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Résumé  

Dans ce travail, l’activité cellulolytique a été explorée chez des isolats bactériens obtenus de 

divers sites d’un écosystème extrême algérien, en l’occurrence le lac salé d’El M’Ghair (l’eau 

du lac salé principal, le sol situé à sa proximité et le sol de la palmeraie située à proximité du 

lac). En effet, 43 isolats bactériens ont été isolés dont 9 ont montré une capacité à dégrader la 

carboxyméthyl-cellulose (CMC) avec différentes valeurs des indices cellulolytiques. Le 

criblage a montré que l’isolat H1, isolé à partir du sol de la palmeraie située à proximité du lac, 

possède le meilleur potentiel cellulolytique avec une valeur d’indice cellulolytique de 5.5. 

L’identification moléculaire de cet isolat a montré qu’il s’agit de l’espèce Bacillus velezensis 

dont les numéros d'accession aux GenBank (NCBI) sont : OM510337 pour l’ARNr 16S et 

OM523097 pour la gyrA. Cette souche exhibe une croissance optimale à 37 °C sur le bouillon 

863 dépourvu de NaCl, cependant, elle se développait sur le même milieu contenant 10% de 

NaCl à 55 °C, ce qui lui procure les caractéristiques de thermotolérance et d’halotolérance. Pour 

tester sa capacité à dégrader la matière lignocellulosique et à produire des lipopeptides à activité 

biosurfactante, la souche a été ensemencée sur un milieu constitué de 5% de grignons d’olives 

supplémenté par 0.5% d’extrait de levure et incubée à 37°C sous agitation de 150 rpm. 

Effectivement, durant les 72 h de fermentation la souche a hydrolysé les grignons d’olives en 

libérant différents oligosaccharides grâce à sa production d’une cellulase (CelH1). Cette 

dégradation a permis, en outre, de produire des lipopeptides à activité tensioactive et 

émulsifiante, avec une importante corrélation positive de production de l’enzyme et de 

biosurfactants de 77%. L’enzyme CelH1 a été, ensuite, purifiée 44.9 fois et récupérée avec un 

rendement de 80% et une activité spécifique de 453.04 U/mg de protéine, en utilisant, 

seulement, deux étapes successives : une ultrafiltration et une chromatographie échangeuse 

d'ions. En effet, la masse moléculaire de l’enzyme a été estimée à 26 kDa par SDS-PAGE, et 

son identification, par analyse LC-ESI-MS/MS, a montré qu’elle couvre 40% de la séquence 

d’une endo-1,3-1,4-β-glucanase qui appartient à la famille 16 des glycosydes hydrolases. 

L'activité enzymatique optimale a été obtenue à pH 6.0-6.5 et à 60-65 °C, l’enzyme demeurait 

stable après 48 h d’incubation dans les conditions du test. L'activité CelH1 la plus élevée a été 

mesurée sur le substrat β-glucane d'orge (604,5 U/mL) suivi du lichénane et de CMC, 

confirmant que l'enzyme étudiée est une endo-1,4-β-glucanase. La CelH1 est hautement 

thermotolérante et halotolérante conservant 77% de son activité à 70 °C et 70% en présence de 

4 M NaCl. L'enzyme a un Vmax de 625 U/min/mL et une haute affinité avec le β-glucane d'orge 

avec un Km de 0.69 mg/mL. Elle a également montré une capacité significative à libérer des 

cello-oligosaccharides en hydrolysant le cellopentaose. Les lipopeptides produits par B. 

velezensis H1 sont partiellement purifiés en utilisant une colonne C18. L’analyse par HPLC de 

l’extrait lipopeptidique a montré que la souche de B. velezensis H1 a la capacité de produire au 

moins deux lipopeptides : la surfactine et la fengycine, sur le milieu à base de GO. Le potentiel 

biosurfactant et tensioactif de ces produits a été démontré par un test de Drop Collapse en 

utilisant l’huile d’olive et de paraffine comme substrats hydrophobes, un effondrement complet 

de ces derniers a été observé, dû à la réduction de la tension superficielle de la surface des 

substrats hydrophobes sous l’effet de l’extrait lipopeptidique.  

 

Mots clés : Matière lignocellulosique, grignons d’olives, Bacillus velezensis, biodégradation, 

endo-1,4-β-glucanase, halotolérance, thermotolérance, biosurfactants. 



 

 
 

Abstract 

In this study, the cellulolytic activity of bacteria isolated from various locations in an extreme 

algerian ecosystme was investigated. The salt lake of El M'Ghair was specifically examined 

(along with its nearby soil and water, as well as a nearby palmeraie). In fact, 9 of the 43 bacterial 

isolates were able to degrade carboxymethyl-cellulose (CMC) with varying cellulolytic index 

values. The analysis has shown that the bacterial isolate H1, which was isolated from the soil 

of a palmeraie near a lake, has the best cellulolytic potential, with a value of 5.5 of CI. The 

isolate's molecular analysis revealed that it belongs to the species Bacillus velezensis, whose 

accession numbers to GenBank (NCBI) are OM510337 for the 16S ARN and OM523097 for 

the gyrA. This strain exhibits optimal growth at 37 °C in 863 broth without NaCl, however, it 

resisted at 55 °C in the same medium with 10% NaCl, giving rise to its thermotolérance and 

halotolérance characteristics. The strain was inoculated on a medium containing 5% olive mill 

wastes (GO), 0.5% yeast extract, and 150 rpm stirring to test its capacity to hydrolyse 

lignocellulosic material and produce lipopeptides with biosurfactant activity. Indeed, during the 

72 hours of fermentation, the olive mill wastes was hydrolyzed by the release of various 

oligosaccharides due to strain ability to produce a cellulase (CelH1). This degradation also 

made it possible to produce lipopeptides with surfactant and emulsifying activity. A significant 

positive correlation of the cellulase and biosurfactants production was observed (77%). The 

CelH1 enzyme was, then, purified 44.9 folds and recovered with a yield of 80% and a specific 

activity of 453.04 U/mg of protein, using only two successive steps: ultrafiltration and ion 

exchange chromatography. Indeed, the molecular mass of the enzyme was estimated at 26 kDa 

by SDS-PAGE, and its identification by LC-ESI-MS/MS analysis, showed that it covers 40% 

of the sequence of an endo-1,3-1,4-β-glucanase from family 16 of glycosyl hydrolases. After 

48 hours of incubation under test conditions, the enzyme remained stable and displayed optimal 

enzymatic activity at pH 6.0-6.5 and at 60-65°C. The highest CelH1 activity was measured on 

barley β-glucan substrate (604.5 U/mL) followed by lichenan and CMC, confirming that the 

studied enzyme is an endo-1,4-β-glucanase . CelH1 is highly thermotolerant and halotolerant 

retaining 77% of its activity at 70°C and 70% in the presence of 4 M NaCl. The enzyme has a 

Vmax of 625 U/min/mL and a high affinity with barley β-glucan with a Km of 0.69 mg/mL. It has 

also shown a significant ability to release cello-oligosaccharides by hydrolyzing cellopentaose. 

Lipopeptides produced by B. velezensis H1 are partially purified using a C18 column. HPLC 

analysis of the lipopeptide extract showed that the B. velezensis H1 strain has the ability to 

produce at least two lipopeptides: surfactin and fengycin, on the GO-based medium. The 

biosurfactant and tensioactif potential of these products was demonstrated by a Drop Collapse 

test using olive oil and paraffin as hydrophobic substrates, a complete collapse of the 

lipopeptides drop was observed, due to the reduction of surface tension of the hydrophobic 

substrates under the effect of the lipopeptide extract. 

Keywords : Lignocellulosique material, olive mill wastes, Bacillus velezensis, biodegradation, 

endo-1,4-β-glucanase, halotolerance, thermotolerance, biosurfactants. 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 ملخص

في عزلات بكتيرية تم الحصول عليها من مواقع مختلفة من نظام بيئي لسيلولوز في هذا العمل، تم استكشاف نشاط انحلال ا

المغير )مياه البحيرة المالحة الرئيسية ، التربة الواقعة بالقرب منها وأرضية  منطقة في المتواجدة بحيرة الملحقاسي و هو 

كربوكسي الل يمنها أظهرت قدرة على تحل 9عزلة بكتيرية ،  43بستان النخيل الواقع بالقرب من البحيرة(. في الواقع ، تم عزل 

المعزولة من تربة بستان النخيل الواقع H1 عزلةالبقيم مختلفة لمؤشر السيلولوز. أظهر الفحص أن  (CMC) ميثيل السليلوز

. أظهر التحديد 5.5 التي بلغتالسيلولوزمؤشر لقيمة  أعلى مع زسيلولوالل يتحللبالقرب من البحيرة ، لديها أفضل إمكانات 

 GenBank OM510337(NCBI)لـ   امضمنلاأرقام امع  Bacillus velezensis من نوع هاالجزيئي لهذه العزلة أن

S  16 ARNr و OM523097 لـ gyrA من  الخالي 863 وسط فيدرجة مئوية  37هذه السلالة نموًا مثالياً عند  تظهرا

درجة  55كلوريد الصوديوم عند  ٪ 10السلالة على نفس الوسط الذي يحتوي على  قاومتكلوريد الصوديوم ، ومع ذلك ، 

دات سليلوز وإنتاج ببتي جنويل مادة اللي. لاختبار قدرتها على تحلملحيمئوية ، مما يمنحها خصائص التحمل الحراري وال

مستخلص من  ٪0.5 وزيتون الل ثفمن  ٪5السلالة على وسط يتكون من  زرعنشاط خافض للتوتر الحيوي ، تم  ذاتدهنية 

ر ، قامت ساعة من التخم 72الواقع ، خلال  دورة في الدقيقة. في 150درجة مئوية مع التقليب عند  37خميرة وحضنت عند ال

هذا  (CelH1) السليولاز نزيملابفضل إنتاجها  وذلك السلالة بتحليل ثفل الزيتون عن طريق إطلاق سكريات قليلة مختلفة

إنتاج ببتيدات دهنية مع نشاط سطحي واستحلاب ، مع ارتباط إيجابي كبير بين إنتاج الإنزيم والفاعل  من أيضًا امكنهاالتحلل 

وحدة / ملجم من  453.04  ونشاط محدد ٪80مرة واستعادته بعائد   44.9 نزيمالإ. تم بعد ذلك تنقية ٪ 77الحيوي بنسبة 

تلة : الترشيح الفائق وكروماتوجرافيا التبادل الأيوني. في الواقع ، تم تقدير الكالبروتين ، باستخدام خطوتين متتاليتين فقط

،  LC-ESI-MS / MS ، وأظهر تحديدها ، عن طريق تحليل SDS-PAGE كيلو دالتون بواسطة 26الجزيئية للإنزيم بـ 

من  16عائلة النتمي إلى ي ذيال endo-1,3-1,4-β-glucanase الاحماض الامينية لانزيم  من تسلسل ٪ 40أنها تغطي 

درجة  65-60وعند  6.5-6.0هيدرولازات الجليكوزيل. تم الحصول على النشاط الأنزيمي الأمثل عند درجة الحموضة 

على ركيزة  CelH1 ساعة من الحضانة تحت ظروف الاختبار. تم قياس أعلى نشاط لـ 48مئوية ، ظل الإنزيم مستقرًا بعد 

  β-glucan الشعير

 (604.5 U / mL) متبوعًا بـ lichenan و CMC مما يؤكد أن الإنزيم المدروس هو ، endo-1,4-β-glucanase 

في  ٪70درجة مئوية و  70من نشاطه عند  ٪77حتفظ بنسبة ا ملوحة حيثشديد التحمل للحرارة ومقاوم لل CelH1 يعتبر 

 glucan -βوتقارب عالٍ مع الشعير U / min / mL  maxV 625كلوريد الصوديوم. يحتوي الإنزيم على من مولار 4وجود 

تيدات لسيليوبنتوز. تم تنقية الببا تحليلمجم / مل. وقد أظهر أيضًا قدرة كبيرة على إطلاق السكريات عن طريق  0.69بمقدار 

د الدهني أن لمستخلص الببتي HPLC أظهر تحليل C18. جزئياً باستخدام عمود B. velezensis H1 هاتنتجاالدهنية التي 

لديها القدرة على إنتاج اثنين على الأقل من الببتيدات الدهنية: سيرفاكتين وفينجيسين ، على الوسط  B. velezensis H1 سلالة

الزيتون  باستخدام زيت القطرةنهيار الهذه المنتجات من خلال اختبار التوتر السطحي  تخفيضتم إثبات قدرة  GO المعتمد على

بسبب  و ذلك، لقطرة البيبتيدات المثبتة فوق سطح الزيوت المجربةوالبارافين كركائز كارهة للماء ، وقد لوحظ انهيار كامل 

 ة.الدهني اتتأثير مستخلص الببتيدتحت  انخفاض التوتر السطحي

 

  ،حيويالتحلل ال،  Bacillus velezensis، ثفل الزيتون ،  نوسيليلوزجمادة اللي: المفتاحية الكلمات

Endo-1.4-β-glucanase  مقاومة حرارية ، مواد خافضة للتوتر الحيوي الملوحةمقاومة ، 
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1. Introduction  

De nos jours, la dégradation de l’environnement et le réchauffement climatiques, deviennent 

un sujet de préoccupation majeure dans un contexte d’explosion démographique et de 

dépendance continue aux ressources énergétiques fossiles, qui sont en voie d’épuisement. Face 

à cette situation, la protection de l’environnement et la maîtrise des ressources alternatives de 

l’énergie sont l’un des piliers du développement durable, qui constitue un enjeu majeur pour 

l’avenir de l’homme et de la planète (Mensah 2019; Sangwan et Bhatia 2020). Parmi les 

différentes formes des énergies renouvelables, on cite la biomasse végétale, communément, 

appelée matière lignocellulosique (Nahak et al., 2022), qui apparaît comme une ressource 

susceptible d’être valorisée comme bio-produits à haute valeur ajoutée respectueux de 

l'environnement (Liu et al., 2019). Cette matière lignocellulosique peut provenir de cultures 

énergétiques, de sous-produits de l'industrie du bois, de l'agriculture ou encore de déchets 

ménagers (Anwar et al., 2014).  

Durant la dernière décade, les études sur la biomasse lignocellulosique ont été renforcées en 

vue de son utilisation comme une source alternative dans le proche avenir (Roth et al., 2020) 

et, plus récemment, pour sa contribution dans la reprise économique durant la phase post-

pandémique (Andiappan et al., 2021). Plusieurs études ont confirmé que les investissements 

dans le domaine de la biomasse lignocellulosique peuvent stimuler la croissance économique 

et créer des systèmes énergétiques plus propres, non seulement pour la reprise post-

pandémique, mais aussi pour accélérer l'approvisionnement durable en carbone (Kulisic et al., 

2021; Rodríguez et al., 2020; Tian et al., 2022).  

La biomasse lignocellulosique est majoritairement composée de cellulose, d’hémicellulose, et 

de lignine dans des proportions différentes, la cellulose étant le composant majeur avec 38 à 

50% de sa masse totale, représente de ce fait le polysaccharide le plus abondant de la biosphère. 

Ce polysaccharide peut être fractionné et transformé en sucres simple fermentescibles par voie 

chimique ou biotechnologique (Bayer et al., 2007; Khandeparker et Numan 2008). La voie 

chimique est, comme son nom l’indique est basée sur l’utilisation de produits chimiques pour 

attaquer les parois végétales, malgré ses rendements élevés, ce procédé est très coûteux et a une 

empreinte écologique indésirable. La voie biotechnologique quant à elle, utilise des cultures 

microbiennes ou des cocktails d'enzymes cellulolytiques pour dégrader la cellulose avec un 

faible impact environnemental (Jørgensen et al., 2007). Dans ce contexte, et face au problème 

crucial des coûts élevés de production des cellulases en utilisant des substrats commerciaux, la 

biomasse issue des déchets agricoles accumulés s’est révélée attractive (Pham et al., 2022). Par 

conséquent, de nombreuses études se sont focalisées sur l'amélioration de l'efficacité de la 
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production de cellulase par la recherche et l’isolement de microorganismes capables de sécréter 

une quantité élevée d’enzymes en utilisant comme substrat les déchets agricoles.  

En plus de la libération des cello-oligoosaccharides de la biomasse végétale durant la 

fermentation afin de synthétiser des métabolites secondaires, la récupération et la purification 

des cellulases microbiennes à la fin des fermentations a une grande importance car, elles 

peuvent avoir un grand potentiel biotechnologique dans plusieurs domaines (Dawood et Ma, 

2020). De plus, des caractéristiques extrêmophiles supplémentaires, telles que leur tolérance 

aux sels et à la chaleur, favorisent leurs applications industrielles vues, leur rôle concluant en 

biotechnologie. Ces avantages ont entraîné une augmentation de la demande pour ces enzymes 

extrêmophiles et davantage de publications sur le sujet afin de comprendre les processus de leur 

purification, leur caractérisation physico-chimique et leurs mécanismes catalytiques (Song et 

al., 2017).  

Les cello-oligosaccharides libérés par les cellulases à partir de la biomasse végétale sont, 

actuellement, une thématique de recherche importante, tant dans l’aspect fondamental 

qu’appliqué, pour les industries du monde pharmaceutique, alimentaire, cosmétique ou de 

décontamination, car ils constituent une source de biomolécules à haute valeur ajoutée et sont, 

particulièrement, étudiés comme précurseurs de molécules plateformes, de bio-tensioactifs, de 

bioplastiques et de biocarburants (Sharma et al., 2016).   

La synthèse de lipopeptides à activité biosurfactante (bio-tensioactive) par bioconversion 

microbienne de la biomasse lignocellulosique a fait l’objet de la seconde partie de ce travail. 

En 2021, la consommation annuelle mondiale en agents tensioactifs (surfactants) a généré un 

chiffre d’affaires estimé à 57 milliards de dollars, en sachant que 75 à 80% de ces composés 

amphiphiles étaient issus de la pétrochimie (Roelants et Soetaert 2021). Dans ce contexte de 

développement durable et de prise de conscience de l’impact environnemental de l’usage des 

ressources fossiles, des tensioactifs issus des ressources renouvelables voient le jour. Les 

prévisions de leur consommation étant à la hausse, il convient de développer de nouvelles 

molécules amphiphiles correspondant aux exigences et aux besoins à la fois, des industriels et 

des consommateurs (produits performants à coût de production réduit, éco-compatibles à faible 

impact environnemental). Il existe plusieurs tensioactifs synthétisés par voie biologique par des 

bactéries. La surfactine, comme son nom l’indique est connue pour son activité surfactante très 

puissante. Le Bacillus velezensis produit cette molécule lipopeptidique avec d’autres 

lipopeptides tel que la fengycine. Ces bio-tensioactifs dont les propriétés de surface, la 

biodégradabilité et l’innocuité vis-à-vis de la peau leur offrent de nombreuses applications dans 

les domaines de la bioremédiation, de détergence, de la cosmétique et de l’alimentaire 
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(Rajkhowa et Sarma 2022). Mis à part leur caractère tensioactif, ces molécules possèdent un 

large panel d’activités biologiques recherchées.  

En Algérie, la biomasse lignocellulosique générée annuellement par l’oliveraie, considérée 

comme une source énergétique renouvelable, est très considérable. Une tonne d’huile d’olive 

peut générer entre 2 à 4 tonnes de sous-produits solides (grignons) et liquide (margines) (Akbi 

et al., 2017), leur accumulation peut causer de graves problèmes de pollution pour 

l'environnement, et leur élimination par incinération n'est pas une solution idéale puisqu'ils 

causeront les mêmes problèmes que les combustibles fossiles. De ce fait, leur bio-valorisation 

représente un défi tant scientifique que socio-économique.  

C’est dans l’optique de bio-valorisation de grignons d’olives que s’inscrit le travail présenté. 

En effet, l’objectif principal de cette thèse consiste en l’isolement d’une bactérie capable à la 

fois, de sécréter une cellulase comme métabolite primaire indispensable à sa croissance en 

dégradant les grignons d’olives pour libérer plusieurs cello-oligosaccharides et de les utiliser 

dans la synthèse des lipopeptides bio-tensioactifs. L’étude se puise de la littérature pour fournir, 

à travers une synthèse bibliographique approfondie, un état de l’art de la recherche dans le 

domaine investi. La première partie de l’étude expérimentale repose sur l’isolement et la 

purification des bactéries isolées à partir de différents sites du lac salé d’El M’Ghair, et le 

screening des isolats possédant une activité cellulolytique. La deuxième partie s’intéresse à 

l’identification moléculaire de l’isolat sélectionné et l’évaluation de ses potentialités 

extrêmophiles. La troisième partie est consacrée à l’utilisation des grignons d’olives pour la co-

production et l’étude de corrélation entre une cellulase de la famille des endo-1,4-β-glucanase 

et un mélange de lipopeptides. Ensuite, dans la quatrième partie, l’étude approfondie de 

caractéristiques biotechnologiques et industrielles de l’endo-1,4-β-glucanase produite et 

purifiée est réalisée à savoir : sa haute halotolérance, thermotolérance, thermostabilité et sa 

capacité à libérer plusieurs cello-oligosacharides. Enfin, la dernière partie décrit la 

caractérisation des lipopeptides produits qui sont aussi partiellement purifiés, concentrés, 

identifiés par HPLC, et évalués par rapport à leurs potentialités tensioactives vis-à-vis de 

certaines huiles. 
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2. Revue bibliographique  

2.1. La biomasse lignocellulosique  

2.1.1. Quels gisements ? 

Aujourd’hui, le gisement mondial de biomasse est suffisamment important pour permettre, sans 

problème, une utilisation énergétique à grande échelle, en substitution de combustibles fossiles. 

On estime qu'à l'échelle mondiale, 140 Gt de résidus agricoles sont générés chaque année, soit 

un potentiel énergétique mondial de 61,3 Gtep (Hills et al., 2020). Selon Lal (2005), la quantité 

annuelle totale de résidus de culture produite dans le monde est estimée à 2,8 Gt pour les 

cultures céréalières, 3,1 Gt pour 17 céréales et légumineuses majeures et 3,8 Gt pour 27 cultures 

vivrières courantes. L’agence internationale de l’énergie (AIE) a rapporté en 2015 que la 

ressource mondiale de résidus de cultures céréalières non exploités s'élève à 517 Mt (AIE 

2015) . En 2002, l’organisation pour l’alimentation et l’agriculture (FAO) a prévue que de 1999 

à 2030, le secteur agricole des pays en développement augmentera de 13% soit 120 Mha (FAO 

2002). L'intensification de l'agriculture et l'augmentation du rendement des cultures 

augmenteront sans aucun doute la production de résidus de cultures, car il existe une corrélation 

positive entre la disponibilité des résidus de cultures et leur production (Bentsen et Felby, 2010).  

Les ressources de résidus lignocellulosiques sont généralement répertoriées selon les secteurs 

économiques qui les produisent, tels que l’agriculture, la sylviculture, la consommation des 

ménages ou l’industrie agro-alimentaire (tableau 1), en Algérie, les résidus issus de cette 

dernière pourraient fournir jusqu'à 0,67 Mtep (Gares et al., 2020). Malgré les récentes études, 

les estimations de la production totale algérienne de résidus lignocellulosiques sont encore peu 

précises.  

2.1.2. Définition  

Le terme biomasse signifie au sens large la masse totale des organismes vivants présents dans 

un milieu naturel donné (Anwar et al., 2014). Depuis le premier choc pétrolier, en 1973, ce 

concept s'applique aux produits organiques végétaux et animaux utilisés à des fins énergétiques 

ou agronomiques, en somme, il s’agit de l’ensemble de la matière organique d’origine végétale, 

animale ainsi que ses produits issus de différentes transformations (les déchets organiques) 

(Bielski et al., 2021). La biomasse est reconnue comme une source d’énergie propre et 

renouvelable possédant un potentiel important pour remplacer, sur le marché de l’énergie, les 

combustibles fossiles conventionnels, elle est en abondance et se place comme troisième source 

d’énergie après le pétrole et le charbon (Pereira et al., 2012). 
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Tableau 1 Récapitulatif des différents gisements de biomasses lignocellulosiques. 

Catégories Ressources Références  

Fraction organique des déchets 

ménagers 

Bio-déchets alimentaires 

(principalement d’origine végétale) 

(Andersen et al., 2010) 

Déchets cellulosiques Déchets d’emballage en papiers ou 

carton Papiers (journaux, magazines, 

papier de bureau). 

(Kuo et al., 2021) 

Déchets de transformation de 

produits agricoles 

Mélasses, tourteaux, grignons, 

pulpes, marcs, coques… 

(Sarker et al., 2021) 

Déchets de fabrication de produits 

alimentaires 

Déchets de production  (Mirabella et al., 2014) 

Résidus de culture Parties des plantes laissées non 

cultives et laissées sur place : pailles, 

cannes… 

(Sarker et al., 2021) 

Résidus d’exploitation forestière Tout le bois coupé et laissé sur place: 

houppiers, branchages, cônes de pin.  

(Picchio et al., 2020) 

Déchets de l’industrie du bois Sciures, chutes de bois, copeaux 

d’usinage, poussières de ponçage  

 

(Vallejos et al., 2017) 

 

2.1.3. Composition et structure 

La biomasse est constituée majoritairement de carbone, d’hydrogène et d’oxygène 

(Kirubakaran et al., 2009). (Raveendran et al., 1995) ont raporté que la formule chimique 

générale de chaque biomasse végétale est représentée comme suit : CxHyOz, dont les coefficients 

x, y et z sont calculés pour chaque biomasse. La matière inorganique (cendres) fait aussi partie 

de la composition de la biomasse, avec un pourcentage variant de moins de 1% dans le bois à 

15% dans la biomasse herbacée (Agblevor et al., 2002) et plus de 25% dans certains résidus 

agricoles (Blasi et al., 1999). En ce qui concerne les principaux constituants organiques de la 

biomasse : cellulose, hémicellulose et lignine (figure 1), leurs proportions peuvent être 

extrêmement variables en fonction de l’espèce végétale, de l’âge et des conditions de croissance 

(McKendry, 2002). Dans la biomasse, la cellulose constitue la fraction la plus large, suivie de 

l’hémicellulose, la lignine et les cendres (Alokika et al., 2021). 

 

Figure 1 Structure et modèle d’organisation du complexe lignocellulosique d’après Jensen et al., (2017) 
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2.1.3.1. La cellulose  

La cellulose est le composé structural majoritaire de la paroi des cellules végétales, et leur 

assure leur résistance mécanique et leur stabilité chimique (Harmsen et al., 2010). C’est 

d’ailleurs le composé organique le plus abondant de la biosphère. La cellulose, décrite dans la 

Figure 2 et dont la formule chimique est (C5H10O5)n, est un polymère d’unités dimères de 

cellobiose (Ponnaiyan, 2016). La cellobiose est constituée de deux sous unités de glucose (D-

glucopyranose) associées entre elles à 180° l’une de l’autre par un pont glycosidique (β-1,4) 

(Mohapatra et al., 2020). Le polymère cellulose se présente sous la forme d’une très longue 

chaine sans ramification. Son degré de polymérisation (DP) varie selon l’origine de la plante, 

de 700 à 15 000 unités de glucose (mais plus communément entre 800 et 10 000), conduisant à 

des molécules de très hauts poids moléculaires, pouvant atteindre la valeur de 500 000 unités 

(Fengel et Wegener, 2011; Palonen et Viikari, 2004). La structure cristalline de la cellulose a 

été déterminée par diffraction des rayons X et par des méthodes basées sur la polarisation du 

rayonnement infrarouge (Chowdhury et al., 2017).  

 
Figure 2  Structure du polymère de cellulose d’après Harmsen et al. (2010). 

 

 

Les principaux groupes fonctionnels de la cellulose sont les fonctions hydroxyl –OH. Distribués 

de manière homogènes, les fonctions –OH ont la propriété de former des liaisons hydrogènes 

avec les atomes -O, -N, et -S, et également avec les fonctions –OH d’autres chaines de cellulose, 

la chaine polymérique linéaire présente une fonction aldéhyde à l’une de ses extrémités, qui lui 

confère des propriétés réductrices (Heinze et Liebert 2001).  

2.1.3.2. Les hémicelluloses  

La dénomination «hémicelluloses» réunit les polymères hydrocarbonés constitués d’unités 

monomériques sucres associés entre eux par plusieurs types de liaisons glycosidiques. Les 

monosaccharides incluent les pentoses C5 (xylose, rhamnose et arabinose), les hexoses C6 

(glucose, mannose et galactose) et les acides uroniques (tels que l’acide 4-O-methyl-

glucuronique, l’acide D-glucuronique et l’acide D-galacturonique) (Deshavath et al., 2019). Les 

xyloses et les mannoses sont les monomères les plus abondants. Il s’agit donc 
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d’hétéropolymères constitués de chaines principales généralement de anhydro-β-(1-4)-D-

xylopyranose, mannopyranose, glucopyranose et galactopyranose avec de nombreuses 

substitutions et ramifications (Omisore et al., 2022). Les hémicelluloses sont une grande famille 

de polysaccharides de paroi cellulaire comprenant les xylanes, les mannanes, les 1,3-1,4-β-

glucanes (glucanes à liaison mixte) et les xyloglucanes (Scheller et Ulvskov, 2010) (Figure 3). 

Les hémicelluloses sont chimiquement associés à d’autres polysaccharides, aux protéines et à 

la lignine. Si la structure chimique de la cellulose est la même dans les différentes espèces, les 

hémicelluloses varient considérablement selon l'espèce, et notamment entre les bois durs et les 

bois tendres. Les hémicelluloses de feuillus sont généralement plus riches en pentoses, tandis 

que les hémicelluloses de résineux contiennent habituellement davantage d'hexoses (Steinbach 

et al., 2017). Les hémicelluloses se distinguent également de la cellulose par leurs masses 

molaires nettement plus faible et par la présence de chaines latérales courtes branchées sur la 

chaine polymérique principale (Berglund et al., 2020). 

La diversité des hémicelluloses se traduit par des propriétés bio-physico-chimiques très 

variables selon l’espèce végétale considérée. Par contraste avec la cellulose, les hémicelluloses 

sont des polymères facilement hydrolysables par voie enzymatique (Kumar et al., 2009). 

 

Figure 3 Structure des différentes hémicelluloses trouvées dans la paroi cellulaire des plantes terrestres (Scheller 

et Ulvskov 2010) 

 

2.1.3.3. La lignine  
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La lignine est l’un des principaux constituants des biomasses lignocellulosiques. Elle représente 

10 à 30% du carbone de la biomasse végétale. La lignine est un nom générique pour désigner 

un ensemble de polymères phénoliques tridimensionnels, de masses moléculaires élevées, 

ramifiés, de compositions et de structures variables et complexes. Localisé dans la paroi 

primaire des cellules végétales, elle leur confère imperméabilité, rigidité et inextensibilité 

(Wang et al., 2013). La lignine se présente comme un réseau structural tridimensionnel 

insoluble dans l’eau et très résistant aux attaques chimiques et enzymatiques. La très grande 

stabilité de la lignine associée à celle de la cellulose explique son rôle significatif dans la 

résistance chimique et biologique de la grande majorité des biomasses lignocellulosiques 

(Fengel et Wegener 2011). La complexité des lignines et la diversité de leurs structure 

proviennent de l’association des trois monolignols par différentes liaisons chimiques sans 

caractère ordonné ni répétitif pour former un polymère amorphe et hydrophobe (Mottiar et al., 

2016) (Figure 4).  

 

Figure 4 Structure Chimique de la lignine d’après Mahmood et al. (2018)  

  

2.1.4. Résidus agricole des grignons d’olives  

2.1.4.1. Origine  

98% de l’huile d’olive consommée dans le monde est produite dans la région méditerranéenne 

(Ducom et al., 2019). Depuis très longtemps, l'huile d'olive est demeurée la base de la cuisine 

méditerranéenne. L’extraction de l’huile d’olive à partir du fruit de l’olivier est majoritairement 

réalisée dans cette région où le climat est favorable à la culture de l’olivier (Christoforou et 

Fokaides, 2016; Dermeche et al., 2013; Kolokassidou et al., 2009). L’Algérie est l’un des 

principaux pays méditerranéens producteurs d’huile d’olive avec une production d'environ 

44320 tonnes par un an, la plus importante quantité a été enregistrée en 2013 avec près de 64700 

tonnes et les données provisoires ont établi une hausse de production d’huile d’olive en 2017-

2018 (environ 80 000 tonnes) (Toumi et al., 2019). Cette production génère une quantité 

importante de sous-produits, dénommé le grignon d’olive (GO) ou bien le résidu d’olive. La 

production annuelle mondiale des grignons d’olives est estimée de 2 881 500 tonnes/an (Nunes 
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et al., 2016). Ils se composent de la peau, des morceaux de noyaux, et de la pulpe des olives et 

une petite quantité d'huile d'olive.  

2.1.4.2. Composition chimique des grignons d’olives 

Les GO sont des matériaux lignocellulosiques constitués de cellulose, d’hémicelluloses et de 

lignine (Anwar et al., 2014; Demirbas 2009; Rangabhashiyam et al., 2013). Ces trois principaux 

composants ont des poids moléculaires élevés et constituent le pourcentage le plus élevé de la 

masse totale, suivis d’une importante teneur en matière grasse (lipides) provenue de l’huile 

d’olive résiduelle, ils contiennent également des constituants extractifs dans une moindre 

mesure tels que les protéines, les sucres simples et divers autres composés (Roig et al., 2006; 

Vlyssides et al., 2004). Le type d’olives utilisées et leur maturité influent sur la composition 

chimique des GO, mais le procédé d’extraction utilisé a également une influence (Ducom et al., 

2019). Le tableau 2 récapitule la teneur en cellulose, en hémicelluloses en lignine, et en matière 

grasse retrouvés par plusieurs auteurs. 

 

Tableau 2 Principaux composés chimiques des GO données par différents auteurs 

Cellulose (%) Hémicellulose (%) Lignine (%) Matière grasse (%) Référence  

33.8 16.3 15.8 14  (Ducom et al., 

2019) 

33.7 15.3 19.8 10.9 (Vlyssides et al., 

2004) 

27.7 13.0 13.3 14 (Ducom et al., 

2019) 

 

2.1.4.3. Différentes filières de valorisation des grignons d’olives 

Différentes filières de valorisation des GO sont possibles. Les données de la littérature qui 

décrivent les principales possibilités de valorisation des GO sont nombreuses, la figure 5 

récapitule ces filières. Parmi les quelles, il est possible de citer le compostage, l’extraction de 

produits à forte valeur ajoutée, l’alimentation du bétail, la fertilisation des sols agricoles, 

l’élaboration de mélanges à matrice polymère ou l’utilisation comme biosorbants pour 

l’adsorption de métaux lourds ou de colorants des effluents industriels (Sebban et al., 2004 ; 

Chouchene, 2010 ; Khemakhem, 2017). Plus récemment, des procédés de biovalorisation 

énergétique ont suscité un intérêt croissant (Christoforou et Fokaides, 2016). En effet, les GO 

sont une source d’énergie renouvelable qui contribue de manière significative à la réduction de 

la consommation de combustibles fossiles et des impacts environnementaux associés. La 

bioconversion des GO est considérée comme une option respectueuse de l’environnement et du 

climat en raison d’un bilan quasi neutre en termes d’émissions de gaz à effet de serre si la 
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ressource est renouvelée. C’est une option encore meilleure car elle permet d’éviter les impacts 

potentiels des cultures énergétiques dédiées. La valorisation des GO par fermentation en milieu 

solide en utilisant des microorganismes extrêmophiles peut fournir une panoplie de 

biocomposés d’intérêt dans les domaines agroalimentaire, cosmétique et même pharmaceutique 

(Kademi et al., 2003). Tandis que la fermentation anaérobique des lisiers de vaches avec des 

grignons d’olives produit du méthane à 57-65% du biogaz produit. Ce méthane est utilisé 

comme une source d’énergie pour le chauffage de l’eau ou en production de l’électricité à usage 

domestique (Hammad et al., 1999). 

 

Figure 5 Différentes filières de valorisation des GO selon Chouchene (2010) 

 

2.2.  Valorisation de la biomasse lignocellulosique  

Le fractionnement de la biomasse lignocellulosique, afin de libérer les sucres fermentescibles, 

peut se faire par voie chimique ou biochimique, la voie chimique est, comme son nom l’indique, 

basée sur l’utilisation de produits chimiques pour attaquer les parois végétales. Malgré ses 

rendements élevés, ce procédé est très couteux et a une empreinte écologique considérable. La 

voie biochimique, quant à elle, utilise des cultures microbiennes ou des cocktails d'enzymes 

cellulolytiques pour dégrader la cellulose avec un faible impact environnemental (Jørgensen et 

al., 2007). 
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L’utilisation de microorganismes cellulolytiques dans la dégradation de la matière 

lignocellulosique est considérée comme un processus de prétraitement biologique intégral qui 

rassemble en un seul processus la production des enzymes cellulolytiques, l’hydrolyse de la 

cellulose et la production de biocommodités à haute valeur ajoutée. Ce processus est largement 

acceptée car il permet de casser le complexe cellulosique en réduisant les impacts 

environnementaux comparés aux prétraitements acide ou alcalin (Alfenore et Molina-Jouve 

2016). Le processus d'hydrolyse est l'une des étapes clés de la dégradation de la cellulose. Elle 

implique la dépolymérisation de la cellulose à l’aide des cellulases en plusieurs 

oligosaccharides fermentescibles (sucres réducteurs) qui pourront être métabolisés par des 

levures, des bactéries ou des champignons lors de la fermentation afin de synthétiser plusieurs 

métabolites secondaires à haute valeur ajoutée (Alfenore et Molina-Jouve 2016).  

L'efficacité de l'hydrolyse enzymatique de la biomasse lignocellulosique par ces 

microorganismes dépend de l'activité des enzymes sélectionnées. Plusieurs études ont tenté 

d'améliorer cette efficacité par : (1) une meilleure caractérisation et compréhension de la liaison 

de l'enzyme à la cellulose ou à l’hémicellulose ; (2) le screening de nouvelles cellulases robustes 

et à hautes performances ; (3) l'amélioration de la stabilité et de l'efficacité des enzymes vis-à-

vis du pH, du sel et de la température (Cobucci-Ponzano et al. 2015; Dumon et al. 2012). De 

plus, le broyage des résidus permet d’accroitre la surface accessible et la porosité des fibrilles 

de cellulose, il peut aussi augmenter l'efficacité de l'hydrolyse enzymatique. Par ailleurs, 

l’utilisation d’un matériau lignocellulosique broyé offre l'avantage de diminuer l’indice de 

cristallinité de la cellulose (Dale et al., 1996; Vlasenko et al., 1997). 

La flore cellulolytiques est très variée, elle se retrouve dans des écosystèmes divers et appartient 

à des groupes taxonomiques très variés pouvant être groupés suivant leur appartenance au 

groupe eucaryotes ou procaryotes, et leurs conditions de croissance qui permettent de distinguer 

les microorganismes mésophiles, thermophiles, et halophiles des autres microorganismes 

(Tchunden 1990). Les microorganismes dégradant la lignocellulose sécrètent des cocktails de 

composants enzymatiques individuels, qui agissent de manière synergique sur la cellulose. Les 

systèmes d'enzymes libres les plus étudiés sont ceux des champignons aérobies et 

mésophiles Trichoderma reesei (Schuster et Schmoll 2010). Les souches industrielles de T. 

reesei sont des producteurs d'enzymes hémicellulolyiques hautement efficaces, ce qui est la 

principale raison pour laquelle les cellulases de ce champignon dominent encore aujourd'hui 

les marchés de la cellulase et d’hémicellulases. 
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2.2.1.  Bactéries cellulolytiques impliquées dans la dégradation de la biomasse 

lignocellulosique 

Bien que les champignons sont connus pour leur capacité à produire de grandes quantités 

d'enzymes cellulolytiques et sont principalement exploités pour produire de la cellulase (Sun et 

Cheng 2002). Cependant, les cellulases de souches bactériennes, telles que Bacillus, 

Clostridium, Cellomonas, Rumminococcus, Alteromonas, Acetovibrio, Bacterioides et 

Marinimicrobium sp (Plecha et al., 2013; Sharma et Bajaj 2014; Zhao et al., 2012), sont 

également intéressantes, en raison de la capacité de ces souches à se développer dans des 

conditions extrêmes de température, de salinité et de pH. En plus de leur croissance rapide et 

leur faible temps de génération par rapport aux champignons, ainsi que leur capacité à produire 

une large gamme de métabolites à intérêt. Ces caractéristiques sont souvent requises pour les 

applications biotechnologiques (Gabani et al. 2012; Silva et al. 2018). Les principales bactéries 

productrices de cellulase à partir de la matière lignocellulosique sont mentionnées dans le 

tableau 3.  

La dégradation bactérienne de la matière lignocellulosique peut se réaliser par voie aérobie ou 

anaérobie. En 1985, (Ljungdahl et Eriksson 1985) ont beaucoup écrit sur les bactéries 

cellulolytiques et ont observé un regain d'intérêt pour la recherche sur les bactéries 

cellulolytiques anaérobies, principalement en raison de leur utilisation industrielle potentielle 

et du fait qu'elles constituent une source précieuse de protéines cellulaires. Le système 

anaérobie des bactéries cellulolytiques dans le rumen est bien étudié, principalement en raison 

du fait que la cellulose constitue une partie importante de l'alimentation d'un animal 

(Chukwuma et al. 2021). Clostridium appartient à un groupe de bactéries cellulolytiques qui 

décomposent la lignocellulose dans des conditions anaérobies, ils produisent des complexes 

multienzymatiques et sont de bons producteurs de l'enzyme cellulase (Chukwuma et al., 2021).  

La biodégradation bactérienne aérobie désigne la dégradation de la matière organique par des 

bactéries en présence d'oxygène, généralement dans un environnement humide et chaud 

(Mohee et al., 2008). Les bactéries aérobies décomposent la cellulose en libérant des enzymes 

cellulolytiques libres qui agissent sur la biomasse (Singhvi et Gokhale 2019). Principalement, 

les bactéries hydrolysent la cellulose et la convertissent en cellobiose, puis la fermentation, qui 

fait référence à l'hydrolyse du cellobiose, se produit et cela produit du dioxyde de carbone, de 

l'hydrogène et des acides organiques (Hassan et al., 2019). Après cette étape, les bactéries 

dominantes utilisent ces produits secondaires pour produire divers produits utiles (Beaton et al., 

2019). Le genre Bacillus est largement étudié pour ses capacités à hydrolyser la cellulose. Par 

exemple, la séquence complète du génome de Bacillus velezensis ZY-1-1 a montré des gènes 
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capables de produire de la xylanase et de la cellulase en utilisant des substrats hémicellulosiques 

et cellulosiques (Zhang et al., 2018). Une autre analyse du génome de la souche Bacillus 

velezensis a identifié des gènes distincts d'enzymes lignocellulolytiques et prédit le potentiel de 

dégradation de la lignocellulose (Chen et al., 2018).  

Tableau 3 Principales bactéries productrices de cellulase à partir de la biomasse lignocellulosique 

Souche bactérienne  Substrat (biomasse) Enzyme détectée Référence  

Proteobacteria Pailles de blé et de riz, 

canne à sucre  

Cellulase et xylanase  (Taha et al., 2015) 

Bacillus 

amyloliquefaciens 

Pailles de blé et de riz, 

canne à sucre 

Cellulase  (Taha et al., 2015) 

Streptomyces Sciure Cellulase  (Buraimoh et al., 2015) 

Streptomyces sp. MDS Résidus du riz, paille de 

bois, poudre d'herbe 

locale et bagasse de canne 

à sucre 

Endoglucanase, 

exoglucanase, 

cellobiases, amylase et 

xylanase 

(Saratale et al., 2017) 

Bacillus sp. BS-5 Épi de maïs Endoglucanase, xylanase  (Xu et al., 2017) 

Bacillus velezensis 157 résidus agro-industriels 

(farine de soja, son de blé, 

bagasse de canne à sucre, 

paille de blé, balle de riz, 

farine de maïs et paille de 

maïs) 

Cellulase, xylanase, 

α-amylase, et 

pectinase 

(Chen et al., 2018) 

B. velezensis A-68 Coques de riz Endoglucanase  (Kim et al., 2013) 

Clostridium Paille de riz Endoglucanase  (Zheng et al., 2020) 

 

2.2.1.1. Bactéries halotolérantes cellulolytiques 

Selon Rahman et al. (2017), tout microorganisme capable de croître en absence ou en présence 

de sels est qualifié d’halotolérant. Ces microorganismes ont la capacité de produire des 

biocatalyseurs fonctionnels dans des conditions extrêmes. Leur survie dans les habitats hyper 

salins est liée à leur capacité à maintenir l'équilibre osmotique. Ils accumulent des sels tels que 

le chlorure de sodium ou de potassium (NaCl ou KCl), jusqu'à des concentrations isotoniques 

avec l'environnement. En conséquence, les protéines des bactéries halotolérantes doivent faire 

face à des concentrations de sel très élevées (par exemple, des concentrations de KCl de 4 M et 

des concentrations de NaCl > 5 M) (Danson et Hough 1997; Demirjian et al., 2001). Par 

conséquent, ces bactéries halotolérantes pourraient représenter une nouvelle source d'enzymes 

extracellulaires avec un potentiel catalytique plus élevé (Dalmaso et al., 2015), elles sont 

métaboliquement plus actives que les archées, et leurs activités enzymatiques sont plus 

diversifiées (lipases, protéases, amylases, cellulases, nucléases…) (Oren, 2002). Les cellulases 

de ces bactéries peuvent s’adapter à cette pression environnementale en acquérant un nombre 

relativement important de résidus d'acides aminés chargés négativement sur leurs surfaces pour 

empêcher la précipitation (Zhang et al., 2015). Ces enzymes sont donc de bons candidats pour 
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des applications industrielles du fait de leur capacité d’activité en présence de fortes 

concentrations en sel, de tolérer des températures relativement élevées et des variations de pH, 

etc. (Amoozegar et al., 2019). L'utilisation de ces molécules est particulièrement importante, 

car elles sont caractérisées par des propriétés structurales spécifiques, une activité élevée, une 

spécificité de substrat et surtout une stabilité et une résistance à la dénaturation exceptionnelle 

conduisant à un maintien de leur fonctionnalité dans des conditions même défavorables. De 

plus, ces enzymes halotolérantes sont actives dans des milieux organiques et peuvent être 

utilisées comme biocatalyseurs en présence de solvants organiques (van den Burg 2003). 

Jusqu'à présent, plusieurs cellulases présentant des caractéristiques thermostables, stables aux 

solvants organiques, stables aux liquides ioniques et aux alcalis ont été signalées par des 

microbes marins (Gupta et al., 2015; Li et Yu 2012; Trivedi et al., 2011). Le tableau 4 résume 

diverses cellulases récemment étudiées à partir de bactéries halotolérantes.  

Tableau 4 Cellulases halotolérantes produites par différentes bactéries halotolérantes  

Bactérie Milieu d’isolement  Référence  

Gracilibacillus sp. SK1 Lac salin  (Amoozegar et al., 2019) 

Aureobasidium pullulans 98 Sel de mer  (Chi et al., 2009) 

Bacillus cereus JD0404 Sédiments boueux (Barzkar et Sohail 2020) 

Cladosporium 

sphaerospermum 

Algues détériorées  (Behera et al., 2017) 

Bacillus sp. H1666 Eau de mer  (Barzkar et Sohail 2020) 

Bacillus sp. L1 Lac salin  (Li et Yu 2012) 

 

2.2.2.  Les cellulases  

Les cellulases sont un groupe d'enzymes responsables de la dégradation de la cellulose dans la 

nature. La dégradation complète de la cellulose en glucose nécessite le clivage de toutes les 

liaisons glycosidiques β-(1→4), ce qui fait appel à trois types d'activités complémentaires, qui 

se répartissent chez les microorganismes dans 7 familles de glycosydes-hydrolases (Couturier 

et Berrin 2013). Le mode d’action des différentes cellulases est lié à leur structure 

tridimensionnelle (figure 6). Les cellulases sont fréquemment liées à des modules de liaisons 

aux carbohydrates qui leur permettent d'approcher le module catalytique de son substrat grâce 

à des interactions avec les résidus hydrophobes qu'ils portent (Gilbert et al., 2013; Himmel et 

al., 2010). Grâce à leurs différences de spécificité, les différents types d'enzymes agissent de 

manière synergique sur la cellulose. Les cellulases sont produites principalement par des 

microorganismes (bactéries et champignons) (Lynd et al., 2002), mais aussi par des organismes 



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

15 
 

représentant le règne animal, y compris des insectes, des mollusques, des nématodes et des 

protozoaires (Watanabe et Tokuda 2001).  

 

Figure 6 Exemples de structure 3D de cellulases (Wu, 2013) 

 

2.2.2.1. Différents modes d’actions des cellulases   

Les micro-organismes capables de dégrader la cellulose produisent un groupe d'enzymes aux 

spécificités différentes. Les cellulases hydrolysent les liaisons β-1,4-glycosidiques de la 

cellulose. Généralement, elles sont divisées en trois classes appelées endoglucanases, 

cellobiohydrolases et β-1,4-glucosidases. Les trois enzymes peuvent dégrader la cellulose 

amorphe mais, à quelques exceptions près. Les produits de l'hydrolyse de la cellulose sont 

disponibles en tant que sources de carbone et d'énergie pour les microorganismes 

cellulolytiques ou d'autres microorganismes dans l'environnement où la cellulose est dégradée 

(Pérez et al., 2002). En fait, cette libération de sucres à partir de la cellulose est la base principale 

des interactions microbiennes se produisant dans de tels environnements (Pérez et al., 2002). 

Pour fonctionner correctement, les endoglucanases, les exoglucanases et les β-glycosidases 

doivent être stables dans le milieu exocellulaire et peuvent former un complexe ternaire avec le 

substrat (Pérez et al., 2002). Toutes les enzymes actives sur carbohydrates, y compris les 

cellulases sont recensées dans la base de données CAZy (www.cazy.org ).   

2.2.2.1.1. Les endoglucanases  

Les endoglucanases (endo-1,4-β-glucanases) peuvent hydrolyser les liaisons internes 

(principalement dans les régions amorphes de la cellulose) libérant de nouvelles extrémités 

terminales (Liu et al., 2011). Elles diminuent le degré de polymérisation de la cellulose en 

attaquant aléatoirement les chaines de cellulose et permettent de libérer de nouveaux cello-

oligosaccharides (cellotriose, le cellotetraose et le cellopentaose) pour l'attaque par les 

cellobiohydrolases (Pérez et al., 2002). Les attaques par les endoglucanases sont généralement 

réalisées dans les régions présentant des défauts de cristallinité (Liu et al., 2011). Toutes les 

endoglucanases sont capables de s'adsorber sur la cellulose, elles possédent également une 

bonne activité d'hydrolyse sur les oligosaccharides solubles ayant un degré de polymérisation 

http://www.cazy.org/
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superieur a 3 tels que le cellotetraose et le cellopentaose, cependant, elles ont une trés faible 

activité d'hydrolyse sur le cellobiose (Liu et al., 2011).    

2.2.2.1.2. Les exo-1,4-β-glucanases  

Les exo-1,4-β-glucanases (cellobiohydrolases) agissent sur les extrémités non réductrices ou 

réductrices de chaînes existantes ou générées par des endoglucanases libérant des molécules de 

cellobiose. Les exo-1,4-β-glucanases sont les seules enzymes qui dégradent efficacement la 

cellulose cristalline (Yan et al., 2016). Il a été démontré que les cellobiohydrolases agissent de 

façon processive libérant majoritairement du cellobiose. Cependant, des traces de glucose et de 

cellotriose ont été détectées lors de l'hydrolyse de la cellulose par les exo-1,4-β-glucanases. 

Nidetzky et al., (1994) ont trouvé que l'hydrolyse produit 94% de cellobiose, 5% de glucose et 

1% de cellotriose.  

 

2.2.2.1.3. Les β-1,4-glucosidases 

Les β-1,4-glucosidases hydrolysent le cellobiose pour libérer du glucose (Liu et al., 2011). Une 

hydrolyse efficace de la cellulose nécessite également les β-glucosidases, qui décomposent le 

cellobiose en libérant deux molécules de glucose (Pérez et al., 2002) (Figure 7). Cette enzyme 

joue un rôle clé car elle permet de réduire l'inhibition des cellobiohydrolases et des 

endoglucanases par le cellobiose. Elle a donc le rôle majeur de régulateur de la vitesse 

d'hydrolyse. 

 
Figure 7 Représentation schématique de l'action des cellulases sur la cellulose (Singh et al., 2021) 
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2.2.2.2. Application industrielle des cellulases halotolérantes 

Les cellulases extrêmophiles sont des extrêmozymes qui ont développé des mécanismes 

moléculaires d'adaptation à des conditions physico-chimiques extrêmes telles que la salinité, la 

chaleur, et le pH. Ces enzymes ont des applications pertinentes en tant que biocatalyseurs dans 

les processus industriels de biotransformation (Hough et Danson 1999). Il a été démontré que 

les enzymes produites par les psychrophiles présentent une efficacité catalytique élevée dans 

les industries des détergents et alimentaires et pour la production de produits chimiques fins 

(Cavicchioli et al., 2011). Karan et al., (2013) ont rapporté la purification et la caractérisation 

de la β-galactosidase à partir de l'haloarchéon adapté au froid Halorubrum lacusprofundi. Cette 

enzyme a été surexprimée dans Halobacterium sp. NRC-1, et s'est avéré actif dans des 

environnements à forte salinité (avec une activité maximale dans du NaCl 4 M ou du KCl) et 

sur une large gamme de températures (de -5 à 60 °C). Son activité est conservée en présence de 

10 à 20% (v/v) de solvants organiques, dont le méthanol, l'éthanol, le n-butanol et l'alcool 

isoamylique, ce qui suggère son aptitude à la synthèse d'oligosaccharides sous une faible 

activité de l'eau et à des températures froides. 

Le potentiel industriel des cellulases halophiles réside dans leur capacité à être actives et stables 

sous une faible activité de l'eau et en présence de plusieurs solvants organiques (Datta et al., 

2010; Raddadi et al., 2013). Plusieurs études ont rapportées des extrêmozymes hydrolysant la 

cellulose, (Delgado-García et al., 2012; Garg et al., 2016; Raddadi et al., 2013). Par exemple, 

les cellulases extrêmotolérantes produites par Paenibacillus tarimensis L88, un isolat obtenu 

du désert du Sahara dans le sud de la Tunisie, se sont avérées avoir une fonctionnalité élevée 

sur une large gamme de pH (3.0 à 10.5), à des températures élevées (80 °C) et fortes 

concentrations de sel (jusqu'à 5 M NaCl) (Raddadi et al., 2013). L'activité de la carboxyméthyl-

cellulase a été détectée en présence de 40% (v/v) de chlorure de 1-butyl-3-méthylimidazolium 

ou de 20% (p/v) de liquides ioniques d'acétate de 1-éthyl-3-méthylimidazolium et s'est 

maintenue après exposition à des solvants organiques, des détergents, des métaux lourds et 

même sous forte alcalinité. Paenibacillus tarimensis est un candidat optimal pour la production 

de cellulases avec des applications prometteuses dans les industries des détergents, du textile et 

des pâtes et papiers. Il a également un potentiel pour la saccharification de la lignocellulose 

dans les processus de bioraffinerie (Raddadi et al., 2013).  
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2.3. Les biosurfactants  

2.3.1. Définition  

Les biosurfactants, encore appelés biotensioactifs ou agents de surface (émulsifiant), font partie 

de notre quotidien. L’ambivalence de leur structure et la diversité de leurs propriétés sont mises 

à profit dans de nombreux produits de la vie courante, notamment dans les détergents ménagers 

et industriels et dans les formulations cosmétiques. Ce sont un groupe hétérogène de molécules 

naturelles tensioactives synthétisées par certains microorganismes et constituées de deux parties 

d’affinité opposée (Figure 8) : une partie hydrophobe, lipophile ou queue apolaire constituée 

d’une longue chaine d’acide gras ou d’hydroxy acide gras de différentes longueurs, et une partie 

hydrophile ou tête polaire constituée d’un oligosaccharide, d’un acide carboxylique, de 

phosphate, d’un acide aminé ou d’un alcool (Healy et al., 1996; Henkel et al., 2017; Rajkhowa 

et Sarma 2022). Cette double polarité confère à ces substances dites amphiphiles la capacité de 

s’adsorber aux surfaces ou aux interfaces et ainsi d’abaisser la tension superficielle entre deux 

milieux non miscibles (Henkel et al., 2017; Rajkhowa et Sarma 2022).  

 

Figure 8 Structures générales des tensioactifs (Champougny 2015) 

 

Leurs propriétés ont été largement étudiées (Kashif et al., 2022). Les préoccupations croissantes 

en matière d'environnement, l'avancement des biotechnologies et l'émergence de lois plus 

strictes ont amené le biosurfactant à être une alternative potentielle aux surfactants chimiques 

disponibles sur le marché (Henkel et al., 2012). L'intérêt pour les biosurfactants a débuté à la 

fin des années 60 quand on a voulu utiliser des hydrocarbures comme substrat économique pour 

produire des protéines d'origine unicellulaire (Kitamoto et al., 2002). Il a été remarqué que la 

productivité maximale était obtenue quand la surface interfaciale entre l'eau et l'huile était 

maximale, i.e. par émulsion. Il a été ainsi découvert que la plupart des microorganismes utilisant 

les alcanes produisaient des substances émulsifiantes (Hommel 1991). Les biosurfactants 

peuvent présenter certains avantages par rapport aux surfactants d'origine pétrochimique, 

comme une agressivité réduite vis à vis de l’épiderme, une meilleure biodégradabilité et 
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biocompatibilité (avec les boues et les plantes), une plurifonctionnalité et une bonne image 

marketing (Ludot 2013). 

Bien que les biosurfactants ont une utilisation prometteuse dans les domaines de 

bioremédiation, leur production à l'échelle industrielle est actuellement difficile en raison des 

coûts élevés des matières brutes, des coûts de traitement élevés et de la faible production 

manufacturière (Henkel et al., 2012). En conséquence, les défis de recherche actuels consistent 

à augmenter le rendement et à réduire le coût des matières premières en les substituant avec la 

biomasse lignocellulosique (Mukherjee et al., 2006). 

2.3.2.  Bactéries productrices de biosurfactants 

Différents genres de bactéries ont été employés par de nombreux chercheurs dans la production 

de biosurfactants en utilisant plusieurs milieux de culture. La plupart de ces bactéries sont 

isolées de sites contaminés contenant généralement des sous-produits d'hydrocarbures 

pétroliers et/ou des déchets industriels. Le tableau 5 montre une liste de différentes classes de 

biosurfactants produits par plusieurs souches bactériennes.  

Les bactéries des genres Bacillus et Pseudomonas sont les plus rapportés dans la littérature 

comme grands producteurs de biosurfactants (Silva et al., 2014). Diverses souches de B. subtilis 

et de B. velezensis sécrètent une gamme de lipopeptides à activité tensioactive et émulsifiante. 

Les iturines, les surfactines et les fengycines représentent les trois principales familles de 

lipopeptides produits par ces espèces (Bonmatin et al., 2003; Liu et al., 2020). La structure 

cyclique de la partie peptidique protège les lipopeptides du clivage enzymatique et maintient 

leur stabilité générale, de sorte qu'elles sont généralement résistantes aux peptidases et aux 

protéases (Nagórska et al., 2007). La synthèse des lipopeptides est effectuée par un cocktail de 

protéines appelé peptides synthétases non ribosomiques, ces systèmes de biosynthèse 

permettent d’avoir une diversification dans les produits lipopeptidiques générés par Bacillus 

notamment la classe, la séquence des résidus d'acides aminés, la nature de la cyclisation du 

peptide et la longueur et la ramification de la chaîne des acides gras. Ces variations permettent 

de diviser les lipopeptides en trois groupes : la surfactine (Peypoux et al., 1999; Mulligan, 

2005), l'iturine (Tsuge et al., 2001) et la fengycine (Ongena et al., 2005).  
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Tableau 5 Principales classes de biosurfactants produits par différentes bactéries (Healy et al., 1996; 

Kashif et al., 2022). 

Classe de biosurfactant Souche bactérienne 

Glycolipides   

Rhamnolipides Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp. 

Sophorolipides  Candida bombicola, Candida apicola  

Lipopeptides  

Surfactine/iturine/fengycine/mycosubtiline/ 

bacillomycine  

Bacillus subtilis, Bacillus velezensis  

Ochratoxine Bacillus amyloliquefaciens  

Lichenysine  Bacillus lichenformis  

Phospholipides  Acinetobacter sp. 

 

2.3.3. Les lipopeptides de Bacillus  

2.3.3.1. Les surfactines   

La surfactine, comme son nom l’indique, est considérée comme le plus puissant tensioactif 

(biosurfactant) connu avec une grande capacité de réduire la tension de surface de l’eau 

(Grangemard et al., 2001). Ce sont des heptapeptides cycliques reliés par une liaison ester à une 

chaine d’acide gras β-hydroxylée dont la longueur varie de 13 à 16 carbones. La chaine 

peptidique est composée de la séquence d’acides aminés suivante : Glu-Leu-D-Leu-Val-Asp-

D-Leu-Leu (Figure 9). Les acides aminés L-Glu et L-Asp renforce le caractère amphiphile 

responsable de ses propriétés tensioactives. Cette molécule est généralement produite en fin de 

la phase exponentielle de la croissance. Des études menées par (Razafindralambo et al., 1998) 

sur la capacité des lipopeptides à former des mousses, ont montré que la surfactine est capable 

de former une mousse plus dense que celle formée par l’iturine A. Les surfactines ont des 

propriétés comparables au SDS (Sodium Dodecyl Sulfate), mais elles ont l’avantage sur ce 

composé synthétique, d’être non toxiques et biodégradables (Li et al., 2005). 

 

Figure 9 Structure primaire de la surfatine  
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2.3.3.2. Les fengycines 

Les fengycines sont des lipopeptides composés d’un décapeptide. Les fengycines ont été isolés 

de Bacillus velezensis par (Liang 2022) comme des agents antifongiques. Le cycle 

octapeptidique de la fengycine est formé à partir d’un décapeptide par liaison ester interne entre 

la fonction hydroxyle de l’acide α-aminé C-terminal, la D-Tyr, et la fonction carboxyle de la L-

Ile (Deleu et al., 1999). La chaine peptidique est composée de la séquence d’acides aminés 

suivante : Glu-D-Orn-D-Tyr-D-AThr-Glu-D-Ala-Pro-Gln-Tyr-Ile (Figure 10). Les fengycines 

ont une activité antifongique contre les champignons filamenteux. Ces molécules agissent en 

synergie avec les surfactines dans plusieurs activités y compris dans la lutte contre les 

phytopathogènes (Ongena et al., 2007; Ongena et Jacques 2008). 

En plus de leur potentiel tensioactif, ces molécules possèdent d’autres propriétés biologiques 

dont antibactériennes, antitumorales, antivirales et elles induisent le mécanisme de résistance 

des plantes contre les phytopathogènes (Deleu et Paquot 2004).  

 

 

Figure 10 Structure primaire de la fengycine (Deleu et al. 1999) 

 

2.3.3.3. Domaines d’application des surfactines et des fengycines 

Grace à leurs effets aux interfaces et à la diversité des structures qu’ils prendre, les tensioactifs 

présentent différentes propriétés techno-fonctionnelles leur permettant d’être utilisés pour des 

applications dans de nombreux domaines. 40% des tensioactifs sont destinés à des applications 

industrielles allant du nettoyage et de détergence à la formulation des produits agro-chimiques 

(Bhardwaj et al., 2016). Les biosurfactants comme les surfactines présentent plusieurs 

avantages par rapport aux surfactants chimiques. Ces molécules sont étudiées pour des 

applications de bioremédiation des sols et la dispersion des déversements de pétrole (Mulligan 

2005). Leurs propriétés tensioactives permettent de favoriser le décrochage des polluants 
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industriels fixés sur des matrices solides (Pekin et al., 2005). De plus, les surfactines et les 

fengycines possèdent respectivement des propriétés antibactériennes et antifongiques leur 

permettant d’être utilisés dans la composition des produits cosmétiques pour en améliorer la 

conservation (Deleu et al., 1999; Deleu et Paquot 2004). Presque tous les tensioactifs utilisés 

de nos jours sont des dérives chimiques du pétrole. Cependant, un grand intérêt est porté sur les 

tensioactifs d’origine microbienne notamment la surfactine et la fengycine, connues pour leur 

biodégradabilité et leur non toxicité (Healy et al., 1996). Ces molécules en font des molécules 

de choix pour les industries agroalimentaires, pétrochimiques, cosmétiques, et des applications 

environnementales et agronomiques. 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Matériel et méthodes 

 

 

 

 



MATERIEL ET METHODES  

23 
 

3. Matériel et méthodes 

3.1.  Préparation des grignons d’olives  

3.1.1. Prélèvement, séchage et broyage 

Dans cette étude, les grignons d’olives (GO), non prétraités chimiquement, ont été utilisés 

comme substrat de croissance pour la co-production d'endo-1,4-β-glucanase (CelH1) et de 

biosurfactants par le microorganisme sélectionné (isolat H1). Les échantillons utilisés ont été 

prélevés en 2019 à partir d’une huilerie artisanale située dans la région de Sidi Abdelaziz, 

Wilaya de Jijel (Algérie). Le pressage et l’extraction de l’huile sont réalisés à l’aide d’un 

système traditionnel discontinu qui consiste à presser la pâte à l’aide de presses hydrauliques. 

Ce procédé nécessite l’ajout d’eau chaude.  

Les grignons ont été séchés dans une étuve pendant 4 jours à 40 °C. Les échantillons ont été 

conservés dans des sacs, ensuite, ils ont été finement broyés à l’aide d’un micro-broyeur (IKA, 

MF 10, Argentine) et tamisés en utilisant un tamis dont les pores sont de 0.25 mm de diamètre, 

afin d’avoir une poudre homogène (figure 11). 

 

 

Figure 11 Broyage des grignons d’olives dans un micro-broyeur (IKA, MF 10, Argentine) 

 

3.1.2.  Dosage partiel des constituants de grignons d’olives 

Etant donné que les différences dans la composition des GO, dépendent des variétés des olives 

et de la technologie utilisée pour l’extraction, dans la présente, c’est la variété utilisée qui a été 

effectivement étudiée sur le plan dosage des différents constituants. 
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3.1.2.1 . Dosage des lipides 

Cette étape permet à la fois de déterminer le taux des lipides présents dans l’échantillon et 

d’éliminer les graisses (huile résiduelle entre autres) afin de préparer l’échantillon aux analyses 

ultérieures. La teneur en matières grasses a été déterminée par la méthode normalisée de Soxhlet 

(AOAC, 1990) avec de l'hexane comme solvant d’extraction. Pour ce faire, 3 g de GO ont été 

introduits dans une cartouche en cellulose. Cette cartouche a été placée dans le soxhlet comme 

le montre la figure 12. Au-dessous du soxhlet est placé le ballon contenant l’hexane, pesé à vide 

au préalable, le ballon a été chauffé à 100°C par un chauffe-ballon. L’hexane évaporé est 

condensé dans le réfrigérant placé au-dessus du soxhlet, est récupéré dans le soxhlet, 

solubilisant ainsi les lipides se trouvant dans la cartouche de cellulose. Une fois l’extraction est 

terminée, le ballon a été récupéré et le solvant est évaporé à l’aide d’un évaporateur rotatif, et 

le ballon contenant les lipides a été pesé de nouveau. La masse des lipides a été calculée par la 

différence de la masse du ballon vide et celle du ballon contenant les lipides post-extraction. La 

concentration de lipides dans l’échantillon a été exprimée en % massique de matière sèche. 

 

 

Figure 12 Extraction des lipides par Soxhlet 

 

3.1.2.2. Détermination de la teneur en constituants pariétaux  

La teneur en fibres a été déterminée, sous hotte chimique aspirante, en trois étapes d’extractions 

successives par des solvants appropriés (Van Soest 1994). La méthode se base sur des 

traitements chimiques de l'échantillon afin de solubiliser les composants non fibreux et à la fin, 

l'obtention d'un résidu qui détermine la teneur en fibre.  
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Après une extraction préliminaire avec de l’hexane, éliminant les huiles résiduelles des GO, 

une quantité de 100 mL de solution de détergent neutre (annexe 4) a été ajoutée à 1 g 

d’échantillon de GO avec 0.5 g de sulfite de sodium anhydre (Na2SO3). Après un chauffage à 

reflux jusqu’à ébullition pendant 60 minutes, la filtration est réalisée dans des verres frittés N°3, 

suivi par trois lavages successives avec de l’eau bouillante et deux fois avec de l’acétone froid. 

Ensuite, le solide résiduel a été séché pendant 8 heures à 105°C et pesé dans une balance de 

précision. Il constitue la fraction NDF (de l’anglais Neutral Detergent Fiber). Cette fraction est 

principalement composée de cellulose, d’hémicelluloses et de lignine. 

La fraction NDF est, ensuite, traitée de la même manière par une solution de détergent acide 

dilué (annexe 5). Cette étape permet l’hydrolyse des hémicelluloses qui sont donc séparées de 

la fraction solide appelée ADF (Acid Detergent Fiber) qui contient seulement la cellulose et la 

lignine. La fraction ADF est ensuite traitée par une solution d’acide sulfurique concentré pour 

hydrolyser la cellulose. 50 mL d’acide sulfurique (H2SO4) à 96% est ajoutée à la fraction ADF, 

le tout a été homogénéisé avec une baguette en verre. Après 3 heures de traitement un rinçage 

abondant à l'eau distillée chaude a été effectué, puis, le solide résiduel a été séché pendant 8 

heures à 105°C et pesé par une balance de précision. Le solide restant constitue la fraction ADL 

(Acid Detergent Lignin) et est considéré comme contenant principalement de la lignine.  

Les différentes fractions solides (NDF, ADF et ADL) permettent de déterminer les teneurs en 

composés facilement solubles, en hémicelluloses, cellulose et lignine, exprimées en % 

massique de matière sèche comme suit (Ducom et al., 2019):  

 

 Solubles = (masse sèche initiale - masse sèche de la fraction NDF) / masse sèche 

initiale  

 Hémicelluloses = (NDF - ADF) / masse sèche initiale  

 Cellulose = (ADF - ADL) / masse sèche initiale 

 Lignine = ADL / masse sèche initiale. 

 

3.1.2.3. Détermination de la teneur en azote total et en protéines  

Un échantillon de GO a été envoyé au laboratoire de développement de procédés et 

caractérisation de produits alimentaires et brassicoles à l’institut de recherche LABIRIS 

(Belgique), afin d’analyser la teneur en azote total et en protéines.  

Le dosage est effectué en trois étapes avec la méthode Kjeldahl (Dotsenko et Lange, 2017).  
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Une minéralisation de la matière organique a été effectuée dans un minéralisateur rapide 

BÜCHI K-437 afin de transformer les radicaux azotés en ions ammonium (NH4+) par 

macération dans l'acide sulfurique concentré (96%) à haute température (450 °C) et en présence 

d’un catalyseur (pastilles de Kjeldahl). Ensuite, une distillation et un piégeage ont été effectuées 

dans un distillateur BÜCHI K-355 en milieu basique pour libérer les ions NH4+ sous forme 

ammoniac (NH3). Cet  ammoniac  est  entraîné  dans  une  solution  d'acide  borique  dans  

laquelle  il  reprend  sa  forme  NH4+ et neutralise une partie de l'acide. Après, l’acide borique 

neutralisé est titré par HCl 0.01 M, en présence d'une solution d'indicateur mixte (400 mg 

d'indicateur rouge de méthyle, 200 mg d'indicateur bleu de méthyle dans 300 mL d'éthanol à 

95 %). La teneur totale en azote selon Kjeldahl a été convertie en teneur totale en protéines 

brutes en multipliant par le coefficient empirique de 6.25. 

3.2.  Isolement de bactéries cellulolytiques  

3.2.1.  Sites d’étude et d’échantillonnage  

Les échantillons explorés dans cette étude, ont été prélevés aseptiquement, à partir des sols et 

des eaux du lac salé d'El M'Ghair (latitude : 34° 15′ 00″ N, 6° 19′ 00″ E) (Figure13). Le site est 

caractérisé par un climat saharien et considéré comme un écosystème extrême avec une salinité 

très élevée qui varie entre 53 et 375 g/L selon la saison (Zatout et al., 2020), et des températures 

élevées qui dépassent les 50 °C en période estivale (Hacini, 2006).  

Deux différents sites de prélèvements ont été ciblés pour cette étude (Figure 13) à savoir :   

- L’eau du lac principal et le sol salin situé à sa proximité.  

- Le sol salin des palmeraies distantes de 20 mètres du lac principal à une profondeur d’environ 

15 centimètres. 

Les échantillons ont été déposés dans des flacons en verre stériles et transportés au laboratoire 

dans une glacière pour être analysés dans les 24 heures suivantes (stockés à 4°C). 
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Figure 13 Vue générale des deux sites d’échantillonnage. A : Lac salé d'El M'Ghair ; B : palmeraies 

distantes de 20 mètres du lac. C: Carte du grand lac salé d’EL M’Ghair (source : Google Maps) 

 

3.2.2. Isolement et purification des isolats bactériens  

Un gramme de chaque échantillon du sol et 1 ml d’eau, est suspendu dans 9 mL d’eau 

physiologique stérile et homogénéisé pendant 10 minutes à l’aide d’un agitateur vortex. 

Cette dilution représente la solution mère à partir de laquelle d’autres dilutions décimales 

ont été préparées jusqu’à 10-7. Chaque dilution fera guise d’un échantillon et sera étalée à 

la surface du milieu gélosé 863 (annexe 1) additionné de 0.05 mg/mL d’un antifongique 

(Fungizone) afin de limiter la croissance des moisissures. Les boîtes ont, ensuite, été 

incubées à 37 °C pendant 48 h jusqu’à apparition des colonies. Les isolats bactériens ont été 

purifiés par repiquage sur le même milieu (863) dans les mêmes conditions citées 

précédemment.   

3.2.3. Conservation des isolats bactériens 

Une colonie fraiche est prélevée, aseptiquement, à partir des boîtes contenant les isolats 

bactériens purifiés, et déposée sur un microtube Eppendorf contenant 1 mL d’une solution 
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stérile de glycérol (20%). Plusieurs copies ont été réalisées pour chaque isolat. Les isolats sont, 

conservés, ensuite, à -20 °C jusqu’à utilisation.  

3.2.4. Criblage des isolats bactériens cellulolytiques 

Les isolats bactériens purifiés sont criblés pour leur potentiel cellulolytique suivant la méthode 

de (Teather et Wood 1982). La production des cellulases est examinée sur milieu gélosé de base 

(annexe 2) contenant 10 g/L de Carboxyméthyl-cellulose (CMC) comme seule source de 

carbone. Les boîtes ont été inoculées par piqûre centrale par l’isolat. Après incubation durant 5 

jours à 30 °C, permettant le développement de la colonie, les surfaces des boîtes ont été 

recouvertes par 15 mL d’une solution aqueuse au rouge Congo à 1 g/L. Après incubation à 

température ambiante pendant 30 minutes, la solution a été éliminée délicatement et remplacée 

par 20 mL d’une solution de NaCl 1 M. Après 5 minutes d’incubation à température ambiante, 

l’apparition de zones claires (halo) sur la gélose autour des colonies, indique la présence de 

cellulases. L'indice cellulolytique (IC), défini comme le rapport du diamètre de la zone claire 

sur le diamètre de la colonie, a été calculé afin de sélectionner les isolats les plus performants 

(Ibrahim et al., 2018). Le test est réalisé en triple exemplaire pour chaque isolat.  

3.3.  Identification de l’isolat cellulolytique performant 

 L’isolat sélectionné (H1) a été observé microscopiquement après la coloration de Gram pour 

développer une idée sur sa morphologie. L’identification effective dudit isolat a été réalisée par 

voie moléculaire. 

3.3.1.  Identification moléculaire  

L'identification moléculaire de l’isolat H1 a été réalisée par séquençage des gènes ARNr 16S 

presque complet (1461 nucléotides) et de la séquence partielle du gène de la gyrase A (977 

nucléotides). L'amplification a été réalisée dans un mélange réactionnel de 20 μL contenant 10 

μL de 2X PCR Master Mix (Thermo Scientific, Belgique), et 2 μL des amorces universelles 

suivantes : Forward 10-27F (AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG) et reverse endoRV (AAG 

GAG GTG ATC CAG CCG CA) pour l'amplification de l'ARNr 16S, ou gyr-A-f (CAG TCA 

GGA AAT GCG TAC GTC CTT ) et gyr-A-r (CAA GGT AAT GCT CCA GGC ATT GCT ) 

pour l'amplification de la gyrA. Le volume final a été complété jusqu'à 20 μL avec de l'eau sans 

nucléase. Ensuite, quelques cellules ont été transférées avec une pointe stérile d'une colonie 

isolée fraîche au tube PCR (Kai et al., 2019). 

Un programme PCR de 30 cycles (Thermocycler T100, Bio Rad) a été utilisé pour 

l'amplification de l'ARNr 16S comme suit : 1 minute de dénaturation à 95 °C, 1 minute 

d'hybridation à 55 °C et 2 minutes d'élongation à 72 °C, précédés d'une étape initiale à 95 ° C 
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pendant 5 minutes, suivi d'une étape d'extension finale à 72 ° C pendant 5 minutes. Le 

programme PCR pour l'amplification de gyrA était : 35 cycles à 95 °C pendant 1 minute, 55 °C 

pendant 1 minute et 2 minutes à 72 °C, précédés de 5 minutes à 95 °C, et une étape finale de 

5 minutes à 72 °C. Après vérification par électrophorèse sur gels d'agarose 1%, les réactions 

PCR ont été traitées avec de la phosphatase alcaline et de l'exonucléase avant d'être envoyées 

pour séquençage (Institut flamand de biotechnologie, Université d'Anvers). L'analyse 

phylogénétique est réalisée avec des séquences continues de 1461 nucléotides pour l'ARNr 16S 

et de 977 nucléotides pour gyrA. Le genre bactérien est déduit à partir de séquences apparentées 

obtenues par une analyse BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) par rapport à la base 

de données GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi). Le logiciel MEGA7 a été utilisé 

pour les analyses phylogénétiques. L'algorithme MUSCLE a été utilisé pour l'alignement des 

séquences de l’isolat H1 avec des séquences des souches types du genre (pour l'ARNr 16S) et 

des séquences de souches apparentées (pour la gyrA). La qualité de l'alignement a été vérifiée 

manuellement et les arbres phylogénétiques ont été construits à l'aide de l'algorithme de 

Maximum-Likelihood.  

3.4.  Etude des caractéristiques extrêmotolérants de l’isolat H1  

3.4.1.  Effet de la température sur la croissance bactérienne 

Afin de déterminer les températures optimales de croissance, l’isolat H1 a été cultivé dans des 

fioles de 250 mL contenant 100 mL de milieu liquide 863 dont le pH initial a été ajusté à 7.0. 

Les fioles ont été incubées pendant 5 jours à différentes températures (28, 30, 37, 45 et 55 °C) 

sous agitation de 150 rpm. Des échantillons ont été prélevés quotidiennement et aseptiquement 

à des intervalles de 2 heures durant la période d’incubation. Des dilutions de la suspension 

bactérienne ont été réalisées dans de l’eau peptonée stérile (annexe 3) et leur concentration a 

été estimée par la cellule de Bürker. 100 μL des trois dilutions appropriées ont été inoculés dans 

des boites, contenant du milieu 863 gélosé et incubées à 37 °C pendant 24 h. Les boites sur 

lesquelles sont comptées 20 à 150 colonies sont prises en considération pour le calcul de la 

concentration de cellules par millilitre de milieu. Des courbes de croissances ont été tracées afin 

d’extrapoler graphiquement la relation logarithmique ln ([x])= f(t),  ce qui permet, d’obtenir le 

taux de croissance maximal (µmax) (Menert et al., 2004) et ensuite le temps de génération (G) 

de l’isolat H1 en exploitant l’équation1 (Franzmann et al., 2005). Cette expérience a été réalisée 

en trois répétitions. 

𝐺 =
ln⁡(2)

µ𝑚𝑎𝑥
                 (1) 

3.4.2.  Effet de NaCl sur la croissance bactérienne  
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L’analyse de la tolérance à la salinité de l’isolat H1 a été réalisée en cultivant l’isolat dans des 

fioles de 250 mL contenant 100 mL de milieu liquide de 863 additionné de 5 concentrations 

croissantes de chlorure de sodium : 0, 2.5, 5, 10, et 15%. Le pH initial a été ajusté à 7.0 et les 

fioles ont été incubées pendant 5 jours à 37 °C sous agitation de 150 rpm. Des échantillons ont 

été prélevés et aseptiquement à des intervalles égale de 2 heures durant la période d’incubation. 

La détermination des µmax et des G a été réalisé comme décrit dans la section précédente. 

 

 

3.5. Sélection du milieu de la production de l’endo-1,4-β-glucanase par 

fermentation submergée  

3.5.1.  Effet de la source d’azote  

La richesse des GO en cellulose permet leur utilisation comme substrat de fermentation pour la 

production de la CelH1 par l’isolat cellulolytique H1. Cependant, leur utilisation comme milieu 

de culture nécessite un enrichissement en facteurs de croissance qui peuvent avoir un effet 

significatif aussi bien sur la production de l’enzyme étudiée que sur la croissance de la souche 

utilisée, et par conséquent, sur la production de lipopeptides. Parmi ces facteurs l'azote est l'un 

des constituants majeurs des acides aminés composants de base des protéines et des acides 

nucléiques composant les ADN et ARN. La production enzymatique a été effectuée en 

fermentation submergée (Smf) sur GO avec l’ajout de différentes sources d’azote.  

Pour ce faire, des fioles de 250 mL remplis de 100 mL de milieu de fermentation ont été 

utilisées. Le milieu se constitue de 5% (p/v) de GO et de 0,5% de l'une des sources d'azote 

organique suivantes : peptone, extrait de levure ou extrait mixte de peptone-levure (0,25 - 

0,25%). Le nitrate de potassium (KNO3) et le sulfate d’ammonium (NH4)2SO4 ont été 

également testés comme sources d'azote inorganiques avec une concentration finale de 10 mM. 

Le pH initial du milieu a été ajusté à 7.0 avant stérilisation. Les cultures ont été inoculées avec 

une concentration bactérienne de 17 × 106 UFC/mL et incubées à 37 °C sous agitation de 150 

rpm. L'activité endo-1,4-β-glucanase a été mesurée après 24 h d’incubation. 

3.5.2.  Effet de la durée d’incubation  

La période d'incubation optimale pour la production maximale de la CelH1 a été déterminée 

dans les mêmes conditions évoquées dans la section précédente avec l’ajout de 0.5% de la 

source d'azote appropriée. La production de la CelH1 a été mesurée à 24, 48, 72 et 100 heures 

d’incubation. Les échantillons prélevés ont été centrifugés à 14500×g pendant 20 minutes à 4 
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°C. Ensuite, les surnageants sont filtrés à travers une membrane de 0.22 µm et conservés à -

20°C pour le dosage de l’activité enzymatique. 

3.6.  Production simultanée d’endo-1,4-β-glucanase et de biosurfactants sur 

milieu sélectionné  

3.6.1.  Préparation de l’inoculum et conditions de culture 

Pour la préparation de l’inoculum, des colonies jeunes de l’isolat H1 ont été transférées dans 

une fiole de 100 mL contenant 20 mL du milieu 863 et incubé pendant 18 heures à 37 °C sous 

agitation de 150 rpm. La production de la CelH1 et de lipopeptides est réalisée par une Smf 

dans un ballon fond plat de 3 L contenant 1 L de milieu de fermentation sélectionné composé 

de 5% de GO et de 0.5% d’extrait de levure. Le pH est ajusté à 7.0. Après stérilisation et 

refroidissement, le milieu est inoculé, dans des conditions aseptiques, avec une suspension 

bactérienne de 3×106 UFC/mL. Ensuite, le ballon est incubé à 37 °C sous agitation de 150 rpm, 

pendant 72 heures. Afin de tracer la courbe de croissance complète (jusqu’à la phase de déclin), 

une culture est réalisée en parallèle avec une période d’incubation prolongée jusqu’à 115 h. Des 

échantillons ont été prélevés aseptiquement durant la période d’incubation, afin d’étudier la 

production de la biomasse bactérienne, de la CelH1 et de biosurfactants. 

3.6.2. Méthodes analytiques   

3.6.2.1. Dosage de l’activité enzymatique avec le substrat chromogènique  

 principe 

L’activité endo-1,4-β-glucanase est dosée en présence d'azo β-glucane d'orge. Ce substrat 

coloré soluble trouve une application répandue dans la standardisation des préparations 

enzymatiques industrielles et dans la recherche de traces d'enzymes dans les bouillons de 

fermentation, ainsi que dans les cocktails des glycosidases qui peuvent se produire en mélange 

avec les sucres réducteurs, ce qui rend la mesure spécifique de l'enzyme assez difficile. Dans 

de tels cas, des substrats spécifiques et sensibles tels que les substrats marqués par des colorants 

solubles peuvent être utilisés (McCleary et McGeough, 2015). Lors de l'incubation du substrat 

coloré avec de la cellulase, il est dépolymérisé pour libérer des fragments colorés de faible poids 

moléculaire qui restent en solution lors de l'addition d'une solution de précipitation au mélange 

réactionnel. Les polymères de poids moléculaire élevés (non hydrolysés) sont éliminés par 

centrifugation et la couleur du surnageant est mesurée à 590 nm, la figure 14 représente un 

schéma qui décrit le principe de la méthode.  
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Figure 14 Principe de dosage par l'azo β-glucane d'orge  

3.6.2.2. Dosage de l’activité endo-1,4-β-glucanase 

100 μL de mélange réactionnel contenant 5 μL du surnageant de culture, ou de la CelH1 pure, 

45 μL de tampon acétate de sodium préparé à 100 mM, pH 6.0 et 50 μL d'azo β-glucane d'orge 

à 1% (p/v) ont été incubé à 60 °C pendant 10 minutes dans un bloc chauffant (Eppendorf, 

France), ensuite, la réaction est arrêtée en ajoutant 250 μL d'une solution de précipitation 

(annexe 6) sous agitation vigoureuse pendant 10 seconds. Le précipité formé dans les 

microtubes Eppendorf a été éliminé par centrifugation pendant 5 min à 1000 × g. La Densité 

optique (DO) du surnageant, contenant les oligosaccharides liés au colorant libérés, a été 

mesurée à 595 nm (DeNovix DS-11). L'activité enzymatique a été calculée au moyen d'une 

courbe standard corrélant la libération d'oligosaccharides liés au colorant (DO à 595 nm) avec 

la libération de sucres réducteurs en utilisant la méthode de L'acide 3,5-dinitrosalicylique 

(DNS) (Miller, 1959) avec le glucose comme standard. Une unité d'activité enzymatique est 

définie comme la quantité d'enzyme libérant 1 μmol de sucres réducteurs par minute.  

3.6.2.3. Détermination de la production de biosurfactants  

La synthèse de lipopeptides par l’isolat H1 durant la fermentation des GO est estimée selon la 

méthode de Joo et Kim (2013). Cette méthode repose sur l’évaluation directe des taux de 

turbidité qui représente l’activité émulsifiante (AE) des biosurfactants (lipopeptides) présents 

dans un échantillon. 500 μL de surnageant de chaque échantillon prélevé pendant la 

fermentation ont été placés dans des tubes à essai avec 7.5 mL de tampon Tris-HCl (20 mM, 

pH 7.0) contenant 10 mM de MgSO4. Ensuite, 100 μL d'huile d'olive sont ajoutés comme 
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substrat hydrophobe. Le mélange a été vortexé vigoureusement pendant 2 minutes. 

L'absorbance de l'émulsion résultante est mesurée à 540 nm après une heure d’incubation à 

température ambiante pour la stabilité de l'émulsion. Le témoin est réalisé en remplaçant le 

surnageant de culture par le milieu de culture stérile. Une unité d'AE est définie comme étant 

la quantité d'agent émulsifiant qui résulte à une absorbance à 540 nm de 1.0. Le test est réalisé 

en triple exemplaires pour chaque échantillon. 

3.6.2.4. Estimation de la biomasse par dosage des protéines totales intracellulaire 

La méthode consiste à utiliser un réactif d'extraction complète de protéines bactériennes B-PER 

(de l’anglais Bacterial Protein Extraction Reagent) (Thermo Scientific), afin d’estimer la 

concentration cellulaire dans un échantillon de culture bactérienne. Il s'agit d'une solution à 

base de détergent non ionique qui perturbe efficacement les cellules et solubilise les protéines 

sans dénaturation, ainsi que du lysozyme et du nucléase universelle qui permettent une 

extraction des protéines des bactéries à Gram négatives et à Gram positives 

(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/89821). 

Un volume de 1 mL de culture sur GO est centrifugé à 14,500 ×g, 4 °C pendant 20 minutes. Le 

culot bactérien récupéré ainsi que la fraction résiduelle de GO sont lavés 3 fois avec l’eau ultra 

pure stérile et centrifugés de nouveau. Ensuite, 200 μL de réactif B-PER sont ajoutés et la 

suspension est pipetée de haut en bas à l’aide d’une micropipette munie d’un embout stérile 

jusqu'à ce qu'elle soit homogène. La suspension est ensuite incubée pendant 15 minutes à 

température ambiante. Après, le lysat est centrifugé à 14,500 × g, 4 °C pendant 5 minutes pour 

séparer les protéines solubles des fractions insolubles (GO et protéines insolubles). Le 

surnageant récupéré a, ensuite, été utilisé pour le dosage des protéines avec la méthode de 

Bradford (Bradford, 1976). Ce dosage a été réalisé en triple exemplaires sur tous les 

échantillons prélevés au cours de la fermentation ainsi que le blanc préparé avec le milieu de 

fermentation stérile.  

3.6.2.5. Dosage des protéines avec la méthode de Bradford 

L’estimation de la quantité de protéines totales produites a été réalisée avec la méthode de 

Bradford. Cette méthode colorimétrique se base sur le changement des absorbances qui se 

manifestent par le changement de la couleur du bleu de Comassie G-250 après la liaison avec 

les acides aminés basiques (arginine, histidine, lysine) et les résidus hydrophobes des acides 

aminés présents dans les protéines. Le réactif de Bradford (Bio Rad) est dilué 5 fois avec de 

l’eau distillée stérile, ensuite, 5 mL de cette préparation diluée est mélangé avec 100 μL de 

chaque échantillon et incubés à température ambiante pendant 30 minutes, la lecture des DO a 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/89821
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été réalisée à 595 nm. La calibration est effectuée avec l’albumine provenant du sérum bovin 

(BSA) comme substance de référence de 0 à 1 mg/mL. 

3.7. Etude de la corrélation de la production d’endo-1,4-β-glucanase et de 

biosurfactants 

Dans cette étude, une production simultanée d’une endo-1,4-β-glucanase et de biosurfactants a 

été réalisée par l’isolat H1 en utilisant les GO comme substrat de fermentation. L’évaluation de 

la relation entre la production de ces deux biomolécules a été effectuée par une analyse 

graphique afin de révéler une éventuelle corrélation entre la production des deux biomolécules. 

Le coefficient de corrélation R entre les activités enzymatiques et le taux de biosurfactants dosés 

durant la fermentation ainsi que le R2 qui représente le coefficient de détermination de la 

régression linéaire sont montrés graphiquement. 

 

 

 

3.8. Purification d’endo-1,4-β-glucanase 

3.8.2. Préparation du surnageant de culture 

Après 72 h d’incubation, la culture est arrêtée et le surnageant a été récupéré par centrifugation 

à 14500× g pendant 20 minutes à 4 °C. Ensuite, le surnageant a été obtenu par filtration à l’aide 

d’un filtre à flacon stérile de 1 L muni d’une membrane de 0.22 μm. L’activité enzymatique 

ainsi que la concentration des protéines ont été recherchés dans le surnageant. 

3.8.3.  Concentration des protéines par ultrafiltration 

Le surnageant de culture a été concentré 20 fois (jusqu’à 50 mL) à l’aide d’un système 

d’ultrafiltration tangentielle sur une membrane Vivaflow 200 avec un seuil de coupure de 5 

kDa (Vivascience, Hanovre, Allemagne). La méthode sert à éliminer le maximum d’eau ainsi 

que toutes les protéines dont le poids moléculaire est inférieur à 5 kDa (filtrat). Le filtrat est 

récupéré et stocké à -20 °C afin de l’utiliser pour la purification de lipopeptides. La cassette est 

mise en route à l’aide d’une pompe péristaltique. L’activité enzymatique ainsi que la 

concentration des protéines totales sont vérifiées avant la concentration ainsi que dans le 

retentât récupéré.   

3.8.4. Dialyse  

Une dialyse a été réalisée pour la solution protéique concentrée afin de modifier sa 

concentration en sels. Une membrane de dialyse tubulaire (Cellu-Sep) avec un seuil de coupure 
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de 3 kDa a été utilisée pour former un boudin qui contient l’échantillon protéique. Ce boudin 

est introduit dans une éprouvette en verre contenant 1000 mL de tampon acétate de sodium 50 

mM, pH 5.0. Ensuite, l’éprouvette a été faiblement agitée à l’aide d’un barreau et agitateur 

magnétiques pendant 2 heures à 4 °C. Afin d’accélérer le processus, le tampon est renouvelé 

chaque 30 minutes. Par un phénomène de diffusion, les sels ont équilibré leur concentration de 

part et d'autre de la membrane poreuse. Le grand volume du tampon de dialyse par rapport à 

celui de la solution protéique, a aidé à changer rapidement la teneur en sels de celle-ci en la 

même que celle du tampon de dialyse. L’activité enzymatique ainsi que la concentration des 

protéines totales ont été mesurées après la dialyse. 

3.8.5. Purification d’endo-1,4-β-glucanase par chromatographie échangeuse d’ions  

La purification de la CelH1 a été réalisée par chromatographie liquide FPLC (pour 

FastProteinLiquidChromatography). La solution protéique, dialysée et filtrée sur membrane en 

acétate de cellulose 0,22 µm (Millipore, Belgique), a été chargée à un débit de 0.7 mL/min sur 

une colonne cationique de carboxymethylsépharose (1,6 cm × 20 cm), préalablement, 

équilibrée avec un tampon acétate de sodium 50 mM, pH 5.0. Les protéines accrochées sur la 

colonne sont éluées à un débit de 1 mL/min avec un gradient linéaire de NaCl (de 0 à 500 mM) 

préparé dans le tampon acétate de sodium 50 mM, pH 5.0. Les fractions contenants l’activité 

endo-1,4-β-glucanase sont récupérées et rassemblées. Toutes les protéines contaminantes qui 

ne sont pas accrochées sur la colonne sont récupérées dans le lavage. Toutes les étapes 

chromatographiques sont réalisées avec un système de chromatographie ӒKTA (GE Healthcare 

Life-Science, Etats-Unis). La détection des protéines éluées est réalisée en ligne à l’aide d’un 

détecteur UV à 280 nm et 230 nm. Les concentrations de protéines ainsi que l’activité endo-

1,4-β-glucanase ont été dosées durant toutes les étapes de purification, c'est-à-dire, avant et 

après le chargement de la colonne et dans toutes les fractions obtenues.  

3.8.6. Evaluation du processus de purification par électrophorèse sur gel : SDS-PAGE 

L’estimation de la taille moléculaire des protéines présentes dans les fractions avec l’activité 

endo-1,4-β-glucanase ainsi que sa pureté ont été déterminées par électrophorèse sur gel de 

polyacrilamide en présence de dodécyl sulfate de sodium SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate- 

polyacrylamide gel electrophoresis). L’électrophorèse a pour but de séparer des molécules 

chargées à travers un gel de polymère sous l’influence d’un champ électrique. Le SDS dissocie 

les protéines et les chaînes peptidiques déployées résultantes en des rapports charge/masse 

identiques. La distance et la vitesse de migration est donc uniquement en fonction de la masse 

molaire. Le gel utilisé pour la séparation est un gel de polyacrylamide à 12% NuPAGENovex 

(Invitrogen, ThermoFisher, Belgique). Avant l’électrophorèse, des microtubes Eppendorf 
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contenant 5 μL de colorant de charge (ThermoFisher, Belgique) et 15 μL de chaque échantillon 

sont chauffés pendant 10 minutes à 80 °C, ensuite, déposés dans les puits du gel, ainsi qu’un 

étalon de poids moléculaire Novex Mark12 (ThermoFisher, Belgique). La migration a été 

réalisée avec un système BioRadAdds Mini Protean TGX. Le tampon NuPAGE MES-SDS pH 

7.3 (ThermoFisher, Belgique) dilué 20 fois est utilisé comme tampon d’élution. Le gel est 

coloré avec une solution de coloration PageBlueProtein (Thermo Fisher Scientific) et décoloré 

avec de l’eau distillée. 

    

3.9.  Identification de l’enzyme par chromatographie en phase liquide-

spectrométrie de masse (LC-ESI-MS/MS) 

La recherche de l’enzyme homologue proche au CelH1 purifiée est réalisée par 

chromatographie en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse au laboratoire GIGA 

Proteomics Facility (Université de Liège). L'analyse est réalisée sur un spectromètre de masse 

Orbitrap quadripolaire LC (Acquity M-CLass-Waters)-ESI (Q-Exactive Plus-Thermo 

Scientific), en mode ions positifs. Des petits échantillons sont excisés de la bande colorée au 

bleu de Coomassie correspondante à la bande de la CelH1 purifiée et soumis à une digestion en 

gel avec de la trypsine. Les spectres de masse des peptides ont été générés à l'aide du logiciel 

ProteomeDiscover vs 2.1 (Thermo Fisher Scientific). Les recherches des données sont 

effectuées à l'aide des serveurs Mascot vs 2.2.06 et Protein Scape vs.3.0 (Burker), sur la base 

de données NCBI (National Center for Biotechnology Information) en incluant toutes les 

taxonomies.  

3.10.  Caractérisation physico-chimique de l’endo-1,4-β-glucanase  

Toutes les expériences de caractérisation enzymatique ont été réalisées en triples exemplaires. 

3.10.1. Effet du pH sur l’activité enzymatique  

L'influence du pH sur l’activité de la CelH1 a été étudiée dans la gamme de pH 4.0 à 9.0. Le 

tampon acétate de sodium 100 mM a été utilisé pour la gamme de pH 4.0 à 6.5, et le Tris-HCl 

100 mM pour la gamme de pH 7.0 à 9.0. Le mélange réactionnel est préparé dans un volume 

final de 100 µL composé de 45 µL de tampons aux différents pH, 5 µL d’enzyme pure et 50 

µL d’azo β-glucane d'orge préparé à 1% dans le tampon correspondant. L’incubation a été 

réalisée pendant 10 minutes à 60 °C.  

 

3.10.2. Effet de la température sur l’activité enzymatique 
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La température optimale de l’activité enzymatique a été déterminée par la mesure de l’activité 

de la CelH1 à des températures allant de 30 jusqu’à 90 °C. Le mélange réactionnel, composé 

de 5 µL d’enzyme, de 45 µL de tampon acétate de sodium 100 mM, pH 6.0 et de 50 µL d’azo 

β-glucane d'orge à 1% a été incubé à chaque température. L’activité est déterminée après une 

incubation de 10 minutes dans un bloc chauffant. 

3.10.3. Activité enzymatique résiduelle 

Certains processus industriels nécessitent des réactions enzymatiques de longues durées. La 

stabilité de l’enzyme dans les conditions optimales définies, a été étudiée par une pré-incubation 

de 50 µL de la CelH1 à 20 µM avec 50 µL de tampon acétate de sodium 100 mM, pH 6.0 à 60 

°C et en absence du substrat. L’incubation a été réalisée pendant 48 h. Des aliquotes de 5 μL 

ont été prélevées par intervalles de temps, puis transférés dans une solution de réaction 

enzymatique préparée dans les conditions optimales afin de doser l’activité résiduelle de 

l’enzyme pré-incubée. L’activité enzymatique est déterminée en pourcentage rapportant à 

l’activité de l’enzyme non incubée.  

 

3.10.4. Effet de NaCl sur l’activité enzymatique 

La souche H1 a été isolée à partir d'un sol salin. Ces environnements sont riches en sels dessous 

dans l'eau, principalement, du NaCl (Jacoby et al., 2011). Afin d’étudier l’influence du sel sur 

la CelH1, l’activité enzymatique est dosée en présence de concentrations croissantes de NaCl 

(de 0 à 4 M). Le β-glucane d'orge à 1% a été utilisé comme substrat pour le dosage enzymatique 

en raison de la précipitation des substrats chromogène (avec colorant Azo) en présence de 

concentrations élevées de NaCl. La méthode de DNS a été appliquée pour le dosage 

enzymatique. L'incubation a été réalisée dans les conditions optimales et l’activité enzymatique 

est exprimée en pourcentage en rapport à l’activité de l’enzyme en absence du NaCl. 

3.10.5. Etude de la spécificité de l’activité hydrolasique de l’endo-1,4-β-glucanase 

L’activité hydrolasique de la CelH1 est testée sur plusieurs polysaccharides préparés à 1% dans 

le tampon acétate de sodium 45mM, pH 6.0. Les substrats testés sont ; le lichenane, le β-glucan 

d’orge, la CMC, la gomme de caroube (GC), le 4-Nitrophenyl β-D glucopyranoside (ρ-NPG) 

et la cellulose microcrystalline (MCC).  

Le dosage enzymatique a été réalisé dans un volume final de 100 μL contenant : 50 μL de 

chaque substrat à 1% (p/v), de 45 μL de tampon acétate de sodium 100 mM pH 6.0 et de 5 μL 

d’enzyme pure préalablement diluée dans le tampon correspondant. Des témoins sans enzyme 

sont inclus dans les dosages. Le mélange réactionnel a été incubé à 60 °C. La durée d’incubation 
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était 10 minutes pour les substrats solubles et 1 heure pour les substrats insoluble. L'activité 

enzymatique a été déterminée par le dosage de la quantité de sucres réducteurs libérés avec la 

méthode de DNS. Pour le test ρ-NPG, 100 μL de Tris-HCl 1 M, pH 9.0 ont été ajoutés pour 

arrêter la réaction après 1 h d'incubation et l'absorbance a été mesurée à 400 nm. Un standard a 

été réalisé avec du 2-chloro-4-nitrophénol.  

3.11. Caractérisation biophysique de l’endo-1,4-β-glucanase 

3.11.1. Balayage spectrophotométrique   

Un échantillon de la CelH1 purifiée est concentré jusqu’à 2 mg/mL de protéines dans un tampon 

acétate de sodium (100 mM, pH 6.0) à l'aide d'un filtre centrifuge Amicon avec un seuil de 

coupure de la membrane de 10 kDa (Merck Millipore, Belgique). Les spectres d'absorption de 

la CelH1 sont mesurés à l'aide d'un spectrophotomètre UV-DeNovix DS-11. Toutes les mesures 

de spectres sont effectuées dans une gamme de longueurs d'onde allant de 220 à 350 nm en 

déposant 2 μL de l’échantillon protéique pure. Les spectres d'absorption UV-Vis sont établis 

dans le même spectrophotomètre.  

 

3.11.2. Effet de NaCl sur la thermostabilité de CelH1 (Thermal Shift Assay) 

La stabilité d’une protéine est liée à la composition du milieu dans lequel elle se trouve, mais 

aussi aux paramètres physiques tels que la température et la pression. La technique biophysique 

appelée Thermostabilité des Protéines par Fluorescence (TPF) ou Fluorescence-based Thermal 

Shift Assay (TSA), repose sur la mesure de l’émission d’un agent fluorescent interagissant de 

façon non sélective avec la protéine d’intérêt pour déterminer sa température de fusion (Tm), 

c’est-à-dire la température dans laquelle 50% de la protéine existe à l’état dénaturé 

(Cimmperman et al., 2008; Bhayani et Ballicora, 2022). L'approche est couramment utilisée 

pour la caractérisation de la stabilité thermique des protéines dans diverses solutions et en 

présence de divers excipients (NaCl pour notre étude), ainsi que pour découvrir de nouveaux 

ligands potentiels pour les protéines cibles.   

Pour ce faire, le mélange réactionnel a été préparé à l'obscurité, dans une plaque de PCR à paroi 

mince de 96 puits comme suit : 4 μL d'enzyme purifiée avec une concentration de 20 μM, 2,5 

μL de colorant fluorescent pour TSA (Thermo Scientific, Belgique) à une concentration finale 

de 1/2000, et différents volumes d'une solution de NaCl 4 M afin d'atteindre une gamme de 

concentrations finales de NaCl allant de 0 à 2,5 M. Le volume a été ajusté à 20 μL avec le 

tampon acétate de sodium 45 mM, pH 6.0. Les mesures ont été réalisées en triple exemplaire. 

Dans les réactions témoins, le volume de l'enzyme a été remplacé par le tampon. La plaque 
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PCR a été, ensuite, scellée avec un film d'étanchéité de qualité optique de Bio-Rad et le mélange 

a été homogénéisé dans une centrifugeuse à plaques PCR pendant 10 secondes. L'incubation a 

été réalisée dans un système de PCR en temps réel LightCycler 96 (Roche, Suisse). La 

fluorescence a été mesurée lors d'un changement de température de 37° à 95°C, avec des 

incréments progressifs de 0,5°C/10 sec, suivi de la lecture de la fluorescence avec des longueurs 

d'onde d'excitation/émission à 490/530 nm. L'évaluation des données et la détermination de Tm 

ont été effectuées à l'aide du logiciel LightCycler96. 

 

3.12.  Identification des produits de saccharification des polysaccharides par 

HPLC  

3.12.1. Hydrolyse des grignons d’olives et de β-glucan d’orge par le surnageant de culture 

(cocktail enzymatique)  

La structure variable et l’organisation de la cellulose et des hémicelluloses dans les résidus 

lignocellulosiques nécessitent l’action concertée de nombreuses enzymes hémi(cellulolytiques) 

pour atteindre leur dégradation complète. La recherche de l’effet de tous le cocktail 

enzymatique présent dans le surnageant de culture de l’isolat H1 sur le GO, a été effectuée sur 

les GO ainsi que sur le β-glucan d’orge comme substrats. Le test a été réalisé sur un mélange 

réactionnel de 100 µL contenant 5 µL de surnageant de culture concentré 20 fois, 45 µL de 

tampon acétate de sodium 100 mM, pH 6.0 et 50 µL d’une solution stérile de GO préparée à 3 

% (p/v) ou de β-glucan d’orge préparé à 1%. L’incubation a été réalisée à 60 °C sous agitation 

de 150 rpm pendant 24 h pour les GO et 10 minutes sans agitation pour le β-glucan d’orge. Le 

volume de surnageant a été remplacé par le même tampon dans les réactions témoins. Les 

produits des réactions enzymatiques sont séparés par HPLC sur une colonne Prevail 

Carbohydrate ES (250 mm x 4,6 mm, 5 μm; Grace Davison Discovery Sciences, Bannockburn, 

IL, Etats-Unis) avec  de l’acétonitrile à 75% comme éluant, à un débit de 1 mL/min. Du glucose, 

de cellobiose, de cellotriose, de cellotétraose, de xylose, de mannose, de rhamnose, de galactose 

et de l'arabinose sont injectés à 1 g/L comme standards.  

 

3.12.2. Hydrolyse des cello-oligosaccharides par l’endo-1,4-β-glucanase purifiée 

Afin de comprendre le mode d’action de la CelH1, une identification par chromatographie 

liquide à haute performance (HPLC) des produits libérés par l’hydrolyse de différents cello-

oligosaccharides a été réalisée. Pour ce faire, 5 µL de la CelH1 purifiée et 45 µL de tampon 

acétate de sodium 100 mM pH 6.0 ont été incubés à 60 °C pendant 1 h, avec 50 µL d'une 

solution de 1% (p/v) de l’un des cello-oligosaccharides suivants : le cellobiose, le cellotriose, 
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le cellotétraose et le cellopentaose. Les produits libérés sont séparés par HPLC comme décrit 

dans la rubrique précédente. En plus du glucose, tous les cello-oligosaccharides testés ont été 

injectés comme standards à une concentration de 1 g/L. 

3.13.  Etude de la cinétique enzymatique  

Les différents paramètres cinétiques caractérisant le système E(CelH1)-S(β-glucane d'orge) ont 

été déterminées par le dosage de l'activité de la CelH1, en utilisant différentes concentrations 

d’azo β-glucane d'orge comme substrat (de 0,05 à 5 mg/mL) dans du tampon acétate de sodium 

45 mM , pH 6.0 et sous les conditions standards. La constante de Michaelis-Menten (Km, 

mg/mL) et la vitesse de réaction maximale (Vmax, µmol/min/mL) ont été exprimées 

graphiquement par la représentation des tracés de régression linéaire de Lineweaver-Burk 

(Lineweaver et Burk, 1934). 

3.14.  Purification partielle et concentration de lipopeptides 

Le filtrat récupéré après la concentration du surnageant issu de la fermentation (section 3.8.3) 

a été utilisé pour la purification de lipopeptides. Des cartouches d'extraction en phase solide 

contenants une colonne C18 immobilisée (SPE-C18, Waters) ont été utilisés pour l’extraction.  

Les cartouches ont été d’abord conditionnées avec 20 mL de méthanol 100% puis rincées avec 

10 mL d'eau ultra pure. Ensuite, 1 mL du filtrat récupéré a été chargé sur la cartouche et les 

cartouches ont été lavées avec 8 mL d'eau ultra pure. Enfin, les lipopeptides retenus sont élués 

avec 8 mL de méthanol 100%. L’éluât est évaporé à l'air sous une hotte chimique jusqu’à 

l’obtention d’un dépôt sec. Ce dépôt a été repris (concentré) dans 200 μL de méthanol de qualité 

HPLC. Le pic maximal d'absorption des longueurs d'onde UV visible (≅ 210 nm) a été 

déterminé à l'aide d'un spectrophotomètre UV-DeNovix DS-11. 

3.15.  Identification de lipopeptides par HPLC  

Les échantillons concentrés ont été identifiés grâce à un système HPLC (Waters Corporation, 

Milford, MA, USA), la colonne utilisée etait une C18. En effet, 10 μL d’échantillon concentré 

ont été injectés à un débit de 0.6 mL/min. Pour chaque échantillon, deux injections ont été 

effectués, la première pour les surfactines, et la deuxième pour les fengycines. Pour la première, 

l’élution de la surfactine a été réalisée pendant 20 minutes en mode isocratique par un mélange 

de solvant composé d’acétonitrile/eau/acide trifluoroacétique 80/20/0.1 (v/v/v). Les résultats 

obtenus ont été comparés aux standards de la surfactine et de la fengycine injectés à 1 mg/mL 

(fourni par Pr. Sigrid Flahaut). Pour la deuxième, l’élution des fengycines a été faite par le 

même mélange avec un gradient de 45/55/0.1 jusqu’à 55/45/0.1 pendant 30 minutes ensuite, en 

isocratique à 55/45/0.1 pendant 10 minutes. Le temps de rétention ainsi que le spectre à une 
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absorbance de 210 nm de chaque pique ont été, automatiquement, analysés à l’aide du logiciel 

Empower pour permettre l’identification des molécules éluées.   

3.16.  Test du potentiel surfactant : l’effondrement de la goutte (Drop 

Collapse) 

Ce test permet d’évaluer la présence de molécules aux propriétés surfactantes produites par un 

microorganisme dans le milieu de culture (Płaza et al., 2006). Une goutte de 5 µL de 

lipopeptides extraits et concentrés a été placée sur 50 µL de l’huile de paraffine ou de l’huile 

d’olive, déposés sur une lame de microscope, l’huile d’olive et de paraffine représentent la 

surface hydrophobe, la présence de molécules tensioactives engendre l’effondrement ou 

l’étalement visible à l’œil de la goutte de lipopeptides, évalué par rapport à un témoin négatif, 

constitué d’eau ultra pure. Cette méthode qualitative permet d’avoir une évaluation rapide de 

la production de surfactant par les microorganismes en culture. 
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4. Résultats et discussion 

Ce travail porte sur la recherche d’isolats bactériens, à partir d’un environnement extrême,  en 

l’occurrence, le lac salé d’El M’Ghair (Algérie),  susceptibles, à la fois, de dégrader les grignons 

d’olives en produisant des enzymes cellulolytiques avec des caractéristiques industriels 

(résistance aux différents conditions physico-chimiques), et d’utiliser ce substrat afin de 

produire différents lipopeptides à activité biosurfactante.  

 

4.1. Préparation et dosage partiel des constituants de grignons d’olives  

Les GO sont réduits en poudre par un broyage fin afin d'altérer leur nature fibreuse et 

d'augmenter leur fluidité. Selon Kumar et al., (2020), le broyage peut être utilisé pour 

augmenter la surface spécifique disponible et réduire la granulométrie des matériaux 

lignocellulosiques, de plus, il réduit le degré de polymérisation et la cristallinité des matières 

cellulosiques. Par conséquent, le broyage peut augmenter la vitesse de l’hydrolyse et de la 

saccharification de la lignocellulose. Les résultats d’analyse des GO broyés, utilisés comme 

substrat de fermentation dans cette étude, sont présentés dans le tableau 6. Aussi, la fraction 

principale de cette biomasse lignocellulosique est la cellulose (32.8%), suivie par 

l'hémicellulose (20.3%) et la lignine (13.6%). Ces résultats corroborent ceux obtenus par 

d’autres travaux antérieurs qui ont notifiés la dominance de la fraction cellulosique dans les GO 

avec une part de 27 à 33% de leur masse totale (Roig et al., 2006; Ducom et al., 2019). La 

fraction soluble (29.2%) représente l'ensemble des sucres (glucides) dessous, des protéines, et 

des composés phénoliques. La teneur élevée en lipides (12.13%), dosés par la méthode de 

Soxlhet, est due aux résidus d’huile d’olives récupérés après l’extraction, leur présence 

constitue un inducteur pour la production des lipopeptides (De Oliveira et al., 2021). Cette 

variété de GO a montré une faible teneur en azote (0.8%), cependant, cette valeur se trouve 

dans la gamme des valeurs de la teneur en azote publiées pour différentes variétés de GO (entre 

0.6 et 2.7%) (García et al., 2014; Volpe et al., 2015; Buratti et al., 2016). En effet, ces résultats 

indiquent que cette variété de GO pourrait servir comme source adéquate pour la production 

d'oligosaccharides à partir de ses fractions cellulosiques et hémicellulosiques.  Il est à signaler 

que les grignons d’olives sont un produit très disponible en Algérie, étant un pays producteur 

d’huile d’olive. Cette pertinence justifie largement leur choix comme substrat de fermentation 

dans cette étude.  
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Tableau 6 Composition des grignons d’olives 

Composition                                 % matière sèche 

Cellulose 32.8 

Hemicellulose 20.3 

Lignine 13.6 

Solubles 29.2 

Lipides 12.13 

Azote 0.8 

Protéines 4.95 

 

4.2. Isolement et sélection des bactéries cellulolytiques  

La recherche des isolats bactériens, par l’exploration des échantillons, a abouti à l’obtention de 

43 isolats repartis sur les différents sites investis. Treize isolats sont isolées de l’eau du lac salé 

principal d’El M’Ghair (30.2%), dix à partir du sol situé à sa proximité (23.2%) et vingt isolats 

à partir du sol de la palmeraie mitoyenne du lac (46.5%). La richesse du sol de la palmeraie en 

bactéries cellulolytiques par rapport au lac salin peut être interprétée par la présence de fibres 

végétales cellulosiques et la richesse du sol en matière organique qui constitue une source 

d’énergie importante pour le développement des microorganismes hétéro-organotrophes du sol.  

Les bactéries purifiées sont testées pour leur potentiel cellulolytique. Les résultats obtenus ont 

révélé que 9 isolats, dont deux isolés de l’eau du lac salé, deux du sol situé à sa proximité et 

cinq à partir du sol de la palmeraie, ont montré une capacité à dégrader la CMC avec différentes 

variations dans les valeurs des indices cellulolytiques (IC) (tableau 7). Les trois meilleurs 

isolats, avec les valeurs les plus élevées des IC, provenaient de l’échantillon du sol de la 

palmeraie. L’isolat H1 avait le meilleur potentiel cellulolytique avec une valeur d’IC de 5.5, 

suivi de l’isolat H2 (4.3) et H3 (3.8). Les résultats obtenus sont récapitulés dans le tableau 7 et 

représentés par la figure 15. En conséquence à ces résultats l’isolat H1 a fait l’objet du présent 

travail.  

Tableau 7 Valeurs des IC de différentes bactéries à activité cellulolytique, isolées à partir des 

environnements extrêmes de l’Est d’Algérie (lac salé d’El M’Ghair, Sol du lac salé et le sol d’une 

palmeraie située à proximité du même lac salé) 
Site d’échantillonnage Valeur d’IC Code de l’isolat 

Sol de palmeraie 5.5 H1 

Sol de palmeraie 4.3 H2 

Sol de palmeraie 3.8 H3 

Sol de palmeraie 3.1 H4 

Sol de palmeraie 2.4 H5 

Eau du lac salé 2.4 H6 

Sol du lac salé 2.1 H7 

Eau du lac salé 1.8 H8 

Sol du lac salé 1.2 H9 
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Figure 15 Screening des isolats cellulolytiques sur gélose à base de CMC. Les boites sont incubées à 

30 °C pendant 5 jours, ensuite colorées avec une solution rouge Congo à 0.1% (p/v) et décolorées avec 

1 M NaCl. Les zones claires autour des colonies montrent la dégradation de la CMC par les isolats. Les 

isolats H1, H2 et H3 possèdent les meilleurs IC  

 

4.3. Identification de l’isolat cellulolytique performant  

Les tests d’identification préliminaires reposés sur l’étude morphologique et physiologique ont 

montré que l’isolat H1 supposé appartenir au genre Bacillus. En effet, il apparait au microscope 

optique sous forme de bâtonnets (Figure 16a) caractérisé par une coloration Gram positive 

(Figure 16b)  

  

Figure 16 Aspect microscopique de l’isolat H1 sélectionné pour son potentiel cellulolytique : (a) Forme 

végétative (en forme de bâtonnets) au grossissement de 1000X. (b) Résultat de la coloration de Gram 

(violet). 

L'analyse Blast de la séquence d'ARNr 16S a montré que l'isolat H1 appartient effectivement au 

genre Bacillus. Des arbres phylogénétiques sont construits à partir de l'alignement de la 

séquence de l’isolat H1 avec celles des souches de référence pour les espèces du genre Bacillus, 

en utilisant la méthode Maximum-Likelihood. D'après cette analyse phylogénétique, la souche 

H1 apparaissait appartenir au groupe de B. subtilis et au sous-groupe B. amyloliquefaciens, et 

plus proche de l’espèce de B. velezensis, avec une identité de 99.73% avec la souche B. 

velezensis WGB10 (numéro d'accession GenBank : KY962335.1) (Figure 17a). Selon Fox et 
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al. (1992), une identité élevée des séquences d'ARNr 16S n'est pas nécessairement un critère 

suffisant pour garantir l'identité d’une espèce bactérienne. Afin d’affiner les résultats de 

l'analyse de l'ARNr 16S, la séquence du gène gyrA, qui a été reconnue comme un marqueur 

approprié pour le groupe B. subtilis (Singh et al., 2013), est incluse dans l'analyse 

phylogénétique. La séquence gyrA de la souche H1 était identique à 99.89% à celle de B. 

velezensis BY6 (numéro d'accession GenBank : CP051011.1) (Figure 17b), confirmant 

l'identification initiale basée sur le gène de l'ARNr 16S. Les séquences d'ARNr 16S et gyrA de 

la souche H1 sont, ensuite, déposées dans GenBank (NCBI) avec les numéros d'accession aux 

nucléotides (OM510337 pour l’ARNr 16S et OM523097 pour la gyrA).  

 

 

Figure 17 Identification moléculaire de l’isolat cellulolytiqye H1 : (a) Arbre phylogénétique basé sur 

les séquences du gène ARNr 16S de B. velezensis H1. La barre d'échelle indique une substitution de 

0,002 nucléotide par position de nucléotide ; (b) Arbre phylogénétique basé sur les séquences du gène 

gyrA de B. velezensis H1. Les deux arbres sont générés par l'algorithme Maximum-Likelihood 

 

4.4. Etude des caractéristiques extrêmotolérants de l’isolat H1  

Les résultats du test de l’effet de la température sur la croissance de B. velezensis H1 ont montré 

que pour la gamme de températures testées ; le meilleur taux de croissance maximal (μmax) est 

obtenu à une température d’incubation de 37 °C avec une valeur de 1.7 et un temps de 

génération (G) minimal de 0.45 h. A 45 °C la souche a continué à se développer avec un μmax 

de 1.05 et un G de 0.75 h. Tandis qu’à 55 °C la souche a montré une valeur de μmax de 0.5 et un 

G de 1.3 h (figure 18a). Ces résultats confirment que 37 °C est la température optimale de 

croissance de la souche étudiée mais, demeure en croissance jusqu’à des températures de 45°C 

à 55°C. Aussi, la souche B. velezensis H1 peut être considérée comme étant thermotolérante, 
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selon Ghilamicael et al. (2018), les bactéries thermotolérantes sont des bactéries qui peuvent 

résister à des températures au-delà de 40°C. 

La souche de B. velezensis H1 est testée pour sa capacité à se développer en présence de 

concentrations élevées de sel. Aucune halophilie n’est détectée chez la souche mais, elle avait 

la capacité de se développer dans une gamme de concentrations de NaCl de 0 à 10%, avec une 

croissance optimale en absence de NaCl (0%) traduit par un μmax de 1.55 et un G de 0.45 h 

(figure 18b). De ce fait, la souche de B. velezensis H1 peut être classée comme une souche 

halotolérante, suivant la définition de Rahman et al. (2017) qui ont précisé que tout 

microorganisme capable de croître en l’absence ou en présence de sels est qualifié 

d’halotolérant. Ces microorganismes ont la capacité de produire des biocatalyseurs fonctionnels 

dans des conditions extrêmes. Les propriétés uniques de ces biocatalyseurs ont donné lieu à 

plusieurs nouvelles applications d'enzymes dans les procédés industriels (Van den Burg, 2003). 

  

Figure 18 Etude de la thermotolérance et de l’halotolérance de B.velezensis H1. (a) Taux de croissance 

maximal et temps de génération de B.velezensis H1 à différentes températures d’incubation. (b) Taux 

de croissance maximal et temps de générations des cultures avec différentes concentrations de NaCl.   

 

4.5. Détermination des conditions optimales de la production de l’endo-

1,4-glucanase par B. velezensis H1 

4.5.1. Effet de la source d’azote 

Lors de la croissance bactérienne sur la biomasse lignocellulosique, plusieurs paramètres 

physico-chimiques tels que le temps d'incubation et la source d'azote pourraient fortement 
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influencer la croissance et par conséquent la production de métabolites primaires et secondaires. 

Plusieurs sources d'azote organique et inorganique sont testées afin d'optimiser la production 

d'endo-1,4-β-glucanase (CelH1) par B. velezensis H1 sur les GO. Comme le montre la figure 

19a, parmi les différentes sources d’azote testées, l'activité enzymatique la plus élevée est 

obtenue en présence de sources d'azote organiques. Ce résultat est en accord avec plusieurs 

études, où les sources d'azote organiques se sont révélées essentielles, à la fois, pour la 

croissance des espèces de Bacillus et pour la production de cellulase (Kim et al., 2013; Thomas 

et al., 2017). La production maximale de la CelH1 est obtenue dans les cultures supplémentées 

de 0.5% (p/v) d’extrait de levure (4.3 U/mL), suivi de la peptone (4.2 U/mL) (Figure 19a). Des 

résultats similaires sont déjà rapportés pour la production de cellulase de B. velezensis A-68 en 

utilisant les coques de riz comme source de carbone en fermentation submergée (Thomas et al., 

2017), ainsi que la cellulase de B. pseudomycoides qui a été produit sur la bagasse de canne à 

sucre comme substrat (Pramanik et al., 2021). Cela peut s'interpréter par la composition de 

l'extrait de levure riche en composés azotés tel que les acides aminés libre nécessaires pour la 

synthèse des protéines, en soufre, en oligo-éléments, en complexe de vitamines B et en plusieurs 

autres facteurs de croissance importants (Zarei et al., 2016).  

 

  

Figure 19 Production de la CelH1 par B. velezensis H1. (a) Activité enzymatique après 24 h 

d'incubation sur GO suplementées de plusieurs sources d'azote ajoutées. (b) Activité enzymatique à 

différents temps d'incubation.  

 

4.5.2. Effet de la durée d’incubation  

La figure 19b montre que la production de la CelH1 par B. velezensis H1 atteint son maximum 

après 72 h d'incubation. Après avoir atteint son maximum, l'activité enzymatique est restée 

stable jusqu'à 100 h d'incubation. Cette période d’incubation est rapportée pour une production 

maximale de différentes cellulases par d'autres espèces de Bacillus cultivées sur divers 
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matériaux lignocellulosiques non traités chimiquement (tableau 8). Ces résultats confirment 

l'efficacité des souches bactériennes pour une production maximale de cellulases en courte 

période de croissance en comparaison aux espèces fongiques qui prennent généralement de 7 à 

10 jours (Kang et al., 2004). Certaines autres espèces de Bacillus ont, également, développé 

une activité enzymatique maximale après 48 à 72 h d'incubation en utilisant différents substrats 

lignocellulosiques (tableau 8). Les différentes conditions de fermentation, telles que l'agitation 

(Ibrahim et al., 2021), ou la nature et la composition chimique des résidus végétaux utilisés et 

s'ils sont prétraités ou non, pourraient expliquer une partie de la différence dans la période 

d'incubation optimales pour la production maximale de cellulase. 

 

Tableau 8 Périodes d'incubation nécessaires pour la production maximale d'endoglucanase, par plusieurs 

espèces de Bacillus cultivées sur différents substrats lignocellulosiques   

Organisme  Source de carbone 

 

Prétraité/ non 

traité 

Période 

d’incubation  

Référence  

B. velezensis H1 GO Non traité 72 h Présente étude  

B. velezensis ASN1 Déchets de papier        Prétraité 24 h (Nair et al., 2018) 

B. velezensis A-68 Coques de riz Non traité 72 h (Kim et al., 2013) 

B. amyloliquefaciens S1 Mélange de son, 

tourteau de soja et de 

CMC 

Non traité 72 h (Ye et al., 2017) 

B. pseudomycoides Bagasse de la canne à 

sucre 

Non traité 72 h (Pramanik et al., 2021) 

B. subtilis Déchets de papier Non traité 60 h (Rathnan et al., 2013) 

B. licheniformis K-3 Son de blé Non traité 48 h (Gupta et al., 2015) 

 

4.6. Production simultanée d’endo-1,4-β-glucanase et de biosurfactants 

sur milieu sélectionné  

Un scale-up est réalisé dans 1 L de milieu de fermentation sélectionné (5% GO, 0.5% extrait 

de levure, à 37 °C pendant 72 h). La période d’incubation est prolongée dans une deuxième 

culture préparée dans les mêmes conditions afin d’étudier la cinétique de croissance (figure 20). 

Dans l’impossibilité de déterminer la croissance cellulaire par la méthode de dénombrement, à 

cause de la contamination des échantillons prélevés par la fraction solide de GO, l’utilisation 

de la méthode d’extraction et de dosage des protéines bactériennes semble être une bonne 

méthode pour l’estimation de la croissance bactérienne dans les cas d’utilisation de matière 

lignocellulosiques comme substrats de fermentations (figure 20). En effet, les graphiques 

montrent que la production de la biomasse bactérienne et de la CelH1 est étroitement corrélée 

et ce, depuis les premières heures d’incubation. La production maximale de la CelH1 est atteinte 

après 72 h d’incubation (6.45 U/min/mL). La production de la CelH1 pendant les premières 

phases de croissance est expliquée par le fait que l’enzyme est un métabolite primaire nécessaire 
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à la croissance de B. velezensis H1. Le dosage de l’activité émulsifiante (AE) est réalisé afin de 

déterminer la présence de lipopeptides. La synthèse des lipopeptides a commencé en fin de la 

phase exponentielle et s’est accélérée et s’est accumulée rapidement pendant la phase 

stationnaire de la croissance de B. velezensis H1 (30-72h) pour atteindre une activité 

émulsifiante de 2.6 U/mL après 72 h d’incubation et une activité maximale de 2.8 U/mL à 96 h 

d’incubation. La production des lipopeptides pendant la phase stationnaire de croissance (après 

l’atteinte d’une concentration maximale de biomasse) est rapportée par plusieurs auteurs 

(Suryanti et al., 2013; Yuliani et al., 2018; Singh et Sharma, 2020). Plusieurs d’autres études 

(Ramawat, 2007; Kumar et al., 2021), ont expliqué que la production de chaque métabolite 

secondaire est accélérée et accumulée en phase stationnaire de fermentation. Dans cette étude, 

le milieu de fermentation à base de GO est optimisé pour une production maximale de la CelH1 

chez B. velezensis H1, et par conséquent, sa production de lipopeptides. En effet, durant le 

développement, le B. velezensis H1 décompose le complexe carboné des GO grâce à l’action 

de la CelH1 ainsi que d’autres enzymes. Les produits finaux de cette décomposition sont, 

utilisés dans différentes voie métaboliques nécessaires à la croissance et à l’activité de ladite 

bactérie.  

 

 

 

Figure 20 Production simultanée de la CelH1 et de lipopeptides par B. velezensis H1 
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4.7. Corrélation de la production de l’endo-1,4-β-glucanase et de 

biosurfactants  

Les résultats de l’étude de la relation entre la production de la CelH1 et de lipopeptides par B. 

velezensis H1 montrent que l’activité émulsifiante de lipopeptides est corrélée avec la 

production de la CelH1 pendant la fermentation. La figure 21 révèle que l'activité émulsifiante 

(AE) avait une forte corrélation polynomiale avec l'activité de la CelH1, le coefficient de 

corrélation (R) est de 77% et le coefficient de détermination (R2) est de 0.97. Ces résultats 

suggèrent que la production concomitante de ces deux métabolites est réalisée avec succès sur 

les GO. Plusieurs études ont signalé l’effet positif de la présence de lipopeptides sur l'activité 

des cellulases (Wang et al., 2011; Abdelli et al., 2019; Oliva-Taravilla et al., 2020). Selon 

Perfumo et al. (2018), la synthèse de biosurfactants est associée à la production d'enzymes 

extracellulaires et ils supposent que le rôle écologique des biosurfactants, principalement dans 

les environnements extrêmes, est de soutenir la capacité des communautés microbiennes à 

métaboliser les matières d'origine végétale, telles que la cellulose et l'hémicellulose. Ces 

molécules sont susceptibles d'agir en synergie avec les enzymes extracellulaires en augmentant 

la solubilisation, la mobilisation, ainsi que la biodisponibilité des résidus hydrophobes issus de 

l'hydrolyse de biopolymères complexes (Agrawal et al., 2017). Pourtant, la plupart des 

lipopeptides, qui sont utilisés ces dernières années comme additifs pour améliorer l'hydrolyse 

enzymatique de la cellulose, sont des substances synthétiques qui ne sont pas biodégradables, 

et donc, polluant pour l'environnement (Zhang et al., 2009). L'utilisation de biosurfactants 

produits sur des ressources renouvelables, souvent d'origine microbienne, a moins d'impact sur 

l'environnement, présentant, par conséquent, une approche plus durable que l'utilisation de 

tensioactifs synthétiques conventionnels (Henkel et al., 2017). L’étude d’Oliva-Taravilla et al. 

(2020) a montré que l’ajout de certains biosurfactants d’origine végétale ou microbienne 

améliore l'hydrolyse enzymatique de la fraction cellulosique dans les matériaux 

lignocellulosiques, cette amélioration constatée est attribuée à la nature amphiphile des 

biosurfactants ajoutés, dont leur groupes hydrophiles se solubilisent dans la phase liquide 

aqueuse, tandis que les groupes hydrophobes s'adsorbent à la lignine exposée à la surface de 

ces matériaux. Par conséquent, les interactions non productives lignine-cellulase sont obstruées 

et réduites. De plus, les groupements hydrophobes et hydrophiles des biosurfactants ont la 

capacité d’agir entre les fluides de différentes polarités (huile-eau et eau-huile), provoquant une 

réduction de la tension superficielle, une augmentation de la zone de contact des composés 

cellulosiques et une amélioration de la biodisponibilité et de la biodégradation de ces composés 

(Dzięgielewska et Adamczak, 2013). Dans le présent travail, la souche B. velezensis H1, 
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présente le potentiel de la production simultanée de ces deux biomolécules à savoir : la CelH1 ; 

une glycoside hydrolase de la famille 16, qui présente une activité endo-β-1,4-glucanase 

halotolérante, thermotolérante et thermostable, capable d’hydrolyser la fraction cellulosique de 

la biomasse lignocellulosique, ainsi qu’un mélange de lipopeptides (au moins deux : la 

surfactine et la fengycine), présentant des activités émulsifiantes et tensioactives, dont leur 

production  est étroitement corrélée  avec la production de la CelH1.   

 

 

Figure 21 Corrélation de la production de la CelH1 avec l’activité émulsifiante (AE) des lipopeptides 

produits par B. velezensis H1 sur les grignons d’olives   

 

4.8. Purification de l’endo-1,4-β-glucanase  

Afin de caractériser la CelH1 sécrétée par B. velezensis H1, une purification de cette enzyme 

est réalisée. Le surnageant concentré par ultrafiltration et dialysé, est chargé dans une 

chromatographie échangeuse d'ions sur une colonne CM-Sepharose, préalablement équilibrée 

par du tampon acétate de sodium 50 mM. pH 5.0. Aucune activité n’est détectée dans 

l'écoulement continu et de lavage de la colonne avec le tampon d'acétate de sodium 50 mM pH 

5.0, ce qui a confirmé que la totalité des unités enzymatiques est retenue par la colonne (Figure 

22). La CelH1 est éluée à 100 mM de NaCl avec un gradient linéaire de 0 à 500 mM de NaCl. 

Un résumé du processus de purification est présenté dans le tableau 9 et la figure 23a. La CelH1 

purifiée, récupérée, après l'étape de CM-Sepharose avait une activité spécifique de 453.04 U/mg 

de protéines, correspondant à une amélioration de rendement de 44.9 fois par rapport au 

surnageant. Une cellulase produite par Aspergillus niger sur les coquilles d'Arachis hypogaea 

avait une activité spécifique similaire (484.30 U/mg de protéines) (Sulyman et al., 2020). 

Cependant, les endoglucanases produites par certaines espèces de Bacillus tels que B. 

halodurans TSLV1 (16.88 U/mg) et Bacillus sp. (68.1 U/mg), avaient des activités spécifiques 

plus faibles (Sadhu et al., 2013; Rattu et al., 2016). La technique de purification rapide 
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appliquée dans cette étude a permis la récupération efficace de la CelH1 avec un rendement 

final de 80%. Cette valeur est supérieure à de nombreux rendements de purifications des 

endoglucanases précédemment rapportés pour des espèces de Bacillus, tels que B. tequilensis 

G9 (10%) (Dar et al., 2019), B. halodurans TSLV1 (69%) (Rattu et al., 2016), B. licheniformis 

HI-08 (32.33%) (Afzal et al., 2019) et B. velezensis A4 (67.8%) (Liu et al., 2019).   

 

Figure 22 Profil d'élution de la CelH1 par chromatographie échangeuse d'ions : la colonne est lavée 

avec du tampon acétate de sodium 50 mM, pH 5.0, à un débit de 0.7 mL/min, puis éluée à 100 mM de 

NaCl avec un gradient de 0-500 mM de NaCl. 

 

Tableau 9 Bilan global de purification de la CelH1 produite par B. velezensis H1 
Etape de 

Purification  

Volume 

(mL) 

Proteins 

totales (mg) 

Activité CelH1 

totale (U) 

Rendement 

(%) 

Activité 

spécifique 

(U/mg 

protéine) 

Facteur de 

Purification  

Surnageant 1000  550 5549,93 100 10.01  1 

  

Ultrafiltrati

on+    Dialyse   

 

 

50  

 

257,5 

 

5053 

 

91.0 

 

21.05 

 

2.09 

Colonne de 

CM-

Sepahorose              

14 9,8 4439,82 80.0 453.04 44.9 

 

 

4.9. Identification de l’endo-1,4-β-glucanase  

Le gel d'électrophorèse de l'enzyme purifiée a montré une bande majeure avec une masse 

moléculaire apparente de 26 kDa (Figure 23a). L'analyse LC-ESI-MS/MS effectuée sur la 

CelH1 purifiée a donné une correspondance avec une endo-β-1,3-1,4-glucanase non 

caractérisée de Bacillus sp. 289 (numéro d'accession GenBank : ACH85242), avec une 

couverture de 40% (Figure 23b). Cette endo-β-1,3-1,4-glucanase homologue devrait appartenir 

à la base de données 
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CAZy(http://www.cazy.org/search?page=recherche&lang=en&recherche=ACH85242&tag=4

) et est classée comme un membre de la famille 16 des glycosydes hydrolases qui ont des masses 

moléculaires allant de 25 à 30 kDa (Planas, 2000). Dans les répertoires CAZy, il existe 15 

entrées pour les glycosides hydrolases du genre Bacillus dans la famille des glycosydes 

hydrolases 16 (http://www.cazy.org/GH16_21_characterized.html), dont quelques-unes sont au 

moins partiellement caractérisées. Des endoglucanases de masses moléculaires allant de 25 à 

30 kDa sont purifiées à partir de B. velezensis ZJ20 (27,3 kDa) (Xu et al., 2016), B. halodurans 

C-125 (26,7 kDa) (Akita et al., 2005) et B. amyloliquefaciens ATCC 23350 (26 kDa) (Sun et 

al., 2012), ainsi que de souches fongiques tels que Gloeophyllum trabeum (26,2 kDa) (Miotto 

et al., 2014) et Trichoderma koningii ZJU-T (26,5 kDa) (Wang et al., 2007). D'autres 

endoglucanases sécrétées par des souches de Bacillus velezensis, ont des masses moléculaires 

plus élevées et sont classées dans la famille des glycosyl hydrolases 5, comme l'endoglucanase 

de B. velezensis A4 (55 kDa) (Liu et al., 2018) et B. velezensis Y1 (52,31 kDa) (Khalid et al., 

2021). 

 

Figure 23 Purification et analyse LC-MS de la CelH1. (a) Analyse des étapes de purification par SDS-

PAGE sur gel 12%. Piste 1 : Marqueirs de poids moléculaire. Piste 2 : Surnageant après ultrafiltration 

et dialyse. Piste 3 : protéines éluées de la colonne CM-sépharose pendant l'étape de lavage avec un 

tampon d'acétate de sodium 50 mM pH 5.0 (NaCl 0 mM). Piste 4 : Fractions contenant la CelH1 (26 

kDa) éluées à 100 mM de NaCl. (b) Analyse de recherche MASCOT sur la base de données NCBI de 

séquences partielles d'acides aminés de la bande de 26 kDa. Les séquences de couleur rouge 

correspondent aux acides aminés correspondants à l'endo-β-1,3-1,4-glucanase homologue  

 

4.10. Caractérisation physico-chimique de l’endo-1,4-β-glucanase  

4.10.1. Effet du pH sur l’activité enzymatique 

L’enzyme purifiée a montré une activité sur une large gamme de pH (de 5.0 à 8.0), avec un 

optimum entre pH 6.0 et 6.5 dans un tampon d'acétate de sodium 50 mM (Figure 24a). Cette 

http://www.cazy.org/search?page=recherche&lang=en&recherche=ACH85242&tag=4
http://www.cazy.org/search?page=recherche&lang=en&recherche=ACH85242&tag=4
http://www.cazy.org/GH16_21_characterized.html
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valeur est supérieure au pH optimal pour la β-1,3-1,4-glucanase de B. velezensis ZJ20 (pH 5.0) 

(Xu et al., 2016), et légèrement supérieure à l'endoglucanase de B. velezensis A4 (pH 5.0-6.0) 

(Liu et al., 2018). L'activité de la CelH1 a enregistré une légère perte d’activité à pH 5.5, 

cependant, elle garde 85% de son activité, ainsi qu'à pH 7.0 (70%) et à 7.5 (50%). Ces résultats 

sont similaires à ceux d’autres travaux réalisés sur les endoglucanases des bactéries du genre 

Bacillus, où il a été constaté que l’optimal de l’activité enzymatique a été enregistré à pH 6.0 

mais cette activité a été presque perdue à pH 6.5 (Akita et al., 2005; Sun et al., 2012; Huang et 

al., 2021). Par ailleurs, l'endo-1,4-β-glucanase commerciale de B. amyloliquefaciens est active 

de manière optimale à pH 6.0 (https://www.megazyme.com/cellulase-endo-1-4-beta-d-

glucanase-bacillus-amyloliquefaciens). 

 

4.10.2. Effet de la température sur l’activité de l’endo-1,4-β-glucanase 

L'activité de l’enzyme purifiée sur le substrat β-glucane d'orge est testée sur une gamme de 

températures d'incubation allant de 30 à 90 °C, à pH 6.0. La figure 24b montre une progression 

de l'activité entre 30 et 65 °C, avec un optimum enregistré entre 60 et 65 °C, cette activité est 

similaire à celle obtenue, dans les même conditions, par les cellulases des bactéries du genre 

Bacillus (Akita et al., 2005; Gaur et Tiwari, 2015), et supérieure à l’activité obtenue dans  

d'autres travaux (Hakamada et al., 2002; Gaur et Tiwari, 2015; Xu et al., 2016). Malgré la 

diminution progressive de l'activité avec l'augmentation de la température, l'enzyme H1 gardait 

encore 77% de son activité à 70 °C.  Cette thermotolérance est particulièrement intéressante 

car, elle offre un avantage dans certains bioprocédés industriels qui nécessitent des températures 

élevées comme l'hydrolyse des matériaux lignocellulosiques. 

 

4.10.3. Activité enzymatique résiduelle 

L'incubation de la CelH1 dans les conditions optimales de pH (6.0) et de température (60 °C), 

avait pour but de tester la stabilité et la résistance de cette enzyme dans ces conditions. 

L’enzyme est apparue très robuste car, presque aucune activité n'est perdue après 48 h 

d’incubation à 60 °C (Figure 24c). De ce fait, il semble qu’elle est adaptée à une utilisation dans 

des processus industriels de longue durée. Sa robustesse est meilleure que celle de 

l’endoglucanase de B. subtilis qui a perdue 30% de son activité après 48 h d’incubation (Ibrahim 

et al., 2021).  

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


RESULTATS ET DISCUSSION  

56 
 

 

 

Figure 24 Caractérisation physico-chimique de la CelH1 sécrétée par B. velezensis H1. (a) Effet du pH 

sur l’activité enzymatique ; (b) Effet de de températures sur l’activité enzymatique ; (c) Activité 

enzymatique résiduelle (d) Effet du NaCl sur l’activité enzymatique. Dans les graphiques (a) et (b), 

l'activité la plus élevée correspond à 100 %; dans le graphique (c) l’activité de la CelH1 non pré-incubée 

est prise comme 100%, dans le graphique (c), l'activité en l'absence de NaCl est prise comme 100 % 

4.10.4. Effet du NaCl sur l’activité enzymatique 

L'effet de NaCl sur l'activité de la CelH1 est étudié comme décrit dans la section, matériel et 

méthodes. L'enzyme a conservé son activité sur une large gamme de concentrations de NaCl 

(de 0.2 à 4 M), indiquant son halotolérance. Comme le montre la figure 24d, l'activité 

enzymatique en présence de 4 M de NaCl demeure active en gardant 68.6% de son activité à 0 

M de NaCl. Selon Xu et al. (2014), les endoglucanases dites halotolérantes montrent une 

activité dans les deux conditions, avec et sans NaCl, contrairement aux enzymes halophiles qui 

sont inactivées en l'absence de NaCl. L'halotolérance pourrait améliorer l'utilité industrielle de 

l'enzyme dans des conditions extrêmes (Trivedi et al., 2011). Différents microorganismes 

produisent des endoglucanases halotolérantes, notamment, les bactéries du genre Bacillus (dos 

Santos et al., 2018), ainsi que des souches fongiques tels que Aspergillus fumigatus (Gu et al., 

2021). A notre connaissance, c'est la première fois qu'une endo-1,4-β-glucanase halotolérante 
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de faible masse moléculaire (26 kDa) est décrite chez les bactéries du groupe B. subtilis. 

 

4.10.5. Etude de la spécificité de l’activité hydrolasique de l’endo-1,4-β-gluanase 

L'activité de l’enzyme sur différents polysaccharides à savoir ; le lichénane, le β-glucane d'orge, 

la CMC, le LBG, le ρ-NPG et la MCC, est étudiée. Comme la montre le tableau 10, l'activité la 

plus élevée est obtenue avec le β-glucane d'orge (604.5 U/mL) et avec le lichénane (50% de 

l'activité avec le β-glucane d'orge), ce résultat indique la grande spécificité de cette enzyme 

pour les polysaccharides à liaisons β-1,3-1,4. Les enzymes avec une stricte préférence pour le 

β-glucane et le lichénane de l'orge comme substrat sont définies comme des endo-1,3-1,4-β-

glucanases (ou lichénases) (Schimming et al., 1991; Planas 2000; Wang et al., 2007). Sun et al. 

(2012) ont expliqué que, la meilleure activité enzymatique sur le β-glucane d'orge par rapport 

au lichénane est due à la différence dans les proportions de liaisons β-1,4 à β-1,3 entre les deux 

substrats ; 3:1 dans le β-glucane d'orge et 2:1 dans le lichénane. Les endo-1,3-1,4-β-glucanases 

sont capables de cliver les liaisons β-1,4-glycosidiques dans une unité de glucopyranosyle à 

liaison mixte, libérant des bi-, tri- et tétrasaccharides comme produits finaux (Planas, 2000; 

Yoo et al., 2007). Aucune activité enzymatique n’est détectée sur le cellobiose, le cellotriose, 

le cellotétraose, le ρ-NPG et le LBG. Cependant, l'enzyme purifiée est, également, capable 

d'hydrolyser des substrats avec une liaison exclusivement β-1,4-glycosidique, tels que la CMC 

(30,76% d'activité sur le β-glucane d'orge) et la MCC (7,4%). Par conséquent, il est plus 

approprié de classer la CelH1 comme une endo-1,4-β glucanase, en raison de sa capacité à 

dégrader, à la fois, les polysaccharides avec un mélange de liaisons β-1,3-1,4 ainsi que ceux 

avec seulement la liaison β-1,4, contrairement à l'endo-1,3-1,4-β-glucanase (lichénase), qui agit 

sur une gamme très restreinte de substrats (Hrmova et Fincher, 2001; Boyce et Walsh, 2007). 

Ainsi, l'enzyme étudiée est la première endo-1,4-β-glucanase de faible masse moléculaire (26 

kDa) produite par l'espèce de B. velezensis. Ces résultats sont similaires avec ceux obtenus par 

Huang et al. (2021) qui a confirmé que la celA1805 (53 kDa) de B. subtilis B111 est une endo-

1,4-β-glucanase et non une lichénase en raison de son activité la plus élevée sur le β-glucane 

d'orge, le lichénane, la CMC, le papier filtre, et l’Avicel. Par ailleurs, Hakamada et al. (2002) 

ont révélé que l’enzyme Egl-257 de B. circulans KSM-N257 était capable d'hydrolyser le 

lichénane et la CMC et est classée comme une véritable endo-1,4-glucanase, malgré sa 

similitude de 76.3% avec une lichénase de B. circulans WL-12. Il est opportun de signaler que 

la CelH1 obtenue dans cette étude est différente de l'endoglucanase obtenues dans d’autres 

études au moins pour deux considérations à savoir, le poids moléculaire et la nature du substrat 

spécifique. En effet, la présente enzyme (26 kDa) développe une activité maximale sur le β-
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glucane d’orge or l’endoglucanase de B. velezensis A4 (55 kDa) est active spécifiquement sur 

la CMC, le papier filtre et l’avicel (Liu et al., 2018), et l'endoglucanase de B. amyoliquefaciens 

DL-3 (54 kDa) dégrade tous les substrats testés dans notre étude, mais, avec une activité plus 

élevée sur la CMC (Yoo et al., 2007). 

 

Tableau 10 Activité hydrolytique de la CelH1 sur différents polysaccharides 

Substrat (0.5%, 

p/v)

  

            Liaison (monomère)        Activité CelH1 (U/mL) Activité relative 

(%) 

β-glucan d’orge β-1,3-1,4-(glucose) 604.5 100 

Lichénane β-1,3-1,4-(glucose) 301.8 50 

CMC β-1,4-(glucose) 185.94 30.76 

MCC β-1,4-(glucose) 44.73 7.4 

 

4.11. Caractérisation biophysique de l’endo-1,4-β-glucanase 

4.11.1. Balayage spectrophotométrique de l’endo-1,4-β-glucanase purifiée  

Afin de confirmer la pureté de la CelH1 et d’examiner sa structure protéique tertiaire, un 

balayage d'absorbance UV-VIS est réalisé. La figure 25 montre le spectre d'absorption UV-VIS 

obtenu. Un seul pic à la longueur d’ondes de 280 nm est observé, ce qui confirme la présence 

d’une seule protéine (CelH1). Cette protéine semble être repliée, en sa structure 

tridimensionnelle, dans l’échantillon analysé (Ali et al., 2022). En effet, l’enzyme purifiée a 

montré un spectre typique de différentes cellulases qui absorbent à 280 (Liu et al., 2011).  

 

Figure 25 Spectres d'absorption UV-VIS de la CelH1 purifié, avec balayage de longueur d'onde de 220 à 350 

nm. 

 

4.11.2. Effet de NaCl sur la thermostabilité de l’endo-1,4-β-glucanase 

L'effet du NaCl sur la stabilité thermique de la CeH1 est testé en mesurant sa température de 

fusion (Tm) à travers un test de thermostabilité des protéines par fluorescence. Les valeurs de 

Tm sont mesurées dans un tampon d'acétate de sodium 50 mM, pH 6.0, avec des concentrations 

croissantes de NaCl. En l'absence de NaCl, la Tm initiale était 60 °C (Figure 26a) et demeurait 
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stable jusqu'à 2 M où il est légèrement augmentée (Tm : 61.5 °C) avec l’augmentation de NaCl 

jusqu'à 2.5 M (Figure 26b). Ce résultat permet de suggérer que l'enzyme est stable et résistante 

à la dénaturation thermique en présence de fortes concentrations de sel. Il est conclu, en outre, 

que l’enzyme CelH1 de B. velezensis H1 est halotolérante. Il convient de rappeler que la Tm est 

un indice de la stabilité d'une protéine (Huyghues-Despointes et al., 2001), plus la Tm est élevée, 

plus la protéine est stable (Miotto et al., 2019). 

 

Figure 26 Etude de thermostabilité de la CelH1 par fluorescence (a) Les dérivées de l'émission de 

fluorescence en fonction de la température (-dF/dT) crées par le logiciel LightCycler, qui montrent un 

Tm de 60 °C sur la partie la plus basse de la courbe (le test est réalisé en triple exemplaire en présence 

de différentes concentrations de NaCl); (b) Les Tm de la CelH1 en présence de concentrations croissantes 

de NaCl (de 0 à 2,5 M). 

 

4.12. Identification des produits de saccharification des polysaccharides par 

HPLC 

L’hydrolyse du β-glucane d'orge et de GO sous l’action du cocktail enzymatique existant dans 

le surnageant de la culture de la bactérie sélectionnée a permis de libérer plusieurs 

oligosaccharides (Figure 27). Aussi, les produits obtenus de l’hydrolyse du β-glucane d'orge 

étaient, le fructose, le xylose, le saccharose, ainsi que certains cello-oligosaccharides tels que 

le glucose, le cellobiose, le cellotriose, et le cellotetraose (Figure 27a). Tandis que les produits 

obtenus de l’hydrolyse de GO étaient ; le glucose, le cellobiose, et le cellotriose, ainsi que le 

fructose (Figure 27b).  

Une analyse HPLC des produits formés lors de l'hydrolyse des différents cello-oligosaccharides 

par la CelH1 purifiée est réalisée. L’enzyme n’a pas hydrolysée le cellobiose et le cellotriose, 
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ce qui indique que la CelH1 n’a pas une activité β-glucosidase qui peut hydrolyser les liaisons 

β-glucosidiques présentes dans les di-, et les trisaccharides pour libérer le glucose (Chen et al., 

2019). L’enzyme n’a pas, aussi, hydrolysé le cellotetraose, cependant, une importante 

hydrolyse du cellopentaose est observée par la libération du cellobiose et du cellotriose (Figure 

27c). L'absence de glucose indique que l'enzyme ne peut pas cliver un monosaccharide de 

l'extrémité d'une chaîne glucidique. Selon Zhang et al., (2009), la formation de di- et de 

trisaccharides lors de l'hydrolyse des pentoses peut résulter de la transglycosylation. Ces 

résultats confirment l’identité de la CelH1 en tant qu’endo-1,4-β-glucanase et non pas une β-

glucosidase.  

 

 

 

Figure 27 Analyse par HPLC des produits d’hydrolyse de différents polysaccharides par la CelH1 et 

par le surnageant de culture de B. velezensis H1 en GO. (a) Hydrolyse du β-glucane d'orge par le 

surnageant de culture. (b) Hydrolyse de GO par le surnageant de culture. (c) hydrolyse du cellopentaose 

par la CelH1 purifiée. 

 

4.13. Etude de la cinétique enzymatique 

Les paramètres cinétiques de la CelH1 sont tracés en utilisant la méthode de Lineweaver et 

Burk. Où l'azo-β-glucane d'orge a été utilisé comme substrat. Le graphique de Lineweaver-Burk 

représenté dans la figure 28 montre que les valeurs de Km et de Vmax sont 0.69 mg/mL et 625 

µmol/min/mL, respectivement. La faible valeur du Km obtenue dans le présent travail, indique 

la grande affinité de la CelH1 avec le β-glucane d'orge. Cette valeur est inférieure à plusieurs 
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Km des endoglucanases étudiées telles que la Cel12A de Gloeophyllum trabeum (3.2 ± 0.5 

mg/mL) (Sun et al., 2012) et la Cel8Pa de Paenibacillus xylanivorans A59 (6.41 ± 0.93 mg/mL) 

(Ghio et al., 2020). 

 

Figure 28 Activité de la CelH1 en fonction de différentes concentrations de β-glucane d'orge. Graphique 

inséré : Représentation graphique de Lineweaver-Burk de l'influence de la concentration du substrat 

dans le milieu réactionnel sur l'activité de la CelH1. 

 

4.14.  Purification partielle et concentration de lipopeptides  

Comme cela a été décrit dans la partie « Matériel et Méthodes » les lipopeptides récupérés dans 

le filtrat issue de l’ultrafiltration du surnageant de culture de B. velezensis H1 sur GO sont 

purifiés et concentrés sur une colonne C18 et élués avec le méthanol avant de les analyser. Une 

absorption des longueurs d'onde UV-visible est réalisée avant et après la purification, les 

spectres représentés par la figure 29 (de 200 à 600 nm) montrent un pic maximal représentant 

les lipopeptides à 210 nm. La valeur d’absorbance de l’échantillon avant l’utilisation de la 

colonne C18 était à 25, après la purification et la concentration l’absorbance a augmenté quatre 

fois (100), indiquant l’efficacité du processus de purification utilisé dans cette étude. Plusieurs 

études ont confirmé l’efficacité de la méthode d’adsorption d’un mélange de lipopeptides par 

la colonne C18 et l’élution par le méthanol pour les purifier et les récupérer, en comparaison à 

d’autres méthodes telles que l’extraction par solvants et l’exclusion stérique (Rangarajan et 

Clarke, 2016). L’utilisation de la présente méthode a été empruntée par, Snook et al. (2009) 

pour l'isolement de la surfactine à partir du surnageant de culture de Bacillus mojavensis, et par 

Razafindralambo et al. (1993) pour retenir sélectivement l'iturine et la surfactine.  
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Figure 29 Spectre UV visible (210 nm) des lipopeptides synthétisés par B. velezensis H1 montrant 

l’absorbance de l’échantillon avant et après la purification et la concentration sur colonne C18 

 

4.15. Identification de lipopeptides par HPLC 

L’identification du mélange de lipopeptides, purifiés et concentrés, est réalisée par HPLC selon 

les conditions décrites précédemment (section Matériel et méthodes). L’analyse de la figure 30 

montre que la souche de B. velezensis H1 a la capacité de produire la surfactine ainsi que la 

fengycine en utilisant les GO comme source de carbone. Deux principaux pics du correspondant 

à la surfactine standard (Figure 30a) sont détectés dans l’échantillon de lipopeptides concentrés 

(Figure 30b) pendant l’élution en mode isocratique. Aussi, l’élution en gradient a permis de 

détecter deux pics qui représentent la fengycine (Figure 30c et d). D’autres travaux ont pu 

produire ces deux lipopeptides en utilisant la bactérie B. velezensis HC6 (Liu et al., 2020) et 

l’étude de leur activité biologique a montré leur potentiel antimicrobien et leur capacité de 

réduire la production d’aflatoxine et d’ochratoxine par certains champignons. Dans une autre 

étude il a été révélé, qu’une surfactine produite par B. velezensis KLP2016 avait le potentiel de 

dégrader l’huile des moteurs (Meena et al., 2021). La nature des lipopeptides produits dans cette 

étude n'a pas été déterminée complètement car, plusieurs pics inconnus, qui ne correspondent 

pas aux deux standards injectés (surfactine et fengycine), sont détectés pendant l’analyse HPLC 

(Figure 16d). En effet, la bactérie B. velezensis est connue pour sa production de différents 

lipopeptides tel que l’iturine, la mycosubtilisine, la bacillomycine, la difficine et la macrolactine 

(Rabbee et Baek, 2020). En 2005, cette souche a été différenciée de B. amyloliquefaciens par 
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sa grande capacité à produire de quantités énormes de différents lipopeptides en présence ou en 

absence des inducteurs dans le milieu de culture (Ruiz-García et al., 2005; Liu et al., 2010). Il 

est à signaler que le présent travail a montré la capacité de la souche sélectionnée en 

l’occurrence B. velezensis H1 de produire simultanément ces lipopeptides en utilisant la 

biomasse lignocellulosique, non-prétraitée chimiquement, comme matière première et source 

d’énergie. Cette production simultanée est probablement liée à l’importante fraction lipidique 

composant les GO (12.13%), utilisée par la souche comme substrat hydrophobe et inducteur 

naturel de la production de lipopeptides. La teneur en huile pourrait donc être un facteur qui a 

amélioré la production de biosurfactant par la souche B. velezensis H1. Cette fraction lipidique 

est provenue fort probablement de l'huile résiduelle non extraite pendant le processus de 

broyage et d’essorage des olives. De ce fait, l’utilisation des GO comme substrat de production 

de lipopeptides s’avère économique et ami de l’environnement car, le processus utilise un 

déchet des huileries et qui peut être compétitif industriellement dans la production de 

lipopeptides. Le tableau 11 récapitule les différentes études réalisées sur l’utilisation de 

différents résidus pour la production de biosurfactants par différentes souches bactériennes. 

 

Tableau 11 Différents résidus utilisés dans la production de biosurfactants par différents micro-

organismes 

Résidu  Microorganisme  Type de biosurfactant Référence  

Lactosérum Pseudomonas 

aeruginosa BS2 

Rhamnolipides (Banat et al., 2014) 

Bacillus spp. Lipopeptides (Dubey et Juwarkar, 

2001) 

Mélasses  Pseudomonas 

aeruginosa GS3 

Rhamnolipides  (Patel et Desai, 1997) 

Bacillus spp. Lipopeptides  (Ndlovu et al., 2017) 

Starmerella bombicola 

NBRC 10243 

Lipopeptides  (De Graeve et al., 

2018; Liepins et al., 

2021) 

Effluents de 

transformation de 

pommes de terre et 

eaux usées de manioc 

Bacillus subtilis Lipopeptides  (Ndlovu et al., 2017) 

Huile de friture Bacillus 

pseudomycoides BS6 

Lipopeptides  (Li et al., 2016) 

Liqueur de maïs Candida lipolytica Glycolipides  (Diniz et al., 2014) 

Jus de datte Bacillus 

mojavensis BI2 

Lipopeptides  (Mnif et al., 2021) 

Résidus du papier  Bacillus velezensis 

ASN1 

Lipopeptides  (Nair et al., 2020) 

Sous-produits de 

plumes 

Bacillus 

velezensis P45 

Lipopeptides (Da Rosa et al., 2022) 
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Figure 30 Chromatogramme HPLC des lipopeptides synthétisés par B. velezensis H1. (a) Standard de 

la surfactine à 1 mg/mL éluée en mode isocratique (b) Echantillon du mélange de lipopeptides purifiés 

et concentrés élués en mode isocratique (pics de surfactine détectés) (c) Standard de la fengycine à 1 

mg/mL éluée en mode gradient (d) Echantillon du mélange de lipopeptides purifiés et concentrés élués 

en mode gradient (pics de fengycine détectés) 

 

 

4.16. Potentiel biosurfactant : l’effondrement de la goutte (Drop Collapse) 

Le résultat du « Drop Collapse test » effectué avec de l’huile d’olive et de paraffine dans une 

lame de verre a montré une réaction positive entre la goutte de l’extrait concentré de 
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lipopeptides tensioactifs et la surface des deux huiles testées, et ce, par l'aplatissement de la 

surface de l'huile (Figure 31). En une minute, un effondrement complet est observé en raison 

de la réduction de la tension superficielle entre la goutte de l’extrait de lipopeptides et la surface 

hydrophobe, tandis qu'avec l’échantillon qui ne contient pas de molécules biotensioactifs 

(l'eau), les gouttes sont restées stables (Nor et al., 2022). Ces résultats confirment l’efficacité 

du potentiel tensioactif (biosurfactant) et émulsifiant des lipopeptides produits dans cette étude. 

L’utilisation de mélange de lipopeptides comme agents dispersants et émulsifiants pourrait 

avoir un grand intérêt dans la bioremédiation (Barakat et al., 2017). 

 

 
 

Figure 31 Test qualitatif d'effondrement des gouttes (Drop Collapse test) en utilisant l’échantillon de 

lipopeptides extraits et concentrés : (a) Témoin (eau) sur l’huile d’olive (goutte stable) (b) Témoin (eau) 

sur l’huile de paraffine (c) Extrait de lipopeptides sur l’huile d’olive (goutte effondrée) (d) Extrait de 

lipopeptides sur l’huile de paraffine (goutte effondrée) 
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5. Conclusion et perspectives  

L'objectif principal de ce travail consiste en l’isolement, à partir d’un milieu extrême, des 

bactéries susceptibles d’hydrolyser la biomasse lignocellulosique, principalement, la fraction 

cellulosique. Pour ce faire, les grignons d’olives (GO), ont servi comme substrat de sélection et 

de production d’une cellulase. En effet, les 43 isolats bactériens criblés pour leur capacité à 

dégrader la carboxyméthyl-cellulose, utilisés comme substrat cellulosique synthétique, sont 

obtenus d’un écosystème extrême en l’occurrence le lac salé d’El M’Ghair et son enfournement 

immédiat. Il est conclu, de cet isolement, que les milieux salins sont une source importante pour 

le criblage de bactéries d’utilité biotechnologique. En conséquence, l’isolat le plus performant 

H1, identifiée comme étant Bacillus velezensis est obtenu à partir du sol d’une palmeraie située 

à proximité du lac salé. Cette souche a été sélectionnée pour sa résistance comme étant 

thermotolérante et halotolérante et pour sa capacité à produire des métabolites primaires et 

secondaires résistants et robustes contre diverses conditions environnementales extrêmes tel 

que ; la salinité et la chaleur. 

Les grignons d’olives (GO) ont été utilisés comme substrat lignocellulosique dans cette étude. 

La composition chimiquede ce substrat a révélé qu’il est plus riche en cellulose suivi 

d’hémicellulose et en lignine cependant, sa contenance en azote. De ce fait, il a été conclu que 

l’utilisation de GO comme milieu de fermentation a nécessité sa supplémentation en source 

d’azote. Durant la fermentation submergée, il a été conclu que la bactérie sélectionnée Bacillus 

velezensis H1 a la capacité de dégrader la biomasse lignocellulosique grâce à la sécrétion d’une 

endo-1,4-β-glucanase (CelH1) et d’autres glycosides hydrolases, ainsi que la production des 

lipopeptide à activité émulsifiante. Il a, en effet, été confirmé qu’il y a un important coefficient 

de corrélation polynomiale entre ces deux bio-composés ce qui signifie leur co-production.  

La disponibilité de grignons d’olives en Algérie, en tant que pays producteur d’huile d’olive, 

procure à ce substrat un intérêt grandissant au niveau local, pour leur valorisation dans la 

production à bon prix des métabolites d’intérêt en utilisant la bactérie sélectionnée. 

Dans le but de caractériser les deux biomolécules produites par Bacillus velezensis H1 ; la 

CelH1 et le mélange de lipopeptides ont été purifiés. Les méthodes appliquées pour cette 

purification s’avéraient très efficaces permettant de récupérer l’enzyme CelH1 avec un grand 

rendement. L’enzyme purifiée est active dans une large gamme de pH, de températures et de 

concentrations de NaCl, montrant des caractéristiques de tolérance et de stabilité thermique, 

d'halotolérance et de pouvoir saccharifiant. De ce fait, elle est apparue comme une enzyme 

précieuse pour des utilisations industrielles et biotechnologiques, notamment dans la 
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saccharification de la biomasse lignocellulosique pour libérer les sucres fermentescibles 

nécessaires à la production de lipopeptides. Ces derniers ont été partiellement purifiés et leur 

identification par HPLC a confirmé que la souche B. velezensis H1 a la capacité de produire 

une surfactine et une fengycine. Plusieurs d’autres pics inconnus ont été détectés dans les 

chromatogrammes indiquant la probabilité de présence d’autres lipopeptides. Le test de « Drop 

Collapse » a confirmé le potentiel biosurfactant et tensioactif de ce mélange lipopeptidique, en 

utilisant deux huiles (l’huile de paraffine et l’huile d’olive). Il a été conclu que ces lipopeptides 

pourraient constituer une alternative intéressante aux surfactants synthétiques, et leur utilisation 

mérite une plus grande attention en tant qu’agents bio-émulsifiants et tensioactifs notamment 

dans le domaine de la bioremédiation (traitement des contaminants huileux, et hydrocarbures) 

et de l’industrie de bio-détergents.  

Les résultats obtenus dans cette étude sont pertinents car, ils montrent qu’en un seul bioprocédé 

une production simultanée de deux biocomposés aux larges applications industrielles (endo-

1,4-β-glucanase et lipopeptides) a été obtenue par l’ensemencement de la bactérie sélectionnée 

sur un milieu de fermentation à base de grignons d’olives.  

Les résultats obtenus dans cette recherche sont plus que concluants et promoteurs, cependant, 

certaines observations constatées peuvent constituer des points de départ pour d’autres 

recherches pour aller au terme de cette thématique :  

1- Compréhension du mécanisme d’interaction CelH1-lipopeptides afin d’élucider le rôle des 

lipopeptides dans la stabilité de la CelH1 et dans la biodégradation de la cellulose ; 

2- Production de la bactérie sélectionnée en scalling-up et l’obtention de la biomasse 

bactérienne à grande échelle ; 

3- Utilisation de la bactérie comme agent de bioremédiation pour l’élimination de contaminants 

huileux comme le diesel et l’huile des moteurs. 
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Annexes   

1. Milieu 863 (g/L) 

Glucose                                  10 

Extrait de levure                     05 

Peptone                                   05 

Agar (si gélosé)                      15 

 

2. Milieu de base (g/L) 

NaNO3                                    1.2  

KH2PO4                                                   03 

K2HPO4                                                   06 

MgSO4.7H2O                         0.2 

CaCl2                                      0.05 

MnSO4.7H2O                          0.01 

ZnSO4.7H2O                           0.001 

 

3. Eau peptonée (g/L) 

Peptone                                    01 

Extrait de levure                      05 

NaCl                                        05 

Tween 80                                 01 mL 

 

 

4. Solution de détergent neutre (NDF) (g/L) 

Di-sodium éthylène diamine tétra-acétate (EDTA)                 18,62 

Di-sodium tetra-borate                                                              6.81 

Sodium lauryl sulfate                                                                30 

2-ethoxyéthanol                                                                        10 mL 

Di-sodium hydrogéno-phosphate anhydre                                4.56   

 

5. Solution de détergent acide (ADF) (g/L) 

           Acide sulfurique (95-96%)                                                         30 mL 

           Bromure de Cétyl Tri-méthyl Ammonium (C.T.A.B)                20 

 

6. Solution de précipitation (dosage enzymatique) (g/L) 

Acétate de Sodium Tri-hydraté                                                    40   

Acétate de zinc                                                                             04  

Ces deux composés sont dissous dans 200 mL d’eau distillée, ensuite, le pH de la solution est 

ajusté à 5.0 avec l’acide chlorhydrique (HCl 5 M) et le volume à 1000 mL avec l’éthanol (95%).                                                                               
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Résumé  

Dans ce travail, l’activité cellulolytique a été explorée chez des isolats bactériens obtenus de divers 

sites d’un écosystème extrême algérien, en l’occurrence le lac salé d’El M’Ghair (l’eau du lac salé 

principal, le sol situé à sa proximité et le sol de la palmeraie située à proximité du lac). En effet, 43 

isolats bactériens ont été isolés dont 9 ont montré une capacité à dégrader la carboxyméthyl-cellulose 

(CMC) avec différentes valeurs des indices cellulolytiques. Le criblage a montré que l’isolat H1, isolé 

à partir du sol de la palmeraie située à proximité du lac, possède le meilleur potentiel cellulolytique 

avec une valeur d’indice cellulolytique de 5.5. L’identification moléculaire de cet isolat a montré qu’il 

s’agit de l’espèce Bacillus velezensis dont les numéros d'accession aux GenBank (NCBI) sont : 

OM510337 pour l’ARNr 16S et OM523097 pour la gyrA. Cette souche exhibe une croissance optimale 

à 37 °C sur le bouillon 863 dépourvu de NaCl, cependant, elle se développait sur le même milieu 

contenant 10% de NaCl à 55 °C, ce qui lui procure les caractéristiques de thermotolérance et 

d’halotolérance. Pour tester sa capacité à dégrader la matière lignocellulosique et à produire des 

lipopeptides à activité biosurfactante, la souche a été ensemencée sur un milieu constitué de 5% de 

grignons d’olives supplémenté par 0.5% d’extrait de levure et incubée à 37°C sous agitation de 150 

rpm. Effectivement, durant les 72 h de fermentation la souche a hydrolysé les grignons d’olives en 

libérant différents oligosaccharides grâce à sa production d’une cellulase (CelH1). Cette dégradation 

a permis, en outre, de produire des lipopeptides à activité tensioactive et émulsifiante, avec une 

importante corrélation positive de production de l’enzyme et de biosurfactants de 77%. L’enzyme 

CelH1 a été, ensuite, purifiée 44.9 fois et récupérée avec un rendement de 80% et une activité 

spécifique de 453.04 U/mg de protéine, en utilisant, seulement, deux étapes successives : une 

ultrafiltration et une chromatographie échangeuse d'ions. En effet, la masse moléculaire de l’enzyme 

a été estimée à 26 kDa par SDS-PAGE, et son identification, par analyse LC-ESI-MS/MS, a montré 

qu’elle couvre 40% de la séquence d’une endo-1,3-1,4-β-glucanase qui appartient à la famille 16 des 

glycosydes hydrolases. L'activité enzymatique optimale a été obtenue à pH 6.0-6.5 et à 60-65 °C, 

l’enzyme demeurait stable après 48 h d’incubation dans les conditions du test. L'activité CelH1 la 

plus élevée a été mesurée sur le substrat β-glucane d'orge (604,5 U/mL) suivi du lichénane et de CMC, 

confirmant que l'enzyme étudiée est une endo-1,4-β-glucanase. La CelH1 est hautement 

thermotolérante et halotolérante conservant 77% de son activité à 70 °C et 70% en présence de 4 M 

NaCl. L'enzyme a un Vmax de 625 U/min/mL et une haute affinité avec le β-glucane d'orge avec un 

Km de 0.69 mg/mL. Elle a également montré une capacité significative à libérer des cello-

oligosaccharides en hydrolysant le cellopentaose. Les lipopeptides produits par B. velezensis H1 sont 

partiellement purifiés en utilisant une colonne C18. L’analyse par HPLC de l’extrait lipopeptidique a 

montré que la souche de B. velezensis H1 a la capacité de produire au moins deux lipopeptides : la 

surfactine et la fengycine, sur le milieu à base de GO. Le potentiel biosurfactant et tensioactif de ces 

produits a été démontré par un test de Drop Collapse en utilisant l’huile d’olive et de paraffine comme 

substrats hydrophobes, un effondrement complet de ces derniers a été observé, dû à la réduction de 

la tension superficielle de la surface des substrats hydrophobes sous l’effet de l’extrait lipopeptidique.  

Mots clés : Matière lignocellulosique, grignons d’olives, Bacillus velezensis, biodégradation, endo-

1,4-β-glucanase, halotolérance, thermotolérance, biosurfactants. 
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