelles sont ensutte hydrolysées par
l'action des composants Clet cellobiase (figure 8 ) ,

Le mécanisme séquentiel du système Cl-Cx est très discuté, WOOD et

Mc CRAE (1977) ont démontré Que l'action de l'endoglucanase suivie de la
cellobiohydrolase libère plus de sucres réducteurs Que si l'ordre de
l'attaque de ces enzymes était inversé,

A partir des cellulases fongiques, MONTENECOURT et EVERTLEICH (1979)

ont établi un schéma de la cellulolyse, figure ( 9):
Les endoglucanases Cx initient l'attaque des régions peu cristallines

de la cellulose scindant ainsi les chaînes glycosidiques et créant des
extrém ités non réductrices tout en dépolymérisant la cellulose, Les
cellobiohydrolases CI détachent le cellobiose à partir des extrémités non

réductrices des chaînes néoformées de façon récurrente exposant ainsi de
nouvelles chaînes de la microfibrilJe à l'action des endoglucanases, Les
interactions entre les différentes composantes du système cellulase sont
encore très ma1connues,

6 - Applications Industrielles des CelluhJses

Malgré de nombreuses recherches effectuées dans le domaine de
l'applicatlon Industrielle des cellulases,elles restent encore
essentiellement utilisées expérimentalement. Cependant, des souches
mutantes produisant de grandes quantités de celJulases sont disponibles,
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Au niveau industriel, les applications des cellulases peuvent intervenir:
- au niveau de l'extraction de la cellulose de certaines structures;
- au niveau de la production de sucres solubles à partir de la cellulose

comme le glucose,
Les différentes applications industrielles sont répertoriées dans le
tableau (2 ),

Mais pour arriver à des procédés industriellement utilisables et
rentables, les problèmes d'inhibition des activités enzymatiques par les
produits d'hydrolyse doivent être résolus,

Tableau 2 - Applications des ceIJulases
(d'après Mandels, 1985),

1 - Extraction des parois végétales:
a) Extraction des contenus cellulaires ( arômes, enzymes,

polysaccharides (agar), protéines ),
b) Amélioration de la réhydratation de végétaux séchés,
c) Augmentation de la digestibi 1ité d'aliments très fibreux

<tourteaux de graines, pai Ile, orge)
d) Production de protoplastes de cellules végétales ( recherche

scientifique ),

2 - Production de glucose et de sucres solubles.
a) Al imentation animale:

produits directs ou secondaires de la mélasse, accroissement
de la valeur nutritive des aliments fibreux, protéines
d"organismes unicellulaires,

b) Produits industriels:
( colles, produits chimiques: éthanol,butanol, etc'> ;

c) Matière première de l'industrie des fermentations;
( antibiotiques, acide citrique, etc.. .>,

3 - Production de lignine
(matière première de l'industrie chimique)

4 - Applications Alimentaires diver ses
a) Production de protéines
b) Aliments fermentés/organismes cellulolytiques
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(addlt ion de protéines myce1iennes et extrace1lulaires) extractlon
des fibres, conversion des fibres en sucres, extraction d'autres
composés indésirés).

c) Protéases fongiques.
(protéases acides de Trichoderma pour le traitement de la viande).

7 Les mutations chez les Clostridia

La dégradat ion comp lète de la ce llulose en sucres simp les se heurte à
une étape limitante qui est l'hydrolyse. Cette étape limitante est souvent
attribuée à l'inhibition par les produits d'hydrolyse,

En général, les bactéries ont une activité cellulasique très faible
comparée à celle des champignons comme Trk"IJoderma vifïde et son
mutant Trlc!Joderma reesei. Ainsi la sélection des souches mutantes
pouvant posséder une mei] leure act ivi té ce l1ulasi que et résistant à
l'inhibltion par les produits finaux permettra d'améliorer l'hydrolyse de la
cellulose, la production des cellulases et de développer des procédés
d'application des cellu]ases utilisables. En plus de l'intérêt industriel de
l'amé] iorat ion de l'act iv! té ce l1ulasique, la mutat ion d'une fonction
spécifique permet l'identification des gènes et la localisation du gène sur
le chromosome. Les études génétiques chez les Clostridja sont très peu
déve loppées et peu de travaux ont été réa 1isés sur l'obtent ion de nouve Iles
souches par mutation. Mais ce problème a suscité un regain d'intérêt
( JONES et WOODS, 1986b; ROGERS 1986 ) et des travaux ont été réa 1isés
dans le domaine de la mutagénèse , de l'isolement des plasmides,des
transferts génétiques, du clonage et de l'expression des gènes des
Clostridia. A cet effet un gène codant pour l'endoglucanase de CI
cellulolyt/cu07a été cloné chez Escherichia coli par PEREZ-MARTINEZ et
coll. (1988).

7-) Mutagenèse et agents mutagènes

Se lon ROWLANDS (1984), les mutagènes peuvent être divisés en deux
classes: les mutagènes chimiques et les mutagènes physIques.
Dans les mutagenes chimiques, on distingue les agents alkylants tels que
l'ethylméthyl sulfonate (EMS) et le N-.méthyl-N'-nitro-N-nltrosoguanidine
(N,T.G.); les analogues de bases, l'hydroxylamine et l'acide nitreux.
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Tableau 3 : Propriétés de Quelques agents mutagènes.

MUTA6ENE MECANISME TYPE Df MUTATION EfFET RELATIF
de MUTA6ENE INDUITE

1) Radiotlon

rayon X, neutrons cassureœ œlétlon 1 Inversion élevé
chromosomes

U.V. dimérisation œ OC --AT 1 transition moyen
la pyrimidine transverslon ,délétion

2) Chimiques:

analogues de bases: erreur dans la repll- AT _ OC, transition faible
cation œ)'ADN

2-aminopurine
2-bromo- Uraci le
5- bromodexylur idine

Hydroxylamine œsamination de OC _ AT, transition faible
cytosine

AcIde nitreux désamination de cytosine transition, œlétion moyen
ne et lfcœnlne

NTG alkylation œs bases au OC _ AT 1 transition très élevé
niveau œla fourche œ transversion 1framesh ift
rép1ication

EMS alkylation œguanine OC_AT, transition moyen

U.V. : rayon ultraviolet
N.T.G. N-methyl-N'-nitro-N-nltroscqlooidine
EMS: ethylmethane sulfonate
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Les mutagènes physiques comprennent les rayonnements ult.raviolets (UV)
les rayons X.
Cette division est. très artificielle sur le plan génétique. Ainsi BOWRING et
MORRIS (1985) classent les mutagènes selon le type de mutation induite:

- la mutation directe qui met en jeu des mutagènes agissant au niveau
de l'ADN en provoquant des erreurs d'appariement,des bases ou des erreurs
dans j'ADN endommagé;

- la mutation indirecte qui opère par l'intermédiaire d'un système de
réparation post réplicative qui est erroné.
Les propriétés de certains agents mutagènes sont représentées dans le
tableau ( 3),

Des agents mutagènes comme l'EMS, le N.T.G. et les UV ont été uti 1isés
par certains auteurs pour étudier la mutagenèse chez les Clostridia. Ainsi
Bowring et Morris ont utllisé l'EMS et le N,T.G. pour obtenir des mutants de
CI acetobutr/lcum ATCC 824.

LEMMEL et coll. (1985) ont utilisé avec efficacité l'EMS pour induire
des mutants de CI. acetobutr/lcum ATCC32-236 résistant à l'ampici 1ine} à
l'erythromycine et au butanol 15 g/I-

DURRE et al. (1986)} en utillsant l'alcool allylique ont pu obtenir des
mutants défectifs dans la production de butanol chez CI. acetobutr/lcum.

JANATI-IDRISSI et. coll. (1987)} en utilisant le 2-bromo butyrate ont.
obtenu des mutants de CI. acetobutr/lcumdéfectifs dans la production de
l'acétone,
Avec CI. tlJermoce//u;n GOMEZ et coll. (1981) ont montré que les U.V
étaient très efficaces pour induire des mutants de cette souche résistants
au 5 fluoro-uracile et à la rlfampicine alors que Walked (1983) a montré
que les U. V et l'EMS étaient peu efficaces pour induire les mutants de CI.
tlJermoce/ /un?

Certains auteurs ont élaboré des mi 1ieux synthétiques permettant
d'obtenir des mutants d'auxotrophie: MONOT et aL, (1982); LONG et al.
(1983) pour CI. acetobutr/lcum LUNDIE et DRAVE (1984) pour Cl
tlJermoacetlcum et JOHNSON et al. (1981) pour CI. thermoce//um

Les quelques mutants obtenus chez les Clostridia sont représentés
dans le tableau ( 4 ).
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Tableau 4 : Mutants obtenus chez les Clostrldia .

ESPECES METHODE de CARACTERISTIQUES REFERENCES
MUTATION des MUTANTS

(' tflermœellum UV 5-fluoroUracil R GOMEZ et al. 1980
rifampicine R

C t!lermocellum UV ,Spon Leu- ,Ade- MENDEl et GOMEl 1980

(,~ tllerma'8//um rayon gamma production faib le DUONG et al. 1980
d'acide

(' Tllermtll..':8!!l/m Spon t.olérance à l'acide HERRERO et GOI1EZ 1980

C tl7ermoaœl!cum EMS tolérance à l'acide SCHWARIZ et KELLER 1982

C Jcetobutylicu..7? EMS rifampicine R, JONES et al. 1982
sporulation-

t 3:.Y'toouty!!Cu.fJ? EMS Arg-, Tyr-, His- , JONES et al. 1985
Met-

e aœtoou(vl!cum N,T,G, forte production de HERMANN et al. 1983
butanol et d'acetone

t ace!OOU(V!lcum N.T.G. résistant au butano1 HERMANN et al. 1985

t Jœtoouty/lcum Spon alcool allylique R DURRE et al. 1986
butanol-

(:' aœtoouty!!cl/m N.T.G. défectif dans la pro- JANATLIDRISSI et al.
duction d'acetone 1987

S8CC!l8ro!vtle/lm Spon DNase- BLASCHEK et KLACIK 1984

c: jJer (,r!I7§8I7S N.T.G, DNase- BLASCHEK et KLACIK 1984

UV: r'ayon ultraviole1
Spon : mutation spontanée
EM:): BthylmetJlane sulfonate
I·U.G. , t'~-rnethyl-I~'-nitro-N-nitrosoguanidine
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1 - Microorganisme utilisé

Nos expériences ont. ét.é réallsées avec la souche de Cl cel/u/{)~,vticum

ATCC 35319 isolée au laboratoire à partir d'herbes en décomposition
provenant d'un Jardin de Chavigny près de Nancy (PETITDEMANGE et coll.
1984),

C'est une bactérie cellulolytique mésophlle, anaérobie stricte à spore
terminale déformante, Les cellules se présentent sous la forme de
bâtonnets moblles droits ou flexueux de 3 à 6 II de long sur 0,5 à 0,7 II de
large, Sa température optimale de croissance se situe aux alentours de
35"(

2 - MILIEUX de CULTURE

Le milieu de culture de base est celui décrit par WEIMER et ZEIKUS
(1977) légèrement modifié, Les modifications portent sur l'augmentation
cie la concentration en extrait de levure (de 2 gll à 5 gll), la suppression
de Na2S compensée par une augmentation de la quantité de chlorhydrate de
cystélne (1 g/1).
Deux autres milieux dérivant du milieu de base ont été utilisés, Ces deux

milieux contiennent en plus ties éléments du milieu de base, tie l'urée
( Prolabo) à 2,1 gll, ou de J'urée (2,lg/l) plus du MOPS (MOPS.,
calbioc!1em-BEHRING Corp) à 10 g/l. Le pH de ces milieux est ajusté à 8,

En plus de ces trois milieux de même composition de base ./ les
cul tures ont été également réalisées sur le mi 1leu D~1S 1 tiécrlt dans le
catalogue .. ,Deutsche Samrnlung Von f"llcroorganism (OMS) la collection
allemande de micr'oor'ganismes), Le pH de ce milieu est ajusté à 7,7,

La composition de ces différents milieux de culture est décrit.e tians
le tableau (5), Les proportions sont indiquées en g/l d'eau distillée,

3 - SOURCES DE CARBONE

Différents substrats carbonés ont été utllfsés
- le cellobiose (LABOS/)
- le xylose ( MERCK)
- la cellulose MN 300 ( MACHEREY et NAGEL) Serva Felnblochemica,

Heidelberg R.F,A') , C'est une cellulose chimique faiblement cristalline
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Tableau 5 : Différents milieux de culture utilisés pour la
croissance de CI. cellulolyllcum.

MILIEUX (gll) WZ CM3 CM3+ Urée CM3+ Urée+
MOPS

DMSl

KH2PCl4 1}5 1}5 1}5 1}5 0}143

f<2HP04} 3H20 2,9 21 2,1 2,1 0,55.'

(NH4)2S04 1,3 1,3 1}3 1}3 1..3

~'lgCI2}6H20 1 1 1 1 1

CaCI2 O) 15 O} 15 0,15 O} 15 O} 13

FeS04,lH20a 251.11 25 l.ll 25 l.ll 25 l.ll O}44 ml

Extrait de levure 2 5 5 5 4}5
R .. b 1011 1ml 1ml 1 ml.esazurJne
Uree 2} 1 2,1
r-10PS 10
NaHC03 2

Na J3-glycero-P 6
Chlorydrate de
cystéjne 0}4
Na2S + chlor.c 0}4m1 -

WZ . miljeu WEI~1ER -ZEIKUS
a) solutIon de Fe2S04,7H20 à 5 %dans l'eau dlstlllée pour les différents

rnilleux CM3 ét à 0}23 % pour le le mIlieu DMS L
b) solutIon de résazurlne à 0}2 %dans l'eau dlstlllée. Cette solutIon n'est
pas ajoutée dans les cultures en fermenteur.
c) solutIon de chlorhydrate de cystélne 1,25 %et Na2S}9 H20 1}25 %
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ayant des fibres de 2 à 20 Il de long.
- la cellulose microcristalline Avicel PH 101 (Fluka chemie AG);

- la cellulose Solka floc ( Brown Compagny , fournie par la société
Graham j Montrouge) qui est une cellulose provenant du bois.

- la carboxymethylcellulose ( CMC, Fluka AG, Buchs SG) qui est une
ce llulose subst ituée.

- le xylane (SIGMA)
Les substrats carbonés sont ajoutés directement au milieu de culture
avant stérilisation.

4 - TECHNIQUES DE CULTURE

4-1- Entret ien de la souche

Les souches sont entretenues régulièrement par repiquages
successifs sur' milieu Cl'"13 contenant de la cellulose MN 300 comme
substrat carboné à une concentration de 7,5 g/1.

4-2 Culture en mi Heu liquide

4-2-1 Cul ture en tube (Je Hungate

EJle se fait suivant la technique décrite par HUNGATE (1969) modifiée
paf~ BRYANT ( 1972) ) sous atmosphère d'azote, dans des tubes de Hungate
lie 18 x 142 mm (Bellco), L'inoculum représente 1/1 Oe du volume final de
culture. Cette culture sert à ensemencer les flacons de pénicilline.

4-2-2 Cultu~e en Flacon type" pénicilline"

Les cultures de 50 rnl sont réal isées dans des flacons type"
pénici Il ine" et servent de précul ture pour ensemencer les fermenteurs.

4-2-3 Culture en Fermenteur

Elles sont r~éal isées dans des fermenteurs" Blolafitte" de volume 2 1.
Le volume de culture fînal est de l,51.
Pour les cultures sur substrats insolubles (cellulose) ,le fermenteur
contenant Je rn i1leu de cul ture et la source carbonée est stéri lisé à
J'autoclave pendant 45 minutes à Il8°C . La concentration en cellulose
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dans le fermenteur est généralement de 7,5 gl1.
Pour les cultures sur substrats solubles la stérilisation se fait pendant
30 minutes à 115°(. La concentration en substrat est de 5 gl1.
Après stéril isation, l'anaérobiose est réal isée pendant la période de
refroidissement par barbotage d'azote filtré stérilement. Après
refroidissement, l'ensemencement se fait au 1/1 Oe sous courant d'azote
et l'incubation dans un bain-marie thermostaté à 34 oc. La culture est
agitée en permanence à 50 rpm pour permettre un mei lleur contact entre
les enzymes et le substrat. Le pH est régulé à 7,2 avec du NH40H 4N.

Des prélèvements réguliers sont effectués stérilement et servent pour
di Tférentes ana lyses.

4-3 Culture en milieu solide

Les cultures en milieu solide sont effectuées en boîtes de Pétri. Le ml1ieu
de culture de base est alors additionné de J5 g/I d'agar. Les manipulations
sont réalisées en chambre anaérobie" Forma Scientjfic" et les boîtes sont
incubées dans des jarres BBL munies de Gaspack (H2 + (02) pour réal iser

J'aflaét'ob iose.

5 - MESURE DE LA CROISSANCE BACTERIENNE

5- J Croissance sur substrat soluble

La croissance bactérienne est mesurée par lecture de la densité
optique à 600 nm au spectrophotomètre Beckman (modèle 25).

5-2 Croissance sur substrat insoluble

Elle est estimée selon la méthode semiquantitative décrite par
WElt"IER et ZEIKUS ( J977): une partie al iquote de la culture est agitée sur
Vortex pendant J minute J puis on laisse décanter pendant 2 heures; la
ce1Iljlose sédimente et les bactéries restent en suspension. 2 ml de
surnageant de culture sont prélevés et servent à mesurer la densité
optique comme pour le substrat soluble.
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6- DOSAGE DES PRODUITS DE FERMENTATION

Des prélèvements de 10 ml sont effectués régulièrement au cours de
la cr"oissance bactérienne et. centrifugés pendant 20 mlnut.es à 10 000
tours/rnin (rotor 40 ); les produits de fermentation sont déterminés dans
le sUl'riageant de culture par cliromatographie en phase gazeuse pour les
produits volatils et par la méthode enzymatique de kits de dosage
( SOEHRINGERJ"lANNHEIt-1 RFA) pour le lactate,

6-1 ChromatographIe

Les concentrations d'étlianol et d'acétate sont dosées à l'aide d'un
crwornatogr~aphe en phase gazeuse à Fjd Intersmat IGC 121 F L équipé d'une
colonne en verre pvrex, rempl ie de Porapak Q, 80-100 mesh . de diamètre, ""

intér~ieur égal à 2 mm et d'une longueur de 2 m , La détection est réalisée
par un détecteur à ionisation de flamme, Un Intégrateur Inter'smat ICR lB
enreÇlistre les impulsions produites,
La ternpérature est de 230 oc pour l'injecteur; celle de la colonne est de
de 175 oC pendant 1 11) inut.e,puls 30 secondes à 180 oC et. monte jusqu'à
225 oC et maintenue 11 minutes à cette température, Le gaz vecteur est
de l'azote,
L'appareil est préalal)lement. étalonné par une solution contenant les
pr-"oliuits à doser à des concent.ratlons bien définies: ét.hanol 2 g/I; 2 g/l;
acide acétique 3 g/I: 6 9/1 ; acide butyrique 4 g/I et un étalon Interne le
butanol-2, 2,8 g/1.
Les surnagean ts de cu1ture sont ac1dif1és à ra ison de 100 ~ll d'He1 6N
contenant l'étalon interne pour 2 ml d'échantillon, Le volume injecté est
de 2 ul. Les concentrations des produits sont calculées à partir d'un pic
d'étalon inte(ne ' L'étalonnage est vérifié chaque jour avant l'injection des
éC~iant lIions,

6-2 Méthodes enzymatiques

Cette méthode est ut j 1Isée pour le dosage de l'acjde lactique,
L'acide lactique est oXYlié en pyr~uvate par la L-lactate déshydrogénase
( L-LDH), L'équi 1ibr'e de la ""éactlon est dirigé vers la pr'oduction de lactate

L-LDH
L-lactate + NAD+ .--.....~ pyr'uvate +NAD + H+
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La réaction est orientée vers la formation du pyruvate, en le piégeant par
la glutamate pyruvate transaminase wpn , en présence de L-glutamate.

GTP
p'Tuvate + L-qlutamate ............_.. L-alanine + a-cétoglutarate.y , III

La quantité de L-lactate est calculée par l'Intermédiaire de la quantlté de
NÂDH + H+ Formé évaluée au spectr'ophotomètre Beckman (rnodèle 25) en
mesurant l'augmentation de la densité optique à 340 nm.

6-3 DOSAGE DES PROTEINES

Les protéines sont dosées selon la méthode de BRADFORD (1966) au
bleu de Coornassie.

Réactifs.
- Bleu de Coomassie
- éthano195 %
- ac ide phosphorique
QSP. eau ditlllée

pour 250 ml
25 mg
12,5 ml
25 ml
250 ml

Principe de la métllOde: à 100 ~I d'échantillon convenablement dilué sont
ajoutés 5 ml de réactif fra1chement préparé. Le mélange est agité puis
laissé à l'obscurité pendant 30 minutes. L'absorption à 595 nm est lue
cüntre un blanc réalisé avec de l'eau distillée et la concentration en
protéines est estimée par rapport à une courbe étalon établie avec
l'albumine de.sérumde boeuf (Sigma) entre 0 et 100 ~g/1.

6-4 DOSAGES DES SUCRES REDUCTEURS

Les sucl'es r'éducteurs sont dosés dans le surnageant de culture par la
rnéthode lie f"lILLER ( 1959).

Dosage de [<1 j 1Jer :
Le réactit' de "'li 11er au D.N.S est préparé comme suit.:

- 40 g de D.N,S,
- 8 9 de ptlénoJ
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- 2 g de sulfite de sodium
- 800 g de tartrate double de sodium et de potassium pour 2 1de NaOH

2% .
Le tout est comp lété à 4 1avec de l'eau dist i liée.

La réaction s'effectue en ajoutant 3 ml de réactif de Miller à 2 ml de
chaque échantillon à doser. Le mélange réactionnel est placé dans un
bain-marie boui lIant pendant 15 minutes. Après refroidissement à la
température ambiante, la densité optique est lue à 640 nm contre un
blanc réalisé dans les mêmes conditions avec 2 ml d'eau distillée. La
quantité de sucres est estimée par rapport à une courbe étalon réalisée
avec du glucose standard ( Sigma) .

Ce dosage convient pour des concentrations en sucres comprises entre
0,1 et 1g/l .

7- DETERMINATION DES ACTIVITES ENZYMATIQUES

Les activités endocellulase ou CMCase., exocellulase ou
paranitrophényl cellobiohydrolase ( PNPCbase) , xylanase sont dosées dans
le surnageant de culture. L'activité cellulase totale ou avlcelase est dosée
dans la cul ture ent ière.

7-1 Dosage de l'actIvIté endoceJJuJase ou endo-J3-1-4-g1ucanase

Elle est mise en évidence sur la carboxyméthyl cellulose (CMC) ,
dérivé soluble de la cellulose. Cette activité, encore appelée activité
CMCase ; est déterminée colorimétriquement par le dosage des sucres
réducteurs llgérés à partir de la cellulose CMe.

Test enzymatique:
0,5 ml de surnageant de culture sont mis en contact avec 1,5 ml de

solution de CMC 1% dans du tampon succinate (acide succinique NaOH)
0,05 f'-1, PH 6,2, Après agitation sur vortex, ce mélange est incubé pendant
1 heure à 35°C au bain-marie. Les sucres réducteurs sont dosés par la
méthode de Miller. La quantité de sucres réducteurs libérés est estimée
après déduction faite de la quantié de sucres présents au temps 0 de la
réact ion.

L'activité enzymatique, exprimée en unité internationale., est définie
comme étant la quantité d'enzyme qui libère une mlcromole d'équivalent
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glucose par minute~

7-2 Dosage de l'activité exogJucanase ou PNP-cellobiohydrolase

L'activité exoglucanase est mise en évidence sur le
para-ni trophényl -J3-D-cel Jobioside (PNPc), Elle est déterm inée par le
dosage du paranitrophénol de coloration jaune libéré à partir du PNPC
incolore, Sous J'action du complexe exoglucanasique, le PNPC est scindé et
le PNP 1ibéré est mesuré au spectrophotomètre suivant la méthode décrite
par DESPHANDE et colL (1984) légèrement modifiée au laboratoire, La
libération de ce produit se traduit par une augmentation de la densité
optique à 400 nm,
L'éssai enzymatique contient:

1,8 ml de solution de PNPCb 1,125 % ,N}Na O,OO} % dans du

tampon phosphate 25 mM pH 7.
- 0,2 ml d'échantillon convenablement dilué.

Les densités optiques sont mesurées au temps 0 heure et après 30 minutes
d'incubation à 34 oC contre un blanc réalisé avec de l'eau distillée dans
les mêmes conditions. La concentration en PNP libéré est déterminée à
partir d'une courbe étalon réalisée avec des concentrations connues de
paran j trophéno 1.
L'unité internationale enzymatique est définie comme étant la quantité
d'enzyme qui permet la libération d'une micromole de PNP par minute.

]-3 Dosage de J'activité Avicelase ou cellulase totale

L'activité Avicelase est mise en évidence sur la cellulose Avicel
PH 101 ( Fluka) qui est une cellulose microcristalline.
La technique de dosage utilisée est celle décrite par JOHNSON et coll.
(1982) légèrement modifiée;

Essai enzymatique: - à 3 ml d'une solution d'Avice] 10 g/I dans du tampon
phosphate 25 mf'"'1 pH 7,0 dans lequel est additionné O,} g/I d'azoture de
sodium, on ajoute 1 ml d'extrait cellulaire;

- 0,5 ml de DTT 0,1 M
- 0,5 ml de CaC/-) 1 %,

"-

Le mélange réactionnel est agité puis incubé pendant 24 heures à
34 oc et centrifugé à 12 000 g pendant 10 minutes; les sucres réducteurs
sont ensuite dosés sur 2 ml de surnageant par la méthode de Mi 11er,
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L'activité enzymatique est déterminée après déduction de la quantité de
sucres présents au temps O.
L'activité avicelase ) exprimée en unité internationale) est définie de la
même façon que l'activité CMCase.

7 - 4 Dosage de J'activité xyJanase

E1le est mesurée par la libération des sucres réducteurs à partir du
xyJane . L'essai enzymatique se fait de la même façon que l'activité
CMCase. La quantité de sucres réducteurs libérés est déterminée à partir
d'une courbe étalon réalisée avec du xylose.
L'unité internationale enzymatique est définie comme étant la quantité
d'enzyme qui Jibère une micromole d'équivalent xyJose par minute.

8 - DETERMINATION DE LA PERTE DE CELLULOSE

Une partie aliquote de culture sur cellulose prélevée au début de la
réaction et recueillie en fin de fermentation ( environ 10 ml) est filtrée
sous vide sur fiJtre Millipore (diamètre des pores: 0)451.0 préalablement
pesé. Une solution d'acide formique à 8% est ensuite passée sur le filtre
pour lyser les ce1lules et les entraîner. La membrane est récupérée et
séchée pendant toute une nuit à 70 ·C jusqu'à poids constant. La quantité
de cellulose restante est déterminée par différence entre les deux poids.
Cette quantité de cellulose restante) déduite de cel le présente au départ."
permet de déterminer la quantité de cellulose dégradée.

9 - TECHNIQUE DE MUTATION

Nous avons utilisé la technique de mutation en mileu liquide sur une
suspension de spores. L'agent mutagène est le rayonnement ultraviolet
( UV).

9 -1 Préparation des spores

Une culture de 10 ml est réalisée sur cellobiose 2 g/I en tube de
Hungate. Après 15 jours d'Incubation à 3TC la culture est centrifugée à
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15 000 g pendant 20 minutes. Le culot contenant des spores est lavé deux
fois avec de l'eau physiologique ( NaCI 0,9%) stérile, puis remis en
suspension dans 10 ml d'eau physiologique stérile. La suspension de spore
ainsi obtenue est versée stéri lement dans une boîte de Pétri en verre
stéri le munie d'un barreau aimanté.

9 - 2 Méthode de mutation et SélectIon en milieu soUde

La suspension de spores est ensuite exposée sous une lampe UV
( 254 nm) "type germicide" de 15 watts à une distance de 25 cm de la
source sous agitation permanente. Après 5 minutes d'exposition aux UV ,
100 III de suspension de spores Irradiées sont prélevés et étalés sur boîte
de Pétri contenant du milieu gélosé et de la cellulose Avlcel 5 g/I comme
substrat carboné. Une autre série d'étalements se fait sur le même milieu
mals contenant en plus de la source carbonée, le crible de sélection .Pour
notre travail le crible de sélection utilisé est le celloblose ( produit de la
dégradation de la cellulose) à différentes concentrations. Les boîtes ainsi
ensemencées sont ensuite incubées comme décrit précédemment. Après 8
jours d'incubation à 37 ·C, les colonies de mutants présentant de larges
zones de lyse apparaissent sur les boîtes. Ces colonies sont repiquées sur
milieu liquide et réisolées deux fols sur leur milieu de sélection. Après le
deuxième rélsolement, les souches mutantes sont cultivées sur cellulose
et les activités enzymatiques sont déterminées dans le surnageant de
culture. Les mutants présentant une ou plusieurs activités enzymatiques
améliorées par rapport à celles de la souche mère sont retenus pour les
cultures en fermenteur.

10 - ELECTROPHORESE ANALYTIQUE

10-1 Technique électrophorétlQue

Nous avons réalisé une électrophorèse sur gel de polyacrylamide en
présence du dodécyl sulfate de sodium (SDS) . Cette méthode permet de
mettre en évidence les différentes sous-unités d'une protéine
oligomérique.
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centrifugation 20 OOOg (20 mn à 4°0

culot _.._-----...;.~__.. surnageant

coLentrat1on (par ultrafil trat1on)

l'0/ 1

rétentat A .. fil trat

! . (NH4)2Sü4 • 80% saturatIon
précipitation sélective ( EDTA, 0,2 mM1 4 ·C, tout une nua

Décan1tatlon

Solide_.Io----.. .. Liquide

J ~
redissolution dans un surnageant
minimum de tampon

t
centrifugation ( 20 000 g , 15 min à 4 ·C)

.SOl1de-l • liquide

désalage (sur colonne Sephadex G25)

Surnageant de culture concentré

utilisation lmmédlatr

~
Analyses congélation ( - 20·C)

1) protéines
2) activités
3) électrophorèse
4) zymogramme

Figure 10 : schéma de préparation de l'extrait protéique.



43

La techn ique ut il isée est ce 11 e décrite par LAEMLI ( 1960) avec une
modification pour réaliser un gel en plaque verticale LKB ( Pharmacia) ,
L'échantillon protéique provient de surnageant de culture et est préparé
comme décrit comme sur la figure ( 10 ),
L'électrophorèse est réalisée sur un gel de polyacrylamide à 10% dans du
tampon tris-glycine pH 8)8 pour le gel de séparation et à 4)5 %dans du
tampon tris-glycine pH 6)8 pour le stacking geLL'intensité du courant
appliqué est de 20 mA Après migration électrophorétique) le gel est lavé
avec du Triton à 2)5 %pendant 1 heure pour enlever le SDS, Les protéines
sont colorées avec du bleu de Coomassie G-250 (SERVA) 0)1 % dissout
dans un mélange méthanol/acide acétique/eau dans les proportions en
volume suivantes 5 / 1 / 2, Après coloration) la décoloration se fait dans
le même mélange dans un rapport 1 /1/8,
Le poids moléculaire est déterminé en se rapportant à une courbe de
référence établie avec les protéines du kit de calibration (SIGMA) ; la
gamme de poids va de 14000 à 180 000),

10 - 2 Local1sation des différentes activités enzymatiques

Pour la localisation des activités CMCase et xylanase ) nous avons
utnisé la méthode décrite par BEGUIN et colL (1984) légèrement modifiée,
Pour la local isat ion de l'activité exocellulase ) nous avons uti 1isé la
méthode de WOLFANG et col L (1987) ; un overlay est ensuite réal isée avec
une solution d'agarose OJ % contenant 1)5 mM de Methylumbellyferyl
Cellobioside (MUC) et incubé pendant 1heure à 45 oc.
Les bandes posit ives sont détectées par fluorescence sous i lluminatlon UV



OPTIMISATION DE LA PRODUCTION DE
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Chez CI ce//u/o/ytlcum, la biosynthèse des cellulases est couplée à la
croissance du microorganisme . Toutes les conditions de culture qui
permettent d'obtenir une meî lleure croissance conduisent à une plus forte
production de cellulases. Pour améliorer la production de cellulases par
CI c&llulolytlcum; il convient de rechercher les conditions de culture qui
permettent une mei lleure croissance du microorganisme.

- Recherche d'un m1Jieu favorisant la production de
ce llulases

Certains auteurs ont préconisé que le MOPS présentait un pouvoIr
tampon plus important que le phosphate et favoriserai t la product ion de
cellulases ( GARCIA-MARTINEZ 1 1980 ). Ces mêmes auteurs ont montré
que J'urée améliore la production de ceJJulases ,

Dans le but d'améliorer la production de cellulases chez CI
cel/ulo/ytlcum, nous nous sommes proposés de rechercher un milieu de
culture qui favorise la croissance de ce microorganisme et par là la
production de cellu]ases. Ainsi deux milieux de culture ont été développés
à partir du milieu de culture de base par addition de J'urée ou de l'urée et
du MOPS au milieu de base. En plus de ces deux milieux nous avons
également testé le milieu DMS!. Ces trois milieux ont été utilisés, en
comparaison avec le milieu CM3 de WEIMER et ZEIKUS légèrement modifié
pour J'étude de la croissance et de la production de cellulases par CI
c&llulolytlcum . Ces essais ont été réalisés en tube de Hungate. Les
substrats ut il isés sont: la cellulose MN 300 à 7,5 gll et le cellobiose à 5
g/1.

La croissance bactérienne est suivie par mesure de la densité optique
m.o') et les a'ctivités enzymatiques sont mesurées au cours du temps.

1-1 Influence du milieu de culture sur la croissance
bactérienne

1-1-1 Croissance sur cellulose MN 300

L'évolution de la biomasse au cours de la croissance sur cellulose
MN 300 est représentée sur la figure (11). Les valeurs de la 0.0. atteignent
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Figure 11: Cinétique de croissance de CI. ce//u/o/yticum sur
différents milieux de culture en présence de la cellulose
MN 300 7)5 g/l ;
( .) mil ieu CM3 ; (6) mil îeu CM3 + Urée ;
(0) milieu CM3 + Urée + MOPS ; (0) milieu DMS 1.
Les cultures ont été effectuées en tubes de Hungate.
Les valeurs portées sur la courbe représentent la moyenne
de trois essais.
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0}65 et 0,75 après 72 heures de culture pour les milieux CM3 + urée et
DMSI.

On constate que la croissance bactérienne est améliorée en présence
de l'urée (2,1 g/J), elle l'est davantage sur le milieu OMS 1.

Nous avons observé que la baisse du pH au cours de la croissance sur
cellulose MN 300 est progressive en présence du MOPS; il se maintient au
dessus de pH 6 pour 1es quatre mil ieux.

)-)- 2 Croissance sur celJobiose

Les résul tats obtenus avec le ce 11obiose sont représentés sur la
figure (12 ).

Lors de la croissance de CI cellulolyticum sur cellobiose ,le pH
chute rapidement et tombe en dessous de pH 5 pour les milieux CM3 et
CM3+ urée. Cette chute bloque la croissance qui n'atteint que des valeurs
de DO de 0,31 et 0,34

L'addition du MOPS au milieu CM3 + Urée entraîne une diminution
progressive du pH et la croissance se poursuit pour atteindre une D.O. de
0,91.

On constate que la croissance sur ce llobiose est amél iorée en
présence du MOPS; elle est multipliée par 3 (la D.O. passe de 0,31 à 0,91).

Le milieu DMSl contient du bicarbonate de soude qui exerce un effet
tampon ce qui entraîne une diminution progressive du pH et une meilleure
croissance. La DO maximale obtenue sur le milieu OMS 1est de 0,95 après
78 heures de culture alors qu'elle n'est que de 0,59 sur milieu CM3 après
66 heures de cul ture.

)-2 Influence du miJeu de culture sur la production de
ce 1lulases

)-2-) Culture en tube de Hungate

Dans les conditions de culture en tube de Hungate contenant
différents mil ieux décrits précédemment, nous avons suivi l'évolution de
la production des activités cellulasiques en fonction du temps sur
cellulose MN 300 et sur cellobiose:

- avec la cellulose MN 300 les résultats obtenus sont rassemblés
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Figure 12: Cinétique de croissance de CI. cellu/ol)dicum sur différents
mi lieux de cu1ture en présence de ce Ilob iose 5 9/1;
C.) milieu CM3 ; (0) milieu CM3 + Urée
(6) milieu CM3 + Urée + MOPS ; (0) milieu DMS 1.
Les cultures ont été réalisées en tubes de Hun9ate.
Les valeurs portées sur la .courbe représentent la moyenne
de trois essais
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dansles tableaux (6A) pour l'activité CMCase et (68) pour l'activité

exog1ucanase. Il ressort de l'étude de ces tableaux que sur le milieu CM3
+ urée, on obtient des activités CMCase et exog1ucanasiques supérieures à
celles observées sur le milieu CM3 notamment à 72 heures de culture.
L'addition de MOPS au milieu CM3 + urée n'améliore pas les deux activités.

Sur le milieu OMS1, la production des activités cellu1asiques est
considérablement plus élevée par rapport à celle produite sur le milieu de
référence CM3 notamment à 96 heures de culture. L'activité endoglucanase
est multipliée par 2, elle atteint des valeurs de 0,064 UI/ml sur milieu
CM3 et 0,114 UI/ml sur milieu OMS 1 ; l'activité exoglucanase passe de
1,312 mUI/ml à 4,44 mUI/m1 soit une augmentation d'un facteur de 3.

Avec le cellobiose comme substrat, les résultats sont rassemblés dans
le tableau (7A) et (78)'

L'étude de ce tableau montre que l'activité exoglucanase est
nettement plus élevée après addition de MOPS au milieu Cf"13 + urée. Elle
passe de 0,05 mUI/ml sur milieu CM3 + urée à 1)0 mUI/ml sur milieu

CM3 + urée + MOPS.
Sur le milieu OMS1, la production de l'activité CMCase est nettement

améliorée, passant de 0,035 UI/ml sur milieu CM3 à 0,110 UI/ml sur
milieu OMS 1. Par contre, l'activité exoglucanasique reste voisine de la
valeur obtenue sur milieu CM3 + urée + MOPS.

Les résultats obtenus laissent à penser que le milieu CM3 serait
pauvre en azote.

Il nous a donc paru intéressant d'étudier l'effet de différentes sources
d'azote sur la formation de ce Ilulases par CI cellulolytlCu!l7. Ainsi, l'urée
et le chlorure d'ammonium ont été testés en comparaison avec le sulfate
d'ammonium contenu dans le milieu CM3. Les résultats sont rassemblés
dans 1e tab1eau ( 8 ). Il ressort de l'étude de ce tab1eau que l'add it ion du
chlorure d'ammonium améliore la production de l'activité exoglucanase.

Concluslon:
l'étude de l'influence des différents milieux de culture sur la

formation de cellulases par CI cellulolytlcum montre que:
a) lorsque la cellulose MN 300 est utilisée comme substrat, le

meilleur milieu pour la production de cellulases est le milieu OMS1, vient
ensuite le milieu CM3 + urée.

Ces résultats sont à rapprocher de ceux obtenus par GARCIA-
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Tableau 6 Culture sur cellulose MN 300. Influence du milieu de culture
sur l'évolution de la production des actlvités endo CA) et
exoglucanasiques (8) au cours du temps.

A

TemÇ)s (h) 1 CM3 CM3 + Urée ICM3 + Urée + MOPSI DMS1
1----'-='.' - 1 UI/ml Ul/ml 1 Ul/ml 1 Ul/ml

1 1 1

1 1 1

0 1 1 0,033 1 0,035 1 002- 1

1 1 1 1

72 1 004 1 0066 1 0056 ! 0,096

1 1 1 i
96 1 0,064 0,086 1 0,071 1 0,114

1

B

Temos ( h) 1 CM3 CM3 + Urée 1 CM3 + Urée + MOPS DMS 1
1 mUI/ml mUI/ml 1 mUl/ml mUI/ml

,1 1
1

1

1

0 , 0095 0074 008 -
1 1

72 1 1 371 2045 1 862 2975
1

96 1 1,312 1,715 1,316 4,441



50

Tableau 7 : Culture sur celJobiose .Influence du milieu de culture sur
l'êvo lution de la production des activités endo - ( A ) et
exo-glucanasiques ( B) au cours du temps.

A
Temos ( h ) CM3 CM3 + Urée DMS 1

UI/ml UI/ml UI/ml
1

! i

° 0.025
,

0,031 i, 00211

1 1

66 0026 0,024 0062

96 0,035 0022 0,11

B

Temos ( h ) CM3 CM3 + Urée CM3 + Urée +MOPS DMS 1
mUI/ml 1 mUI/ml mUI/ml mUI/ml

1

0 003 0,046 0034 -

66 o 159 0,051 0,175 0248

96 0044 0,059 1 7 1,6741



51

Tableau 8 Influence de la source azotée sur la production de
cel1ulases par CI cellulolytlcum,

Source azotée

témoin : sulfate
d'ammonium 1}3 g/l

Urée 2,1 g/l

CMCase
UI/ml

0}028

0,044

0}053

0,053

0}034

exog1ucanase
mUI/ml

1,02

1,68

1}44

1,44

1}06

Les activités ont été déterminées après 96 heures de culture en flacon
"type pénicilline" sur cellulose MN 300 à 7}5 g/1. Tous les flacons
contiennent 5 g/l d'extrait de levure.
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MARTINEZ et coll. (1980) qui ont obtenu une amélioration de la
product ion de ce llulases en présence d'urée chez CI. tl7ermocellum.

b) avec le cellobiose comme substrat, le meilleur milieu pour la
production de cellulases est le milieu OMS 1 suivi du milieu CM3 + urée +

MOPS.
Ainsi, dans les conditions de culture en tube de Hungate, la production

d'enzymes cel1ulolytiques est nettement améliorée sur le milieu OMS!.
Une des raisons peut être le fait que le mil ieu OMS 1 contient du NaH C03

(2 g/1) qui exerce un pouvoir tampon supérieur à ce lui du MOPS, donc freine
la diminution du pH, ce qui conduit à une meilleure croissance d'où une
meilleure production de cel1ulases. Il est à noter que les travaux
antérieurs ont démontré que la production de cellulases par CI.
cellulolyt/cum était croissance dépendante (PIERSON, 1984).

L'amélioration de la croissance et de la formation de cellulases sur
le milieu OMS 1 peut être due aussi à l'utilisation directe par C/
cellulo~vt/cum.du Na-J3-glycérophosphate inclus dans le milieu OMS 1.

De plus nous avons également observé qU'une supplémentation du
mi] ieu CM3 en azote (addition d'urée) entraîne une augmentation de la
production de cellulases. Ce résultat montre que le milieu CM3 est pauvre
en azote. D'autre part on a pu constater qU'une concentration de 2,1 g/1
d'urée n'est pas toxique pour CI. celluloift/cum malgré la présence de
5 g/I d'extrait de levure dans le milieu de culture. Cette observation est à
rapprocher de celle fai te par GARCI A-MARTI NEZ (1980). Ces auteurs ont
montré que l'urée (2,1 g/1) est tolérée par CI. t!Jermocellum en présence
d'une forte concentration d'extrait de levure (6 g/1),

A la suite de ces observations, nous avons défini un milieu CM3
"amélioré" qui est le milieu de culture de base supplémenté en azote par
addition d'une solution de NH40H 4 N. Cette solution servira à la régulation

de pH lors des' cu1tures en fermenteur.

1-2-2 Culture en fermenteur

Le milieu DMSl s'est révélé très prometteur pour la production de
cel1ulases lors de culture de C/ celluloift/cum sur cellulose MN 300 en
tube de Hungate. Afin de déterminer un milieu qui favorise la production de
ce llu]ases par cette souche, une fermentation en batch de la cellulose
Avicel 7,5 g/l a été réalisée sur le milieu CM3 "amélioré" et le milieu
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OMS 1. Au cours de cette fermentaUon, nous avons suivi la production des
activités ce llulasiques. Seule une faib le activité CMCase est déce lée dans

le ml ieu OMS 1. Les résultats sont illustrés par la figure ( 13 ).
L'act ivité exoce llulasique n'a pu être décelée. Ceci pourrai t s'expl jqué par
le fait que sur milieu OMS!, en présence de cellulose Avicel, le complexe
"Bactérie-Enzymes-ce llulose ne se dissocie pas en bactéries et cellulases.
Le milieu CM3 " amélioré" est donc le meilleur milieu pour la production de
ce 11ulases par CI cellulolyt/cum.

1-3 Appllcatlon;

A la suite de ces résultats, le milieu OMS 1 a été utilisé à l'I.AT.A de
Valencia avec CI cellulolyticum dans une fermentation préparative du
complexe cellulasique (14Iitres) sur papier filtre à 5 g/1.

Comparativement aux activités observées à 8 jours pour CI
cellulolyticum mise en culture sur cellulose Avicel à 7,5 g/l sur milieu
CM3 amélioré, la culture en milieu OMS 1 en présence de la cellulose
papier filtre comme source carboné conduit à des résultats importants en
ce qui concerne les activités CMCase et avicelase; par contre ces mêmes
activités sont faibles le substrat utilisé est la cellulose Avicel ainsi que
le montre le tableau ( 9 ). De plus, une quantité suffisante des protéines du
complexe enzymatique a été obtenue; elle a permis de mener à bien les
essais de purification , de concentration ainsi que la séparation
électrophorétique et l'identification des éléments du complexe
enzymatique.

1-4 Conclusion

L'influence du milieu de culture sur la production de cellulases par
CI cellulolyticum dépend de la nature du substrat carboné utilisé. Ainsi le
mi 1ieu DMS 1 convient aux fermentations réal isées sur cellulose papier
filtre voire même cellulose MN 300 ; le milieu CM3 amélioré convient à
ce11es réalisées sur cellulose Avice1.

Nos expériences seront poursuivies avec le mi 1jeu CM3 "amél îoré " .
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Tableau 9 : Production comparée des activités cellulasiques sur
milieu CM3 et milieu DMS 1.

Activités Milieu CM}
sur Avicel

CMCase UI/ml 0)37

Avicelase mUl/ml

Milieu DMS 1
sur Avice1

Milieu DMS 1
sur papier filtre

Xylanase Ul/ml 0)29 N.D

Les activités ont été déterminées après 8 jours de fermentation de la
cellulose Avice1 à 7,5 g/l et de la cellulose papier filtre à 5 g/1.

N.D. : non déterminée.
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2 - Recherche de mutants de Cl cellulolyticum

2 - 1 Travatl pré Itm 1na1re

Une première étude a consisté en la recherche de cribles de sélection.
Ces cribles introduits dans le milieu de culture pouvant soit inhiber les
activités celJulasiques} soit réprimer la biosynthèse des cellulases.
PIERSON (1984) a démontré que le système "cellulase" de CI.
c&llulolytk:umest constitutif mais qu'il est soumis à des régulations.

Dans un premier temps} j'étude a porté sur les sucres issus de la
celJulolyse: glucose et cellobiose. Les résultats sont rassemblés dans le
tableau (10).

Tableau 10 - Action des sucres: glucose et celloblose sur la
ce Ilulo lyse en boîtes de Pétri.

1 1
1 Substrat "Avicel" 7,59/1 Avicel 7,59/1 Avicel 7,59/1 1

1 Téllloin + glucose 9/1 + cellobiose 9/1 1

1 -------------------------------------------------------------1
1 5 10 15 1 2 3 4 5 6 8 10 15 1

1 ---------------------,
1 1
1 Forlllation de + + + + + + + + + + + + + 1
1 colonies ,
l ,
l ,
1 1
1 Lyse de la cellu- + + + + + + + + \01 ,

1 lose autour des (w) 1

1 colonies 1

1 1
l ,

Les incubations ont été effectuées à 35°C pendant 3 à 5 jours.

+ : positif
W : faible
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Ce tableau montre que le cellobjose exerce une action négative sur la
cellulolyse. Mais au-delà de 6 jours d'incubation, le cellobiose est
métabol isé et des zones de lyses apparaissent autour des colonies.

Dans un deuxième temps, nous avons recherché des sucres non
métabolisables, les produits finaux de la fermentation ainsi que des
substances toxiques ( tunicamycine) exerçant une action négative sur la
ce l lulo lyse. Les résul tats sont rassemb lés dans le tableau ( 11 ).

Il ressort de l'étude de ce tableau que le désoxyglucose et le lactose
correspondent à cette définition pour des concentrations supérieures à 1
g/1 ; de même, la tunicamycine, à très faible concentration, exerce une
action négative sur la cellulolyse.

Comme l'un de nos objectifs est d'obtenir des mutants désensibilisés
aux sucres qui pourront accumuler des sucres réducteurs dans le mil ieu de
cul ture et hyperproduire des ce llulases, le ce llobiose et la tunicamycine
ont été choisis comme cribles de sélection. Les concentrations en
tunicamycine empêchant l'apparition de la cellulolyse en boHes de Pétri
ont été précisées ( tableau 12) : pour 0,05 j..lg/ml, une lyse légère apparaH
dès 0,1 j..lg/ml et au delà, on n'observe plus rien. On retiendra donc 0,1
jlg/m 1pour les essais de mutagenèse.
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Tableau 11 - Recherche de composés non métabollsables exerçant
une action négative sur la cellulolyse.

Composés Crolssance lyse œcellulose sur substrat AVICEl5 gll
+ le sucre aux conœntratloos en gll

Témoin cellobiose

Butanol

2-Desoxyglucose

gent iobiose

glycérol

Lactose

+

+

+

0,3

+

+

+

+

+

w

0,5

+

+

w

+

+

+

+

-+

10

w

+

++ N.D.

Salicine

Acide acétique

Ethanol

-+

+

+

+

+

+

-+

+

N.D.

w

+

ND

+

- : négatif
w : falble

Les cultures sont effectuées en boltes de Pétr1. L'incubatlon est réallsée
à 35°( pendant 3 à 5 jours. Une deuxlème lecture est effectuée au bout de
7 jours

N.D, : non détermlné.
+ : positlf
++ : très positlf ;
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Tableau Il: Action de la tunicamycine sur la cellulolyse en boîte de
Petri

concentration en
tunicamycine Ilg/m1

0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

croissance

lyse de la ce Ilulose
autour des colonies

+ . positive
++: très posit ive

négative
\v : faible

++

+

+

w

Les cultures sont réalisées sur cellulose Avicel 7,5 g/I ,Différentes
concentrations en tunicamycine sont ajoutées au milieu de culture,
Les incubations ont été effectuées à 35 oC pendant 6 jours,
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Nous nous sommes ensuIte posés la questIon de savoIr sI le cellobiose
est inhIbiteur des actIvItés cellulaslques. Pour répondre à cette question,
nous avons réal isé J'étude suivante:

à une culture témoIn réalisée sur cellulose MN 300 on ajoute le
cellobiose à 4-5 et 6 9/1 et on compare leurs actIvités. L'activité

CMCase n'est pas affectée, mals J'activité avicelase J'est fortement.
A 4 g/l le cellobiose inhIbe 70 % de J'activité avicelase; à 5 g/l ,80 %et
à 6 9/1,83 %.

Ces résultats sont à rapprocher de ceux Indiqués dans la 1ittérature
pour CI. tlJermocellum chez qui le cellobiose à 2 9/1 inhibe 50 % de
J'activité exocellulaslque (SHINMYO et coll. (1979) ; JOHNSON et coll.
( 1982).

2 - 2 MUTAGENESE

Par J'emploi du rayonnement ultrav10let comme agent mutagène, près de
200 colonies mutantes ont été isolées, Après repiquages successifs
indispensables à J'entretien des souches, près de la moItIé d'entre elles se
sont révélées Instables. ParmI les colonIes mutantes restantes, 30 ont
fait J'objet d'une étude de la croIssance et de la productIon de cellulases.
Des souches améliorées par rapport à la souche mère ont été obtenues ,Ces
souches mutantes présentent des meIlleures actIvités soit exocellulases,
soit endocellulases, soit encore les deux ou sont moIns inhibées par le
cellobiose que la souche mère,

La production comparée des actIvItés enzymatIques par la souche mère
et les souches mutantes est représentée dans le tableau ( 13),

Un de ces mutants le mutant n° 42 est partIculIèrement Intéressant. Il
présente en culture une biomasse deux fols supérieure à celle de la souche
mère ainsi qué des activItés endo et exoglucanase deux fols supérieures à
celle de la souche mère.

Pour la suite de notre travail, nous avons retenu le mutant n° 42 pour
les études comparées de la dégradation des substrats cellulosiques et de
la production de cellulases avec la souche mère de Cl cellulolytlcum. Ce
mutant a été isolé sur cellulose Avlcel 7,5 g/l en présence du celloblose
5 9/1 comme crible de sélection.
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Tableau 13 : Production comparée des activités endo et
exoglucanasiques par les souches mutantes isolées et la souche mère CI
C&//u/o/yt/cum ATCC 35 319.

Souches

Souche mère

mutants: n° 42

n° 49

n° 71

n° 84

n° 85

n° 93

n° 98

Endoglucanase
UI/ml

0,034 (100 %)

0,084 (242)

0.037 (109)

0,034(100)

0,072(212)

0,030 (88)

N.D.

0,058 (170)

Exoglucanase
mUI/ml

2, 190 (1 00 %)

4,854 (222)

4,432 (202)

3,748 (171)

1.645 (75)

4,892 (223)

4,050 (185)

2,10 (96)

n° 103 0,064 (188)

n° 106 0,063 (185)

n0121 0.057(168)

n° 126 0,066 (194)

N.D. : non déterminé
La souche mère et les souches mutantes ont été cultivées en tubes de

Hungate sur milieu CM3 contenant 7,5 g/l de cellulose MN 300 pendant 5
jours à 3rc.

Les valeurs indiquées entre parenthèses représentent l'amélioration et
sont exprimées en comparaison avec ce Ile de la souche sauvage comme
ayant 100 %d'activité.
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3 - Recherche du substrat le m1eux adapté à la product1on de
cellulases.

Dans le but de trouver le substrat le mieux adapté à la formation de
ce1lulases, nous avons étudié l'influence de dl fférents substrats
cellulosiques sur la production de cel1ulases par CI cellulolyticum et son
mutant n° 42 : cellulose MN 300, Avicel et Solka Floc utilisés comme
source de carbone à une concentration de 7,S gll et déterminé les produits
de fermentat ion.

Des fermentations en batch de ces trois substrats cellulosiques ont
été réalisées sur milieu CM3 avec régulation de pH à 7,2 par une solution
de NH40H 4N . Au cours de ces fermentations nous avons suivi la
production des différentes activités enzymatiques par les deux souches.

3 - 1 Influence de la nature du substrat sur la production
des act1v1tés cellulas1ques par CI cellulolyllcum

3 -1-1 Production de l'activité CMCase

Les résultats obtenus sont rassemb lés sur la figure (14 A) .
- Sur cel1ulose MN 300 , l'activité endoglucanase libérée dans le

milieu de culture augmente progressivement à partir du Se jour jusqu'au
12 e jour où elle atteint son maximum et se stabilise. La valeur maximale
obtenue est de O,S UI/ ml.

- Sur cellulose Avicel , la libération de cette enzyme dans le milieu
de culture est lente. A partir du 7 e jour, elle augmente progressivement
pour attelndr~ une valeur maximale de 0,625 UII ml au 14 e jour de
fermentation.

- Sur cel1ulose Solka Floc, cette enzyme est détectée dans le
milieu de culture à partir du 3e jour; elle augmente progressivement et
atteint une valeur maximale de 0, J8 UI/ ml au ge jour de fermentation.

Conclusion; les résultats obtenus montrent que le meilleur inducteur de
l'activité endoglucanasique pour CI cellulolytlcum est la cellulose Avice!.
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F1gure 14 A - influence de la. nature du substrat sur la production de
l'activité CMCase par CI. cellulolyticum.
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3 - 1 - 2 Production de l'activité Avicelase

Pour l'ensenble des trois substrats, on observe une très faible
production de cette enzyme. Les résultats sont représentés sur la figure

(14 B) .
On constate que la production de cette enzyme se fait de façon similaire

pour les substrats cellulosiques MN 300 et Avicel . Les valeurs maximales
obtenues sont voisines de 2 mUI / ml.

Sur la cellulose Solka Floc J la production de cette enzyme est plus
élevée que sur les deux autres substrats; la valeur maximale obtenue est
de 3 mUI/ ml.

Pour cette activité le meilleur inducteur est la cellulose Solka Floc.

3 - 1 - 3 Production de J'activité PNPCbase

La production de l'exoglucanase est dans l'ensemble faible sur les trois
substrats. Les résultats sont représentés sur la figure (14 C) .

- sur cellulose MN 300 J la valeur maximale obtenue est de 2,7 mUI / ml
et elle est atteinte au IOe jour de fermentation.

- sur cellulose Avicel , elle apparaît beaucoup plus précocement J

augmente ensuite de façon linéaire et atteint un maximum de 4,2 mUI/ ml
au bout de 7 jours de fermentation. Une baisse de l'activité de cette
enzyme est observée du 7e au IOe jour.

- sur cellulose Solka Floc J la production de J'activité PNPCbase varie
dans le même sens que sur la cellulose Avicel. La valeur maximale obtenue
est de 4,1 mUI/ ml. Elle est obtenue après 6 Jours de fermentation.

Pour J'activité exoglucanaseJ le meilleur inducteur est la cellulose
Avice!.

3 - 2 Influence de la nature du substrat sur la producion des
act1v1tés ce1Julastques par le mutant n- 42 .

3 - 2 - 1 Production de l'activité CMCase

La production de l'activité CMCase est similaire pour les substrats
cellulosiques MN 300 et Solka Floc. Les valeurs maximales obtenues sont
de 0,25 UI/ ml et sont atteintes au ge Jour de fermentation. Cette activité
diminue ensuite entre le ge et le 11 e Jour de fermentation.

Les résultats obtenus sont représentés sur la figure (15 A) .
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Sur la cellulose Avice1, l'apparition de cette enzyme dans le milieu de
culture est plus rapide que sur les autres substrats ; l'activité
enzymatique augmente de façon exponentielle à partir du 3e jour de
fermentation, atteint une valeur maximale de 1 UI/ ml au Il e jour et se
stabilise.

3 - 2 - 2 Production de l'activité Avicelase

On observe en générale une faible production de cette enzyme. Les
résultats sont rassemblés sur la figure (15 B) .

- Sur cellulose MN 300 , la valeur maximale observée est de 3 mUI/ ml à
9 jours de fermentation; une légère baisse de la production de cette
enzyme est observée.

Sur cellulose Avicel , la production de l'activité avicelase est plus
rapide; elle est 1ibérée dans le mi 1jeu de culture à partir du 2e jour)
atteint une valeur maximale de 4 mUI/ ml au 7e jour de fermentation,
Ensuite on observe une diminution brutale de l'activité enzymatique entre
1e ge et 1e Ile jour.

pour le mutant 42 ) le meilleur inducteur de l'activité Avicelase est la
cellulose Avice!.

3 -2 - 3 Production de l'activité PNPCbase

La production de l'activité exoglucanase est similaire pour les
substrats cellulose Avicel et cellulose Solka Floc; les valeurs maxima
obtenues ne dépassent pas 2,8 mUI / ml, Elles sont atteintes au 3e jour de
fermentation.

Les résultats obtenus sont représentés sur la figure (15 O.
- sur la ceLlulose solka Floc la production de l'enzyme reste constante

du 2e au 11 jour; elle diminue ensuite de façon brutale alors que sur la
cellulose Avicella diminution est progressive.

- L'apparition de cette enzyme est beaucoup plus lente sur la cellulose
MN 300 ; elle est libérée dans le milieu de culture à partir du Se jour de

fermentation, puis augmente rapidement et atteint une valeur maximale
de 1,9 mUI/ ml au ge jour de fermentation.

Pour l'act ivité exoglucanase , la cellulose Avice 1 est le mei lIeur
inducteur.

3-3 Discusslon
Si on compare la production des différentes activités enzymatiques sur
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les trois substrats cellulosiques par CI cellulolyticum et son mutant n°
42 on constate que:

- sur cellulose MN 300, le mutant n° 42 possède comparativement à la
souche mère, une activité maximale:
- endoglucanasique plus faible (O,S Ul/ml à 12 jours pour la souche

mère et O,2S Ul/ml à 9 jours pour le mutant
exoglucanasique supérieure: 1,9 mUl/ml à 9 jours pour la souche

mère et 2,7 mUl/ml à 11 jours pour le mutant
avice lase supérieure 2,3 mUI lm 1à 14 jours pour la souche mère et

3,3 mUI lm 1à 9 jours pour le mutant.

Sur cellulose Avicel, le mutant n° 42 possède comparativement à la
souche sauvage, une activité maximale.

- endoglucanasique supérieure 0,625 à 15 jours pour la souche mère et
1,02 Ul/ml à 10 jours pour le mutant

- exoglucanasique plus faible 4,3 mUl/ml à 7 jours pour la souche mère
et 3,0 mUl/ml à 7 jours pour le mutant.

avicelase supérieure 2,0 mUl/ml à 11 jours pour la souche mère et
4,25 mUl/ml à 7 jours pour le mutant.

Sur cellulose Solka Floc le mutant possède comparativement à la
souche sauvage une activité maximale endoglucanasique supérieure 0,175
UI lm 1pour la souche mère à 9 jours et O}29 UI lm 1à 9 jours pour le mutant

- exoglucanasique plus faib le 4, 1 à 6 jours pour la souche mère et à 2,8
mUI lm 1à 2 jours pour le mutant.

- avicelase semblable 3 mUl/ml à 12 jours.

En conc lusion
les résultats obtenus montrent que le niveau de production des

enzymes cellu+olytiques par CI cellulolyticum et son mutant 42 dépend de
la nature de la source principale de carbone utilisé et de la forme de la
cellulose. Ainsi la cellulose microcristalline Avice] s'est révélée être le
meilleur substrat pour la formation de cellulases par CI cellulolytlcum
et son mutant n° 42. De plus, nous avons également constaté que dans
J'ensemble J'apparition des activités cellulasiques dans le milieu de
culture se fait beaucoup plus précocement chez le mutant que chez la
souche mère.
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3 - 3 Influence de la nature du substrat sur la production
des métabo 1i tes:

Chez les Clostrjdla, la fermentation de la cellulose conduit
principalement à la production d'acétate) de lactate) d'éthanol) de gaz
carbonique et d'hydrogène, Les produits de la fermentation des différents

substrats cellulosiques l''IN 300) Avicel et Solka Floc par CI.
l-~:?//{//c,~,lt/Ci.,;'i7 et. 1e mutant n° 42 ont été déterm Inés sur les surnageant.s
je culture essentiellement les acides acétique) lactique et l'éthanoL L€"3
'/a]eurs maximales obt.enues sont rassemblées dans le tableau 14

Tableau t4, influence de la nature du substrat sur la pn.iduction des
princ lpaux métabo1ites par CI. c&llulolyticum et le mut.ant
n° 42 sur différents substrats cellulosiques,

~;ubstrats

(souche mère) en g/l
1"1utant n° 42

en g/l

Acétat.e Lactate Ethanol Acétat.e Lactat.e Ethanol

i1N 300

A,vicel

:301kaF1oc

5 7
) 1

3

1,3

0,6

OJ

0,5

5,0

3

0,8

1)0

0)

06,

0)5

0,4

Ce tableau montre que:
1es deux souches produlsent essentiellement des acl<.1es organiques.

L'acide acétique est le produit majeur de la fermentation, C'est sur la
cellulose Avicel qu'on olitlent les valeurs les plus fortes,



DE8RADATION COt1PAREE DE LA CELLULOSE
MICROCRISTALLINE AVICEL PAR CI.
c.lhlltJlyllt:lllll ET LE MUTANT 42
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Comme nous J'avons observé dans le chapitre précédent la cellulose
microcristalline Avicel s'est révélée être le meilleur substrat pour la
production des enzymes cellulolytiques aussi bien pour CI cellulolytlcum
que pour le mutant n° 42.

Afin de mieux caractériser le mutant n° 42, une fermentation en batch
avec régulation de pH, de la cellulose Avicel 7,5 g/l par le mutant en
comparaison avec ce lie de la souche mère a été réa 1isée. Au cours de cette
fermentation, plusieurs fonctions ont été suivies : la croissance
cellulaire, la formation de cellulases, l'évolution de l'excrétion des
protéines extracellulaires et la production de métabolites.

1 - Etude de la croissance sur cellulose Avicel

Les courbes de croissance sont représentées sur la figure (16). On
constate que la croissance du mutant n° 42 démarre sans phase de latence;
on observe une phase exponentielle de croissance au cours de laquelle le
temps de génération est de 20 heures. La croissance de la souche mère
démarre lentement sans phase de latence ; le temps de génération au
cours de la phase exponentielle de croissance est de 24 heures. Signalons
qu'un temps de génération de 24 heures avait été obtenu par GIALLO (1984)
lors de la croissance de CI cellulolyticum sur cellulose MN 300.

La croissance maximale est atteinte après 5 jours de culture pour le
mutant n° 42 et après 10 jours de fermentation pour la souche mère. Cette
croissance chute brutalement apès avoir atteint son maximum. Pour les
deux souches J on n'observe pas de phase stationnaire de croissance.

2 - Production comparée des activités enzymatiques

La production des différentes enzymes cellulolytiques ainSI que
l'activité xylanasique ont été suivies au cours de la fermentation. Les
évolutions comparées des activités CMCase J avicelase J PNPCbase au
cours du temps sont représentées sur les figures 17, 18 et 19 .

On constate que la production des activités avicelase (8) et PNPCbase
( C) est dépendante de la croissance. Ces deux activités diminuent quand

la croissance décroît alors que l'activité CMCase (A ) reste constante
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après arrêt de la croissance. Le mutant n° 42 produit plus d'activité
CMCase et avicelase que la souche mère. Ces deux activités atteignent

chez le mutant 42 des valeurs doubles de celles obtenues chez la souche
mère CI cellulolyt/cum .Par contre) l'activité PNPCbase est plus élevée
chez la souche mère que chez le mutant42.

La production de l'activité xylanase a été également suivie lors de la
fermentat ion de la ce l1ulose Avice1par les deux souches.
Les résultats sont présentés sur la figure 22.

Le mutant n° 42 produit 1)2 fois plus d'activité xylanase que CI
cellulolyt/cum. A l'heure actuelle) nous ne savons pas si la xylanase est
une enzyme séparée du complexe cellulasique ou liée au complexe.

3 - Evolutlon de l'excrétion des protéines

Au cours de la fermentation de la cellulose Avicel) nous avons dosé
les protéines extraceIlulaires dans les surnageants de culture. L'évo lut ion
de l'excrétion des protéines au cours du temps est illustrée sur la figure
(21) pour CI cellulolyt/cum et sur la figure (22) pour le mutant 42 .

On remarque que les courbes obtenues recouvrent les différentes
courbes observées lors de l'étude de la production des activités CMCase)
Avice]ase et PNPCbase.

Sur ces deux figures sont indiqués les jours caractéristiques
correspondant à la croissance maximale (DO max,) et au début d'apparition
de chacune des activités cellulasiques dans le milieu de culture. On
observe une augmentation de l'excrétion des protéines après la croissance
maximale; on peut penser qu'à ce niveau) il y a eu une lyse cellulaire et
libération des protéines intracellulaires dans le milieu de culture. On peut
aussi remarquer que les débuts d'apparition des activités enzymatiques
sont plus précoces pour le mutant n° 42 que pour la souche mère. Il est
remarquab le de constater qu'entre le 8e et le 14e jour de fermentat ion de
la ce 1lulose Avicel) les rapports des concentrat ions varient de 2 à 1).

Nous avons déterminé l'activité spécifique des différentes enzymes
ce Ilulasiques sécrétées par CI cellulolyt/cum et le mutant n° 42. Les
résultats sont rassemblés sur le tableau 15.

Il ressort de l'étude de ce tableau que l'activité spécifique CMCase du
mutant n° 42 est 3 fois plus élevée et l'avice Jase 6 fois plus élevée que
celle de la souche mère CI cellu/olyt/cum.
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Tableau 15 : Comparaison des activités spécifiques des enzymes
cel1ulasiques et xylanasiques de CI ce//u/o/yt/cumet du mutant n° 42

Activité UI/mg de protéines CI ce//u/o~vt/cum

extrace llulaires

CMCase 1/59

Mutant n° 42

Avicelase

Xylanase 1,41 1,76

Les valeurs ont été obtenues après 8 jours de fermentation de la
cel1ulose microcristalline Avicel par CI ce//u/o/yt/cum et son mutant
n° 42. Il n'y a pas de différence significative quant à l'activité spécifique

xyJanase.
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Nous avons comparé l'activité spécifique CMCase du mutant n° 42 , de
CI c&llulolyt/cum aux activités spécifiques de T r&&s/ et CI
tIJ&rmoc&llum citées dans la littérature. Les valeurs sont rassemblées
dans le tableau 16.

Tableau 16 : Activité spécifique CMCase du mutant n° 42 comparée à
celle de T r&ese/ et de CI tIJ&rmoc&llum et CI cellulolyt/cum.

ORGANISMES 1. reesei Cl tIJermoœ//lJm Cl ce///J/o/ytic/Jm Mutant n° 42

CMCase Ul/m1 7,86 4,63 1,9 5,13

L'activité CMCase spécifique de CI c&lluk)~vticum a été rapportée par
GIALLO,( 1984),

Quant à celle du mutant n° 42, elle se situe entre J'activité spécifjque de
CI tIJermocellum et celle de T reese/, ce qui montre une amélioration
d'un facteur de 2,7 par rapport à ce Ile de la souche mère.

4 - Solubillsatl0n de la cellulose AVlcel

Comme nous J'avons dit précédemment, CI c&lluloly!/cum et son
mutant dégradent la cellulose en produisant principalement des acides
organiques (acétate et lactate) et de J'éthanol. Les valeurs obtenues ont
déjà été rapportées dans le chapitre précédent (tableau 14).

Nous avons -ùbservé que CI cellulolyt/cum et son mutant accumulent
très peu de sucres réducteurs. Les valeurs maximales obtenues sont
inférieures à 1gl1. .Cette valeur est très faible si on la compare à celle de
CI tIJermoc&llum ATCC 27405 qui accumule jusqu'à 5,5 g/l de sucres
réducteurs lorsqu'il est cultivé sur cellulose (GORDON J. et aL, 1978).

Après 8 jours de fermentation, CI cellulolyt/cum dégrade 35 % de
ce1lulose Avice1et le mutant n° 42, 79 %; ce qui correspond à une vi tesse
d'hydrolyse de 14,5 g de cel lulosel m3 mi 1ieu Ih pour CI. celluloly!k:um et
de 32,8 9 de cel1ulose/m3 mijieu/h pour le mutant n° 42, soit une vitesse
d'hydro lyse amé 1iorée d'un facteur de 2,26.

Selon SMITH et al. (1988), il s'agit d'une vitesse d'hydrolyse très
élevée. Ces auteurs ont rapporté les résultats obtenus chez CI.
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ce//u/ovorans et CI ,oo,ou/etl. Ces deux bactéries cellulolytiques
mésophi les possèdent des vi tesses d'hydro lyse de la ce 11ulose atteignant
25 g de cellulose/m3 milieu/heure. Cette vitesse qualifiée de très élevée)
éga le ou dépasse les vitesses rapportées pour les Clostridies
thermophiles (WEIMER et ZEIKUS, 1977) ou mésophiles (LESHINE et
CANALE-PAROLA, 1983).

5 - Conclusion:

L'étude de la dégradation comparée de la cellulose Avicel par CI
a:l/u/olytlcum souche mère et son mutant n° 42 fait apparaître de
grandes différences au niveau de leur croissance) de la productjon des
activités enzymatiques et de l'hydrolyse de la cellulose.

Le mutant n° 42 dégrade plus rapidement et plus efficacement la
cellulose Avicel que la souche mère. Il produit deux fols plus d'activité
CMCase et Avicelase que CI cellulolyticum. Cette différence au niveau de
la production des activités enzymatiques expliquerait le fort pourcentage
de cellulose dégradée observé chez le mutant n° 42. Mais comme nous
l'avons observé précédemment) cette di fférence dépend de la nature et de
l'état du substrat cellulosique utilisé (amorphe ou cristallin),

Nous avons également observé que CI ce/lu/o/ytlcum et son mutant
n° 42 accumulent très peu de sucres réducteurs. Ces résultats se
rapprochent de ceux obtenus par GIALLO sur l'étude de la fermentation de

la cellulose MN 300 par CI cellulolyticum.
L'hypothèse se Ion laqueIle la conversion des substrats ce llulosiques en

sucres réducteurs est limitée semble vérifiée, En effet) MANDEL et coll.
(1978 ) ont rapporté que l'inhIbition des activités cellulasiques par le
cellobiose constitue une importante limitation de l'hydrolyse de la
ce llulose) spétia lement quand le substrat cellulosique est hautement
cristall in et le camp lexe enzymatique faible en B-glucasidase, Or) CI
cellulolyt/cum produit 5 fois moins de B-glucosidase extracellulaire que
CI. t!Jermocellum (GIALLO) 1984). On peut donc penser que la chute brutale
de la biomasse observée après arrêt de la croissance des deux souches
n'est pas due uniquement à une inhibition des activités enzymatiques par
les sucres réducteurs produits dans le milieu de culture. Certains facteurs
autres que les sucres réducteurs seraient responsables de ce phénomène.
Certaines de ces possibilités pouvant être:

- la structure du substrat: on peut imaginer qu'à ce stade) la plus grande
partie de la cellulose amorphe a disparu et·que seule) une structure
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cristall ine diffici lement accessible aux enzymes ce llulasiques soi t
présente;

- ou l'accumulation dans le milieu de certains produits inhibiteurs tels
que certains ions ou encore des polysaccharides

En effet, GIALLO (1984 ) a signalé l'accumulation dans le milieu lors
d'une culture de CI cellulolytlcum sur la ce 1lulose MN 300 après la phase
exponentie11e de croissance, des polysaccharides extrace11ulaires qui
pourraient être en relation avec le pouvoir ce1lulo lytique de la bactérie.
Criez des bactéries ce 1lulo Iyt iques, les polysaccharides extracellulaires
joueraient un rôle important dans l'attaque même de la cellulose. Par
exemple, dans le rumen, la plupart des bactéries cellulolytiques sont
fixées aux particules végétales (AKIN 1976 AKIN et At-'10S, 1975 ; CHENG
et aL, 1977 ; CHENG et COTERTON, 1979). Cette fixation qui semble
nécessaire à la dégradation des glucides insolubles s'opère par
l'intermédiaire d'une structure d'attachement extrace llulaire de nature
po lysaccharidique (glycocalyx) dans laque Ile sont local isées les ce llulases
qui sont ainsi stabilisées par cette association qui évite également leur
diffusion dans le milieu (CHENG et COSTERTON, 1979).



SVNER81E D'ACTION ENTRE LES CELLULASES
DE Cl. cilluiolyticum et du Mutlnt 42
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L'objectif de cette étude est de savoir si l'association des deux souches
CI cellulolytlcumet son mutant n° 42 pourrait produire plus de cellulases
que les cultures pures respectives des deux microorganismes. Lors de
cette étude, nous nous sommes surtout intéressés à rechercher une
synergie d'act ion au niveau des activités ce llulasiques.

Une coculture de CI cellulolyt!cum et du mutant n° 42 a été réalisée sur
cellulose Avicel 7)5 gll à partir des cultures pures des deux
micro-organismes effectuées séparément. Cette coculture a été réalisée
en fermenteur dans les mêmes conditions que les cultures pures décrites
aux chapitres précédents. Chaque souche est ensemencée au 1ISe du
volume total.

Au cours de la coculture, nous avons suivi la croissance et l'évolution de
la production des enzymes cellulolytiques.

1- Croissance de la coculture

La croissance est représentée sur la figure (23). On constate qu'en
culture mixte) la croissance démarre comme celle du mutant n° 42 mais

la DO maximale atteinte reste faible comparativement à celle de CI
cellulolytlcum et du mutant n° 42 obtenue en culture pure.

2 - Production des activités enzymatiques

L'évolution des activités enzymatiques CMCase ) avicelase et PNPCbase
produites sont représentées sur les figures (24) 25 et 26 ). El les
atteignent des valeurs plus faibles que celles obtenues en culture pure.

Nous n'avons observé aucune synergie d'action entre les activités
CMCase des deux souches. Il en est de même des activités avicelases
Seule) J'activité xylanase présente une synergie d'action. La figure (27)

montre l'évolution des activités xylanases de CI cellulolyticum souche
mère) du mutant n° 42 et de la coculture des deux souches.

Après 12 jours de fermentation en coculture) les activités xylanases
sont multipliées par un facteur 4,7. On obtient des valeurs de 1)6 Ul/ml
pour la coculture alors que les cultures pures n'atteignent que des valeurs
de 0)34 UI lm 1.
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Le niveau d'actlvité xylanase finale représente un pourcentage
d'amélioration de 76 % par rapport à la somme des activités obtenue en
culture pure.

En conclusion: l'étude de la coculture de CI ce//u/o/)/ticum et du mutant
n° 42 montre une synergie d'action au niveau de l'activité xylanase.



ETUDE DU SYSTEME CELLULOLYTIClJE DE CI.
cIUulclyllcum 1 DU MUTANT 42 ET DU

MUTANT 121
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Au cours des chapitres précédents, nous avons étudié l'influence des
milieux de culture et de différents substrats cellulosiques sur la
production de cellulases par CI cellulolyticum. Nous avons également
isolé un mutant qui présente des activités cellulasiques améliorées par
rapport à la souche sauvage. Généralement, les activités cellulasiques
sont caractérisées par la mesure de sucres réducteurs libérés à partir des
substrats cellulosiques.

Afin de mieux cerner les différences entre les mutants et la souche
sauvage CI cé'llulolyticum, il nous a paru intéressant d'analyser la
composition protéique des surnageants de culture des différentes souches.
Ceci a été réalisé en utilisant la technique de l'électrophorèse sur gel de
polyacrylamide en présence de SOS.

1 - Analyse de la composition protéique après migration
électrophorétiQue

Les souches de CI cellulolyticum , du mutant n° 42 et du mutant n° 121
(obtenu également par mutation de la souche sauvage sous rayonnement
ultraviolet mais sur la cellulose CMC) ont été cultivées dans les
conditions optimales de croissance et de la production de cellulases à
savoIr: culture en fermenteur avec régulation de pH 7,2 par une solution
de ~JH40H 4N, utilisation de la cellulose microcristalline Avicel 7,5 g/I

comme substrat cellulosique.
De plus, pour savoir si la nature du substrat cellulosique pouvait avoir

une influence sur la composition protéique de l'extrait enzymatique, CI
cé'llulolyticum a été également cultivée sur cellobiose 5 g/l et sur
cellulose MN 300 (7,5 g/I). Après 8 jours de fermentation sur cellulose et
2 jours sur cellobiose, 0,02 % de N3Na sont ajoutés à la culture pour

éviter les contaminations éventuelles. Les surnageants de culture sont
récoltés par centrifugation puis concentrés par ultrafiltration à 4°C sur
fibre creuse PM 10 (MP2 Dual Ho llow fiber system PM 10 cartrige). Les
protéines sont ensuite précipitées avec du sulfate d'ammonium et
désalées sur colonne de Séphadex G25 et leur concentration déterminée.

L'analyse par électrophorèse des différents surnageants concentrés
révèle une composition protéique complexe. Ceci est une caractéristique
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des bactéries Gram+ qui sont de bonnes productrices de protéines
extracellulaires. Le spectre protéique des différentes souches est
représenté sur la figure 28.

On détecte 6 bandes majeures et 5 bandes mineures après résolution du
complexe protéique de la souche sauvage; le spectre protéique du mutant
n° 42 présente 3 bandes majeures et 7 bandes mineures} celui du mutant
121 est semblable au spectre protéique de la souche sauvage; on peut
rem3rquer 2 bandes majeures dans le spectre protéique des surnageants
provenant de la coculture de la souche sauvage et du mutant n° 42 et pas
de bande mineure. L'analyse de la composition protéique du surnageant
provenant de la culture sur cellobiose montre au moins 11 petites bandes.
On ne note aucune différence dans la composition protéique des
surnageants de culture de CI cellulolyt/cum sur cellulose Avice] et MN
300.

Il est à remarquer que les diHérentes protéines ont un poids moléculaire
compris entre 29 et 120 Kd.

2 - Localfsation des d1fférentes activltés cellulasiques

Dans le but d'identifier les bandes protéiques correspondant aux
enzymes cellulolytiques} nous avons essayé de localiser les différentes
activités enzymatiques directement sur le gel.

Différentes techniques ont été employées pour visualiser l'activité
spécifique dans le gel.

Il est bien connu que la carboxyméthylcellulose est facilement dégradée
par l'endoglucanase. Ainsi} les bandes correspondant à cette enzyme ont
été localisées_en incorporant la CMC dans le gel suivi d'une coloration au
rouge Congo comme décrit dans le chapitre "matériel et méthodes". Par
cette technique on a pu constater l'existence de 2 bandes majeures et de 2
bandes mineures correspondant à l'endoglucanase dans l'extrait protéique
de CI cellulo~vt/cum.

Les résultats sont représentés sur la figure 29.
Chez le mutant 42 } on a localisé deux bandes correspondant à

l'endoglucanase. Les résultats sont représentés sur la figure 30.
Deux bandes correspondant à cette enzyme ont été détectés dans

l'extrait protéique provenant de la coculture de la souche sauvage et du
mutant ainsi que ce11e provenant de la culture sur cel1obiose. Mals dans ce
dernier cas} on observe de très petltes bandes au même niveau de
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Figure 28: Analyse par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 10%
des protéines extracellulaires :
-A : protéines standard;
B : spectre protéique de CI ce//u/olyticum;
C : spectre protéique du mutant 42 ;
D : spectre protéique .de la coculture des deux souches;
E : spectre protéique du mutant 121 ;
F : spectre protéique de CI ce//u/o~vticum cultivé sur

ce llobiose ;
A : protéines standard.
1 : quantité de protéines dans l'échantillon : 4O~g
2: quantité de protéines dans l'échantillon: 20~g

En B, C, D, E, les protéines proviennent d'une culture
sur ce llulose Avice 1.
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F1gure 29 Electrophorèse sur gel de polyacrylamide du complexe
cellulolytique de f-1. cellulolytlcum.
A: spectre protéique PT ( protéines totales) ;

MW: poids moléculaire des protéines standard;
B et C: zymograme de l'activité CMCase et xylanase du

même complexe;
1: fraction non adsorbée sur Avicel
Il : fraction adsorbée sur Avicel récupérée par lavage à

l'eau.
Les fract ions 1et Il ont été obtenues à part ir de surnageant de cu 1ture et
séparées par adsorption sur ce 11ulose Avice1 se Jon le shéma décri t en
annexe.
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Flgure 30 : Electrophorèse sur gel de polyacrylamide du complexe
cel1ulolytique du mutant 42 :
A: spectre protéique PT ( protéines totales) ;
MW: poids moléculaire des protéines standard;
B et C: zymograme de l'activité CMCase et xylanase du

même complexe;
1: fraction non adsorbée sur "Avicel"
Il : fraction adsorbée sur Avicel récupérée par lavage à

l'eau.
Les fractions 1et Il ont été obtenues à partir de surnageant de culture et
séparées par adsorption sur cellulose Avice] selon le shéma décrit en
annexe.
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migration que les b3ndes correspondant à l'endoglucanase de l'extrait
provenant des substrats cellulosiques.

L'exoglucanase a été localisée en faisant un overlay avec une solution
d'agarose contenant du MUC comme décrit au "chapitre matériel" et
méthodes. Par cette methode, nous n'avons pu observer qU'une seule bande
correspondant à cette enzyme d3ns les extraits protéiques des différents
surnageants de culture à l'exception de J'extrait protéique provenant de la
culture sur cellobiose. Les résultats sont représentés sur la figure 31.

Pour localiser cette enzyme sur le gel, il est intéressant de noter que
J'activité exoglucanase n'est visualisée que si l'échantillon protéique a été
traité à 37"C pendant 2 heures avant migration électrophorétique. Aucune
bande correspondant à cette enzyme n'a pu être détectée lorsque l'enzyme
est chauffée à 50°C ou à 70°C pendant 15 minutes. Cet enzyme est donc
thermosensib le.

La localisation de la xylanase s'est faite de la même façon que pour
l'endoglucanase m3is seulement en incorporant le xylane dans le gel 3U
lieu de la CMe.

Le spectre protéique du mutant n° 121 est le même que celui de la
souche sauvage. Il en est de même des activités enzymatiques détectées.

3 - Dlscuss10n

a) Spectre protéique:

l'analyse de la composition des protéines extracellulaires de la souche
sauvage de CI cellulolytlcum et de ses deux mutants dérivés montre que
leur spectre protéique est généralement semblable mais que quelques
différences sont notables spécialement chez le mutant n° 42 qui montre
seul ement 3 bandes majeures alors que la souche sauvage présente 5
bandes. De plas, le spectre protéique du mutant n° 42 est distinct de celui
du mutant n° 121 malgré le fait que ces deux mutants dérivent d'une même
souche.

On peut donc conclure que la mutation de CI cellulolyticum souche
sauvage a une influence sur la composition des protéines extracellulaires
sécrétées par cette souche.

b) 1dent ificat ion et caractérisation des composants cellulo Iyt iques

Le fractionnement par électrophorèse sur gel de polyacrylamide des
enzymes extracellulaires sécrétées par CI cellulolyticum cultivée sur
cellulose a permis une caractérisation prélimjnaire en termes d'activités
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B C
1 J

Fjgure 31 : Mise en évidence de l'activité exoglucanase dans les
_protéines extracellulaires de CI cellulo~vt/c::um (A) 1 du
mutant 121 (8) et du mutant 42 (C).
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exo et endocellulasiques. Cette technique a permis également une
séparation satisfaisante et de façon reproductible du complexe

cellulasique dans un minimum de temps, Une telle procédure analytique a
été adoptée par Mc HALE ET COUGHLAN (1981) pour le fractionnement des
enzymes secrétées par Talaromyces ermersoni, par CANEVASCINI et al.
(1983) pour analyser la composition protéique des enzymes sécrétées par
~/Jorotricl7um thermophile. D'après les résultats que nous avons obtenus
nous pouvons affirmer que Je complexe cellulasique de CI cellulolyticum
contient les enzymes essentielles dont l'action synergique permet la
dégradation de la cellulose en sucres simples, Ces enzymes sont
composées de multiples formes d'endoglucanase et d'une exoglucanase,

Nous avons également observé que l'intensité relative des bandes dépend
fortement de la quantité d'enzymes appliquées sur le gel. Alors que la
raison de cette variation n'est pas très claire, il semble que l'efficacité
de renaturation dépend souvent de la quantité de protéines présentes dans
la bande. Ceci nous amène à penser que j'absence de bande correspondant
aux enzymes cel1ulolytiques dans l'extrait enzymatique provenant de la
culture de CI cellulolyticum sur cellobiose serait due à la faible quantité
de protéine sécrétée,

Nous avons également observé que les activités endo et exoglucanase ne
sont pas détruites par le SOS, Cette observation se rapproche de ce Ile
faite par KOYU HON nami et al. (1980) chez CI. t!Jermocellum où l'activité
CMCase n'est pas détruite par le SOS. Mais d'un autre côté, nous avons
constaté que l'activité exoglucanase est inactivée par la température.
Aucune bande correspondant à cette enzyme n'a pu être localisée lorsque
les préparations enzymatiques étaient traitées à 50°C et à 70°(,

En plus de la caractérisation des cellulases, nous avons détecté d'autres
hydrolases talles que la xylanase. Alors que cette enzyme n'a été
visualisée que sur le xylan, nous avons pu remarquer que les bandes
correspondant à l'endoglucanase révélée sur la cellulose CMC ont été
également localisées sur le gel contenant du xylane, Ce résultat laisse
penser que l'endoglucanase n'est pas spécifique à la
carboxyméthy1ce 11 u1ose.

D'après les résultats que nous avons obtenus, l'endoglucanase de CI.
cellulolyticum existerait sous formes multiples. Cette enzyme se
présenterait sous forme d'isoenzymes de poids moléculaire variable. Ceci
avait déjà été observé par ANDRIANARISOA (1985) chez CI c&llulolytlcum
et par d'autres chercheurs utilisant des techniques de séparation
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conventionnelles chez d'autres micro-organismes et chez T. reesei.
Les différences observées dans le spectre protéique des mutants n° 42

et n° 121 ne supportent pas entièrement les hypothèses de NAKAYAMANA,
1975 ; GON CS,1979. Selon ces auteurs les multiformes d'enzymes
cellulolytiques seraient dues à une protéolyse limitée d'un précurseur
commun dans le milieu de culture (NAKAYANAMA, 1975; GON CS, 1979), Si
une modification protéolytique d'un précurseur commun était la seule
raison de la multiplicité des formes de l'enzyme, on obtiendrait le même
spectre protéique pour les deux souches mutantes et probablement pas du
tout d'act ivi té.

4 - Conclusion

Les résultats obtenus nous montrent que la mutation de CI
cellulolyticum par le rayonnement UV a une influence sur la composition
protéique du complexe cellulolytique, La caractérisation préliminaire des
protéines extracellulaires par analyse électrophorétique montre la
présence au sein du complexe cellulasique de CI cellulolytk;um et ses
mutants des activités endo et exoglucanase. Ce qui nous permet de
considérer leur système ce 1lulo lytique comme un comp lexe pur contenant
toutes les activités nécessaires à l'hydrolyse de la cellulose cristalline.

5 - Application

Une séparation du complexe cellulasique de CI cellulolyticum et du
mutant n° 42 a été réalisée au laboratoire de Bioengineering à Valencia
(Espagne), Les résultats sont présentés sur les figures 32 et 33 . Il
ressort de cette étude que le complexe enzymatique des deux souches
présentent des chromatogrammes différents.

- CI. celluloJyticum possède un seul pic de poids moléculaire supérieur
à 20 106 daltons

- le mutant n° 42 possède en plus du pic de poids mo léculaire supérieur
à 20 106 daltons, trois autres pics importants: 1-3 106,0,7-0,9 106,6-8
106 dotés d'activité cellulasique. Cette structure diversifiée pourrait être
à l'origine de la forte activité cellulasique que présente le mutant n° 42
sur cellulose microcristalline type Avicel.

Ces premiers résultats obtenus permettent d'avancer une hypothèse
dans l'interprétation de la présence chez le mutant n° 42 d'activités
enzymat iques part icu1 ièrement élevées. Ils ont montré que contrairement
il la souche sauvage, le mutant n° 42 excrète dans le milieu de culture des
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Figure 32 : Chromatographie sur sepharose 48 du complexe
cellulolytique de CI cellulolyticum.
Dimensions colonne: 1,6 x 50 cm ; vitesse 12 ml/h ;
volume fraction =2,1 ml ; volume échantillon = 0,5 ml ;
1iquide d'équil ibration et d'é lution : eau

Etalonnage de l'exclusion avec les poids moléculaires:
(1) Tiroglobuline : 670 000; (2) Gammaglobul ine : 158000 ; (3)

Ovalbumine: 44000; (4) Myoglobine: 17000; (5) Vitamine 812: 1350.
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F1gure 33: Chromatographie sur sepharose 48 du complexe
cellulolytique du mutant 42 .
Dimensions colonne: 1,6 x 50 cm ; vitesse 12 ml/h ; volume
fraction = 2,6 ml ; volume échantillon = 2 ml
liquide d'équilibration et d'élution : eau.
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protéines enzymatlques de petites dimensions séparables par gel
filtration. Grâce à leur petite taille, elles pourraient pénétrer plus

aisément dans les pores du substrat cellulosique; ce caractère souhaité
pour des cellulases a été évoqué à la réunion de la CEE d'Orléans en J 987.

Sur le plan industriel, des essais ont été réalisés avec le mutant. n" 42
pour la production de biogaz par le procédé de méthanisation des ordures
ménagères (oM) en comparaison avec la souche mère CI cellulolyticum.

Les résultats des premiers essais montrent que:
- la capacité de CI cellulolyticum à s'implanter tians le milieu varie

selon la qualité des OMo Il semble que cette souche nécessit.e une période
de latence ou d'adaptation et des OM prédégradées pour stimuler fortement
la production de biogaz,

- le mutant n° 42 semble moins influencé que CI celluloly'ticum par la
dégradation des OM, Bien qU'étranger à la flore, il s'intègre correct.ement
au milieu de fermentation et stimule la productlon de blogaz. Il peut
s'incorporer à la niche écologique et modifier l'équilibre de la
méthanisation en le stimulant.

Les pourcentages de stimulation moyens obtenus avec chaque souche
sont représentés dans le tableau ( 17 ) ci-dessous:

HIO

Mutant n° 42

Phase exponentielle

20 %

20 - 50 ro

Phase stationnaire

15 %

40%

L'étude de ce tableau montre que les pourcentages de stimulatlon sont
inférieurs en phase stationnaire pour CI cellulolyticum

Pour le mutant n° 42, les pourcentages de stimulation sont plus fort.s
et sons constants tout au long de la fermentation,

Il est à noter que la stlmulatlon est fonction non pas de la quantit.é de
cel1ulases que l'on amène, mais des possibilités d'adaptation de la souche,
elles- mêmes fonction de la qualité des ordures ménagères.
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L'objectif de notre travail était d'améliorer les performances
cellulolytiques de CI. cellulolyticum ATCC 35319 dans le but d'arriver à
une possibi 1i té d'ut il isation industrieIle de la souche.

Tout au long de ce travail} nous avons montré que l'amélioration de la
production de cellulase par CI cellulolyticum est réalisable:

- au niveau des conditions de culture } notre travail s'est porté sur la
recherche des conditions qui permettent une meilleure production de
cellulases . Ainsi} nous avons étudié l'Influence du milieu de culture sur la
production de cellulases par la souche de CI. cellulolyticutn Cette étude a
montré que:

- Sans régulation de pH } dans les conditions de culture en tubes de
Hungate} l'ordre d'Influence relative des trois milieux de culture que nous
avons testés en comparaison avec le milieu CM3 de WEIMER et ZEIKUS} sur
la production de cellulases était: DMS 1>CM3 + Urée> CM3 + Urée + MOPS
) CM3.

Le mllieu DMS 1s'est révélé particulièrement intéressant:
lorsque la culture est réalisée sur cellulose MN 300 } l'utilisation de ce

milieu conduit à une plus forte production de cellulases:
- l'activité englucanasique est multipliée par un facteur 2;
- l'activité exoglucanasique est multipliée par un facteur 3.
Lorsque la culture est réalisée sur cellobiose } les activités

enzymatiques varient dans le même sens que pour la cellulose MN 300.

L'étude de l'influence des différentes sources d'azote sur la production
des enzymes çellulasiques a montré que le milieu CM3 est pauvre en azote.
Une supplémentatlon de ce milieu en azote conduit à une augmentation de
la production de l'activité endoglucanase

Ainsi} une culture de CI. cellulolyticum avec régulation de pH par une
solution d'ammoniac 4N a montré une amélioration de l'activité
cellulasique globale:

- l'activité endoglucanasique est multipliée par un facteur 3;
- l'activité exoglucanasique est multipliée par un facteur 6.

Mais nous avons constaté que cette augmentation dépend de la nature de
la source principale de carbone utilisée.
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Ainsi, une étude de j'influence des différents substrats cellulosiques
MN 300 , Avicel et Solka Floc sur la formation des enzymes

cellulasiques par CI cellulolyticum a montré que le niveau de production
de ces enzymes dépend de la nature de la source principale de carbone
ut il isé. La ce l1ulose Avice1s'est révé lée mei Ileure Inducteur~de cellulases
pour cette souche.

Dans un deuxième temps} nous avons essayé d'améliorer la souche tie
CI cellu/o/yticum en sélectionnant des souches mutantes présentant ties
activités enzymatiques améllorées que la souche mère. Il convient ici de
soul igner que la génétique de la souche n'est pas encore très connue.

L'emploi du rayonnement ultaviolet comme agent mutagène a permis
d'obtenir une souche mutante de CI cellulolyticum} le mutant. n° 42 dont
les performances ce Ilulo lytiques sont nettement mei Ileures que celle de
la souche mère.

Il a été possible grâce au mutant n° 42 d'améllorer:
- le temps de fermentation de la cellulose; il est ramené à 8 jours au

]1eu de 12 j ours pour 1a souche mère }
- l'activité endoglucanasique (CMCase) atteint après 8 jours de

fermentation 1,36 UI/ ml soit 3 fols les valeurs obtenues avec la souche
mère. L'activité spécifique CMCase du mutant 42 se situe entre celle de
CI tllermocellum et celle de T. reesei}

- l'activité exoglucanasique atteint 5,5 mUI/ml soit 7 fois plus
importante que chez la souche mère,

la vitesse de la cellulolyse est 2,3 fols plus import.ante chez le
mutant 42 que chez CI cellulolyticum ; Après 8 jours de fermentation} le
mutant dégrade 79 % de la cellulose Avicel et CI cellulol)dicum ne
dégrade que 35 %.

l'ut il isatlon industrie Ile du mutant 42 pour la dégradation des
ordures ménagères a montré que cette souche s'intègre correctement au
milieu de fermentation et stimule la production de biogaz. Un pourcentage
de stimulation de 20-50 % a été obtenu en phase exponentielle de
croissance et seulement un pourcentage de 20 %pour la souche mère;

en phase stationnaire de croissance} ce pourcentage de stimulation est
de 40 %pour le mutant 42 et 15 %pour la souche sauvage.

Les expériences d'associations de CI. cellulolyticum et du mutant 42
n'ont pas permis d'augmenter la capacité de dégradation extensive de la
ce1luJose . Aucun effet de synergie n'apparaît entre les CMCases et
avicelases des surnageants de cultures pures; par contre une synergie
d'action des xylanases a été mise en évidence.
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d'action des xylanases a été mise en évidence.

Cette approche biotechnologique nous a permis de constater que toutes
les bactéries ne se prêtent pas à des expériences d'association de
microorganismes.

En plus des essais d'amé1iorat ion de la production de ce llulases par CI
c&llulolytlcum, nous avons entrepris une étude du système ce llulo lytique
des protéines extacellulaires de cette souche et de son mutant:

une analyse par électrophorèse sur gel de polyacrylamide des
surnageants de cultures concentrées des deux souches a permis de
montrer la présence de protéines dont les poids moléculaires sont compris
entre 29 et 120 kd . Ces protéines possèdent une activité
endoglucanasique , exoglucanasique . CI c&llulolytk;um et son mutant
semble donc possèder un système cellulolytique complet.

Une étude préliminaire de la séparation du complexe cellulasique des
protéines extracellulaires de ces deux microoganismes a montré la
présence chez le mutant 42 des protéines enzymatiques de petites
dimensions séparables par ge 1 fi ltration . Grâce à leurs petites tai Iles
pourraient pénétrer plus aisément dans les pores du substrat ce llulosique
et permettre une meilleure dégradation.

..
Les déchets urbains de toutes sortes renferment 50 à 60 %de cellulose,

hémice11ulose et 1ignine. Pour les é1im iner, il existe plusieurs techniques
parmi lesquelles la méthanisation qui est l'une des plus valorisantes. C'est
pourquoi de nombreuses communautés et collectivités ont retenu la
méthanisation des déchets lignocellulosiques qui consite à dégrader les
celluloses eLhémicelluloses. Or il est bien connu que l'hydrolyse des
polysaccharides possède un caractère "Vitesse Limitante" qui constitue un
frein à l'application industrie Ile des procédés de transformation
biologique des composés lignocellulosiques de la biomasse.

Cette étude sur l'amélioration de la production de cellulases par CI
C&llulolytlcum permet pour le déve loppement futur du travai 1d'envisager
de rechercher des conditions autorisant la dissociation du complexe"
Bactéries - Enzymes - Cellulose" et la libération des enzymes dans le
milieu de fermentation; ce qui permettrait d'optimiser l'hydrolyse
bactérienne de polysaccharides de la lignocellulose en sucres simples.
Ceci ayant pour objectif d'optimiser la biométhanisation.

A ce propos, il convient de souligner que la culture énergétique pour la
production de méthane n'a pas encore fait l'objet d'un intérêt particulier.
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Résumé: CI 'cellulolyticum est une bactérie cellulolytique mésophlle
isolée au laboratoire à partir d'herbes en décomposition. Cette bactérie
est capable de dégrader la cellulose en sucres simples puis de fer,mentrer
ces sucres en acides et en alcools. Mais l'activité cellulolytique de la
souche reste faible. Pour arriver à une possibi lité d'utilisation
industrielle , il paraît nécessaire d'améliorer les perfo~rmances

ce llulolytiques de la bactérie en la rendant mei lIeure produc,trice de
cellulases.

L'amélior@tion de la production de cellulases par CI cellula~tlc(jm

passe par l'amélioration des conditions de culture car chez cette souche la
biosynthèse des cellulàses est couplée à la croissance du microorganisme.
Ainsi nous avons montré, qU'une culture en fermenteur avec régulation de
pH à 7,2 par une solution d'ammoniac 4N, conduit à une plus forte
production de cellulases.

L'utilisation du rayonnement ultraviolet comme agent mutagène et du
cel1obiose comme crible de sélection ont permis de sélectionner le mutant
42 qui présente des activités cellulasiques doubles de celles de la ~ol!Jche

mère.
Nous avons également montré que la cellulose Avicel est me"lJeure

inductrice des activités endo et exoglucanasiques aussi bien chez CI.
cellulol)/ticum que chez le mutant.

L' ét.ude de l'association de la souche mère et du n'lutant 42 a permis de
produire 4,7 fois plus d'activité xylanasique,

Nous avons montré, après analyse électrophorétique des protlélhes
extrace11ulaires de CI. cellulolyticum et au mutant 42 ,suivie de
zymogramme des activités cellulasiques ,que leur système cel1ulolytique
est complet ; Il possède toutes les enzymes nécessaires à la
solubi 1isation de la cellulose,

Mots Clés: CI. cellulolyticum- cellulose - cel1ulase - endoglucanase ­
exoglucanase- xylanase - cellobiose.
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