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INTRODUCTION 

 
Dans le contexte énergétique actuel où la demande en carburant ne cesse d'augmenter, 

l'utilisation de biomasse ligno-cellulosique pour la production d'éthanol représente une 
perspective pour l'avenir. En effet, ce carburant présente l'avantage d'être issu de la ressource 
renouvelable la plus abondante au monde et peut être directement utilisé dans les motorisations 
actuelles après incorporation à l'essence. Cependant, le procédé envisagé a encore besoin d'être 
amélioré pour devenir rentable. Parmi les différentes étapes, l'hydrolyse enzymatique est l'étape 
la plus coûteuse mais présente de nombreuses voies d'amélioration: l'augmentation de l'efficacité 
du cocktail enzymatique et l'optimisation de sa mise en œuvre industrielle. Cette optimisation 
passe par une meilleure compréhension des mécanismes et par conséquent par le développement 
d'un modèle cinétique prédictif de la cellulolyse. 

 
Ce travail propose d'étudier la cinétique de la réaction d'hydrolyse enzymatique de 

substrat cellulosique et de développer le modèle cinétique prédictif associé. La construction de ce 
modèle passe par une meilleure compréhension des mécanismes d'action des enzymes pures et en 
mélange et de l'influence de la structure et de la morphologie du substrat. 

 
La première partie de ce document décrit le contexte de la thèse et quelques concepts 

généraux sur la filière biocarburant et plus particulièrement sur la valorisation de la biomasse 
lignocellulosique en éthanol par voie biochimique. Les différents procédés envisagés y sont 
également expliqués. 

 
Une étude bibliographique sur les différents aspects de la réaction d'hydrolyse 

enzymatique est présentée dans le Chapitre 1. Cette étude vise à décrire d'une part les 
caractéristiques des enzymes utilisées pour la dégradation de la cellulose et d'autres part 
l'influence des propriétés morphologiques du substrat sur cette même réaction. Pour finir, les 
différents modèles cinétiques développés dans la littérature seront détaillés. 

 

Le Chapitre 2 présente le matériel et les méthodes utilisés pour réaliser cette étude 
cinétique. Dans un premier temps, les différentes enzymes étudiées, leurs méthodes de 
purification et de caractérisation sont explicitées. Puis dans un deuxième temps, les choix des 
substrats et des différentes méthodes de caractérisation sont détaillés. La méthode de préparation 
de substrats partiellement hydrolysés est également expliquée. Enfin la dernière partie est 
consacrée à la description de l'expérimentation réalisée pour mesurer les cinétiques initiales et 
longues durées de l'hydrolyse enzymatique. Les méthodes de calculs des vitesses de réaction et 
de rendement sont également précisées. 
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Le Chapitre 3 décrit l'étude cinétique réalisée sur les enzymes pures, isolées et en 
mélange. Le but de ce chapitre est de présenter l'influence des conditions opératoires de 
l'hydrolyse enzymatique sur la cinétique initiale des enzymes et d'identifier les mécanismes 
réactionnels mis en jeu concernant l'adsorption des enzymes sur le substrat, l'inhibition des 
enzymes par les produits de réaction ou encore les phénomènes de synergie entre les enzymes.  
Enfin, la dernière partie de ce chapitre est consacrée à la validation de notre stratégie d'étude, 
réalisée en comparant les performances d'un cocktail reconstitué contenant quatre enzymes 
majoritaires dans les proportions du cocktail de Trichoderma reesei à celles du cocktail réel. 
 

Le Chapitre 4 est consacré à l'étude de l'évolution de la structure et de la morphologie du 
substrat au cours de la réaction d'hydrolyse. Des substrats partiellement hydrolysés ont été 
préparés et caractérisés et leur réactivité évaluée par des tests de cinétique initiale et de cinétique 
longue durée. Dans un premier temps, les résultats de caractérisation des substrats partiellement 
hydrolysés sont présentés en distinguant les différents niveaux d'organisation de la cellulose: le 
niveau moléculaire, nanométrique et micrométrique. La seconde partie de ce chapitre est dédiée à 
l'étude de l'évolution de la réactivité du substrat, réalisée afin de comprendre la forte diminution 
de la vitesse d'hydrolyse au cours de la conversion et d'établir un lien réactivité-structure du 
substrat. 

 
La modélisation cinétique fait l'objet du dernier chapitre. Le modèle développé prend en 

compte les propriétés cinétiques intrinsèques de chaque enzyme, les phénomènes de synergie et 
une description du substrat. Les mécanismes retenus ainsi que les équations cinétiques associées 
sont détaillées puis les résultats obtenus après optimisation du système sont présentés. Enfin, les 
différentes perspectives envisagées pour l'amélioration du modèle sont discutées. 
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CONTEXTE 
 

1. Les enjeux des biocarburants 
 

1.1. Le contexte énergétique actuel 
 

D'ici 2030, la demande mondiale en énergie primaire devrait augmenter de 60 à 75%, 
principalement à cause de la croissance démographique mondiale et de l'augmentation de la 
consommation des pays en voie de développement. Parmi les sources primaires d'énergie, le 
pétrole, utilisé majoritairement dans les transports, restera l'énergie dominante et représentera 35 
à 40% de la consommation énergétique mondiale [1].  

 

Cependant, l'utilisation des combustibles fossiles entraîne une émission importante de gaz 
à effet de serre (GES). Selon un rapport de l'Académie des sciences [2], la quantité de dioxyde de 
carbone (CO2) présente dans l'atmosphère est passée de 280 ppm en 1870 à 388 ppm en 2009 et 
le taux de croissance mesuré depuis 1970 est 50 fois plus élevé que celui observé en moyenne sur 
les 5000 dernières années. Il précise que la moitié de ces émissions est due à la combustion des 
combustibles fossiles et qu'elles sont responsables d'un réchauffement global de la température 
de la terre ainsi que de dérèglements climatiques majeurs. Il y a eu à la fin du 20ème siècle une 
prise de conscience de cette problématique et les pays industrialisés travaillent aujourd'hui pour 
réduire leurs émissions de CO2. Bien qu'il n'y ait pas eu de suite à la hauteur des enjeux 
environnementaux actuels, la mise en place du protocole de Kyoto (1998) a démontré la volonté 
[2] de ces pays à trouver des solutions énergétiques nouvelles.    

 

Dans ce contexte, le développement de carburants alternatifs pour les transports 
représente un enjeu et un effort de la recherche important, le but étant de diminuer la dépendance 
énergétique au pétrole tout en réduisant les émissions de gaz à effet de serre. La commission 
européenne a montré l'exemple en fixant pour objectif le remplacement en 2020 de 20% des 
carburants traditionnels par des produits de substitution dont les biocarburants (2003/30/CE). 
Elle a également limité la fiscalité en autorisant une exonération totale ou partielle du droit 
d'accise sur les biocarburants (2003/96/CE).  

 
1.2. La filière 'Biocarburant' 

 

Les biocarburants sont fabriqués à partir de matière première végétale appelée biomasse. 
Cette ressource présente l'avantage de pouvoir être produite localement, de manière renouvelable 
et en utilisant pour sa croissance le dioxyde de carbone présent dans l'atmosphère. Elle permet 
donc d'améliorer le bilan des émissions de GES engendrées par la production et la consommation 
énergétique. 
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Il existe actuellement deux filières de production de biocarburants: 

- le biodiesel constitué d'esters méthyliques d'huiles végétales fabriqués à partir 
d'huiles végétales (colza, tournesol, soja). Ce carburant est utilisé en mélange dans le gazole. 

- l'éthanol, issu de la fermentation des sucres contenus dans les plantes sucrières 
(betteraves, canne à sucre, céréales,...) ou produit à partir de plantes entières par voie 
biochimique. Il peut être directement incorporé à l'essence ou être transformé en Ethyl t-

Butyl Ether (ETBE) avant incorporation. 
 

On distingue les carburants de première génération (1G), produits à partir des plantes 
sucrières (canne à sucre, betterave) et amylacées (maïs, blé...), des carburants de deuxième 
génération (2G) qui utilisent la plante entière. Les carburants de première génération sont déjà 
présents sur le marché avec plusieurs unités de productions en France, tandis que ceux de 
deuxième génération sont  au stade de recherche en laboratoire ou au stade pilote. 

 
1.3. L'éthanol, le premier 'biocarburant' au monde 

 
L'éthanol est aujourd'hui le biocarburant le plus produit dans le monde. Il est 

principalement fabriqué au Brésil à partir de cannes à sucre et aux États-Unis à partir de maïs. Le 
Tableau 0-1 présente la production de bioéthanol dans le monde en 2008 ainsi que les ressources 
utilisées.  

Tableau 0-1: Estimation de la production de bioéthanol dans le monde en 2008 [3] 

Pays Production 

(milliards de litres) 

Culture 

Brésil1 24 Canne à sucre 

Etats Unis1 25 Maïs 

Chine2 4,3 
Maïs, manioc, canne à sucre et 

déchets de pâte à papier 

Union européene1 2,3 Bettrave, blé 

Inde2 2,0 Canne à sucre 

Sources:  1: UNICA – www.unica.com.br 

  2
: World's ethanol production forecast – www.marketresearchanalyst.com 

 
Cependant, la production de bioéthanol de première génération reste limitée par la 

compétition des matières premières avec les usages alimentaires et la disponibilité des surfaces 
de culture. La filière de production d'éthanol de deuxième génération vise à utiliser comme 
matière première les éléments structurants et non plus uniquement les éléments de réserves de la 
plante. Les résidus agricoles et forestiers ou les cultures dédiées représentent en effet une des 
plus importantes sources de matière première renouvelable sur la planète. Ils peuvent donc être 
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utilisés et potentiellement mieux valorisés, même s'il reste à mettre au point un procédé 
compétitif.  
 

2.  La biomasse lignocellulosique  
 

La lignocellulose est l'élément central de la biomasse végétale. Elle est constituée de trois 
composants principaux: la cellulose, les hémicelluloses et la lignine. Ces différentes molécules 
s'organisent en un enchevêtrement complexe pour former la paroi végétale.  

 

La cellulose est le constituant principal de la biomasse lignocellulosique représentant selon les 
espèces entre 35 et 50 % de la paroi végétale. Il s'agit d'un homopolymère linéaire d'unité de D-
glucose liées entre elles par des liaisons β-1,4 présentant une structure cristalline. C'est à partir de 
cette fraction de la biomasse qu'est issu le glucose métabolisé au cours de la fermentation 
éthanolique. 
Les hémicelluloses sont des hétéropolysaccharides complexes, linéaires ou ramifiés de faible 
Degré de Polymérisation (DP) (entre 150 et 200). Ils sont constitués de pentoses (sucres en C5 
comme le xylose et l'arabinose), d'hexoses (sucres en C6 comme le glucose, le galactose ou le 
mannose) et d'acides uroniques (sucres possédant une fonction acide à la place de la fonction 
alcool primaire). Les hémicelluloses sont très hydrophiles et se dégradent assez facilement par 
des traitements acides ou alcalins. 
La lignine est le constituant essentiel de l'espace intercellulaire et son rôle est de consolider la 
structure pariétale pour lui conférer une certaine rigidité. C'est une macromolécule fortement 
réticulée résultante de la condensation de trois alcools aromatiques: l'alcool p-coumarique, 
l'alcool coniférique et l'alcool sinapylique.  
 

Même si la cellulose reste le constituant majoritaire, la structure et la composition des 
matériaux lignocellulosiques dépendent des conditions de cultures et de l'espèce végétale 
considérée. 
 
3.  Procédés de production d'éthanol deuxième génération 
  

3.1. Le procédé SHF 
 

Contrairement aux procédés de production d'éthanol première génération, les sucres 
fermentescibles ne sont pas directement accessibles. Un des procédés permettant d'extraire et 
fermenter les sucres est le procédé SHF (Separate Hydrolysis and Fermentation) qui comprend 
quatre étapes. Une première étape de prétraitement est tout d'abord nécessaire pour rendre la 
cellulose et les hémicelluloses accessibles aux enzymes. La cellulose est ensuite convertie en 
glucose grâce à l'action combinée d'enzymes cellulolytiques sécrétées, dans le cas du procédé 
d'éthanol 2G, par une souche fongique nommée Trichoderma reesei. Les sucres produits lors de 
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l'hydrolyse sont ensuite fermentés en éthanol en milieu aqueux et l'éthanol est finalement 
récupéré après distillation.  

Le schéma de base du procédé de production est récapitulé dans la Figure 0-1. 

 

 

 
 
 

Figure 0-1: Schéma du procédé de production d'éthanol 2G (Version SHF) 

 
3.2. Une alternative: le procédé SSF 

 
En alternative au procédé SHF (Separtae Hydrolysis and Fermentation), le procédé SSF 

(Simultaneous Saccharification and Fermentation) consiste à effectuer l'hydrolyse enzymatique et 
la fermentation éthanolique en une seule étape [4]. Les principaux avantages sont une diminution 
des investissements (moins de réacteurs) et une diminution des phénomènes d'inhibition liés à 
l'accumulation des sucres produits car ils sont directement consommés par les micro-organismes 
fermentaires. Cependant, l'inconvénient majeur est la diminution de la température de réaction à 
cause de la présence du microorganisme. Celui-ci impose en effet une température comprise 
entre 30 et 35°C alors que l'optimum de température est de 50°C pour l'étape d'hydrolyse 
enzymatique ce qui diminue des performances catalytiques des enzymes.    
 

3.3. Un des verrous majeurs du procédé: l'hydrolyse enzymatique 
 

Quelle que soit l'option procédé choisie, un des verrous majeurs pour l'industrialisation 
est     l'étape d'hydrolyse enzymatique. En effet, le coût élevé est lié à la fois au procédé de 
production des enzymes et à la quantité excessive d'enzymes nécessaire pour convertir la 
biomasse [5].  

Plusieurs voies d'améliorations sont donc explorées pour améliorer les conditions de 
production des enzymes et optimiser le cocktail enzymatique produit par la souche industrielle de 
T. reesei [6]. L'optimisation de l'hydrolyse enzymatique nécessite également d'améliorer sa mise 
en œuvre grâce à une meilleure compréhension des mécanismes régissant la cellulolyse. Ainsi, le 
développement d'un modèle cinétique prédictif permettant de rendre compte de l'influence des 
conditions opératoires, de la composition du cocktail et de la nature du substrat lignocellulosique, 
permettra d'identifier les paramètres clés de l'hydrolyse en vue de son optimisation. Le chapitre 
suivant montrera, par une analyse bibliographique la complexité des mécanismes mis en jeu dans 
l'hydrolyse enzymatique.  

Prétraitement
Hydrolyse 

enzymatique
Fermentation
ethanolique

Distillation
BLC Ethanol

Levure:

Saccharomyces cerevisiae

Cellulases
Fermentation

(Production 
cellulases)

Trichoderma
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Chapitre 1:  Étude bibliographique 
 

L'hydrolyse enzymatique de la cellulose est le résultat de l'action dans notre cas d'un 

cocktail d'enzymes d'origine fongique. Le rendement dépend d'une part de l'activité cellulolytique 

du cocktail et d'autre part du substrat cellulosique, dont la capacité à être hydrolysé est fonction 

de ses propriétés morphologiques et structurales. Le développement d'un modèle cinétique 

prédictif nécessite donc une bonne compréhension du mécanisme d'action des différentes 

enzymes et de la réactivité du substrat. Après une brève description de la réaction d'hydrolyse 

enzymatique, cette étude bibliographique sera dans un premier temps centrée sur les enzymes, 

leur mode d'action et leurs caractéristiques biochimiques. Puis, la deuxième partie traitera de la 

caractérisation de la structure et de la réactivité du substrat. La troisième partie sera consacrée 

à la description de l'évolution du substrat en cours d'hydrolyse et des phénomènes à l'origine de 

la forte diminution de la vitesse de réaction observée. Enfin, les différents types de modèles 

cinétiques déjà décrits dans la littérature seront présentés. 
 
1.  Les enzymes cellulolytiques 

 
Les enzymes impliquées dans la dégradation de la cellulose, appelées cellulases ou 

glycoside hydrolases, sont majoritairement sécrétées par les champignons. Cependant, aucune 
enzyme seule n'est capable de dégrader entièrement la cellulose et une hydrolyse complète 
nécessite l'action synergique de trois types de cellulases [7]: 

- les endoglucanases (EGs) (EC 3.2.1.4) qui coupent aléatoirement les chaînes de 
cellulose majoritairement au niveau des zones amorphes générant de nouvelles extrémités 
de chaînes, 
- les cellobiohydrolases (CBHs) ou exoglucanases (EC 3.2.1.91) qui agissent de façon 
processive sur les extrémités libres des chaînes de cellulose libérant du cellobiose, 
- les β-glucosidases (BGLs) (EC 3.2.1.21) qui hydrolysent le cellobiose et dans une 

moindre mesure les cellodextrines solubles, en glucose. 

Les endoglucanases et les cellobiohydrolases agissent directement sur le substrat solide après 
adsorption sur celui-ci tandis que les β-glucosidases agissent en milieu homogène sur substrat 
soluble. La Figure 1-1 représente schématiquement l'action des enzymes sur la cellulose. 
 

Parmi les microorganismes cellulolytiques, la souche Trichoderma reesei, découverte par 
Mandel et Reese [8,9], est reconnue pour sa capacité à produire une quantité importante 
d'enzymes. Cette souche est donc capable de produire des sécrétomes très performants pour 
hydrolyser la cellulose. De par ses caractéristiques, ce champignon est étudié depuis longtemps et 
il est aujourd'hui majoritairement utilisé pour la production d'enzymes à l'échelle industrielle 
grâce à la réalisation de souches génétiquement modifiées (T. reesei CL847, Rut C30 etc.). 
Cependant, l'efficacité de ce cocktail est limitée par le manque d'activité β-glucosidase, cette 
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enzyme ne représentant qu'un très faible pourcentage du cocktail enzymatique [7,10]. Cette 
limitation peut être levée en utilisant i) une souche génétiquement modifiée de T. reesei 

surexprimant la β-glucosidase [11] ou ii) en supplémentant le cocktail enzymatique avec de la β-
glucosidase sécrétée par un autre microorganisme. Dans le second cas, un des lots industriels de 
β-glucosidase les plus utilisés est produit par une souche d'Aspergillus niger (SP188 ; 
Novozymes). 
 

 
Figure 1-1: Schéma explicatif de l'action des enzymes cellulolytiques 

 
Des données cinétiques relatives aux enzymes seules et en mélange sont donc nécessaires 

au développement d'un modèle cinétique prédictif de l'hydrolyse enzymatique. Cette première 
partie présente les différents éléments de la littérature concernant le mode d'action et l'activité 
d'hydrolyse de chaque type d'enzymes ainsi que des données relatives aux phénomènes de 
synergie. 

 
1.1. Les cellobiohydrolases (CBHs)  

 
 Mode d'action des enzymes CBHs 1.1.1.

 
Les cellobiohydrolases (CBHs) agissent de façon processive à partir des extrémités non 

réductrices ou réductrices des chaînes de cellulose, libérant des molécules de cellobiose. La 
souche de Trichoderma reesei sécrète deux types de cellobiohydrolases [12]: 

- CBHI qui agit sur les bouts de chaînes réducteurs. 
- CBHII qui agit sur les bouts de chaînes non réducteurs.  

 
Une propriété importante des enzymes cellulolytiques est leur organisation en domaines 

(ou modules) ayant des fonctions distinctes. CBHI et CBHII possèdent ainsi deux domaines 
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fonctionnels: un site catalytique (CD) qui permet la réaction d'hydrolyse et un autre qui permet la 
liaison au substrat appelé 'Cellulose Binding Domain' (CBD) [12]. Ces deux modules sont reliés 
par une chaîne peptidique [13] et sont de tailles nettement différentes: 50 kDA pour le CD et 3 
kDA pour le CBD [14]. 

Le rôle du CBD n'est pas totalement compris mais il aurait comme première fonction de 
permettre l'adsorption des enzymes à la surface de la cellulose et par conséquent d'augmenter la 
concentration en enzymes liées sur la cellulose. Il permettrait également de libérer l'accès aux 
chaînes de glucose de la cellulose en disloquant les liaisons hydrogènes entre les chaînes de 
polymères à la surface des structures de cellulose [13]. Les cellobiohydrolases ayant une action 
processive, le CBD devrait avoir une vitesse de progression le long de la fibre de cellulose durant 
l'hydrolyse. Cependant, il semble que cette vitesse ne soit pas un élément limitant dans la 
progression du domaine catalytique [13,15]. 

Les structures des domaines catalytiques des cellobiohydrolases ont été résolues et se 
présentent sous la forme de tunnel [12,16]. Cette organisation modulaire, avec la présence d'un 
linker peptidique reliant le CD et le CBD, confère aux enzymes la possibilité d'agir de manière 
processive. Cependant, la structure du domaine catalytique est différente pour CBHI et CBHII et 
ceci explique leur stéréospécificité. Le site actif de CBH I est entouré de 4 boucles et mesure 50 
Ǻ [17] tandis que celui de CBH II ne mesure que 20 Ǻ et comprend uniquement deux boucles 
[18]. Le site catalytique des deux cellobiohydrolases ne permet d'accueillir qu'une seule chaîne 
de glucose et les molécules de cellobiose sont le produit de la réaction catalytique.  

 
La Figure 1-2 détaillé par Beckham et al [19] présente le mode d'action envisagé pour 

l'hydrolyse de la cellulose par CBHI. Elle se ferait en plusieurs étapes: (a) adsorption de l'enzyme 
à la surface de la cellulose via le CBD, (b) glissement à la surface de la cellulose afin de 
reconnaître un bout de chaîne réducteur libre, (c) introduction de la chaîne de cellulose dans le 
tunnel, (d) formation de complexe actif entre la liaison glycosidique et le domaine catalytique, 
(e) hydrolyse de la liaison glycosidique et formation du cellobiose, (f) expulsion du cellobiose 
formé et reformation du complexe actif.  
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Figure 1-2: Mode d'action de CBHI sur la cellulose, d'après Beckham et al [19] 

 
Il est 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 CBHI. Nidetzky et al [20] ont trouvé que l'hydrolyse 
produit 94% de cellobiose, 5% de glucose et 1% de cellotriose. L'attaque initiale de CBHI 
entraînerait la libération d'une des trois molécules avant d'être parfaitement processive et de 
libérer uniquement du cellobiose. Ces résultats sont confirmés par Medve et al [21] qui 
obtiennent après 48 h d'hydrolyse de l'Avicel par CBH I (Trichoderma reesei) des proportions 
équivalentes à celle trouvées par Nidetzky et al [22] : Cellobiose: 86-89 %, Glucose: 9-13%, 
Cellotriose: 1-6 %. Cependant, ils observent une plus forte proportion de cellotriose au bout de 2 
minutes d'hydrolyse (32%). Ces résultats peuvent être expliqués par le "défaut" lors de "l'attaque 
initiale", la diminution du pourcentage de cellotriose s'expliquant par son hydrolyse progressive 
en glucose et cellobiose. De plus, les auteurs évoquent la possibilité d'imperfection dans la 
processivité de l'action de l'enzyme tout au long de la réaction et pas seulement à l'état initial. 
Enfin, les cellobiohydrolases sont connues comme étant capables d'hydrolyser un substrat solide, 
mais elles ont également une activité catalytique sur les oligomères solubles [20,23]. 

 

 Importance de l'adsorption des enzymes CBHs 1.1.2.
 

L'adsorption des cellobiohydrolases sur la cellulose via le CBD de l'enzyme [24] semble 
être une étape essentiellepour la réaction d'hydrolyse.  

En remplaçant le CBD de l'enzyme CBHI par le CBD de l'enzyme EGI pour les enzymes 
de T. reesei, Srisodsuk et al [25] ont montré que l'adsorption de l'enzyme recombinante 
correspondait à l'adsorption de l'enzyme EGI, prouvant que l'adsorption était régie par la CBD. 
Stahlberg et al [24] ont quant à eux clivé le domaine catalytique (CD) du CBD grâce à une 
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protéolyse partielle de l'enzyme CBHI. Les deux domaines ont ensuite été séparés par 
chromatographie et les isothermes d'adsorption de l'enzyme intacte et des deux domaines ont pu 
être comparés. Ils ont montré que le CBD seul s'adsorbe en plus grande quantité et plus 
rapidement que le CD seul, qui s'adsorbe lui en très faible quantité. De plus, la surface maximale 
de recouvrement de l'enzyme intacte et du CBD est identique sur Avicel (19 m².g-1) tandis qu'elle 
est très nettement inférieure pour le CD (2.5 m².g-1), démontrant que l'adsorption est bien régie 
par le CBD.  Ils ont également montré que le phénomène de désorption n'est pas observable pour 
l'enzyme intacte (contrairement au CD et au CBD), ce qui prouve que l'enzyme est bien liée au 
substrat par ces deux domaines. Enfin, Boussaid et Saddler [26] ont étudié l'adsorption d'un 
cocktail enzymatique commercial de Trichoderma reesei (Celluclast) supplémenté par de la β-
glucosidase d'Aspergillus niger. Ils ont remarqué un relargage des enzymes en solution au cours 
de l'hydrolyse d'Avicel® montrant la réversibilité de l'adsorption. Ce résultat est en accord avec le 
mécanisme processif de l'enzyme, celle-ci devant se désorber ou s'adsorber plus loin sur la chaîne 
de cellulose [27]. 
 

 Activité des cellobiohydrolases sur substrat soluble 1.1.3.
 

L'activité des cellobiohydrolases a également été mesurée sur substrat soluble. Srisodsuk 
et al [25] ont étudié l'activité de l'enzyme CBHI de Trichoderma reesei, naturelle et modifiée par 
remplacement du CBD par le CBD d'EGI, sur substrats solubles et insolubles. Ils ont montré que 
l'activité enzymatique était améliorée avec le CBD d'EGI sur substrats insolubles (plus 
d'adsorption avec le CBD d'EGI pour CBHI) mais que l'activité était inchangée sur substrats 
solubles. Ils ont pu en déduire qu'il n'y avait pas de phénomène d' "adsorption" sur un substrat 
soluble.  

Nidetzky et al [20] ont étudié l'hydrolyse des oligosaccharides ayant un degré de 
polymérisation compris entre 2 et 8 par les enzymes CBHI et CBHII produites par la souche 
Trichoderma reesei MCG 77. Aucune activité d'hydrolyse n'a pu être détectée avec le cellobiose 
comme substrat, tandis que l'activité enzymatique sur cellotriose est très faible (moins de 5% de 
conversion). L'équation de Michaelis-Menten a pu être utilisée pour modéliser l'action des 
enzymes CBHI. Une vitesse initiale maximale (déterminée sur 1h de réaction) a été observée 
pour un degré de polymérisation (DP) de 6, tandis que la constante de Michaelis-Menten diminue 
jusqu'au DP6 puis reste constante pour des DP compris entre 6 et 8. L'augmentation de l'affinité 
de l'enzyme pour le substrat jusqu'à un DP de 6 montre que six unités de glucose peuvent être 
liées au site actif de CBHI. Un modèle de cinétique de premier ordre a également été utilisé pour 
décrire l'activité d'hydrolyse des oligosaccharides par CBHII. La comparaison des constantes 
cinétiquesmontre que CBHII a une meilleure activité d'hydrolyse que CBHI. 

Tuohy et al [23] ont étudié l'action des cellobiohydrolases sécrétées par Talaromyces 

emersonii sur des substrats solubles. Les substrats utilisés pour caractériser CBHI sont des 
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substrats chromophores caractéristiques d'un degré de polymérisation 3: le pNPG2 (4-
nitrophenyl-β-cellobioside) et le CpNPG2 (2-chloro-4-nitrophenyl-β-cellobioside). L'équation de 
Michaelis-Menten a pu être utilisée pour modéliser cette réaction (en milieu homogène) et les 
constantes de Michaelis-Menten ont pu être déterminées (Km (pNPG2) = 2,1 mM, Km (CpNPG2) 
= 6,7 mM). Cependant, ces constantes ne sont pas valables sur substrat naturel. Harjunpaa et al 
[28] ont quant à eux étudié l'hydrolyse des oligosaccharides solubles par les cellobiohydrolases II 
de Trichoderma reesei. A la différence des CBHI, les CBHII sont connues pour attaquer par les 
bouts de chaînes non réducteurs. Le suivi de l'hydrolyse par des méthodes de RMN du proton a 
permis d'identifier le mode d'action de ces cellulases. Cependant, la structure du domaine 
catalytique de ces deux enzymes est connue pour être différente (nombre de boucles), et par 
conséquent le mode d'action de CBHII ne peut donc pas être généralisé à CBHI.  

 
 Inhibition des cellobiohydrolases par leur produit de réaction 1.1.4.

 
Comme toutes réactions enzymatiques, les principaux inhibiteurs de la réaction sont ses 

propres produits. Il est démontré depuis longtemps que la réaction est inhibée par le cellobiose. 
Certains auteurs [29-31] affirment que la réaction est également inhibée par le glucose  tandis 
que d'autres [20] ont montré que le glucose n'avait pas d'effet inhibiteur sur l'hydrolyse des 
oligosaccharides (cellotriose). Cependant, il est reconnu que l'inhibition par le glucose est moins 
importante que celle par le cellobiose (14 fois moins importante selon Holtzapple et al [30]). 

D'autre part, le choix du modèle pour décrire l'inhibition de CBH par le cellobiose reste 
très discuté entre l'inhibition compétitive [23,32,33] et l'inhibition non compétitive [29,30].  

L'inhibition de CBHI par le glucose et le cellobiose a également été étudiée sur substrat 
soluble. Nidetzky et al [20] ont étudié l'influence du glucose et du cellobiose sur l'hydrolyse du 
cellotétraose. Aucun effet inhibiteur du glucose n'a pu être détecté. Un modèle d'inhibition 
compétitive par le cellobiose a été développé et les constantes de Michaelis-Menten déterminées 
(Km (cellotétraose) = 7,1 µM, Kp = 34 µM). 
 

1.2. Les endoglucanases (EGs)  
 

Le cocktail enzymatique sécrété dans les conditions industrielles de production en 
fermenteur par T. reesei contient huit endoglucanases classés dans six familles de glycosides 
hydrolases (GH5, 7, 12, 45, 61 et 74) selon la classification Cazy (www.cazy.org). D'un point de 
vue quantitatif, elles ne représentent cependant que 20% du cocktail enzymatique [7]. Par 
ailleurs, les rôles exacts de certaines de ces enzymes ne sont pas totalement connus.  

Les endoglucanases sont connues pour hydrolyser aléatoirement les liaisons osidiques, 
principalement dans les zones amorphes. Elles sont responsables de la diminution du degré de 
polymérisation et permettent de créer de nouveaux bouts de chaînes pour l'attaque par les 
cellobiohydrolases. Ces enzymes possèdent comme les cellobiohydrolases un CBD (Cellulose 
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Binding Domain) et un domaine catalytique (CD). Seule la présence d'un CBD chez EGIII 
(GH12) reste très controversée: Karlsson et al [34] supposent l'absence de CBD tandis que 
d'auteurs auteurs affirment son existence [35,36].  
  Le domaine catalytique des endoglucanases n'est pas en forme de tunnel, comme celui des 
cellobiohydrolases, mais plutôt en forme de "crevasse" ce qui lui permet d'attaquer les chaînes de 
cellulose en tout endroit et pas uniquement au niveau des extrémités. La Figure 1-3 présente une 
comparaison de la structure des cellobiohydrolases et des endoglucanases mettant en évidence 
leur différence de mode d'action principalement au niveau du domaine catalytique. 

 
Figure 1-3: Representation d'une cellobiohydrolase (A) et d'une endoglucanases (B).   

Source : NREL et Pixel Kitchen 

 Mode d'action des enzymes EGs 1.2.1.
 

L'action des endoglucanases sur substrat solide conduit à la libération d'oligomères 
solubles, avec majoritairement du cellobiose. Des traces de glucose et cellotriose pour EGI 
(GH7) [37], EGII (GH5) [21] et EGIII [34], et de cellotétraose pour EGV (GH45) [34] ont 
cependant été observées. 
Les endoglucanases entraînent également une diminution du degré de polymérisation de la 
cellulose en attaquant aléatoirement les chaînes de cellulose. Il est connu que ces attaques ont 
lieu majoritairement dans les zones présentant des défauts de cristallinité. Karlsson et al [34] ont 
montré que la cellulose PASC (traitée à l’acide phosphorique pour être rendue plus amorphe) est 
plus hydrolysable que la cellulose Avicel, très cristalline. 
 

 Adsorption des enzymes EGs  1.2.2.
 

Toutes les endoglucanases sont capables de s'adsorber sur la cellulose. En effet, même 
EGIII qui ne possède vraisemblablement pas de CBD s'adsorbe sur la cellulose bien que son 
affinité soit nettement inférieure à celle des autres enzymes [34]. Il a également été montré que 
l'adsorption des enzymes est supérieure sur cellulose PASC par rapport à la cellulose AVICEL. 

L'adsorption des endoglucanases sur la cellulose est donc une étape réactionnelle 
importante et doit être prise en compte lors de l'élaboration d'un modèle cinétique. 
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 Activité des endoglucanases sur substrat soluble 1.2.3.
 

Les endoglucanases possèdent également une bonne activité d'hydrolyse sur les 
oligosaccharides solubles ayant un degré de polymérisation supérieur à 3 mais une très faible 
activité d'hydrolyse sur le cellobiose [37,38]. En effet, les oligosaccharides sont directement 
hydrolysés en cellobiose et glucose et ne sont donc pas présents dans les hydrolysats 
enzymatiques [21] 

Cependant, il a également été montré qu'EGI avait une activité de transglycosylation en 
présence de forte concentration de cellotriose [37,38] tandis qu'EGIII et EGV étaient dépourvues 
de cette propriété catalytique [34].  
 

 Inhibition des endoglucanases 1.2.4.
 

Très peu d'études concernant l'inhibition des enzymes par les produits sont disponibles 
dans la littérature même si, comme la majorité des enzymes, les endoglucanases sont inhibées par 
les produits de leurs actions. Macarron et al [35] ont trouvé que l'hydrolyse des substrats 
chromophores n'était pas altérée par la présence de 200 mM de glucose tandis que 50 mM de 
cellobiose entraîne une diminution de 10 à 50 % de la vitesse d'hydrolyse selon le substrat.  
 

1.3.  Comparaison entre les cellobiohydrolases et les endoglucanases 
 

Le Tableau 1-1 récapitule les différentes propriétés de deux cellobiohydrolases (CBHI et 
CBHII) et des endoglucanases présentes chez T. reesei. Il présente les différentes structures et 
propriétés des deux domaines caractéristiques des enzymes (CD et CBD), leur mode d'action 
mais également leur activité sur des substrats solubles ainsi que leurs différents inhibiteurs 
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 Tableau 1-1: Comparaison des propriétés des CBHs et EGs de T. reesei 

 CBHI CBHII EGs (I, II, III, IV, V) 

Gène cel7A cel6A cel7B, 5A, 12A, 61A, 45A  

Structure CBD + CD + liaison peptidique [12,13]. Pour EGIII: CBD présent [35,36] ou Absent [34] 

 CBD  
 

Taille: 3kDa [14] 
Adsorption de l'enzyme au substrat [24,25] 

Libère l'accès aux chaînes de cellulose et disloque les 
liaisons hydrogène entre les chaînes [13] 

Adsorption des enzymes sur le 
substrat 

 

CD  

Taille: 50 kDa [14] 
Forme: tunnel [12,16] 

 Réaction d'hydrolyse [24,39] 
Élément limitant la 

progression [15] 

Forme: open cleft (Λ) 
Réaction d'hydrolyse  

Adsorption 

Irréversible [24,26,39] ou  Réversible [27] Faible pour EGIII [34] 

40% réversible 100% réversible [22] - 

Mode 
d'action 

Action processive  
à partir des bouts de chaînes 

Action aléatoire surtout sur les 
régions non cristallines   

Réducteur Non réducteur [12] 

Produit 
libéré 

Cellobiose, Glucose et  Cellotriose [21] 
Cellobiose et trace glucose et 

cellotriose [37] 
Entraîne une chute du DP 

Activité 
substrat 
soluble 

Régit par le CD car pas d'adsorption 
Activité quasi nulle sur cellobiose [22] Activité à partir de DP3 

Transglycosylation (cellotriose) 
[37,38] Max d'activité DP6 

Activité idem DP 6-7-8 [22] 
Mise en évidence 
processivité [28] 

Inhibiteur 

Cellobiose 
Glucose: + [29-31] et – [22] 

Cellobiose ≈ 14 Glucose [30] 
Éthanol [40] 

Cellobiose 
Glucose (?) 

Type 
d'inhibition 

Compétitive [23,32,33] 
Non compétitive [29,30] - 
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1.4. La β-glucosidase (BGL) 

 
La β-glucosidase (GH3) est la dernière famille d'enzymes cellulolytiques présente dans le 

cocktail enzymatique de T. reesei. Elle hydrolyse le cellobiose et, dans une moindre mesure, les 
oligomères solubles du glucose. 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. 

Cependant, cette enzyme est toujours présente en très faible quantité dans le sécrétome de 
T. reesei et une solution consiste à supplémenter le cocktail enzymatique par des sources 
industrielles de β-glucosidase. Comme décrit précédemment, le lot industriel le plus utilisé 
aujourd'hui est celui produit par une souche industrielle d'A. niger [41]. Les enzymes sécrétées 
par ces deux organismes ont donc été étudiées dans la littérature sur substrats naturels et 
chromophores. 

Comme la majorité des enzymes, la β-glucosidase est inhibée par le produit la réaction, le 
glucose. La β-glucosidase d'A. niger semble moins sensible à l'inhibition par le glucose que celle 
de T. reesei [7] mais cette conclusion est basée sur des études faites dans des conditions 
expérimentales différentes.  

L'inhibition par le substrat a été observée à plusieurs reprises pour des concentrations en 
substrat élevées. Ce mécanisme d'inhibition est basé sur la formation d'un complexe inactif  
Substrat/Enzyme/Substrat. Calsavara et al [42] et Bravo et al [43] l'observent nettement pour une 
concentration en cellobiose supérieure à 10mM. De même, Grous et al [44] ont étudié l'inhibition 
par le substrat et ont utilisé deux modèles, l'un pour des faibles concentrations en substrat et 
l'autre pour les fortes concentrations en substrat, tout en considérant une inhibition compétitive 
par le glucose. 

   
1.5. La synergie entre les enzymes 

 
La synergie entre les enzymes est un phénomène essentiel lors de l'hydrolyse enzymatique de la 
cellulose. Elle se produit lorsque l'action combinée de deux ou plusieurs enzymes conduit à une 
activité supérieure à la somme des activités des enzymes séparées. On exprime souvent le degré 
de synergie (DS) comme le ratio de l'activité du mélange d'enzymes sur la somme des activités 
des enzymes utilisées séparément.  

Deux types de synergies ont été mis en évidence dans la littérature: (i) la synergie entre les 
cellobiohydrolases et les endoglucanases appelée synergie Exo-Endo, (ii) la synergie entre les 
deux cellobiohydrolases CBHI et CBHII appelée synergie Exo-Exo. 

La synergie Exo-Endo s'explique facilement car l'attaque aléatoire par les endoglucanases 
conduit à la libération de nouveaux bouts de chaînes de cellulose qui deviennent alors 
disponibles pour l'attaque par les cellobiohydrolases [21,45]. 
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La synergie Exo-Exo a également été observée mais aucun mécanisme n'a été clairement 

établi pour expliquer ce phénomène et plusieurs théories sont proposées. Tomme et al [46] ainsi 
que Kim et al [47] l'expliquent par la formation en solution d'un 'loose complex' (complexe 
lache) CBHI/CBHII qui aurait pour les premiers une activité catalytique importante et permettrait 
pour les seconds d'augmenter l'affinité d'adsorption des enzymes. Enfin, d'autres auteurs 
évoquent la possibilité d'une activité de type "Endo" pour CBHI [48] ou pour CBHII [49] 
 
Plusieurs paramètres semblent influencer la synergie à savoir :  

- la concentration totale en enzymes : plus la saturation du substrat par les enzymes est 
importante, plus le degré de synergie est faible [45,50,51].  

- l'influence du ratio de chaque enzyme : ceci est plus discuté, certains auteurs [45,52] 
ayant montré que le ratio influence la synergie tandis que Woodward et al [50] ont 
montré que le degré de synergie était indépendant de ce ratio.  

- les propriétés morphologiques du substrat : l'augmentation de la cristallinité du substrat 
entraînant l'augmentation de la synergie [53] 

 

1.6. Paramètres influençant l'activité des enzymes 
 

La température et le pH sont les deux paramètres principaux influençant l'activité 
enzymatique. 

Les enzymes se dénaturent lorsqu’elles sont chauffées au-delà des températures 
physiologiques, entraînant une perte de leur activité catalytique. Celles de T. reesei semblent être 
stables jusqu'a 50°C, excepté la β-glucosidase qui est stable jusqu'à 60°C. L'énergie d'activation 
mesurée pour cette enzyme a été estimée à 52 kJ.mol-1 [41] et 46 kJ.mol-1 [42]. Peu d'études ont 
été réalisées sur la détermination de l'énergie d'activation de chaque type d'enzymes. Seul Drissen 
et al [54] ont déterminé que l'énergie d'activation globale du cocktail enzymatique commercial 
Cellubrix (Novozymes) était de 29.8 kJ.mol-1. 

L'hydrolyse enzymatique procède selon un mécanisme acide / base. Son activité est donc 
dépendante du pH du milieu et le pH pour lequel l'activité des cellulases de T. reesei est optimale 
est compris entre 4 et 5. Grâce à leur méthode basée sur la fluorescence, Boer et Koivula [55] ont 
montré que l'optimum de stabilité thermique de l'enzyme CBHI de Trichoderma reesei est obtenu 
pour un pH compris entre 3,5 et 5,6. Cette fourchette correspondrait au pH optimum de l'activité 
enzymatique qui a été défini entre 4 et 5. En mesurant l'activité enzymatique (Avicel, 1h, 50°C) 
pour des pH compris entre 2,5 et 9,0, Tuohy et al [23]  ont montré que le pH optimum de 
l'activité des deux formes de CBHI isolées de Talaromyces emersonii  (CBHIA et CBHIB), était 
respectivement de 3,6 et 4,1.  
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Conclusion sur les enzymes 
 

La dégradation de la cellulose par voie biochimique requiert l'utilisation d'un cocktail 
enzymatique complexe contenant trois types d'activité enzymatique différentes. Les mécanismes 
d'action des différentes enzymes sont assez bien identifiés et l'étude des synergies a montré 
l'importance de discriminer les trois types d'activité enzymatique pour le développement du 
modèle cinétique. L'inhibition par les produits de réaction (glucose et cellobiose) reste un 
phénomène majoritaire qu'il est important de considérer pour développer un modèle prédictif. 
D'autres paramètres comme la température et le pH semblent moins déterminants. La température 
optimale des enzymes semble être autour de 50°C mais une étude dans une zone d'intérêt 
comprise entre 35 et 50°C a été envisagée afin de déterminer les énergies d'activation des 
différentes enzymes. Les activités enzymatiques pourront quant à elles être déterminées 
uniquement au pH optimal, soit 4,8. Enfin, les mécanismes de synergies étant mal compris, ils 
feront l'objet d'une étude expérimentale particulière. 
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2.  Le substrat cellulosique 
 

Le but de cette thèse est de modéliser l'hydrolyse enzymatique de la cellulose. Par 
conséquent, il est fondamental de bien comprendre la structure de ce substrat. Cette partie a pour 
but de décrire la structure de la cellulose, d'identifier les méthodes analytiques permettant sa 
caractérisation et de déterminer les paramètres morphologiques permettant sa description.  
 

2.1. La cellulose à différentes échelles 
 
 La cellulose est un homopolymère de glucose de configuration D, connecté par une 
liaison glycosidique β-(1-4).La Figure 1-4 présente la structure chimique de la cellulose à 
l'échelle moléculaire. L'unité de base de ce polymère est le cellobiose (dimère de glucose) et le 
degré de polymérisation (DP) peut varier de 100 à 14000. Les deux extrémités de la chaîne de 
cellulose ne sont pas chimiquement équivalents, l'un des bouts de chaîne étant réducteur tandis 
que l'autre ne l'est pas. 

 
Figure 1-4: Structure chimique de la cellulose [56] 

 
Ces chaînes de celluloses sont liées entre elles par des forces de van der Waals et par des 

liaisons hydrogènes et forment des fibres élémentaires appelées microfibrilles. Ces microfibrilles 
contiennent environ 36 chaînes et peuvent mesurer selon leur origine entre 20 et 200 Ǻ de 
diamètre et jusqu'à quelques microns de longueur [57]. Les chaînes de cellulose sont polaires et 
sont orientées de manière parallèle au sein des domaines cristallins et amorphes.  

 
Ces fibres élémentaires ou microfibrilles sont liées entre elles par des liaisons hydrogènes 

intermoléculaires et forment des fibres ou particules.  
 
La cellulose est souvent décrite comme composée d'une phase cristalline très ordonnée et 

d'une phase amorphe moins ordonnée. Larsson et al [58] ont étudié l'organisation moléculaire de 
la cellulose et ont montré que les zones amorphes correspondent aux chaînes localisées à la 
surface des microfibrilles tandis que les zones cristallines sont associées aux chaînes de cœurs. 
Des défauts cristallins existent également à la jonction des microfibrilles, et peuvent aussi être 
interprétés comme des zones "amorphes".  

Les différences de structure chimique des deux bouts de chaîne confèrent à la cellulose 
une polarité et des différences de structures cristallines qui ont pu être identifiées par des 



- Chapitre 1: Étude bibliographique - 
 

 20

 
méthodes de diffraction des rayons X. Le réseau cristallin de la cellulose native est appelé 
cellulose I et consiste en une organisation parallèle des chaînes entre elles. L'analyse détaillée des 
spectres de RMN du solide a permis de montrer que la cellulose native était composée de deux 
phases cristallines distinctes appelées Iα et Iβ [59], dont les proportions peuvent varier selon 
l'origine de la cellulose. Pour ces deux allomorphes, les chaînes de cellulose sont orientées de 
manière parallèle et ils se différencient par des différences d'orientation des chaînes entre elles 
[59,60]. Cependant, il existe d'autres structures polymorphiques de la cellulose [61], la plus 
connue étant la cellulose II obtenue par recristallisation ou par mercerisation (traitement à la 
soude) [62,63]. La cellulose II, présente une organisation antiparallèle des chaînes entre elles et 
est connue pour être la forme thermodynamiquement la plus stable. En effet, il n'est pas possible 
de la reconvertir en cellulose I. Deux autres allomorphes de cellulose, III et IV, peuvent être 
obtenus soit à partir de la cellulose native (I) ou régénérée (II) [64]. A la différence de la 
conversion entre cellulose I et II, les allomorphes III et IV peuvent revenir à leurs états cristallins 
initiaux (Figure 1-5).  

 
Figure 1-5: Les différents allomorphe de la cellulose et, les possibilités d'interconversion 

 
 La cellulose est donc un matériau complexe présentant différents niveaux d'organisation 
selon l'échelle observée. La Figure 1-6 présente de manière schématique les différents niveaux 
d'organisation de la cellulose. On retiendra trois niveaux de structure : l'échelle moléculaire qui 
correspond à la chaîne de cellulose, l'échelle nanométrique qui correspond à l'échelle des 
microfibrillles et l'échelle macroscopique qui correspond aux particules de cellulose. 
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Figure 1-6 Représentation schématique des niveaux organisationnels de la cellulose 

 
La cellulose peut être caractérisée par différents paramètres morphologiques et 

structuraux qui jouent un rôle dans la réactivité du substrat en l'hydrolyse. Les principaux 
paramètres sont la cristallinité [65,66], la surface spécifique accessible [66], le degré de 
gonflement [65,66], le degré de polymérisation et la taille des particules. Ces paramètres ainsi 
que leurs méthodes de détermination sont présentés dans la partie suivante. 
 

2.2. Paramètres structuraux caractéristiques des substrats cellulosiques 
 

 Le degré de polymérisation  2.2.1.
 

Il existe différentes méthodes de détermination du degré de polymérisation de la 
cellulose: 

- la méthode chimique qui permet de calculer le degré de polymérisation à partir du 
nombre de chaînes de cellulose déterminé par dosage des groupements réducteurs présents en 
bouts de chaînes grâce à un dosage chimique et de la teneur en cellulose de l'échantillon mesurée 
par hydrolyse acide, 

- la mesure de la viscosité intrinsèque de la cellulose après dissolution de celle-ci dans un 
solvant organométallique ou en la convertissant dans un dérivé soluble dans un solvant organique 
(nitrate ou tricarbanilate). La viscosité est ensuite directement corrélée au degré de 
polymérisation, 

- la détermination de la distribution de taille des chaînes de celluloses par 
chromatographie d'exclusion stérique (GPC). A l’instar de la mesure de la viscosité intrinsèque, 
cette méthode nécessite la dissolution des chaînes de la cellulose dans un solvant approprié, tel 
des mélanges LiCl/DMAC ou leur dérivation en cellulose tricarbanilates par réaction avec du 
phénylisocyanate dans le THF. 

La détermination du degré de polymérisation n'est pas facile et une étude approfondie des 
différentes méthodes disponibles est donc nécessaire afin de vérifier leur pertinence et leur 

Particule 
(Largeur 1 – 50 µm, Longueur 10-100 µm)

Chaîne de glucose
(longueur : 0,2 µm)

Microfibrilles
(Largeur 3,5 nm,Longueur 0,2 µm)
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gamme de validité. Pala et al [67] ont comparé les trois méthodes de détermination du degré de 
polymérisation. La mesure de la viscosité semble être la méthode la moins sensible pour suivre 
l'évolution du degré de polymérisation. La méthode chimique semble être plus sensible mais peut 
être biaisée par des problèmes d'accessibilité des chaînes lors du dosage des groupements 
réducteurs. Enfin, la méthode par GPC permet d'avoir plus d'informations sur la distribution de 
taille des chaînes mais l'influence de l'étape de dérivation de la cellulose sur son degré de 
polymérisation est encore mal connue 

 
  La cristallinité 2.2.2.

 

La cristallinité est le plus souvent déterminée par diffraction des rayons X de la cellulose 
solide sous forme de poudre. Le spectre de diffraction présente deux pics d'intensités différentes, 
l'un correspondant à la fraction cristalline et l'autre à la fraction amorphe. La Figure 1-7 présente 
un exemple de spectre de diffraction de la cellulose Avicel PH101 [68] ainsi que l'équation 
utilisée pour le calcul de l'indice de cristallinité. 

 

 
Figure 1-7: Exemple de spectre de diffraction et calcul de l'indice de cristallinité 

 

L'indice de cristallinité peut également être déterminé par RMN du 13C sur de la cellulose 
solide. Le degré de cristallinité est alors calculé comme le ratio entre l'aire sous la courbe pour 
des déplacements chimiques (δ) comprise entre 86,0 et 92,0 ppm et l'aire entre 80,0 et 92,0 ppm, 
la zone entre 86 et 92 ppm étant considérée comme la zone amorphe [69].  

Park et al [70] ont comparé les deux méthodes d'analyse et de calcul de l'indice de 
cristallinité sur douze types de cellulose et ont montré que la valeur de l'indice de cristallinité 
dépendait de la méthode utilisée, les valeurs déterminées avec la diffraction des rayons X étant 
systématiquement supérieures à celles déterminées par RMN. Ils ont montré que pour environ 80 
publications, l'indice de cristallinité de la cellulose Avicel PH101 était compris entre 50% et 
90%. 
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 La surface spécifique 2.2.3.

 

La surface spécifique correspond à la surface disponible par unité de masse et prend en 
compte la porosité du solide. Elle est souvent mesurée par adsorption de N2 sur la surface et par 
application du modèle BET. Cependant, cette méthode est peu exploitable pour identifier 
l'accessibilité des enzymes à la cellulose, la taille des enzymes étant très supérieure à celle du 
diazote. De plus cette mesure est réalisée sur cellulose sèche ce qui est peu représentatif de son 
état dans le milieu réactionnel. Une autre méthode de mesure de la surface spécifique utilise la 
technique de l'exclusion de soluté [66]. Cette technique semble plus réaliste car la mesure de la 
surface spécifique est directement faite sur substrat hydraté dans un solvant et les solutés utilisés 
peuvent avoir une taille plus proche de celle des enzymes mais permet uniquement une 
détermination semi-quantitative de la porosité. 

Des mesures par diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) ont également été 
réalisées par Penttilä el al [71] afin de caractériser la surface spécifique de la cellulose. En effet, 
les mesures de SAXS permettent de caractériser l'interface entre deux phases comme par 
exemple la cellulose et un solvant. Dans le cas d'une surface lisse, la loi de Porod peut être 
appliquée et il est possible de calculer la surface spécifique du système. Une méthode analogue 
de diffusion des neutrons aux petits angles (SANS) a également été utilisé par Kent et al [72] 
avec pour même objectif la caractérisation de la surface de la cellulose. Ces méthodes de 
diffusions aux petits angles semblent plus appropriées à la caractérisation de la nanostructure de 
la cellulose. 

 

 Le degré de gonflement  2.2.4.
 

La structure de la cellulose est profondément influencée par la présence d'eau. En effet, 
les chaînes de celluloses sont liées entre elles par des liaisons hydrogène et l'insertion de 
molécules d'eau peut changer l'arrangement cristallin de la cellulose. Cette propriété est 
importante car l'hydrolyse enzymatique est conduite en milieu aqueux. La méthode papetière 
permettant la mesure de la quantité d’eau retenue par la cellulose (VRE – Norme ISO 
23714.2007) peut être utilisée pour évaluer cette propriété. Cette valeur correspond au rapport de 
la masse d'eau retenue après centrifugation sur la masse sèche de ce même échantillon séché à 
l'étuve. 
 

 La taille des particules 2.2.5.

 
La taille des particules semble être un paramètre critique de l'hydrolyse enzymatique de la 

cellulose [71,73]. Des méthodes de microscopie électronique ont déjà été utilisées pour évaluer 
les différences de taille des particules et plusieurs auteurs ont observé une diminution de la taille 
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des particules au cours de l'hydrolyse [71,74]. Ces méthodes de microscopie électronique 
nécessitent que les particules soient bien dispersées et qu'il n'y ait pas de problèmes d'agrégation.  
Peu de données sont disponibles dans la littérature quant au nombre de clichés utilisés pour ses 
analyses. Park et al [75] utilise le Fiber Quality Analyser (FQA) qui permet de mesurer des 
particules de quelques dizaines de microns de diamètre et de quelques millimètres de longueur, 
mais là aussi, aucune donnée statistique n'est disponible concernant le nombre de particules 
analysées pour déterminer leurs tailles. De plus, cet appareil ne peut être utilisé pour mesurer la 
taille des particules de la cellulose Avicel car celle-ci sont trop petites. Enfin, Fan et al [66] ont 
également constaté une diminution de la taille en utilisant un appareillage analogue qui compte 
pour chaque échantillon entre 36000 et 72000 particules. 

Même si la taille des particules est un facteur influençant l'hydrolyse enzymatique de la 
cellulose, il n'y a pas de méthodes identifiées pour déterminer de manière précise ce paramètre.  
 

2.3. Influence des paramètres structuraux sur l'hydrolyse enzymatique 
 
 L'influence de différents paramètres morphologiques et structuraux sur l'hydrolyse 
enzymatique a déjà été étudiée dans la littérature. Le Tableau 1-2 présente une synthèse des 
résultats obtenus sur substrat cellulosique. 
 

Tableau 1-2: Influence des paramètres morphologiques sur l'hydrolyse enzymatique 

Paramètres Enzymes Substrat Discussion Ref 

Cristallinité 

 

Aire spécifique 

T reesei 

QM 9414 

Avicel PH101 

Avicel PH 105 

SolkaFloc 

Cristallinité ↑ → VH ↓ 

 

Aire spécifique ↑ →  VH ↑ 

[66] 

Séchage + 

réhydratation 

 

Cristallinité 

T reesei 

CBHI 

(Spezyme CP) 

Avicel PH102 

Papier Filtre * 

Cellulose DMSO 

Séchage ↑ → VH ↓ 

(↓ accessibilité) 

 

Cristallinité ↑ → VH ↓ + ADS ↑ 

[65] 

Cristallinité 

T.reesei 

(Celluclast) 

+ β-glucosidase 

(Sigma G0395) 

Avicel PH101 

Avicel Acide 

Avicel Organosolv 

Avicel Ammoniac 

Cristallinité ↑ → VH identique 

 
[76] 

Cristallinité 
T. reesei   

+ β-glucosidase 
Avicel PH101 

Avicel H3PO4 

Cristallinité ↑→ VH initiale ↓  + 

ADS identique 
[77] 

Degré de 

polymérisation 
T.reesei 

Hydrocellulose 

Avicel 

Cotton (DP 2200) 

Cotton (DP 3200) 

DP ↑ → VH ↓ [78] 

* Papier filtre: Whatman N°1; VH: Vitesse d'Hydrolyse; ADS: Adsorption; DP: Degré de Polymérisation 
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2.4. Évolution des paramètres morphologiques et structuraux au cours de 
l'hydrolyse 

 
Les propriétés morphologiques du substrat influent sur sa réactivité lors de l'hydrolyse 

enzymatique. Afin de mieux cerner les mécanismes d'action des enzymes sur la cellulose, il est 
intéressant d'étudier l'évolution des propriétés morphologiques du substrat au cours de la réaction 
d'hydrolyse. Deux options se présentent: des analyses in situ ou des analyses de substrats 
partiellement hydrolysés. La deuxième option est généralement privilégiée car de nombreuses 
méthodes d'analyse nécessitent de travailler sur un substrat sec. 

 
  A l'échelle moléculaire 2.4.1.

 
A l'échelle moléculaire, l'hydrolyse enzymatique de la cellulose par les endoglucanases se 

traduit par une diminution du degré de polymérisation de la cellulose. Cependant, il n'existe pas 
de méthode fiable permettant la détermination du degré de polymérisation et les méthodes 
analytiques disponibles peuvent uniquement être utilisées à titre comparatif.  

Plusieurs auteurs [74,79-81] ont montré en utilisant la méthode de dosage chimique des 
bouts de chaines que le degré de polymérisation moyen de la cellulose diminuait lors de la 
conversion du substrat. Cependant, d'autres auteurs [82,83] ont montré que la réduction du degré 
de polymérisation était très faible pendant l'hydrolyse enzymatique. Ils ont également comparé 
ces résultats avec des mesures de diminution du degré de polymérisation lors d'une hydrolyse 
acide et ont prouvé qu'il était peu touché par l'hydrolyse enzymatique. Ces résultats indiquent que 
lors de l'hydrolyse enzymatique, la réaction de dépolymérisation de la cellulose a lieu à la surface 
des fibres, d'où le faible impact sur le degré de polymérisation moyen. De plus, contrairement à 
l'acide, les enzymes ne sont pas capables de pénétrer à l'intérieur des fibres et ne peuvent pas 
entraîner une diminution drastique de la taille moyenne des chaînes de cellulose.  

 
  A l'échelle nanométrique 2.4.2.

 
A l'échelle nanométrique, la cellulose peut être caractérisée par son indice de cristallinité. 

Il a été montré que la cristallinité avait un fort impact sur la vitesse initiale de l'hydrolyse 
enzymatique. La cellulose est souvent représentée par une structure composée de zone amorphe 
facilement hydrolysable et une zone cristalline plus réfractaire, l'attaque préférentielle de la zone 
amorphe devrait donc se traduire par une augmentation de l'indice de cristallinité. Cependant, les 
variations de l'indice de cristallinité au cours de l'hydrolyse enzymatique ne sont pas clairement 
établies. En effet, Chen el col [81] ont trouvé une augmentation de 2.6% de l'indice de 
cristallinité après 18% de conversion et Wang et al [73] ont montré une augmentation de 2% 
après 6 jours d'hydrolyse de fibres de coton soit 50% de conversion. De plus, d'autres auteurs ont 
montré que l'indice de cristallinité de la cellulose restait constant au cours de l'hydrolyse [71,77]. 
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Étant donnée la précision de la détermination de l'indice de cristallinité [68], il ne semble pas que 
des variations notables de la cristallinité aient lieu au cours de la cellulolyse. L'hypothèse de 
l'attaque préférentielle de la phase amorphe par les enzymes est donc fortement remise en cause 
et il semblerait que les deux phases soient hydrolysées de manière similaire. De plus en 
considérant que les zones amorphes sont situées à la surface de microfibrilles [58], et que la 
réaction d'hydrolyse a lieu à la surface des fibres, la proportion de microfibrilles et par 
conséquent de zones amorphes doit rester constante ce qui se traduit bien par une conservation de 
l'indice de cristallinité.  

 
D'autres techniques ont également été utilisées pour évaluer les changements de structures 

de la cellulose à l'échelle nanométrique. Les méthodes de diffusion des rayons X [71] et des 
neutrons [72] aux petits angles ont permis de caractériser la surface de la cellulose. Les 
changements d'intensité diffusée aux petites valeurs du vecteur d'onde (q) ont permis de mettre 
en évidence une augmentation de la surface spécifique pendant d'hydrolyse enzymatique 
probablement due à l'érosion des particules ou à la séparation des agglomérats de particules. De 
plus, l'absence de changement d'intensité diffusée pour des grandes valeurs de vecteur d'onde 
conforte l'idée que les enzymes agissent uniquement à la surface de la cellulose.  

 
 A l'échelle micrométrique 2.4.3.

 
Grâce aux mesures de microscopie électronique, plusieurs auteurs [73,83] ont observé une 

forte diminution de la taille des particules de cellulose après plusieurs heures d'hydrolyse 
enzymatique. De même, Park et al [75] ont montré que la longueur des particules passait de 
2.5mm à 0.33mm après 240 minutes d'hydrolyse à forte concentration en enzymes. La taille des 
particules semble donc être un paramètre qui évolue fortement au cours de l'hydrolyse 
enzymatique. 
 

Conclusion sur le substrat cellulosique: 

 
L'observation de l'évolution des paramètres structuraux du substrat au cours de 

l'hydrolyse permet d'améliorer la compréhension des mécanismes réactionnels mis en jeu. Les 
études présentées dans la littérature se limitent généralement à l'observation du substrat à une 
seule échelle et conduisent à des résultats plus ou moins contradictoires. Aucune étude n'a été 
menée pour observer l'évolution de la structure de la cellulose de l'échelle moléculaire à l'échelle 
micrométrique en passant par l'échelle nanométrique: c'est ce que nous nous proposons de 
réaliser afin de compléter ces résultats.  



- Chapitre 1: Étude bibliographique - 
 

 27

 
3.  Phénomènes limitant l'hydrolyse enzymatique 
 

L'hydrolyse enzymatique de la cellulose est dépendante de la réactivité des enzymes et du 
substrat. Quels que soient les enzymes et le substrat utilisés, une forte diminution de la vitesse de 
réaction est observée au cours de la conversion. Plusieurs facteurs peuvent être responsables de 
cette diminution et ils sont souvent classés en deux catégories: ceux liés aux enzymes et ceux liés 
au substrat. Il est cependant très compliqué d'isoler et de quantifier l'impact de chaque facteur. 
 

3.1. Influence des facteurs liés aux enzymes 
 

Plusieurs facteurs liés aux enzymes semblent influencer la vitesse d'hydrolyse. Outre le 
type d'enzymes et la concentration utilisée, la forte diminution de la vitesse d'hydrolyse pourrait 
être due : 
• à l'inhibition des enzymes par les produits de réaction 
• à la désactivation ou l'adsorption non productive des enzymes 

 
L'inhibition par les produits de réaction est souvent considérée comme un paramètre 

important. Les enzymes cellulolytiques, principalement les cellobiohydrolases et les 
endoglucanases, sont connues pour être inhibées par le cellobiose, et dans une moindre mesure, 
par le glucose. L'effet de l'inhibition par les produits de réaction a déjà été présenté pour chaque 
enzyme mais des incertitudes restent à être levées concernant le type d'inhibition (compétitive ou 
non–compétitive). En effet, l'utilisation de fortes concentrations en glucose ou en cellobiose 
interfère avec les mesures de concentrations en produit de réaction et il est difficile d'obtenir des 
résultats probants.  
 

La dégradation mécanique [84] ou l'inactivation des enzymes [85] semblent également 
être des raisons expliquant la forte diminution de la vitesse d'hydrolyse durant la conversion. 
Converse et al [85] ont obtenu de bons résultats en développant un modèle cinétique prenant en 
compte la désactivation des enzymes. Il est cependant extrêmement difficile de mesurer l'impact 
de la désactivation des enzymes sur la vitesse de réaction car ce phénomène est forcément couplé 
à d'autres, et plus particulièrement à l'inhibition des enzymes par les produits. D'autres auteurs 
[86] pensent que l'inactivation des enzymes se fait par une adsorption non productive des 
enzymes sur le substrat. Ils proposent une méthode de détermination de la proportion 
d'adsorption productive (enzymes capables d'hydrolyser les liaisons β-glucosidiques) et 
d'adsorption non productive (enzymes uniquement fixées par le Cellulose Binding Domain qui ne 
participent pas à la réaction) à l'état initial. Cette méthode, basée sur la dépendance de la vitesse 
initiale d'hydrolyse à la concentration en cellulases et en cellulose, nécessite cependant de 
nombreuses manipulations et notamment à fortes concentrations en enzymes afin de saturer le 
substrat.  
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3.2. Influence des facteurs liés au substrat 
 

Il a été montré dans les paragraphes précédents que les paramètres morphologiques et 
structuraux avaient une influence sur la vitesse initiale d'hydrolyse et que certains d'entre eux 
évoluaient au cours de la conversion. Certains auteurs [87] suggèrent que les parties les plus 
"accessibles" sont hydrolysées en premier, les enzymes délaissant les parties les plus réfractaires. 
Arrêter l'hydrolyse enzymatique puis redémarrer la réaction avec des enzymes fraîches peut être 
une bonne méthode pour évaluer la perte de réactivité du substrat au cours de la conversion. 
Desai et al [88] ont fait des tests de redémarrage de l'hydrolyse enzymatique sur du bois dur et 
ont montré que la vitesse de redémarrage était inférieure à la vitesse initiale d'hydrolyse mais 
supérieure à la vitesse de réaction au moment de l'arrêt de la réaction. Wang et al [73] ont 
également observé une diminution de plus de 20% de la vitesse d'hydrolyse après arrêt et 
redémarrage de la réaction sur des fibres de cotton. Il semblerait que la réactivité intrinsèque du 
substrat diminue pendant la réaction et ce phénomène pourrait expliquer une partie de la forte 
diminution de la vitesse d'hydrolyse pendant la conversion. Cependant, ces résultats sont à 
nuancer car il semblerait que la diminution de la réactivité dépende du type de substrat. En effet, 
Yang et al [89] ont montré que la réactivité de la cellulose Avicel était identique quel que soit le 
temps d'hydrolyse subi par la cellulose et conclu que la diminution de la vitesse d'hydrolyse ne 
peut pas être due à une perte de réactivité du substrat. 
 

Certaines propriétés morphologiques du substrat sont clairement altérées par l'hydrolyse 
enzymatique mais il semble difficile de corréler ses évolutions avec un changement de réactivité 
du substrat. Il semblerait, pour certains auteurs, que des parties très réactives soient hydrolysées 
en premier laissant un substrat plus réfractaire à l'hydrolyse enzymatique tandis que d'autres 
travaux ont montré que la réactivité du substrat était identique quel que soit le taux de conversion 
subit par le substrat.  
 

Conclusion sur les phénomènes limitant l'hydrolyse 
 

Les facteurs susceptibles d'entraîner une diminution de la vitesse d'hydrolyse enzymatique 
pendant la conversion sont nombreux. La difficulté majeure est liée à la capacité d'isoler chaque 
phénomène afin de quantifier son impact sur l'hydrolyse. 

Il est important de noter que les phénomènes responsables de la chute de la vitesse 
d'hydrolyse sont à la fois liés aux enzymes, et à la fois liés au substrat. Il est donc fondamental de 
développer un modèle cinétique permettant une bonne description des activités enzymatiques et 
du substrat. 
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4.  Modélisation cinétique de l'hydrolyse enzymatique 
 

4.1. Généralité sur les modèles cinétiques 
 

Les publications relatives à la modélisation cinétique sont assez nombreuses comme le 
décrivent Zhang et Lynd [87] ou plus récemment Bansal et al [90] dans leurs revues. On peut 
distinguer quatre grands types de modèle cinétique: les modèles empiriques, les modèles basés 
sur l'équation de Michaelis-Menten, les modèles mécanistiques et les modèles prenant en compte 
la structure du substrat. 

Les modèles empiriques sont basés sur des corrélations. Cependant, l'utilisation de ce type 
de modèle est souvent limitée aux conditions qui ont permis de le développer et ne permettent 
pas d'expliquer les mécanismes impliqués dans l'hydrolyse. L'utilisation de ce type de modèle 
n'ayant pas d'intérêt dans notre cas, ils ne seront pas décrits dans cette partie.  

 

Les modèles basés sur l'équation de Michaelis-Menten sont valables pour décrire des 
réactions en phase homogène mais ne permettent pas de prendre en compte l'adsorption des 
enzymes lors de l'hydrolyse de substrats insolubles. Ils peuvent donc être utilisés pour la 
description de l'activité de la β-glucosidase mais sont peu adaptés pour décrire l'activité des 
cellobiohydrolases et des endoglucanases.  

Des modèles mécanistiques, plus complets, ont donc été développés afin de décrire les 
phénomènes d'adsorption des enzymes sur le substrat, utilisant majoritairement le modèle de 
Langmuir. Ce type de modèle permet de prendre en compte à la fois l'adsorption de l'enzyme sur 
le substrat et la capacité de l'enzyme à hydrolyser le substrat.  

Enfin, des modèles prenant en compte la structure du substrat ont également été 
développés afin de décrire l'influence de la morphologie du substrat sur la réaction d'hydrolyse. 
En effet, la vitesse d'hydrolyse dépend des paramètres intrinsèques des enzymes mais également 
de la réactivité du substrat.  

 
Le Tableau 1-3 présente les différents types de modèles développés dans la littérature 

ainsi que leurs avantages et leurs limitations. Les différents types de modèles utilisés dans la 
littérature vont être détaillés dans la suite de cette partie. On s'intéressera dans un premier temps 
à la modélisation de la cinétique en phase homogène à travers le modèle de Michaelis-Menten. 
Puis, les modèles utilisés pour expliquer la cinétique des cellobiohydrolases et endoglucanases 
seront décrits. Enfin, les modèles globaux de l'hydrolyse enzymatique de la cellulose seront 
explicités. 
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Tableau 1-3: Classification des modèles cinétiques développés dans la littérature 

Modèle Description Avantages / Limitations 

Empirique Basé sur une approche corrélative 
Applicable uniquement dans les conditions développées 

Ne permet pas la compréhension des mécanismes mis en jeu 

Michaelis- 

Menten 

Basé sur la formation d'un 

complexe enzyme / substrat 

Valable uniquement en milieu homogène 

Ne prend pas en compte l'adsorption des enzymes 

Mécanistique 

Prise en compte de l'adsorption 

des enzymes sur le substrat 

Description de la cinétique 

Permet une meilleure compréhension des mécanismes 

réactionnels 

Problème de validation des hypothèses d'adsorption 

Basé sur la 

structure 

Prise en compte des paramètres 

morphologiques du substrat 
Compréhension des interactions enzymes / substrat 

 
  

4.2. Cinétique en phase homogène  
  

 Modèle de Michaelis-Menten 4.2.1.
 

Les réactions d'hydrolyse en phase homogène comme l'hydrolyse du cellobiose par la β-
glucosidase peuvent être modélisées par l'équation de Michaelis-Menten [91]. Cette équation est 
basée sur le schéma réactionnel suivant: 

 
Avec: 
 E: Enzyme libre; S: Substrat; ES: Complexe Enzyme/Substrat; P: Produit 
 

La vitesse réactionnelle est donc proportionnelle à la quantité de complexes 
Enzyme/Substrat formés: 

 (1) 

En appliquant l'hypothèse de l'état quasi stationnaire pour le complexe ES, on a: 
 

 d'où  (2) 

Le bilan de matière sur l'enzyme permet d'obtenir l'équation suivante: 
 

 (3) 
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La combinaison de l'équation (2) et (3) permet d'obtenir une expression de la 

concentration en complexe ES: 

(4) 

  
L'équation de la vitesse est donc la suivante (5) et la vitesse initiale est exprimée par 

l'équation suivante (6): 
 

� = �������	�

�� = 
��	�


���	� (5) → ���� = �������	��

���	�� = 
��	��


���	�� (6) 

 
Plusieurs linéarisations existent pour représenter cette équation de vitesse et sont 

présentées dans le Tableau 1-4. 
 

La linéarisation de Hanes utilise le ratio [S]/rini et permet de refléter fidèlement les erreurs 
commises sur la détermination de la vitesse initiale et ce sur une large gamme de concentrations 
en substrat [92]. Cependant, de nombreux auteurs utilisent la linéarisation de Lineweaver et Burk 
même si les erreurs expérimentales commises sur les petites valeurs de v induisent une forte 
déviation sur la détermination des paramètres Vm et Km. 

•  

Tableau 1-4: Linéarisation possible pour la détermination des constantes cinétiques de Michaelis-Menten 

Linéarisation de Hanes Linéarisation de Lineweaver et Burk 
���
���� =

��
�� + 1

�� ��� 
1
���� =

1
�� + ���� . 1��� 

 

Enfin, l'équation de Michaelis-Menten présentée ne prend pas en compte l'inhibition par 
le produit. Plusieurs types de modèle d'inhibition ont été proposés et sont récapitulés dans le 
Tableau 1-5. L'utilisation de la linéarisation de Lineweaver et Burk  permet de discriminer 
graphiquement le type d'inhibition. 
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+
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Tableau 1-5: Réacapitulatif des modèles d'inhibtion 

Inhibition Compétitive 
(C) 

Inhibition Non Compétitive 
(NC) 

Inhibition InCompétitive (UC) 

 
  

Empêche la liaison E /S Formation d'un complexe ESP 
Sites différents sur l'enzyme Inhibiteur se lie sur le complexe ES 

����� ������
�� �1 + ������ + ���

�
 

�����

������
�1 + ������
�� + ����  

����� ������
�� + ���� �1 + ������

 

Modification de Km, 
Pas de modification de V 

Modification de V 
Pas de modification de Km Modification de Km et V 

Point d'intersection sur l'axe des 
ordonnées (0; 1/V) 

Point d'intersection sur l'axe des 
abscisses (- 1/Km;0) Droites parallèles entre elles 

  
 Modélisation de l'action de la β-glucosidase 4.2.2.

 

Le modèle de Michaelis-Menten est classiquement utilisé pour modéliser la cinétique de 
la β-glucosidase et la détermination des paramètres cinétiques de Michaelis-Menten constitue un 
critère de comparaison des enzymes. Elle a été envisagée sur deux types de substrat: 

 

-  le cellobiose qui est le substrat naturel  
- le p-nitrophényl-β-D-glucopyranoside (pNPG) qui est constitué d'une molécule de 

glucose liée à un groupement nitrophényl, en position béta. Lors de l'hydrolyse, il y a libération 
d'une molécule de p-nitrophenol, facilement quantifiable par spectrophotométrie. 

 

Le substrat chromophore est souvent préféré au substrat naturel afin de simplifier les 
manipulations, les mesures cinétiques étant effectuées par spectrophotométrie.  

 

Le Tableau 1-6 présente un récapitulatif des paramètres de Michaelis-Menten déterminés 
dans la littérature. L'enzyme présente une meilleure affinité pour le pNPG que pour le cellobiose 
(constante de Michaelis-Menten 3 à 12 fois plus faible sur pNPG que sur cellobiose [41,92-94]) 
et ceci quelle que soit la souche. Cependant, la constante de Michaelis-Menten semble dépendre 
de la purification subie par l'enzyme. Il n'est pas possible de tirer d'autres conclusions, en 
particulier sur la comparaison entre l'enzyme sécrétée par A. niger et celle par T. reesei. Enfin, 
Himmel et al [95] ont montré qu'il y avait deux β-glucosidases différentes sécrétées par A. niger. 

E + S ES E + P
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Cependant, ils ont prouvé que ces deux formes ne différaient que par le nombre de 
carbohydrates, et qu'elles avaient des propriétés cinétiques proches. 

Tableau 1-6: Tableau récapitulatif des paramètres cinétiques da la β-glucosidase 

Enzyme 
T 

 (°C) 

Energies 

d'activation 

(Ea) 

(kJ.mol-1) 

Substrat Inhibition 
Km 

(mM) 

Kp 

(mM) 
Km/Kp Ref 

A niger 

Novozym 188 
50 - pNPG - 

0.46 

0.36 

- 

- 

- 

- 
[95] 

A niger 

Sigma 
25 - 

pNPG 

Cellobiose 
C 

1 

2,7 

3 

- 

0.33 

- 
[93] 

A niger 

Novozym 188 

50 

20-80 
52.5 

pNPG 

Cellobiose 
C 

1.03 

5.63 

3.0 

- 

0.34 

- 
[41] 

Culture 

A niger 
30 - pNPG C 0.64 3.4 0.19 [96] 

A niger 

Novozym 188 
50 46 Cellobiose C - UC - NC  + S - - - [42] 

A niger 

Cellobiase 250L 

T reesei 

Rut-C-30 

50 - Cellobiose C  + S 

1,66 

 

0.153 

2,87 

 

0.212 

0.57 

 

0.72 

[44] 

T reesei 

culture 
50 - 

pNPG 

Cellobiose 
C 

0.182 

2.10 

0.624 

- 

0.29 

- 
[92] 

T reesei 

QM9414 

culture 

40 - 
pNPG 

Cellobiose 
C 

0.102 

1.25 

0.7 

- 

0.14 

- 
[94] 

C – Compétitive, UC – Incompétitive, NC – Non compétitive, S – Inhibition par le substrat 

 
4.3. Cinétique en phase hétérogène 

 
 Le modèle de Michaelis- Menten 4.3.1.

 
 Même si le modèle de Michaelis-Menten ne permet que de décrire la cinétique en milieu 
homogène, il reste utilisé par de nombreux auteurs pour décrire la cinétique des enzymes sur 
substrat solide. Bezerra et al [32] ont étudié huit modèles de Michaelis-Menten modifiés pour 
caractériser la cinétique de dégradation de l'Avicel par CBHI et ont montré que le modèle 
d'inhibition compétitive par le cellobiose permettait une bonne description de la cinétique. Le 
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Tableau 1-7 présente les constantes de Michaelis-Menten publiées dans la littérature pour 
différentes enzymes de T. reesei sur des substrats cellulosiques. L'utilisation de ce modèle reste 
cependant très controversée car il ne permet pas de décrire l'adsorption des enzymes sur le 
substrat. Son utilisation est donc limitée et des modèles de type "Langmuir" lui ont souvent été 
préférés. 

Tableau 1-7: Paramètres de Michaelis-Menten déterminés pour les enzymes cellulolytiques de T. reesei 

Enzymes Substrat kcat  (h
-1) Km (µM) Inhibition Ki (µM) Ref 

CBHI + BGL 

CBHII + BGL 

EGI + BGL 

Whatman 

0,022 

0,026 

0,0086 

4,243 

3,301 

0,095 

- 
 

- 

 

[97] 

CBHI Avicel 
1 

2 

4400 

3800 

- 

Compétitive 

- 

41 
[32] 

 
 

Nidetzky et al [97] propose de modéliser la synergie entre les enzymes en utilisant un 
modèle de Michaelis-Menten modifié en ajoutant un terme de synergie: 
 

 
 

où r(E1,E2) représente la vitesse d'hydrolyse en présence des deux enzymes, r(E1) et r(E2), les 
vitesses individuelles d'hydrolyse des enzymes E1 et E2 et rsyn la vitesse d'hydrolyse due à la 
synergie. Dans leur cas, les expressions des vitesses sont les suivantes: 
 

 

 
Cependant, cette expression ne fournit pas d'explication mécanistique aux phénomènes de 

synergie. 
 
 

 Modèle cinétique de type "Langmuir" 4.3.2.
 

L'adsorption des enzymes sur la cellulose a été largement étudiée, le plus souvent en 
mesurant des isothermes d'adsorption. Pour rappel, l'isotherme d'adsorption est la courbe qui relie 
la quantité de composé adsorbée sur un solide en fonction de la concentration du composé 
adsorbable dans le fluide en contact [98]. Plusieurs modèles peuvent être considérés pour décrire 
l'isotherme, le plus communément utilisé étant l'isotherme de Langmuir à un ou deux sites. Les 
équations appliquées à ces deux modèles sont décrites dans le Tableau 1-8.  

( ) ( ) ( ) ( )212121 ,, EErErErEEr syn++=

( ) [ ]
[ ]

( ) [ ][ ]
[ ] [ ] [ ][ ]21122121

21
max,21max ....

.
,

EEEKEKKK

EE
VEEret

KE

E
VEr

EEEE
synsyn

Eii

i
i +++

=
+

=



- Chapitre 1: Étude bibliographique - 
 

 35

 
Tableau 1-8: Modèle de Langmuir 

Équation du modèle de Langmuir à un site Équation du modèle de Langmuir à deux sites 

  

 
Avec: q: Quantité d'enzymes liées (mol.gavicel

-1); q max: Nombre de sites (mol.gavicel
-1);  

 [E]: Concentration d'enzymes libres à l'équilibre (M);Kd: Constante de dissociation (M) 
 

L'adsorption de CBHI et CBHII sur la cellulose (Avicel) a aussi été étudiée dans la 
littérature afin de déterminer les isothermes d'adsorption des enzymes pures. Le tracé de 
l'isotherme d'adsorption se fait généralement à 4°C [21,46,99] afin de limiter au maximum la 
réaction d'hydrolyse ou à température ambiante [24,100]. Plusieurs modèles comme Langmuir (à 
un ou deux sites) ou Freundlich ont été utilisés pour modéliser l'isotherme d'adsorption, le 
modèle de Langmuir à deux sites donnant les meilleurs résultats. En effet, Igarashi et al [14,101] 
justifient l'existence de deux types d'interactions enzyme/substrat: la liaison 'productive' où 
l'enzyme est liée par le Cellulose Binding Domain (CBD) et le domaine catalytique (CD), et la 
liaison 'non productive' où l'enzyme est uniquement liée au substrat par le CBD. La liaison 
'productive' correspondrait au site ayant la plus grande affinité tandis que la liaison 'non 
productive' correspondrait au site ayant la plus faible affinité. Le Tableau 1-9 présente les 
paramètres de Langmuir déterminés pour CBHI et CBHII.  
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Tableau 1-9: Paramètres obtenus pour le modèle de Langmuir à un ou deux sites pour l'adsorption de CBHs 

de T. reesei sur AVICEL 

Enzyme Substrat T qmax1 
qmax2 qmax Kd1 

Kd2 Kd Ref 

   µmol.g-1 µM  

CBH I Avicel 

20°C 0,21 0,85 1,1 0,052 6,0 3,6 [24] 

4°C 
0,40 0,64 1,04 0,11 19,4 0,28 

[99] 
- - 0,74 - - 1,07 

4°C 0,24 0,55 0,80 0,04 6,87 0,13 [21] 

5°C 0,047* 0,087* 0,134* 0,005* 0,02* - [48] 

5°C 

30°C 

- 

- 

- 

- 

1,01 

0.86 

- 

- 

- 

- 

3,5 

6,2 
[47] 

CBHII Avicel 

4°C 
0,16 0,41 0,57 0,008 0,53 0,021 

[99] 
- - 0,52 - - 0,52 

5°C 0,016* 0,042* 0,058* 0,0013* 0,012* - [48] 

5°C 

30°C 

- 

- 

- 

- 

0,98 

0,91 

- 

- 

- 

- 

14,9 

18,5 
[47] 

*Résultats calculés avec MCBHI = 52,2 kDa et MCBHII = 47,9 kDa 

La comparaison des résultats obtenus pour CBHI et CBHII dans les mêmes conditions 
[48,99] montre que la capacité d'adsorption de CBHI est supérieure à CBHII, mais l'adsorption 
de CBHII est plus forte. 

Cependant, l'isotherme représente l'état du système à l'équilibre. Selon les auteurs, le 
temps de mise à l'équilibre du système est compris entre 30 et 120 min. Ce phénomène est plutôt 
lent même si on considère que 50% des enzymes sont adsorbées en 3 min [21] et 90% en 10 min 
[24]. 

 
La cinétique des enzymes a ensuite été étudiée mais il est difficile de trouver des 

paramètres cinétiques facilement comparables. Le Tableau 1-10 présente les activités spécifiques 
de CBHI et CBHII déterminées dans la littérature sur un substrat de type Avicel. L'activité 
spécifique semble dépendre des conditions opératoires et de la méthode de purification des 
enzymes. Cependant, en comparant deux études réalisés par le même auteur, les deux enzymes 
semblent posséder une activité proche à 30°C [47,48] et il semblerait que CBHII ait une activité 
d'hydrolyse supérieure à CBHI [39,102].  



- Chapitre 1: Étude bibliographique - 
 

 37

 
Tableau 1-10: Activité spécifique des cellobiohydrolases 

Enzyme Substrat T 
Activité 

spécifique 
Ref 

   µmol.min-1.mg-1 

CBH I Avicel 

30°C 0,0710 [47,48] 

50°C 0,014 [39] 

40°C 0,0175 [102] 

CBH II Avicel 

30°C 0,056 [47,48] 

50°C 0,027 [39] 

40°C 0,0391 [102] 

 
 

4.4. Modèles globaux de l'hydrolyse enzymatique de la cellulose 
 

 Modèles mécanistiques 4.4.1.
 

Okazaki et Moo-Young [103] sont parmi les premiers auteurs à avoir développé un 
modèle mécanistique pour l'hydrolyse enzymatique de la cellulose. Plus récemment, Zhang et 
Lynd [78] ont proposé un autre modèle mécanistique prenant en compte plus de paramètres liés 
aux enzymes et au substrat. Le Tableau 1-11 présente la comparaison de ces deux modèles. 
Concernant la description du substrat, les deux modèles sont basés sur la diminution du degré de 
polymérisation. Le modèle de Zhang et Lynd intègre cependant un paramètre supplémentaire 
pour la modélisation du substrat, le facteur d'accessibilité, mais celui-ci reste constant pendant la 
réaction d'hydrolyse. Concernant les enzymes, le modèle d'Okazaki et Moo-Young prend en 
compte les trois activités enzymatiques connues tandis que le second modèle ne prend pas en 
compte l'activité β-glucosidase. De plus, ce modèle n'intègre pas l'inhibition par les produits de 
réaction alors que sans β-glucosidase, il y a accumulation de cellobiose qui est connu pour 
inhiber plus fortement les enzymes que le glucose [29]. La synergie Endo-Exo est prise en 
compte dans les deux modèles, l'hydrolyse des chaînes par les endoglucanases entraînant la 
libération de nouveaux bouts de chaînes pour l'attaque par les cellobiohydrolases alors que la 
synergie Exo-Exo n'est pas prise en compte, même dans le modèle de Zhang et Lynd où ils font 
la distinction entre les deux formes de cellobiohydrolases. Enfin, le modèle de Okazaki et Moo-
Young utilise le modèle de Michaelis-Menten qui reste peu adapté à la description des activités 
des endoglucanases et des cellobiohydrolases alors que Zhang et Lynd utilise un modèle 
d'adsorption, plus réaliste pour décrire les mécanismes mis en jeu.  
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Tableau 1-11: Détail et comparaison de deux modèles mécanistiques 

 Okazaki et Moo-Young (1978) 
[103] 

Zhang et Lynd (2006) 
[78] 

Enzymes 

 
- Endoglucanase (E1) 
- Cellobiohydrolase (E2) 
- β-glucosidase (E3) 
 

- Endoglucanase (EGI) 
- Cellobiohydrolase I (CBHI) 
- Cellobiohydrolase II (CBHII) 

Modèle 

 
Modèle de Michaelis-Menten 

+ 
Inhibition non compétitive : 

- cellobiose (E1 et E2)  
- glucose (E1, E2 et E3) 
 

Modèle d'adsorption puis réaction 
+ 

Pas d'inhibition 

Substrat - Degré de polymérisation (DP) 

 
- Degré de Polymérisation (DP) 
- Facteur d'accessibilité de la cellulose aux 
cellulases (Fa) 
 

Évolution - Diminution du DP 

 
- Diminution du DP 
- Accessibilité (Fa) constante 
 

Points 
+ 

 
• 3 activités principales représentées 
• Prise en compte de l'inhibition 
• Synergie Endo-Exo 
 

• 2 paramètres pour la description du substrat 
• Modèle d'adsorption 
• Synergie Endo-Exo 

Points 
- 

 
• Modèle de Michaelis-Menten peu adapté pour EG 

et CBH 
• Pas de distinction CBHI – CBHII 
• Pas de considération de la synergie Exo-Exo 
• Un seul paramètre pour la description du substrat 
 

• Manque l'activité β-glucosidase 
• Pas de prise en compte de l'inhibition 
• Pas de considération de la synergie Exo-

Exo 
• Pas d'évolution de l'accessibilité pendant la 

réaction 

 
 

 Modèles prenant en compte la structure du substrat 4.4.2.
 

La majorité des modèles mécanistiques développés dans la littérature sont basés sur la 
diminution du degré de polymérisation [78,103]. Cependant la cellulose possède une organisation 
structurale complexe et représenter la cellulose à l'échelle moléculaire comme des chaînes 
indépendantes ne permet pas de décrire les facteurs principaux qui limitent l'accessibilité du 
substrat. D'autres paramètres permettant la description du substrat, comme la cristallinité ou la 
surface spécifique ont été introduits dans des modèles semi-mécanistiques. 
 

Afin de prendre en compte la différence de réactivité au sein de la cellulose, certains 
auteurs ont développé des modèles qui considèrent une zone amorphe plus réactive et une zone 
cristalline moins réactive [104]. D'autres auteurs [84] vont même jusqu'à considérer que le 
substrat contient une zone réactive et une zone inerte.  
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L'accessibilité des enzymes au substrat est également un paramètre très étudié. 
L'accessibilité peut être caractérisée en terme d'adsorption des enzymes sur le substrat. Certains 
auteurs [78] utilisent la capacité d'adsorption maximale des enzymes pout calculer la fraction de 
liaisons accessibles aux enzymes.  
 

 
 
Où: 
Fa: Facteur d'accessibilité de la cellulose 
α: Surface de cellulose occupée par une cellulase (mol.mol d'enzyme-1) 
Amax:  Concentration maximale d'enzyme adsorbée (mol d'enzyme.gcellulose

-1) 
MWanhydroglucose: Masse molaire d'un glucose anhydre (soit 162 g.mol-1) 

 
L'utilisation de ce paramètre est intéressante car elle permet de prendre en compte que 

toutes les chaînes de cellulose ne sont pas accessibles, du fait de l'organisation structurale de la 
cellulose. 
 

Certains auteurs [73,88] ont également montré que la réactivité du substrat diminuait au 
cours de l'hydrolyse enzymatique. La diminution de la réactivité du substrat a pu être reliée à la 
conversion à travers un facteur de digestibilité relative [105]: 

 
 Avec: - X: taux de conversion de la cellulose 
           - n: constante 
 

Des modèles cinétiques à cœur rétrécissant basés sur la taille des particules ont également 
été développés [106-108]. Ces modèles considèrent la cellulose comme une particule dont le 
volume diminue au cours de la réaction entrainant une diminution de la surface accessible. De 
plus, ils considèrent que le nombre de sites accessibles aux enzymes est proportionnel à la 
surface accessible, et que l'hydrolyse entraîne par conséquent une diminution du nombre de sites 
accessibles. Ainsi en considérant que la vitesse est proportionnelle au nombre de sites 
accessibles, la diminution de la vitesse d'hydrolyse au cours du temps peut être modélisée. Ce 
type de modèle, basé sur la taille des particules, a pour avantage de décrire l'évolution 
macroscopique du substrat cellulosique mais ne permet pas de séparer l'activité d'hydrolyse de 
chaque type d'enzymes. 

 
 Enfin, Xu et al [109]  ont utilisé un modèle fractal pour représenter la cinétique de 

l'hydrolyse enzymatique de la cellulose associé à un modèle prenant en compte le blocage des 
sites de la cellulose par les enzymes adjacentes. Ce type de modèle permet de prendre en compte 

eanhydroglua MWAF cosmax2α=

nX−= 1φ



- Chapitre 1: Étude bibliographique - 
 

 40

 
les phénomènes d'encombrement stérique à la surface de la cellulose qui sont dus au fait que les 
enzymes occupent, par leur taille, plusieurs chaînes de cellulose. 
 

Ces différentes études montrent l'importance de la description du substrat dans la 
modélisation cinétique. Les principaux paramètres structuraux pris en considération pour 
expliciter la réactivité de la cellulose sont: (i) le degré de polymérisation, (ii) la cristallinité, (iii) 
la surface spécifique accessible, (iv) la réactivité du substrat, (v) la taille des particules. 
Cependant, aucun modèle proposé jusqu'à présent ne permet d'avoir une description complète du 
substrat de l'échelle moléculaire à l'échelle macroscopique. 
 

Conclusions sur la modélisation cinétique 
 

Le développement d'un modèle cinétique complet de l'hydrolyse enzymatique doit inclure 
d'une part, par la description de l'activité de chaque type d'enzymes et de leur synergie, et d'autre 
part, par une bonne description de la structure du substrat aux différents niveaux son organisation 
structurale. La description d'un modèle aussi complet n'existe pas dans la littérature. D'autres 
paramètres, comme la désactivation des enzymes ou la perte de réactivité du substrat pourraient 
également être intégrés afin d'améliorer le modèle cinétique. Cependant, il reste difficile 
expérimentalement d'évaluer proprement chaque phénomène.  
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CONCLUSION DE L'ÉTUDE BIBLIOGRAPHIQUE ET SITUATION DU 
SUJET DE RECHERCHE 

 
L'étude bibliographique concernant les enzymes a permis de mettre en évidence qu'il est 

indispensable de dissocier le mode d'action et de déterminer les activités de chaque type 
d'enzymes. L'adsorption des cellobiohydrolases et les endoglucanases sur le substrat solide ainsi 
que l'inhibition de l'ensemble des enzymes par ces produits de réaction (glucose et/ou cellobiose) 
semblent être les deux phénomènes majoritaires qu'il est nécessaire d'évaluer. L'influence de la 
température sera également étudiée par la détermination de l'énergie d'activation des enzymes. 
Cette étude bibliographique a montré des lacunes dans la compréhension des mécanismes de 
synergie entre les différentes enzymes et plus particulièrement la synergie exo-exo. Un effort doit 
être fait afin d'identifier les mécanismes mis en jeu en vue de la modélisation. 
 

La caractérisation du substrat a également été identifiée comme un point critique pour le 
développement du modèle cinétique. Cette étude a montré la nécessité de prendre en compte les 
différents niveaux d'organisation structurale de la cellulose, pour pouvoir décrire le substrat dans 
toute sa complexité. La stratégie d'analyse du substrat choisi consistera à étudier le substrat à 
l'échelle moléculaire par la détermination du degré de polymérisation, à l'échelle nanométrique 
par l'étude de la cristallinité et la taille des microfibrilles, et à l'échelle micrométrique avec la 
mesure de la taille des particules. Par ailleurs, il semble également primordial d'étudier 
l'évolution des paramètres morphologiques du substrat au cours de la réaction pour affiner la 
compréhension des mécanismes réactionnels. Nous nous proposons pour cela de réaliser des tests 
d'arrêts et de redémarrage de l'hydrolyse. Ces tests serviront à suivre l'évolution de la structure et 
de la réactivité du substrat et d'évaluer le changement de réactivité du substrat, qui reste un 
phénomène controversé dans la littérature.  
 

Plusieurs modèles mécanistiques ont déjà été développés dans la littérature mais aucun ne 
fait à la fois une bonne description de la réactivité des enzymes et du substrat. Dans le cadre de 
cette thèse, nous nous proposons de développer un modèle mécanistique détaillé qui décrira 
l'activité intrinsèque de quatre enzymes (CBHI, CBHII, EGI et BGL) représentant les activités 
majoritaires du cocktail sécrété par T. reesei et les phénomènes de synergie entre les enzymes, 
incluant la synergie exo-exo. A partir des résultats obtenus concernant la caractérisation du 
substrat au cours de l'hydrolyse, nous essayerons de proposer un modèle permettant de relier 
paramètres morphologiques et réactivité du substrat de façon à pouvoir décrire de façon 
satisfaisante les résultats obtenus en cinétique initiale et tout au long de la réaction. 





- Chapitre 2: Matériels et Méthodes - 
 

 43

 
Chapitre 2: Matériels et Méthodes 

 

L'étude bibliographique a montré que le développement d'un modèle cinétique de 

l'hydrolyse enzymatique de la cellulose nécessite de déterminer d'une part les paramètres 

cinétiques intrinsèques des enzymes pures et d'autre part l'évolution de la structure et de la 

réactivité du substrat au cours de l'hydrolyse. La première partie de ce chapitre sera consacrée à 

la présentation et la description des enzymes et des substrats choisis pour réaliser l'étude 

cinétique. Les méthodes de purification et de dosages des enzymes seront décrites ainsi que la 

stratégie analytique mise en place pour la caractérisation des substrats. Puis, les tests cinétiques 

effectués et la méthode de préparation de substrat partiellement hydrolysés seront explicités. 

Enfin, le traitement des données cinétiques sera détaillé. 
 
 

1. Les enzymes 
 

 
1.1. Les enzymes étudiées 

 

Actuellement, Trichoderma reesei est pressenti pour produire les cellulases du procédé 
d'éthanol 2G. Cependant, la β-glucosidase représente une faible proportion du cocktail 
cellulolytique de T. reesei et il est souvent supplémenté par de la β-glucosidase sécrétée par 
Aspergillus niger. Les cellulases sélectionnées pour cette étude sont d'une part les enzymes 
produites par une souche génétiquement modifiée T. reesei ibeta [110] d'IFP Energies Nouvelles 
et d'autre part la β-glucosidase d'A. niger produite par la société Novozymes. 

Les enzymes de T. reesei ont été produites dans un fermenteur de 2,5 L, avec dans un 
premier temps, une phase de croissance sur glucose et puis dans un second temps, une phase de 
fed-batch avec un mélange glucose, lactose et xylose. Cette fermentation est référencée sous le 
nom K616, nom qui sera utilisé pour désigner le cocktail enzymatique dans la suite de la thèse. 
Les enzymes présentes dans le cocktail K616 ont tout d'abord été séparées du mycélium par 
centrifugation avant d'être purifiées (méthodes décrites en 1.2) afin de déterminer les paramètres 
cinétiques intrinsèques de chaque enzyme. Quatre enzymes ont été choisies pour reconstituer le 
cocktail réel de T. reesei: deux cellobiohydrolases CBHI et CBHII, une endoglucanase EGI et la 
β-glucosidase BGL_T.  

La β-glucosidase d'A. niger issue de la préparation commerciale SP 188 (Novozymes) a 
également été étudiée et comparée à celle sécrétée par T. reesei. La β-glucosidase d'A. niger sera 
noté BGL_A 
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1.2. Méthode de purification des enzymes 
 

 Purification des EGs et des CBHs 1.2.1.
 

Les endoglucanases et les cellobiohydrolases pures ont été fournies par le Département de 
Biotechnologie. La purification a été réalisée par chromatographie liquide FPLC en deux étapes. 
La première étape consiste à dessaler le surnageant de culture de T. reesei à l'aide d'une colonne 
Hi-trap® (GE Healthcare, Tampon Imidazole 25 mM pH 7,5). Lors de la seconde étape, cet 
échantillon protéique est chargé sur une colonne anionique (MonoQ® ; GE Healthcare) pour 
subir un gradient de pH obtenu à l'aide d'un polybuffer (PB74® ; GE Healthcare).   

Ce gradient de pH va entraîner l'élution de l'ensemble des protéines chargées sur la 
colonne en fonction de leur point isoélectrique (pH pour lequel la charge globale de la protéine 
est nulle). Il est ainsi possible de séparer les principales enzymes cellulolytiques produites par la 
souche industrielle de T. reesei.  

 

 Purification des β-glucosidases 1.2.2.
 

La β-glucosidase commerciale SP188 d'A.niger a été dessalée pour éliminer les 
ingrédients présents dans la formulation industrielle. Une colonne de dessalage (Hi-trap; GE 
Healthcare) équilibrée avec 25 mM d'imidazole à pH 7,6 a été utilisée pour cette étape. 

Étant donnée la faible quantité de β-glucosidase présente dans le cocktail enzymatique de 
T. reesei, une méthode de purification a dû être mise en place pour isoler la β-glucosidase de T. 

reesei. Cette méthode [111] comprend deux étapes principales, une étape de fixation des 
cellulases ayant un Cellulose Binding Domain (CBD) (comprenant les cellobiohydrolases et les 
endoglucanases) sur de l'Avicel PH101 et une étape de purification par Fast Protein Liquid 
Chromatography (FPLC). 
 

1.3. Méthodes de dosage des enzymes 
 

 Méthode de Lowry 1.3.1.
 

La première méthode retenue pour le dosage des enzymes est la méthode de Lowry [112]. 
Cette méthode est basée à la fois sur la réaction de Biuret dans laquelle les liens peptidiques des 
protéines réagissent avec le cuivre dans des conditions alcalines, lequel réagit avec le réactif de 
Folin. La réaction de Folin-Ciocalteau consiste en une réduction du phosphomolibdotungstène en 
hétéropolymolybdène (bleu) par oxydation des acides aminés tyrosine, tryptophane, cystéine et 
histidine, catalysée par le cuivre. La réaction entraîne une coloration bleue foncée qui dépend en 
partie du contenu en tyrosine et tryptophane et dont l'absorbance est lue à 750 nm.. La méthode 
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est sensible à 0.01 mg.mL-1 et est linéaire dans une gamme de 0.1 à 1 mg.mL-1. Le kit utilisé est 
de DC Protein Assay (Biorad). Le standard utilisé est la BSA (Biorad). 

 

Expérimentalement, la réaction est directement effectuée dans des cuves de 
spectrophotomètre. 25 µL de chaque échantillon sont ajoutés dans une cuve (de même pour les 
échantillons de la gamme BSA, le blanc étant fait avec de l'eau). Ensuite 125 µL du réactif A 
sont ajoutés. Après agitation, 1 mL du réactif B est ajouté et après mélange par inversion et 
développement de la réaction pendant 15 minutes, les absorbances sont mesurées à l’aide d’un 
spectrophotomètre UV/visible (Shimadzu UV 1601) à 750 nm.  

 
 

 Méthode de dosage par fluorescence UV  1.3.2.
 

Une seconde méthode de dosage par fluorecence UV a été développée pour mesurer des 
concentrations en enzymes pures inférieures à 100 mg.L-1. La fluorescence UV est basée sur la 
propriété d'une molécule à émettre de la lumière après excitation par une lumière incidente 
(généralement par absorption d'un photon). Après l’excitation, l'intensité de la fluorescence est 
récupérée en se plaçant à 90° par rapport à la lumière incidente. Sous certaines conditions, cette 
intensité peut ensuite être reliée à la concentration de protéines dans la solution. La Figure 2-1 
présente le schéma de principe du spectrophotomètre.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-1: Schéma de principe du spectrophotomètre UV/visible mono faisceau 

 
Lors de l’analyse, l’échantillon est posé sur le porte-cuves. Les photons émis par 

l’échantillon après excitation par une lampe xénon pulsée sont détectés par le photomultiplicateur 
(PMT) dont la sensibilité dépend de la tension qui lui est appliquée. L'avantage majeur de cette 
technologie réside dans la sensibilité du photomultiplicateur qui permet de mesurer des 
concentrations en protéines à très faible teneur.  

 

Pour chaque enzyme purifiée, différentes conditions ont été testées afin de déterminer les 
conditions optimales (longueurs d'onde, sensibilité du détecteur). Le Tableau 2-1 présente les 
paramètres déterminés pour la mesure de la concentration en enzymes purifiées pour les quatre 

Lumière incidente λex Lumière transmise λex

Lumière émise λem (émission 90°C)

Remarque: λex < λem
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enzymes de T. reesei. Dans notre cas, nous avons travaillé avec une longueur d'onde d'excitation 
fixe et le spectre d'émission était enregistré entre 280 et 500 nm avant d'être intégré entre 290 et 
450 nm.  

Tableau 2-1: Paramètres utilisés pour la détermination de la concentration en enzymes par spectroscopie 

 CBHI CBHII EGI BGL_T 

λ excitation 280 nm 

λ émission Entre 280 et 500 nm 

Intégration Intégration de la réponse entre 290 et 450 nm 

PMT detector Sensibilité de 700 

Pente droite étalon 748790 989279 696727 613478 

Ordonnée droite étalon 250 250 250 250 

Concentration min (mg.L-1) 2,3 1,7 2,5 2,8 

Concentration max (mg.L-1) 74 33 45 50 

 
Cette méthode permet donc le dosage des enzymes à très faible teneur, mais présente 

l'inconvénient de ne pouvoir doser que les enzymes pures. En effet, la quantité de photons émis 
est fortement dépendante de la structure de l'enzyme (les pentes des droites étalons variant de 
610000 à 990000 selon l'enzyme) et cette méthode ne peut donc pas être utilisée pour un cocktail 
enzymatique. On remarque également que l'ordonnée à l'origine de la droite étalon n'est pas nulle 
et cette valeur correspond au bruit de fond obtenu lors de l'analyse de l'eau. 

Cette méthode permet de doser les enzymes en mg.L-1. Connaissant les masses molaires 
des enzymes les concentrations en enzyme peuvent ensuite être exprimées en mM.  Le Tableau 
2-2 rassemble les masses molaires des enzymes étudiées.  

Tableau 2-2: Tableau récapitulatif des masses molaires des enzymes 

Enzymes BGL_A BGL_T* CBHI* CBHII* EGI* 

Masse molaire (g.mol-1) 117400 [95] 75300 52200 47900 47900 

*: obtenu à l'aide du logiciel Protparam (http://expasy.org/tools/protparam.html) 
 
2. Les substrats 
 

2.1. Les substrats étudiés 
 

Dans une première phase de la thèse, il a été choisi d'étudier l'activité de chaque enzyme 
sur son substrat de référence. Ainsi, les substrats cellobiose et pNPG (Sigma) ont été utilisés pour 
l'étude de l'activité de la β-glucosidase tandis que l'Avicel PH101® (Fluka) a été préférée pour 
l'étude des cellobiohydrolases et des endoglucanases. 
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La cellulose Avicel a été choisie comme substrat de référence pour l'étude des CBHs et 

des EGS, ainsi que pour l'étude du cocktail enzymatique complet. Malgré un degré de cristallinité 
élevé et un faible degré de polymérisation (environ 300), cette cellulose est l'un des substrats les 
plus étudiés, ce qui permettra de confronter nos résultats avec ceux de la littérature. 

Un second substrat cellulosique a été choisi pour compléter cette étude. Il s'agit d'une pâte 
cellulosique blanchie produite par la méthode bisulfite (PCBB) qui permet d’attendre des puretés 
en cellulose nettement supérieures à celles des pâtes Kraft. Cette pâte cellulosique, produite par 
Tembec Tartas (Tartas, France), est une cellulose moins cristalline qui possède un degré de 
polymérisation plus élevé que l’Avicel PH101. 
 

2.2. Méthode de caractérisation des substrats 
   

La cellulose est une structure complexe présentant différents niveaux d'organisation. La 
section suivante présente les différentes méthodes analytiques utilisées pour sa caractérisation. 
 
 

 Teneur en matière sèche 2.2.1.
 
 La teneur en matière sèche est déterminée par gravimétrie en mesurant la perte de poids 
obtenue après séchage du solide dans une étuve à 105°C pendant au moins 12 heures. La mesure 
est réalisée en duplicate.  
 
 

 Analyse compositionnelle par hydrolyse acide 2.2.2.
  

L'analyse compositionnelle de la cellulose est déterminée en réalisant une hydrolyse acide 
en deux étapes selon le protocole opératoire décrit par le NREL [113], sur un échantillon de 
solide ayant un taux d'humidité inférieur à 10%. 
 La première étape consiste en une hydrolyse à 30°C en présence d'acide sulfurique à 
72%pds pendant 30 minutes. L'acide est ensuite dilué à 4%pds et la deuxième étape d'hydrolyse 
acide est réalisée en autoclave à 121°C pendant 60 minutes. L'hydrolysat est ensuite centrifugé et 
le surnageant est analysé par HPLC afin de mesurer les concentrations en sucres (majoritairement 
glucose et xylose) et de déterminer la teneur en cellulose et hémicellulose. La teneur en lignine 
est quant à elle déterminée en mesurant d'une part le résidu insoluble après la double hydrolyse, 
et en y apportant une correction pour les cendres résiduelles et éventuellement les protéines 
insolubles, et d'autre part, la lignine soluble par spectroscopie UV-visible, en y apportant une 
correction pour les monosaccharides et protéines présentes. Pour les deux substrats étudiés, étant 
donné les informations disponibles sur leurs procédés de fabrication respectifs, il nous a paru 
raisonnable de considérer qu’il ne contenait plus de lignine résiduelle et seules les analyses de 
composition en monosaccharides après la double hydrolyse ont été réalisées.  
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 Degré de polymérisation moyen par mesure de la viscosité intrinsèque 2.2.3.
 

Le degré de polymérisation moyen de la cellulose est déterminé en mesurant la viscosité 
intrinsèque de la cellulose après dissolution de celle-ci dans un solvant organo-métallique, la 
cupri-éthylène-diamine (CED). Les mesures sont effectuées à l'aide d’un viscosimètre 
automatique RHEOTEK RPV-1 en suivant la norme ISO 5351-1 (FCBA, Grenoble). 
Le degré de polymérisation est alors directement corrélé à la viscosité intrinsèque par la formule 
suivante [114]: 

      
Avec η, la viscosité intrinsèque exprimée en mL.g-1.  

Une correction du DP de la cellulose par rapport à l’éventuelle présence d’hémicelluloses 
peut être apportée par l’équation suivante, où h  et c sont les teneurs en hémicelluloses et 
cellulose respectivement [115]. 

 

 
 Indice de cristallinité par WAXS et RMN du 13C 2.2.4.

 
La cristallinité est le plus souvent déterminée par diffraction des rayons X (WAXS) ou 

par RMN du 13C de la cellulose solide sous forme de poudre. Ces méthodes permettent en effet 
de caractériser le matériau à l'échelle nanométrique et d'identifier son organisation cristalline. 
  

 En diffraction des rayons X, le spectre de diffraction présente deux pics d'intensités 
différentes, l'un correspondant à la fraction cristalline et l'autre à la fraction amorphe [57]. 
L'indice de cristallinité peut alors être calculé en utilisant de manière simple la méthode de la 
hauteur des pics et sa valeur est donnée par la formule suivante: 

 

avec: - I002: Intensité du pic pour 2θ=22° (fraction cristalline) 
- Iam: Intensité du pic pour 2θ=18° (fraction amorphe) 

 

Les clichés de diffraction de poudre ont été enregistrés au CERMAV à Grenoble au 
moyen d'un générateur Philips PW 3830 fonctionnant à une tension de 30 kV et une émission de 
20 mA (radiation CuKα, λ = 1,5418 Å). De petites pastilles de cellulose ont été préparées en 
compactant de la poudre dans le trou (diamètre 2 mm, profondeur 1 mm) d'une rondelle en PVC. 
La rondelle contenant la pastille a ensuite été fixée sur un collimateur de diamètre 0.2 mm et 
montée de telle sorte que le faisceau de rayons X traverse perpendiculairement la pastille de 
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cellulose. Pour enregistrer les clichés, nous avons utilisé des "imaging plates" Fujifilm, 
détecteurs bidimensionnels à dynamique élevée, permettant une analyse quantitative des 
intensités diffractées. Ces plaques ont été exposées sous vide durant 1-2 heure puis lues par 
balayage laser au moyen d'un phospho-imageur Fujifilm BAS 1800 II. Les diagrammes de 
diffraction ont été calibrés au moyen de calcite (anneau de diffraction à d = 0.3035 nm). Les 
profils de diffraction ont été calculés par une moyennisation radiale des clichés 2D.  
 

 Caractérisation de la nanostructure par SAXS / SANS 2.2.5.
 

Les méthodes de diffusion aux petits angles (Small Angle X-ray Scattering (SAXS) et 
Small Angle Neutron Scattering (SANS)) permettent de caractériser la matière à des échelles 
comprises entre 1 nm et 1 µm [116]. La méthode SANS et son utilisation dans le cadre de cette 
thèse sont présentées ci-dessous. 
 
Interaction rayonnement matière: 

Les neutrons interagissent avec le noyau des atomes et pour quantifier cette interaction, la 
longueur de diffusion b d'un atome, voire d'un isotope est utilisée à partir de valeurs tabulées. 
Dans l'approximation des petits angles, la basse résolution (> 1nm) permet de traiter la matière 
comme un milieu continu; ainsi, la densité de longueur de diffusion ρρρρ, représentant la somme sur 
un petit élément de volume v des contributions de chaque atome de v, permet cette transition d'un 
milieu atomique discret à un milieu continu. A une phase ou un constituant sera donc associé une 
valeur de ρρρρ. Dans le cas d'un milieu dispersé 1 dans un milieu continu 2, l'intensité du 
rayonnement diffusé est proportionnelle à de la différence entre ρρρρ1 et ρρρρ2 au carré. Un des intérêts 
des neutrons est de pouvoir varier à volonté la densité de longueur de diffusion de solvants, et 
donc le contraste, afin de déterminer les caractéristiques du soluté. Il peut s'agir soit de 
déterminer expérimentalement  ρsoluté  soit de mettre en évidence des hétérogénéités de 
composition du soluté. Pour varier ρsolvant, la différence de longueur de diffusion entre H et D est 
souvent mise à profit; en effet,  ρH2O et ρD2O sont très éloignés (respectivement 0.56 10 10 cm-2 et 
6.37 10 10 cm-2), et le mélange H2O /D2O permet de couvrir cette plage.  
 
Principe de la mesure : 

Une expérience de diffusion de neutrons consiste à éclairer un échantillon par un faisceau 
de neutrons, de longueur d'onde λ, de faible divergence angulaire, puis à mesurer la variation de 
l'intensité diffusée en fonction de l'angle de diffusion 2θ. L'intensité diffusée dans une direction 
particulière est liée au vecteur d'onde  défini par: 
 

 
où  et   représentent respectivement les vecteurs d'onde diffusés et incidents, ayant un 
module k=2π/λ dans le cas d'une interaction élastique. 

q
r

is kkq
rrr

−=

sk
r

ik
r



- Chapitre 2: Matériels et Méthodes - 
 

 50

 
Le vecteur de diffusion  est le paramètre physique permettant de regrouper, sur une même 
courbe, les données obtenues pour différents couples (λ,2θ). Son module vaut 4πsin(θ)/λ et il a 
pour dimension l'inverse d'une longueur. L'évolution de l'intensité en fonction de q permet 
d'obtenir des informations sur les corrélations de densité de longueur de diffusion aux échelles q-

1. La Figure 2-2 présente le schéma de principe d'une expérience de diffusion des neutrons aux 
petits angles et permet de visualiser le vecteur d'onde dans le plan du détecteur. 

 
Figure 2-2: Représentation schématique d'une expérience de diffusion aux petits angles, d'après Grillo [116] 

 
Pour une distance échantillon/détecteur et une longueur d'onde donnée, la gamme de q 

accessible est limitée aux petits angles par le "beam stop" et aux grand angles par le diamètre du 
détecteur. Dans le cas de nos systèmes, les échelles d'intérêt doivent être étendues pour couvrir à 
la fois celles des microfibrilles et celles des particules.  
 

Les mesures de SANS ont été réalisées au Laboratoire Léon Brillouin (LLB – Saclay), sur 
la ligne PAXE. Les différentes celluloses ont été analysées dans un solvant D2O pur dans une 
gamme de q comprise entre  3,1.10-3 et 3,6.10-1 Ǻ-1 . Cependant, expérimentalement, il n'est pas 
possible de couvrir toute cette gamme de q avec une seule mesure et deux configurations 
détaillées dans le Tableau 2-3 ont dû être utilisées avec une zone de recoupement. 
 

Tableau 2-3: Configurations utilisées lors des mesures de SANS 

Configuration 
Distance 

Echantillon-Détecteur 
(m) 

Longueur d'onde 
(Ǻ) 

qmin 
(Ǻ-1) 

qmax 
(Ǻ-1) 

1 2 6 2,1.10-2 2.6.10-1 

2 5 17 3,1.10-3 3,9.10-2 
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Mise en œuvre des échantillons : 

 
Les échantillons de cellulose sont agités dans un excès de D2O pendant au minimum un 

nuit afin d'assurer le "gonflement "de la cellulose puis centrifugés (4000 rpm, 10 min). Le culot  
est alors récupéré et introduit dans des cuves Hellma en quartz préalablement tarées et de trajet 
optique 2mm. A la fin des expériences, la teneur en matière sèche (2.2.1) est déterminée afin de 
pouvoir déterminer la fraction volumique de cellulose présente dans chaque cuve. 
 
Traitement des données : 

 
L'intensité brute mesurée pour chaque échantillon dépend étroitement des conditions de 

mesure et contient des contributions parasites que l'on doit éliminer pour ne conserver que la 
diffusion cohérente liée à l'échantillon. Dans un premier temps, un masque est appliqué aux 
clichés 2D afin d'ignorer les zones du détecteur défectueuses ou cachées. Les intensités sont alors 
regroupées en moyennant , pour une valeur de 2θ donnée, sur tous les angles azimutaux. Le 
résultat est une courbe 1D d'intensité brute en fonction de q. Les intensités sont alors normées par 
l'épaisseur de l'échantillon et sa transmission. La cellule dans laquelle est introduit l'échantillon 
induit une diffusion supplémentaire. Cette dernière est mesurée de façon indépendante sur une 
cuve vide et sa contribution est soustraite de celle de l'échantillon. L'efficacité du détecteur peut 
présenter des variations qui sont corrigées en normant par le spectre d'un diffuseur incohérent de 
référence (1mm d'H2O). La mesure du flux incident permet de calculer un facteur de 
normalisation qui sera appliqué à toutes les mesures afin d'accéder aux valeurs absolues 
d'intensité diffusées.  

Enfin les contributions incohérentes principalement liées aux protons de la cellulose 
("structure"  et H2O physisorbée) sont soustraites. 

Ce traitement des données a été appliqué aux spectres mesurés pour des grandes valeurs 
de q. Les données obtenues aux petites valeurs de q ont simplement été normées par rapport aux 
données obtenues aux grandes valeurs de q. 
 
Intensité diffusée par un système de particules : 

 
L'intensité cohérente diffusée,  par unité de volume, par N particules, à symétrie 

sphérique, monodisperses et homogènes s'écrit  
 

  
 

où Np représente le nombre de particules par unité de volume, ∆ρ² est le terme de contraste, Vp le 
volume d'une particule, F2(q) représente le facteur de forme des particules et porte l'information 

)()()( 222 qSqFVNqI ppρ∆=
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sur la forme et la dimension des particules et S(q) est le facteur de structure résultant des 
interactions entre particules. La taille importante des particules de cellulose, relativement au 
domaine de q accessible par l'expérience, ne permet pas de décrire correctement les termes F²(q) 
et S(q). Par contre, les échelles de q envisagées (q-1 << taille caractéristique des particules de 
cellulose) permettront de décrire à la fois l'interface solide/solvant des particules de cellulose et 
celle des microfibrilles. Dans ce domaine, dit domaine de "Porod", l'équation précédente se 
simplifie : 
 

 

avec: 
- : la différence de densité de longueur de diffusion au carré  
- S/V: le rapport surface sur volume où S désigne la surface développée dans le volume V   
 

En traçant q4I(q) en fonction de q il est alors possible de déterminer le pallier et, 
connaissant le terme de contraste,  le rapport S/V. Le rapport s/v d'une particule se déduit alors 
par: 
 

 

 
 Microscopie électronique à balayage 2.2.6.

 
Les microscopies électroniques sont des types de microscopies où un faisceau d'électrons 

est utilisé pour illuminer un échantillon et en créer une image très agrandie. Leur résolution 
limite est imposée par la longueur d'onde du faisceau qu'elles utilisent mais peuvent cependant 
agrandir jusqu'à 2 millions de fois.  

Parmi les différentes méthodes de microscopie électronique, la microscopie électronique à 
balayage (MEB) repose sur l'interaction de matériaux massifs avec un faisceau d'électrons 
focalisés. C'est une technique de caractérisation texturale et chimique locale.  

Les images obtenues par MEB sont réalisées à partir d'un balayage à la surface de 
l'échantillon par un faisceau électronique focalisé ou sonde. En tout point de la surface balayée, 
chaque signal émis par l'échantillon sous l'impact du faisceau peut être détecté et transformé en 
signal électrique puis en image. 

Les clichés de microscopie électronique à balayage ont été réalisés au Centre Technique 
du Papier de Grenoble, avec un microscope JEOL 6400. 

 
 
 

 Taille de particules  2.2.7.
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Mesures avec l'analyseur MorFi 

 

L’analyse de la taille des fibres a aussi été effectuée en utilisant un analyseur MorFi 
(TechPap, France) sur l’équivalent de 0.3 g secs d’échantillon de cellulose. Les fibres, en 
suspension dans l’eau, passent dans une veine de mesure où un système optique composé d’une 
source de lumière et d’une caméra CDD (CDD : Charge-coupled device) haute résolution permet 
l’acquisition des images de fibres qui sont immédiatement traitées par un calculateur (3000 fibres 
visualisées par analyse de 2 minutes). Les principales caractéristiques morphologiques mesurées 
par l’appareil MorFi sont : Les longueurs et largueurs des fibres, l’indice de courbure et le taux 
d’éléments fins. Contrairement au FPIA, cet appareil permet d'analyser des fibres plus grosses, 
jusqu'à quelques millimètres. 

 
Mesures par FPIA (Flow Particles Image Analyser) 

 

 La taille des particules de cellulose a été déterminée en utilisant le Flow Particles Image 
Analyser (FPIA) à FCBA à Grenoble. Cet appareil permet de déterminer la taille et la forme de 
particules comprises entre 1 et 300 µm dans une solution de particules très diluée (environ 250 
mg.L-1) par analyse d’images. Le système utilise une caméra CCD (Charge Coupled Device) 
pour enregistrer des images de particules passant dans un capillaire. Grâce à son système 
d'injection, le système force les particules à présenter leur surface la plus large face à la caméra, 
ce qui évite une orientation aléatoire. Différents paramètres comme la longueur, la largeur ou le 
périmètre sont alors calculés pour chaque particule. Lors de nos mesures, nous avons choisi 
d'enregistrer 10 000 particules par échantillon afin d'avoir un assez grand nombre de mesures 
pour effectuer des calculs statistiques. Chaque mesure a été réalisée en duplicate. 
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3.  Méthode de dosages des sucres 

  

L'hydrolyse enzymatique entraîne la libération de sucres solubles qu'il est nécessaire de 
doser pour mesurer les cinétiques réactionnelles. Plusieurs méthodes de dosage ont été utilisées 
dont une méthode de dosage enzymatique (glucostat) qui permet le dosage de glucose à forte 
concentration, et des méthodes de chromatographies ioniques qui permettent le dosage des sucres 
à faibles teneurs. 
 

3.1. Glucostat  
 

Le glucose formé lors de la réaction d'hydrolyse peut être dosé avec le Glucose Analox 
GM10. Cet appareil mesure, avec une électrode d'argent,  la quantité d'oxygène consommée par 
la réaction d'oxydation du glucose avec l'enzyme appelée glucose oxidase (GOD). Cette 
consommation d'oxygène est directement proportionnelle à la concentration en glucose dans 
l'échantillon (à condition d'opérer dans des conditions pour lesquelles la réaction est totale).  

10 µL d'échantillon à analyser sont injectés en duplicate dans l'analyseur préalablement 
calibré avec une solution standard de glucose. L'ensemble des analyses ont été réalisées selon les 
recommandations techniques du fournisseur. 
 

3.2. Chromatographie ionique (HPLiC) 
 

  Généralité sur la chromatographie ionique  3.2.1.
 

Le glucose et les oligomères de glucose ont été dosés par chromatographie ionique avec 
un chromatographe ICS3000-Dionex.  

La chromatographie ionique est basée sur l'interaction électrostatique entre les éléments à 
séparer et la résine de la colonne. Une colonne échangeuse d'anions  de type CarboPacTM PA1 
(longueur 250 mm; diamètre interne 4 mm; remplissage polystyrene-divinylbenzenzene 10 µm), 
couplée avec un détecteur ampérométrique muni d'une électrode de travail en or et d'une 
électrode de référence Ag/AgCl, ont été utilisés pour la séparation et la quantification du glucose 
et des oligosaccharides. L'appareil Dionex permet la création d'un gradient d'élution. Le logiciel 
Chromeleon (Dionex) a été utilisé pour l'acquisition des données, la détermination des temps de 
rétention et des aires des pics. 

 
Deux méthodes ont été mises en œuvre, une permettant le dosage du glucose et du 

cellobiose et une seconde permettant le dosage du glucose et de ses oligomères jusqu'au degré de 
polymérisation 6. 
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  Méthode 1: Dosage du glucose, xylose et cellobiose 3.2.2.

 

Un gradient de soude est utilisé pour la séparation et le dosage du glucose, xylose et 
du cellobiose. La linéarité a été vérifiée pour les trois sucres entre 1 et 50 mg.L-1 (r>0,9997) 
et la répétabilité a montré que l'erreur est inférieure à 5%. Le standard utilisé est un standard 
contenant trois sucres: le glucose, le xylose et le cellobiose à une concentration de 10 mg.L-1. 
La Figure 2-3 présente un exemple de chromatogramme obtenu pour l'analyse d'un standard à 
10mg.L-1 ainsi que le gradient d'élution utilisé. 

 
Figure 2-3: Standard (10 g.L-1) et gradient utilisé dans la méthode 1 

 

 

  Méthode 2: Dosage des oligomères (DP 1 à 6) 3.2.3.
 

D'après la bibliographie [117], la séparation des oligosaccharides nécessite l'utilisation 
d'éluants à base de soude et d'acétate de sodium et la méthode proposée a été mise en place 
sur notre appareillage. La Figure 2-4 présente le gradient utilisé pour la méthode. La linéarité 
a été vérifiée pour les 6 sucres entre 0,1 et 20 mg.L-1 (r > 0,9997) et la répétabilité a montré 
que l'erreur est inférieure à 5%. Le standard utilisé est un standard contenant six sucres (DP 1 
à 6) à 10 mg.L1. 
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Figure 2-4: Standard (10 g.L-1) et gradient utilisé dans la méthode 2 

 

4. Préparation des substrats pré-hydrolysés 
 
 Lors de l'hydrolyse enzymatique de la cellulose, le substrat est dégradé et ses propriétés 
morphologiques et structurales évoluent. Des substrats partiellement hydrolysés ont été préparés 
et caractérisés avec pour objectif d'identifier leurs changements de structure. Afin de préparer des 
quantités suffisantes de substrats, ils ont été préparés dans un réacteur IKA (LR-2.ST) dans les 
conditions suivantes: 

• Volume réactionnel: 2L 
• Agitation mécanique (100 tour.min-1) 
• Température: 50°C (réacteur double enveloppe) 
• pH 4,8 – Tampon citrate 50mM 
• Teneur en matière sèche : 2% 
• Protection contamination: Azide de Sodium 1mg.gmélange réactionnel

-1  
 

En fin d'hydrolyse, le substrat partiellement hydrolysé est récupéré par centrifugation  
(10 000 rpm / 8 min). Il est ensuite lavé à pH 10 (ajout de NaOH 2N) puis récupéré par 
centrifugation. Cette étape permet de désorber les enzymes bloquées sur le substrat en les 
dénaturant. Puis, le substrat est lavé une seconde fois à l'eau distillée pour éliminer toutes traces 
de soude. Enfin, afin de récupérer un solide sec, les substrats partiellement hydrolysés ont été 
lyophilisés (Lyophilisateur Alpha 1-2 ; Christ). L'efficacité de la lyophilisation a été vérifiée en 
mesurant la teneur en matière sèche résiduelle des différents substrats. 
Le surnageant de la réaction a été analysé au glucostat et a permis la détermination du 
pourcentage d'hydrolyse qui correspond au rendement glucose. Le rendement glucose a été 
calculé grâce à la formule suivante: 
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où 
 : concentration en glucose dans l'hydrolysat (g.kg-1) 

: masse du mélange réactionnel initial (kg) 
: teneur en cellulose du substrat initial (g.100g-1

substrat sec) 
: masse de substrat initial (g matière sèche) 

 
Pour chaque méthode et avec chaque substrat, un substrat contrôle a été préparé dans des 

conditions abiotiques. Ce substrat subit le même traitement (thermique et agitation) et le même 
post traitement mais il ne subit pas de traitement enzymatique. Il permettra de quantifier l'impact 
du gonflement et du post-traitement sur la morphologie des substrats. 

 
5. Réaction enzymatique 
 
 

5.1. Tampon 
 

Les réactions enzymatiques nécessitent des milieux réactionnels à pH contrôlé. Pour la 
majorité des tests (à l'exception de ceux où l'on étudie l'influence du pH), une solution de tampon 
citrate à 50mM et à pH 4,8 a été utilisée  

 

5.2. Mesures des cinétiques initiales des β-glucosidases 
 

L'action des β-glucosidases de T. reesei et d'A. niger ont été comparées sur leur substrat 
naturel, le cellobiose, et sur un substrat chromophore, le pNPG. 

La Figure 2-5 présente la mise en œuvre expérimentale des études réalisées sur substrat 
naturel et chromophore. Pour les deux substrats, les tests ont été réalisés dans un volume de 100 
µL mais les conditions d'incubation ainsi que la méthode d'analyse changent selon le substrat. 

Pour l'étude sur le cellobiose, le glucose formé a été analysé par chromatographie ionique 
en employant la méthode décrite en 3.2.2. 
  Pour l'étude sur le pNPG, le p-nitrophénol formé est révélé par ajout de 100 µL  de 
Na2CO3 et l'absorbance est mesurée par lecture au scanner (Multiskan Ascent). La concentration 
est alors déterminée en utilisant une gamme étalon constituée de p-nitrophénol entre 0  et 0,3 
mM. Cette méthode avec le substrat chromophore et les plaques PCR permet une détermination 
rapide des paramètres cinétiques de l'enzyme et pourrait être utilisée pour le screening des 
enzymes. Enfin des tests ont été réalisés afin de tester la stabilité thermique des deux β-
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glucosidases. Les enzymes ont été incubées 72h à 50°C en absence de substrat, puis leur activité 
enzymatique a été mesurée sur pNPG, à 50°C (conditions standards). 

 
Figure 2-5: Protocole expérimental pour l'étude de la β-glucosidase 

 
5.3. Mesure des cinétiques initiales des CBHs, EGs et du cocktail complet 

 
Afin de limiter la consommation d'enzymes, des tests miniatures ont été mis en oeuvre 

pour caractériser la cinétique initiale des cellobiohydrolases et des endoglucanases pures. Ceci 
permet de caractériser à la fois l'adsorption des enzymes et leur activité de dépolymérisation de la 
cellulose. 

 
Dans un premier temps, des tests d'adsorption sur cellulose décrits sur la Figure 2-6 ont 

été réalisés à 4°C afin de s'affranchir de la réaction chimique. Puis dans un second temps, des 
tests de cinétique initiale ont été réalisés sur 30 minutes (Figure 2-6). Pour chaque temps 
d'incubation, la concentration en sucres formés ainsi que la concentration résiduelle en protéine 
ont été mesurés. Ainsi, l'adsorption des protéines a pu être suivie en même temps que la 
cinétique. 

 
Les deux types de tests ont été effectués pour les enzymes pures CBHI, CBHII et EGI 

dans un volume réactionnel de 1 mL avec une agitation magnétique (400 rotations par minute) et 
à pH 4,8 (tampon citrate 50 mM). Seuls les tests cinétiques ont été réalisés pour l'étude des 

Substrat naturel: Cellobiose Substrat chromophore (pNPG)

V S = 90 μL + V E = 10 μL

Plaque PCR (96 puits)
V S = 90 μL + V E = 10 μL

Tube Eppendorf 1,5 mL

Incubation: Bain marie (0-5-10-15-20 min)

Dénaturation: Bain sec (95°C – 5 min)

Analyse glucose formé :
Chromatographie ionique – Méthode 1

Incubation + Dénaturation: Appareil PCR

Analyse p-Nitrophenol formé :

Révélation Na2CO3 + lecture scanner (405 nm)
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mélange d'enzymes et du cocktail réel. Ces tests ont également été utilisés pour tester la réactivité 
initiale des substrats partiellement hydrolysés. 

 
Figure 2-6: Protocole expérimentale des tests réalisés pour l'étude des cellobiohydrolases 

 

5.4. Test de cinétique longue durée 
 

Le test de cinétique longue durée a pour but de caractériser la réactivité complète et non 
plus initiale du matériau cellulosique. Les conditions opératoires retenues pour avoir une bonne 
reproductibilité des tests sont les suivantes: 
 

• Volume réactionnel: 70mL 
• Agitation magnétique à 400 rpm 
• Température: 50°C (incubation bain sec) 
• pH 4,8 – Tampon citrate 50mM 
• Teneur en matière sèche : 1% 
• Protection contamination: Azide de Sodium 1mg.gmélange réactionnel

-1  
• Teneur en K616: 20mg.gcellulose

-1 
 

Des prélèvements de 1 mL du milieu réactionnel à 1, 2, 4, 6, 24, 48 et 72h ont été 
effectués afin de suivre la quantité de sucre libéré au glucostat. Un excès d'enzymes est ajouté à 
72h afin de mesurer le potentiel enzymatique du substrat après 144h de réaction. 

Afin d'assurer une bonne reproductibilité, chaque test a été réalisé en duplicate. 
 
 

Test d'adsorption Test cinétique

Barreau aimanté

Agitateur magnétique

[Avicel PH 101] / Enzymes
VS = 500 à 900 μL + VE = 500 à 100 μL

VTOT = 1 mL

- Incubations:

Chambre froide (4°C) / 30 – 60 – 120 min

- Centrifugation + prélèvement surnageant

- Incubations:

Bain marie (contrôle température)

Temps incubation: 5 – 10 – 20 – 30 min

Bain marie

Dosage protéines / surnageant

Méthode Spectrophotomètre 

Dosage protéines / 
surnageant

Méthode 
Spectrophotomètre 

Dosage Sucres

Chromatographie ionique  
Méthode 2

Agitateur magnétique
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6. Traitement des données cinétiques 
 

6.1. Détermination des vitesses initiales apparentes 
 
Lors des tests de cinétique initiale, les vitesses initiales apparentes sont déterminées par 

régression linéaire de la courbe présentant la concentration en produit formé en fonction du 
temps.  

La fonction DROITEREG d'Excel permet de déterminer la pente d'une droite et retourne 
une série de valeur statistique de la droite (erreur-type correspondant à la pente, coefficient de 
régression...). 

 L'erreur sur la pente est déterminée en utilisant la loi de Student inverse. Cette loi renvoie  
une valeur aléatoire suivant la loi de t de Student en fonction de la probabilité et du degré de 
liberté (nombre de points expérimentaux -1). L'erreur est alors définie comme le produit du 
nombre renvoyé par la loi de Student par l'erreur expérimentale définie par: 

 

* valeur de la pente 

 

Exemple: La vitesse initiale a été déterminée pour les conditions présentées dans le Tableau 2-4 
(β-glucosidase de T. reesei  sur cellobiose). La Figure 2-7 présente l'évolution de la concentration 
en glucose formée en fonction du temps et la matrice renvoyée par Excel lors de l'utilisation du 
programme DROITEREG.  On remarque que la courbe ne passe pas par l'origine. Pour chaque 
enzyme, seule la vitesse entre 5 et 20 minutes a pu être mesurée. 

Tableau 2-4: Conditions utilisées pour la détermination de la vitesse initiale 

 [S]0
 (mM) [E]0 (mM) T (°C) pH [P]0

 (mM) Analyse 
Tests 16,2 4,3.10-5  50 4,8 0 DIONEX 

 
 

 

 
 
 
 

Avec m: pente, sem: erreur type 
correspondant à la pente, r²: coefficient de 
régression, F: Statistique F, ssreg: somme de 
régression des carrés, b: ordonnée à 
l'origine, seb: erreur type correspondant à 
b, sey: erreur type pour y estimé, dl: degré 
de liberté, résiduelle des carrés 

Figure 2-7: Exemple de détermination de vitesse initiale avec le tableau des statistiques renvoyé par Excel 

spodenombre

Ecartype
erreur

int

exp
exp =

m 0.0825 0.4159 b 
sem 0.0044 0.0606 seb 
r² 0.9830 0.0700 sey 
F 346.9034 6 df 

ssreg 1.7008 0.0294 ssres 
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6.2. Détermination du rendement glucose et de la vitesse apparente 
d'hydrolyse 

 
Lors des tests de cinétique globale, le rendement en glucose sera déterminé afin de 

comparer les cinétiques de réaction. Le calcul du rendement glucose est effectué en utilisant 
l'équation suivante:  

 

 

 

où  Cglucose: concentration en glucose de l'hydrolysat (en g/kg) 
 Mhydrolysat: masse du mélange réactionnel initial (en kg) 
 Msubstra

t: masse de substrat initial (en g matière sèche) 
 glucose_potentiel: quantité de glucose libéré par hydrolyse acide (en g/100g de substrat 
matière sèche) 
 Ccellulose: teneur en cellulose du substrat initial (en g/100 g de substrat matière sèche) 
 

Dans le but de calculer les vitesses apparentes d'hydrolyse à différents temps de la 
réaction, la courbe représentant la quantité de glucose formé en fonction de la durée de 
l'hydrolyse sera modélisée par l'expression ci dessous: 
 

 
 
avec trois paramètres: [Glucose]max, k et n. 
 

Cette équation, dépendant de trois paramètres permet de bien modéliser les données 
expérimentales. De plus, la vitesse apparente d'hydrolyse pourra alors être déterminée en 
calculant la valeur de la dérivée au temps voulu en utilisant la formule suivante: 
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Chapitre 3: Étude de la cinétique initiale des enzymes pures 
 

Ce chapitre est consacré à l'étude de la cinétique initiale des enzymes sur leur substrat de 

référence. Les paramètres cinétiques intrinsèques de chaque enzyme seront tout d'abord 

déterminés puis la synergie entre les différents types d'enzymes sera étudiée afin de construire un 

cocktail enzymatique reconstitué contenant quatre enzymes. Les performances de ce cocktail 

seront comparées à celle du cocktail réel sécrété par T. reesei afin de valider la stratégie de 

construction du modèle cinétique. 
 

L'hydrolyse enzymatique de la cellulose permet de convertir la cellulose en glucose par 
l'action synergique de trois types d'enzymes fongiques : (i) les endoglucanases (EC 3.2.1.4) qui 
hydrolysent aléatoirement les chaînes de cellulose, plus particulièrement au niveau des zones 
dites "amorphes", (ii) les cellobiohydrolases (EC 3.2.1.91) qui agissent de façon processive à 
partir des extrémités libres des chaînes de cellulose, libérant du cellobiose, (iii) les β-glucosidases 
(EC 3.2.121) qui hydrolysent le cellobiose en glucose en milieu homogène. Le développement 
d'un modèle cinétique complet nécessite de déterminer dans un premier temps les paramètres 
cinétiques relatifs aux enzymes. 

Pour cela, nous avons étudié dans un premier temps les activités initiales de chaque type 
d'enzymes séparément: l'activité des β-glucosidases (BGL_T) a été mesurée sur cellobiose et 
pNPG tandis que la cellulose Avicel a été choisie pour la détermination des paramètres 
cinétiques de CBHI, CBHII et EGI. Une étude complémentaire a également été menée sur la β-
glucosidase d'A. niger (BGL_A) contenu dans une préparation industrielle (SP188 ; Novozymes) 
car cette enzyme est couramment utilisée pour supplémenter ce cocktail de T. reesei. Dans une 
deuxième phase, l'étude de la synergie entre les enzymes a été entreprise en vue de quantifier et 
d'améliorer notre compréhension des phénomènes de coopération entre les différentes familles 
d'enzymes. Enfin, les performances du cocktail reconstitué en mélangeant les quatre types 
d'enzymes, dans les proportions du cocktail réel, ont été comparées à celle du cocktail réel afin 
de valider notre stratégie de modélisation. L'ensemble de cette étude a été réalisée en cinétique 
initiale afin de s'affranchir des évolutions du substrat cellulosique ayant lieu au cours de la 
réaction 
 
1. Les cellobiohydrolases 
 

1.1. Enzymes et substrat d'étude 
  

Le cocktail enzymatique de T. reesei contient deux cellobiohydrolases ayant des modes 
d'action complémentaire: (i) CBHI, attaquant les bouts de chaînes réducteurs de la cellulose, (ii) 
CBHII attaquant les bouts de chaînes non-réducteur de la cellulose. Les cellobiohydrolases sont 
connues pour avoir une activité d'hydrolyse sur des substrats cristallins. La cellulose Avicel, bien 
décrite et très utilisée dans la littérature pour la mesure d'activité enzymatique, a été choisie pour 
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la détermination des paramètres cinétiques de ces deux enzymes. Des tests de cinétiques initiales 
(Chapitre 2, 5.3) ont été effectués pour étudier l'influence de la concentration en enzyme, de la 
température et de l'inhibition par le glucose. Le Tableau 3-1 récapitule les conditions 
expérimentales utilisées. 
 

Tableau 3-1: Paramètres expérimentaux utilisés pour les tests d'hydrolyse par les cellobiohydrolases 

 Substrat Enzyme [S] [E] T [Glucose] 

  g.L-1 g.L-1 mg.gcell
-1 °C g.L-1 

Tests d'adsorption 

Enzymes 

pures 

Cellulose 
Avicel 

CBHI 10 1,6 à 13,2 4 - 

CBHII 10 2,6 à 20,8 4 - 

Tests cinétiques 

Enzymes 

pures 

Cellulose 
Avicel 

CBHI 

 

10 

 

1,5 à 16,0 50 - 

3,3 30 à 55 - 

3,3 50 0 à 120 

CBHII 10 

1,1 à 14,7 50 - 

5,1 30 à 55 - 

5,1 50 0 à 120 

 
1.2. Adsorption des enzymes 

 
Comme décrit en introduction, les cellobiohydrolases sont des enzymes contenant un 

domaine catalytique (CD) lié par une chaîne peptidique à un domaine qui permet la liaison du 
substrat à l'enzyme appelé "Cellulose Binding Domain" (CBD). Les enzymes s'adsorbent par 
l'intermédiaire de leur CBD sur le substrat avant de commencer leur action d'hydrolyse. La 
cinétique d'adsorption des enzymes sur le substrat a été étudiée à 4°C afin de limiter la réaction 
d'hydrolyse. Il a été montré que 50% des enzymes sont adsorbées en 3 min [21] et 90% en 10 
min [24]. L'équilibre d'adsorption des enzymes est donc rapide par rapport à la réaction et le 
temps de mise à l'équilibre a été évalué à 30 minutes. 

Les isothermes d'adsorption représentant la quantité d'enzymes adsorbées par gramme de 
cellulose en fonction de la quantité d'enzymes libres à l'équilibre ont été tracées pour CBHI et 
CBHII, pour une concentration en cellulose de 10 g.L-1. 

Les isothermes présentées sur la Figure 3-1 représentent l'équilibre d'adsorption des 
enzymes à 4°C. Il est important de noter que, pour toutes les concentrations en enzymes, il y a 
entre 79 et 90% d'enzymes adsorbées. Les comportements des deux enzymes sont assez proches 
à 4°C. La forme de l'isotherme obtenue pourra être modélisée en utilisant un modèle de type 
"Langmuir". 
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Figure 3-1: Isotherme d'adsorption des enzymes CBHI et CBHII (T=4°C) 

 
1.3. Étude cinétique 

 
 Suivi des tests de cinétique initiale 1.3.1.

 
Les tests de cinétique initiale ont été réalisés en suivant l'évolution de la quantité 

d'enzymes libres et de la concentration en sucres produits pour une durée d'hydrolyse de 30 
minutes.  

La quantification des enzymes libres a permis tout d'abord de vérifier que la réaction 
d'adsorption était rapide devant l'hydrolyse enzymatique. Elle permet également d'accéder aux 
isothermes d'adsorption à 50°C, à partir des résultats obtenus aux différentes concentrations en 
enzymes choisies. 

La Figure 3-2 présente l'évolution de la concentration en cellobiose formé ainsi que la 
quantité d'enzymes adsorbées en fonction du temps pour CBHI et CBHII. L'équilibre 
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d'adsorption est atteint rapidement et on remarque que 90% des enzymes adsorbées à 30 minutes 
le sont déjà à 5 minutes. Il est donc possible de considérer que l'étape d'adsorption des enzymes 
sur le substrat est rapide par rapport à la saccharification.  

 

 
Figure 3-2:  Comparaison entre la cinétique d'adsorption et de saccharification pour CBHi et CBHII 

Légende: 1% de cellulose, T=50°C, [CBHI] = 3,3 mg.cellulose
-1 et [CBHII] = 5,2 mg.cellulose

-1 
 
 

Des isothermes d'adsorption pendant la cinétique ont ainsi pu être tracées et comparées 
aux isothermes tracées à 4°C (Figure 3-3). Pour les deux enzymes, l'adsorption est plus 
importante à 4°C qu'à 50°C, confirmant que la désorption des enzymes est facilitée par 
l'augmentation de la température. De plus, les isothermes montrent que la quantité maximale de 
CBHI adsorbable à 50°C est supérieure à celle de CBHII, ce qui est conforme aux données de la 
littérature [48,99] 
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Figure 3-3: Comparaison des isothermes d'adsorption à 4°C et 50°C (pendant la réaction) 

Légende: A:1% de cellulose, [CBHI] variables, B:1% de cellulose, [CBHII] variables 
 

Les sucres libérés ont été analysés par chromatographie ionique en utilisant la méthode 
décrite dans le paragraphe 2.2.3 qui permet de doser le glucose et ses oligomères (Degré de 
Polymérisation : 2 à 6). Comme attendu, le cellobiose est le sucre majoritairement libéré, mais 
des traces de glucose et de cellotriose sont également détectées. 

La Figure 3-4 présente les proportions moyennes des différents sucres obtenues lors de 
l'hydrolyse de la cellulose Avicel PH101 (1%) par CBHI à différentes concentrations. Même si le 
profil de sucres libérés semble relativement constant lors de l'hydrolyse, on observe une légère 
augmentation de la proportion de glucose et de cellobiose et une diminution du cellotriose au 
cours de la réaction. Le deuxième graphique représente l'évolution de la concentration des trois 
sucres en fonction du temps pour une concentration en CBHI de 66 mg.L-1 avec 1% de substrat. 
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On remarque une stabilisation de la quantité de cellotriose et une légère augmentation de la 
quantité de glucose.  

• Plusieurs hypothèses sont envisageables. D'une part, la présence de glucose et de 
cellotriose serait expliquée par un défaut lors de 'l'attaque initiale' des enzymes sur le substrat 
d'où une stabilisation de la concentration en cellotriose [21]. D'autre part, la légère augmentation 
de glucose pourrait signifier un phénomène de désorption / adsorption des enzymes qui 
entraînerait une production continue d'une faible quantité de glucose. La concentration en 
cellotriose serait constante car une part du cellotriose serait hydrolysée en glucose et cellobiose. 
Etant donné les faibles proportions de glucose et de cellotriose libérées au cours de l'hydrolyse de 
la cellulose par les cellobiohydrolases, la formation de ces produits ne sera pas modélisée. 

Des résultats semblables ont été trouvés concernant CBHII et ils sont présentés dans la 
Figure 3-5. 

 

 
Figure 3-4: Cinétique de saccharification de la cellulose Avicel par CBHI . 
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Figure 3-5: Cinétique de saccharification de la cellulose Avicel par CBHII  

 

  Influence de la concentration en enzymes  1.3.2.
 

Les vitesses initiales de formation de cellobiose et de sucres totaux ont été déterminées en 
fonction de la quantité d'enzymes adsorbées sur 1% de cellulose (Figure 3-6). Nous avons pu 
observer une linéarité entre la vitesse initiale et la quantité d'enzymes CBHI adsorbées. En 
revanche,  la droite de régression concernant CBHII ne passe pas par l'origine. Ce résultat est 
comparable à celui de Nidetzky et al [45] qui ont montré que la vitesse initiale apparente est 
linéaire par rapport à la concentration en complexe enzyme / substrat pour CBHI tandis que pour 
CBHII la droite présentant la variation de la vitesse initiale apparente en fonction de la 
concentration en complexe enzyme / substrat ne passe pas par l'origine.  
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Une des hypothèses retenues pour expliquer ce phénomène est que cette vitesse 
correspondrait à la vitesse de libération des premiers sucres lors de la fixation des enzymes et 
non à la phase d'action processive de l'enzyme.  

 

En comparant l'activité des deux enzymes, il apparaît clairement que CBHII a une 
meilleure activité d'hydrolyse que CBHI. Pour paramétrer le modèle d'hydrolyse de la cellulose, 
il est donc important de caractériser les deux enzymes séparément. On pourra ainsi modéliser des 
cocktails enzymatiques ayant des proportions CBHI/CBHII variables.  

 
 

 
Figure 3-6: Évolution de la vitesse de production de cellobiose en fonction de la quantité d'enzymes adsorbées 

 
 Étude de l'inhibition par les produits de la réaction 1.3.3.

 

Comme la majorité des enzymes, les cellobiohydrolases sont inhibées par leurs produits 
de réaction. Dans la littérature, l'inhibition par le cellobiose est bien établie tandis que l'inhibition 
par le glucose fait encore débat [29,31]  

Une étude de l'influence de la présence d'inhibiteur sur la vitesse initiale a été réalisée 
pour le glucose. Cette étude n'a en revanche pas pu être réalisée pour le cellobiose compte-tenu 
des difficultés d'analyses. Il est en effet impossible de différencier le cellobiose ajouté dans la 
réaction pour étudier son inhibition, du cellobiose issu de la conversion enzymatique. De plus, 
l'inhibition par le cellobiose reste faible car dans le cocktail réel, la présence de la β_glucosidase 
limite la quantité de cellobiose présent dans le milieu réactionnel. 

La Figure 3-7 présente les cinétiques d'hydrolyse et d'adsorption sur Avicel des enzymes 
CBHI et CBHII en fonction de la quantité de glucose ajoutée à l'état initial. Il apparaît clairement 
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que CBHI est très peu affectée par la présence de glucose tandis que l'activité de CBHII est 
fortement diminuée en présence de glucose. Cette figure présente également l'évolution de la 
quantité d'enzymes adsorbées en fonction de la quantité de glucose ajoutée à l'état initial, 100% 
représentant la quantité d'enzymes adsorbées en absence de glucose. On peut voir que dans les 
deux cas, la présence de glucose ne modifie pas l'adsorption des enzymes sur le substrat sauf en 
présence d'une forte quantité de glucose (120g.L-1). Cependant, pour CBHII, la légère diminution 
de l'adsorption des enzymes sur le substrat ne peut expliquer à elle seule la forte diminution de 
l'activité d'hydrolyse. Il est possible qu'après adsorption sur le substrat, la progression de 
l'enzyme soit bloquée par la présence de molécules de glucose. 

 
Plusieurs modèles d'inhibitions ont été testés (compétitif, non compétitif et incompétitif) 

et le modèle de l'inhibition non compétitive par les produits de réaction semble le plus adapté 
pour traduire les phénomènes observés. En effet, dans ce modèle, la présence d'un inhibiteur a 
peu d'effet sur la quantité d'enzymes adsorbées et l'inhibition est majoritairement due à la 
formation d'un complexe enzyme / substrat / produit. Enfin, cette étude montre une nouvelle fois 
qu'il est important de différencier l'activité des deux enzymes, car elle présente un comportement 
différent en présence de glucose.  
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Figure 3-7: Impact de la présence de glucose sur l'activité (A) et la fixation (B) de CBHI sur Avicel. 

La barre 100% correspond respectivement à l'activité  l'activité de l'enzyme ( A) et la quantité d'enzyme fixée (B) 
sans ajout  initial de glucose.  

 
 

 Influence de la température 1.3.4.
 

L'influence de la température sur les enzymes CBHI et CBHII a été évaluée sur les deux 
enzymes entre 30 et 55°C et l'énergie d'activation de chacune des enzymes a pu être déterminée 
en utilisant la linéarisation de l'équation d'Arrhenius (Figure 3-8). L'énergie d'activation de CBHI 
a été approximée à 38,8 kJ.mol-1 et celle de CBHII à 30,5 kJ.mol-1. Il n'y a pas de valeurs 
d'énergies d'activation pour les cellobiohydrolases disponibles dans la littérature mais les valeurs 
obtenues restent caractéristiques des réactions enzymatiques.  
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Figure 3-8: Linéarisation de la loi d'Arrhenius pour la détermination de l'énergie d'activation des enzymes 

CBHI et CBHII 

 
1.4. Intégration du mode d'action des cellobiohydrolases dans le modèle.  

 
L'étude cinétique présentée montre l'importance de considérer l'adsorption des enzymes 

sur le substrat. En effet, dans la gamme de conditions opératoires étudiées, la quantité d'enzyme 
adsorbée n'est pas proportionnelle à la quantité d'enzyme introduite mais pourra être décrite par 
un modèle de type Langmuir. De plus, la vitesse apparente d'hydrolyse est proportionnelle à la 
quantité d'enzymes adsorbées, grandeur qu'il sera nécessaire de bien décrire dans le modèle.  

L'étude de l'inhibition par le glucose montre que la présence de ce dernier a peu d'impact 
sur l'adsorption des enzymes, mais qu'il a plus d'influence sur l'activité enzymatique de CBHII. 
Le modèle d'inhibition non compétitive par les produits de réaction sera utilisé pour décrire ce 
phénomène. Enfin, l'impact de la température sera pris en compte par l'introduction d'une énergie 
d'activation suivant la loi d'Arrhenius. Le mécanisme réactionnel ainsi que les équations 
cinétiques seront décrites de manière précise dans le Chapitre 5. 

  
2. Les endoglucanases 
 

2.1. Enzymes et substrat d'étude 
 

A l'heure actuelle, sept endoglucanases ont été identifiées dans le génome et détectées 
dans le cocktail enzymatique sécrété par T. reesei. EGI est l'endoglucanase majoritaire et 
représente environ 50% des endoglucanases présentes dans le cocktail [10]. Par souci de 
simplification du système en vue de la création d'un modèle cinétique, seule EGI a été étudiée. 
L'endoglucanase est connue pour être une enzyme qui hydrolyse aléatoirement les chaînes de 
cellulose, principalement au niveau des zones amorphes.  
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Il a été envisagé dans un premier temps d'étudier la cinétique de la réaction sur un substrat 
modèle amorphe. Pour l'obtenir, deux types de méthodes sont décrits dans la littérature pour 
préparer ce type de substrat: (i) des méthodes chimiques par dissolution / recristallisation de la 
cellulose ou par traitement acide, (ii) un traitement mécanique par "ball millling". Les méthodes 
chimiques consistent à solubiliser la cellulose dans différents solvants organiques comme les 
mélanges SO2/DMSO/DEA [118] ou DMSO/PF [119], avant de la régénérer ensuite dans de l'eau 
ou du méthanol. Un traitement à l'acide phosphorique (H3PO4) avec régénération dans l'eau 
[120,121] semble également rendre la cellulose amorphe. Les celluloses produites par ces 
méthodes chimiques présentent après analyse par diffraction des rayons X un caractère amorphe. 
Cependant, le phénomène de dissolution / recristallisation semble aussi entraîner la formation de 
cellulose II [62,63], ce qui change complètement sa structure. La méthode mécanique est une 
autre méthode de préparation de la cellulose amorphe qui permet de s'affranchir du phénomène 
de mercerisation. Cette méthode appelée 'ball milling' consiste à broyer la cellulose avec des 
boulets afin de "casser" la structure cristalline de la cellulose et de la rendre plus amorphe [120]. 
Cette méthode entraîne cependant en plus de la baisse de cristallinité, une forte diminution du 
degré de polymérisation ce qui rend difficile la comparaison des cinétiques d'hydrolyse entre la 
cellulose initiale et celle ayant subi ce traitement. Compte tenu de ces difficultés, les paramètres 
cinétiques de EGI ont finalement été déterminés sur la cellulose de référence Avicel. 

Comme l'action des endoglucanases est aléatoire sur le polymère de cellulose, on peut 
suivre la réaction d'hydrolyse par l'évolution du nombre de bout de chaîne aux cours de la 
cinétique. Cependant, la méthode classique de suivi du nombre de bouts de chaînes par dosage 
avec du DNS ou la mesure de la viscosité intrinsèque permettant de déterminer le degré de 
polymérisation moyen ne sont pas assez sensibles. La principale raison est que l'attaque par les 
endoglucanases a lieu uniquement à la surface de la cellulose et que seule une faible proportion 
de chaînes est concernée par cette action. Seul le suivi de la formation des oligomères solubles a 
pu être réalisé par chromatographie ionique (Méthode 2 décrite dans le section 3.2.3). 
 Étant donnée les faibles quantités d'enzymes EGI purifiées disponibles et des difficultés 
de suivi de la réaction, seule l'influence de la concentration en enzyme a été étudiée sur 
l'adsorption et sur la cinétique à 50°C.  
 

Tableau 3-2: Paramètres expérimentaux utilisés pour les tests d'hydrolyse par EGI 

 Substrat Enzyme [S] [E] T [Glucose] 

  g.L-1 g.L-1 mg.gcell
-1 °C g.L-1 

Tests cinétiques 

Enzymes 

pures 

Cellulose 
Avicel 

EGI 10 0,46 à 37,0 50 - 
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2.2. Étude cinétique 
 

 Suivi des tests de cinétique initiale 2.2.1.
 

 Le suivi de la quantité d'enzymes EGI adsorbées pendant la réaction d'hydrolyse a permis 
d'une part de constater que l'équilibre d'adsorption était rapidement atteint (90% des enzymes 
adsorbées à 30 minutes le sont après seulement 5 minutes et d'autre part de tracer l'isotherme 
d'adsorption (Figure 3-9). Comme pour les cellobiohydrolases, un modèle d'adsorption de type 
Langmuir pourra être utilisé pour décrire l'adsorption des endoglucanases sur la cellulose. 
 

 
Figure 3-9: Isotherme d'adsorption de EGI à 50°C (en cinétique) 

 
Le produit soluble majoritaire libéré lors de la réaction d'hydrolyse de la cellulose par 

EGI est le cellobiose. Des traces de glucose ont également été détectées mais seule la teneur en 
cellobiose libérée a pu être quantifiée. Aucun oligomère au delà du cellobiose n'a été détecté dans 
le milieu, EGI est donc très active en milieu soluble et hydrolyse tous les oligosaccharides libérés 
en cellobiose, son principal produit final d'hydrolyse. 

 
 Influence de la concentration en enzyme  2.2.2.

 
 Étant donné que seule la production de cellobiose a pu être suivie, la Figure 3-10 présente 
l'évolution de la quantité de cellobiose produit en fonction de la quantité d'EGI adsorbée sur la 
cellulose. La vitesse semble relativement proportionnelle à la quantité d'enzyme adsorbée, ce qui 
est similaire aux observations faites lors de l'étude des cellobiohydrolases. Cependant, étant 
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donnée la faible quantité de cellobiose produite, la précision sur les vitesses déterminées reste 
faible.  
 

 
Figure 3-10: Évolution de la quantité de cellobiose produit en fonction de la quantité d'enzymes EG1 

adsorbées (T=50°C-Cellulose Avicel à 1%) 

 
2.3. Intégration du mode d'action des endoglucanases dans le modèle. 

 
 Peu de tests ont pu être faits pour l'étude cinétique des endoglucanases et l'enzyme EGI 
qui a servi de modèle ne reflète pas complètement le mode d'action de ces enzymes. Il a 
cependant été démontré que l'adsorption des enzymes suivait un modèle de type 'Langmuir' ce 
qui est cohérent avec les quelques données de la littérature.  

Le cellobiose est l'espèce soluble majoritairement produite et la quantité de cellobiose 
libérée est proportionnelle à la quantité d'enzymes adsorbées. L'activité d'hydrolyse par EGI 
semble donc être reliée à la quantité d'enzymes adsorbées et ainsi le modèle de type "Langmuir" 
avec une inhibition non compétitive par le glucose et le cellobiose choisi pour la description de 
l'action des cellobiohydrolases pourra également être utilisé pour la description de 
l'endoglucanase EGI. 
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3. Comparaison endoglucanase - cellobiohydrolases 
 
 Les endoglucanases et les cellobiohydrolases sont les deux types d'enzymes qui agissent 
directement sur le substrat solide. Il est intéressant, même si leur mode d'action reste 
complètement différent, de comparer leur capacité d'adsorption et leur cinétique de production de 
cellobiose.  
 
 

3.1. Isotherme d'adsorption 
  
 L'adsorption des trois enzymes CBHI, CBHII et EGI a pu être comparée en cours 
d'hydrolyse à 50°C. La Figure 3-11 représente l'ensemble des isothermes d'adsorption, étudiés 
sur une gamme de concentrations en enzymes plus large dans le cas d'EGI. Le comportement de 
ces trois enzymes semble proche même s'il serait intéressant de comparer l'adsorption des 
cellobiohydrolases pour des concentrations en enzymes supérieures pour avoir plus de certitudes. 
 

 
Figure 3-11: Comparaison des isothermes d'adsorption à 50°C de CBHI, CBHII et EGI 

 
3.2. Cinétique d'hydrolyse 

 
 La Figure 3-12 présente l'évolution des vitesses initiales apparentes de formation de 
cellobiose en fonction de la quantité d'enzymes adsorbées pour les trois enzymes. Pour chaque 
enzyme, il existe une relation de proportionnalité entre la quantité d'enzymes adsorbées et la 
vitesse initiale apparente de production de cellobiose. Cette vitesse est cependant très faible pour 
EGI, ce qui confirme l'avantage d'une action processive des enzymes pour convertir la cellulose 
en cellobiose.  
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Figure 3-12: Vitesse de production de cellobiose en fonction de la quantité d'enzymes adsorbées pour CBHI, 

CBHII, et EGI (T=50°C- Cellulose Avicel 1% - Cinétique 30 minutes) 

 
 
4. La β-glucosidase 
 

4.1. Enzymes et substrats d'étude 
 
La β-glucosidase est l'enzyme qui permet d'hydrolyser le cellobiose, libéré par l'action 

commune des endoglucanases et des cellobiohydrolases, en glucose. Cette réaction est la seule 
qui a lieu en milieu homogène. Le substrat de référence choisi pour l'étude cinétique de cette 
enzyme a naturellement été le cellobiose. Cependant, des substrats chromophores comme le 
pNPG (para Nitrophenyl β-D-Glucopyrannose) comprenant une molécule de glucose liée en β-
1,4 à un groupement phénol, permettent une détermination spécifique de son activité par mesure 
spectrophotométrique.  

Deux β-glucosidases ont été étudiées:(i) la β-glucosidase de T. reesei (BGL_T), 
naturellement présente dans le cocktail sécrété par T. reesei, (ii) la β-glucosidase d'A. niger 
(BGL_A) produit industriellement et couramment utilisée pour supplémenter le cocktail de T. 

reesei. 
Le Tableau 3-3 présente les différents paramètres testés et les conditions opératoires 

associées qui ont été choisies pour cette étude. Les influences des concentrations en substrat, en 
enzymes et en inhibiteur (glucose) sur la cinétique initiale des β-glucosidases ont été étudiées 
ainsi que l'influence du pH et de la température. 
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Tableau 3-3: Conditions choisies pour les tests d'hydrolyse par la β-glucosidase 

Cellobiose – β-glucosidase d' A.niger 

      Paramètres                             
modifiés 

 

Paramètres 
 testés 

[S]0 [E]0 T pH [P]0 

mM mM °C - mM 

Substrat 
0,23 à 16,2 

(0,1 à 5,5 g.L-1) 4,3.10-5 50 4,8 - 

Enzyme 16,2 2,2.10-5 à 8,5.10-5 

(2,55 à 10 mg.L-1) 50 4,8 - 

Température 16,2 4,3 . 10-5 30 à 70 4,8 - 
 

pH 16,2 4,3 . 10-5 50 4,0 à 5,5 
- 
 

Glucose 2 à 10 4,3 . 10-5 50 4,8 0 à 5.5  
(0 à 1 g.L-1) 

Cellobiose - β-glucosidase de T. Reesei 

Substrat 0,25 à 16 4,2. 10-5 50 4,8 - 
 

pNPG – β-glucosidase d'A. Niger 

Substrat / Glucose 0,15 à 5 2.10-5  50 4,8 0 à 333 
(0 à 60 g.L-1) 

pNPG – β-glucosidase de T. Reesei 

Substrat / Glucose 0,15 à 5 1.10-6  50 4,8 0 à 166,5 
 (0 à 30 g.L-1) 

 
 

4.2. Étude cinétique de la β-glucosidase d'A. niger sur le cellobiose 
 

L'étude cinétique de la β-glucosidase d'A. niger a tout d'abord été réalisée sur le 
cellobiose. Les influences de la concentration en enzyme, en substrat, en inhibiteur, ainsi que des 
paramètres opératoires (température, pH) ont été étudiées (Tableau 3-4) 

Tableau 3-4: Résultats obtenus lors de l'étude cinétique de la β-glucosidase d'A. niger sur le cellobiose [111] 

Propriétés Gamme d'étude Résultats 
[Enzyme] 2,2.10-5 à 8,5.10-5 mM Vitesse d'hydrolyse proportionnelle à la [Enzymes] 

[Substrat] 0,23 à 16,2 mM 

 

Linéarisation de Hanes 
 Détermination des paramètres de M-M: 

 

Km
app = 0,87 mM et Vapp = 0,083 mM.min-1 

 

[Substrat] 
+ 

[Produit] 
(glucose) 

2 à 10 mM 
 

0 à 5,7 mM 
 

 

Linéarisation Lineweaver & Burk 
Point d'intersection sur l'axe des ordonnées: 

Modèle M-M avec inhibition compétitive par le glucose 
Kp

app = 3,1 mM 
 

Température 30 à 70 °C 

 

Maximum d'activité à 60°C 
Énergie d'activation (loi d'Arrhenius): Ea

app = 53,2 kJ.mol-1 
Littérature: 52.5 kJ.mol-1 [41] et 46 kJ.mol-1 [42] 

 

Stabilité 
thermique 

50°C 
0 à 72h Pas de perte d'activité d'hydrolyse – Enzyme stable à 50°C 

pH 4,0 à 5,6 
 

Maximum d'activité entre pH 4,5 et 4,8 
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La réaction de dégradation du cellobiose en glucose par la β-glucosidase est une réaction 
enzymatique classique qui, contrairement aux réactions impliquant les cellobiohydrolases et les 
endoglucanases, se déroule en milieu homogène. Le modèle cinétique de Michaelis-Menten 
permet donc de décrire ce type de réaction. 
La linéarisation de Lineweaver et Burk, déterminant les constantes de l'enzyme Km et Vmax par 
la représentation des inverses a été réalisée pour différentes concentrations en glucose 
(inhibiteur). Ceci nous permet de discriminer le type d'inhibition mis en jeu: compétitive, non 
compétitive ou incompétitive. Le point d'intersection des trois droites ayant une iso-concentration 
en glucose se trouve au niveau de l'axe des ordonnées, confirmant une inhibition compétitive par 
le glucose. Le modèle choisi pour décrire cette réaction est donc un modèle de Michaelis-Menten 
avec inhibition compétitive par le glucose. Il est présenté dans le Tableau 3-5 et dans la suite de 
l'étude, les paramètres cinétiques seront déterminés afin de comparer les deux β-glucosidases (A. 
niger et T. reesei) sur les deux substrats (cellobiose et pNPG). 
 

 
Figure 3-13: Linéarisation de Lineweaver et Burk pour la β-glucosidase de A. niger sur le cellobiose 
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Tableau 3-5: Description du modèle utilisé pour décrire l'action de la β-glucosidase 

Paramètres variables 
Concentration en substrat  mM 
Concentration en enzyme  mM 
Concentration en produit  mM 

Constantes 

Énergie d'activation apparente  kJ.mol-1 

Facteur pré exponentiel apparent  min-1 

Constante de Michaelis-Menten apparente  mM 

Constante d'inhibition apparente (glucose)  min-1 

Modèle de 
Michaelis –Menten 

(inhibition compétitive) 

  

 
  

4.3. Étude de la β-glucosidase d'A. niger sur pNPG 
 

L'étude cinétique de la β-glucosidase d'A. niger (BGL_A) sur pNPG a été effectuée afin 
de valider ce substrat pour la caractérisation cinétique de ces enzymes. Après avoir vérifié la 
linéarité en fonction de la concentration en enzymes, l'influence de la concentration en substrat et 
en inhibiteur a été évaluée. L'ensemble des tests sont réalisés sur plaque 96 puits permettant de 
tester six conditions différentes en triplicat en moins de trois heures. Ainsi, il est possible de 
déterminer rapidement la constante de Michaelis-Menten d'une enzyme. L'étude de l'inhibition 
est également facilitée car l'inhibiteur et le produit formé (p-nitrophenol) sont différents. Il est 
ainsi possible d'étudier la cinétique en présence de fortes concentrations en glucose, ce qui n'est 
pas réalisable sur substrat naturel. 
 

Après vérification du mécanisme d'inhibition compétitive (linéarisation de Lineweaver 
Burk), les constantes de Michaelis-Menten et d'inhibition de la β-glucosidase d'A. niger ont été 
déterminées en utilisant des concentrations en glucose comprises entre 0 et 60 g.L-1. Les résultats 
obtenus sont présentés dans le Tableau 3-6.  

 

Tableau 3-6: Paramètres cinétiques de la β-glucosidase d'A. niger d'après le modèle de Michaelis-Menten 

Propriétés Cellobiose pNPG 

Km
app (mM) 0.88 0.57  

Kp
app  inhibition compétitive 

(mM) 3.40 2.70  

Km
app /Kp

app  0.26 0.21 
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On remarque d'une part que la constante Km 
app est inférieure pour le pNPG traduisant une 

meilleure affinité de la β-glucosidase pour le substrat chromophore ce qui est cohérent avec les 
résultats de Seidle [93] et Dekker [41]. On remarque d'autre part que le ratio Km app/Kp app est 
proche pour les deux substrats. L'inhibition étant compétitive, le produit (ici le glucose) se lie à 
l'enzyme pour former un complexe inactif et cet équilibre ne dépend pas de la nature du substrat. 
Il est donc logique que le glucose oriente de façon identique la réaction et ceci quel que soit le 
substrat. La conservation du ratio Km 

app/Kp 
app

  confirme à nouveau l'hypothèse d'une inhibition 
de type compétitive. 
 
 

 
4.4. Comparaison  des β-glucosidases d'A. niger et de T. reesei 

 

Une étude comparative des β-glucosidases d'A. niger et de T. reesei a été effectuée afin 
d'évaluer l'activité de l'enzyme utilisée pour supplémenter le cocktail de T. reesei (BGL_A) et de 
l'enzyme naturellement présente dans le cocktail enzymatique  (BGL_T) 

Pour l'étude de la β-glucosidase de T.reesei (BGL_T), la constante de Michaelis-Menten a 
été déterminée sur substrat naturel et chromophore tandis que la constante d'inhibition a 
uniquement été déterminée sur le substrat chromophore. Les valeurs des constantes cinétiques 
sont présentées dans le Tableau 3-7. 

Les constantes cinétiques (k cat) de la β-glucosidase de T. reesei sont supérieures à celles 
d'A. niger pour les deux substrats d'étude démontrant une meilleure activité de l'enzyme de 
T.reesei. De plus, le ratio Km

app /Kp
app est inférieur pour le β-glucosidase de T. reesei, ce qui 

indique une meilleure tolérance au glucose. Ces résultats sont en contradiction avec ceux de 
Grous [44] et montrent l'importance de déterminer des constantes cinétiques à l'aide d'enzymes 
purifiées. 

 

Tableau 3-7: Comparaison des paramètres cinétiques des β-glucosidases d'A. niger  et de T. reesei 

Propriétés A. niger T. reesei A. niger T. reesei 

Substrat pNPG Cellobiose 

k cat (min-1) 1582 ± 79 5276 ± 264 1897 ± 95 2445 ± 107 

Km
app (mM) 0,57 0,38 0,88 1,83 

Kp
app  inhibition compétitive (mM) 2,70 3,25 3,40 - 

Km
app /Kp

app 0,21 0,12 0,26 - 

kcat / Km
app 2775 13884 2155 1336 
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Pour les deux enzymes, les paramètres cinétiques ont été déterminés en utilisant des 

concentrations en glucose allant jusqu'à 30 g.L-1. Les activités mesurées expérimentalement 
et celles prédites par le modèle sont présentées sur la Figure 3-14. Cette figure permet d'une 
part de montrer l'importance de l'inhibition par le glucose, les deux β-glucosidases perdant 
environ 85 % de leurs activités en présence de 30 g. L-1 de glucose, et de valider d'autre part 
le modèle développé. 

 
Figure 3-14: Comparaison de l'activité mesurée et prédite en fonction de la concentration en pNPG (Points: 

Données expérimentales – Courbes: Prédiction du modèle) 

 
4.5. Conclusion sur l'étude de l'activité de la β-glucosidase 

 
Cette étude a permis de déterminer les paramètres cinétiques des  β-glucosidase d'A. niger 

(BGL_A) et de T. reesei (BGL_T) en utilisant le modèle de Michaelis-Menten avec inhibition 
compétitive par le glucose. La comparaison de l'activité de ces deux enzymes, sur substrats 
naturel et chromophore, a permis de mettre en évidence plusieurs points: 

- le mécanisme d'inhibition est de type compétitif pour les deux enzymes 
- l'affinité de la β-glucosidase est plus élevée pour le pNPG 
- l'activité globale d'hydrolyse est meilleure pour la β-glucosidase de T. reesei 

- la β-glucosidase de T. reesei est moins sensible à l'inhibition par le glucose 
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5. Étude de la synergie entre les enzymes cellulolytiques 
 

Le phénomène de synergie existant entre les différentes enzymes cellulolytiques a déjà 
été clairement mis en évidence [49,52]. Plusieurs types de synergies ont été identifiées: (i) la 
synergie CBHI / CBHII, (ii) la synergie CBHs / EG et (iii) la synergie CBHs et EG / BGL. Les 
mécanismes réactionnels expliquant ces phénomènes semblent assez clairs pour les deux 
dernières synergies mais de grosses incompréhensions persistent pour l'explication de la synergie 
CBHI / CBHII. La synergie semble dépendre de plusieurs facteurs dont le ratio entre les 
différentes enzymes ou la concentration totale en enzyme. 

 
L'étude de la synergie a été réalisée pour quatre enzymes (EGI, CBHI, CBHII et BGL), 

dans les proportions du cocktail enzymatique sécrété par T. reesei lors de la fermentation. Un 
cocktail reconstitué contenant quatre enzymes purifiées de T. reesei (CBHI, CBHII, EGI, 
BGL_T), a donc été défini pour cette étude en fonction des proportions massiques de chaque 
enzyme présente dans le cocktail réel. Le Tableau 3-8 présente la composition du cocktail réel 
[10], celle du cocktail reconstitué. Le cocktail réel contient d'autres enzymes en très faibles 
proportions: environ 3,3% d'endoglucanases secondaires (EGIII, EGIV et EGV), 0,7% 
d'arabinofuranosidases, 0,3% de mananases et 0,4% de xylanases, le reste des enzymes n'étant 
pas identifiées. 

Dans notre cocktail reconstitué, le mélange EGI – EGII sera représenté par l'enzyme EGI. 
 

Tableau 3-8: Tableau des proportions du cocktail enzymatique réel et du cocktail de référence 

Enzymes réelles % massique réel 
Enzymes pures 

associées 
% massique reconstitué 

CBHI 42 CBHI 52,5 

CBHII 26 CBHII 32,5 

EGI + EGII 10 EGI 12,5 

BGL_T 2 BGL_T 2,5 

Autres 20 - 0 

TOTAL 
CBHs+EGs+BGL 

80  100 

 
Pour cette étude des synergies, chaque enzyme a été étudiée seule, puis en binôme, en 

trinôme et enfin en cocktail complet. Une étude plus approfondie de la synergie CBHI / CBHII a 
été réalisée en faisant varier les concentrations des deux enzymes afin d'essayer d'identifier les 
mécanismes réactionnels impliqués dans cette synergie. L'ensemble des tests de cinétique initiale 
effectués est récapitulé dans le Tableau 3-9. 
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Tableau 3-9: Tableau récapitulatif des tests de cinétique initiale réalisés 

 Substrat Enzyme [S] [E] T 

  g.L-1 g.L-1 mg.gcell
-1 °C 

Tests cinétiques 

Synergie 
Cellulose 

Avicel 

CBHI-CBHII 10 
I: 0 à 6,6 

II: 0 à 10,4 
50 

CBHI –EGI 

CBHII-EGI 

CBHI-BGL_T 

CBHII-BGL_T 

EGI-BGL_T 

CBHI-CBHII-EGI 

CBHI-EGI-BGL_T 

CBHII-EGI-BGL_T 

CBHI-CBHII-EGI-BGL_T 

10 

Proportion 

cocktail: 

 

CBHI: 1,73 

CBHII: 1,07 

EGI: 0,41 

BGL: 0,21 

Etot : 3.4 

50 

 
 

5.1. Synergie CBHI / CBHII 
 

La synergie CBHI / CBHII a été longuement décrite dans la littérature [46-48,50] Cette 
synergie semble dépendre du ratio entre les enzymes et de la concentration en CBHI et en 
CBHII. Cependant, les mécanismes réactionnels expliquant cette synergie n'ont pas été identifiés, 
les deux enzymes étant censées avoir deux mécanismes indépendants, l'une attaquant les bouts de 
chaînes réducteurs et l'autre les non-réducteurs. Dans un premier temps, la synergie a uniquement 
été étudiée dans les proportions du cocktail reconstitué (Tableau 3-8) mais il a paru intéressant 
d'étudier différents ratios et différentes concentrations en protéines pour construire le modèle. La 
Figure 3-15 présente l'évolution de la vitesse initiale apparente de production du cellobiose en 
fonction de différents ratios CBHI / CBHII. La vitesse initiale apparente semble proportionnelle 
à la fois à la concentration en CBHI et CBHII.  
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Figure 3-15: Influence de la synergie CBHI.CBHII sur la vitesse de conversion de la cellulose en cellobiose 

 Le degré de synergie est défini comme le ratio entre la vitesse obtenue si les deux 
enzymes réagissent ensemble sur la somme des vitesses obtenues lorsqu'elles agissent 
séparément. Le Tableau 3-10 présente les degrés de synergie obtenus en fonction des 
concentrations en CBHI et CBHII introduites. Le degré de synergie augmente lorsqu'on 
augmente la quantité d'enzymes dans le système et il est différent pour un même ratio 
CBHI/CBHII.  

 

Tableau 3-10: Tableau récapitulatif des degrés de synergie CBHI/CBHII 

  [CBHII] (mg.L-1) 

  5,5 26,6 53,2 

[CBHI] (mg.L-1) 

8,9 2,26 2,44 - 

16,9 2,41 2,70 2,49 

33,8 - 2,89 3,10 
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Les résultats du Tableau 3-10 démontrent que la synergie dépend du ratio CBHI/CBHII et 
de la concentration totale en enzyme et que la vitesse initiale apparente est proportionnelle au 
produit des concentrations en CBHI et CBHII. Ces résultats ne permettent pas de donner une 
explication claire quant au mécanisme même de synergie. Cependant, pour la modélisation 
cinétique, un terme de synergie sera introduit et il sera dépendant du produit des concentrations 
en CBHI et CBHII adsorbées.  
 
 

5.2. Synergie CBHs / EG 
 

Les cellobiohydrolases et les endoglucanases agissent également en synergie. La Figure 
3-16 présente les cinétiques de production de cellobiose en fonction du temps pour CBHI, CBHII 
et le mélange CBHI-CBHII avec ou sans EGI. Dans les trois cas, la présence de EGI permet 
d'augmenter de manière significative la production de cellobiose. Ces résultats sont en accord 
avec les mécanismes proposés dans la littérature. Les endoglucanases coupent de manière 
aléatoire les chaînes de cellulose, libérant des nouveaux bouts de chaînes réducteurs et non 
réducteurs pour l'attaque des cellobiohydrolases. D'autre part, l'effet de l'ajout de EGI sur la 
cinétique de réaction semble plus important pour CBHI que pour CBHII (cf Tableau 3-11 
présentant les degrés de synergie mesurés). Or Lantz et al [122] et Zou et al [123] ont montré que 
CBHII pouvait avoir une activité "endoglucanase", ce qui pourrait expliquer la plus faible 
synergie entre ces deux enzymes. La possible activité "endoglucanase" de CBHII pourrait 
également expliquer la meilleure activité de dégradation de CBHII. La synergie entre 
cellobiohydrolases et endoglucanases pourra être décrite dans notre modèle en tenant compte de 
l'augmentation, avec l'attaque des endoglucanases, du nombre de sites disponibles pour l'attaque 
par les cellobiohydrolases. Dans le cadre de ma thèse, l'activité "endoglucanase" de CBHII ne 
sera pas prise en compte dans le modèle cinétique: les différences de synergie observées entre 
CBHI et CBHII ne pourront donc pas être décrites. 
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Figure 3-16: Étude de la synergie CBHs / EGI sur la cinétique de production de cellobiose à partir de 

cellulose, T=50°C, 1% Celulose Avicel, [CBHI]=17,3 mg.L-1, [CBHII]=10,7 mg.L-1, [EGI]= 0 ou 4,1 mg.L-1.  

 

Tableau 3-11: Tableau récapitulatif des degrés de synergie entre les CBHs et EGI 

  CBHI CBHII CBHI - CBHII 

  17,6 mg.L-1 10,7 mg.L-1 17,6 + 10,7 mg.L-1 

[EGI] 4,1 mg.L-1 1,90 1,25 4,65 
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5.3. Synergie CBHs et EGs / BGL 
 

Les cellobiohydrolases et les endoglucanases agissent directement sur le substrat solide 
après adsorption sur le substrat et entraînent la libération de cellobiose. Ces trois enzymes 
agissent en synergie avec la β-glucosidase. La Figure 3-17 présente l'évolution de la 
concentration de glucose et cellobiose libérée lors de la réaction, exprimée en équivalent glucose, 
en fonction du temps, pour les réactions d'hydrolyse de la cellulose par CBHI, CBHII et les 
mélanges entre CBHI, CBHII et EGI en absence et en présence de β-glucosidase (T. reesei). Pour 
tous les tests, sauf pour le mélange CBHI / EGI, la quantité de sucres libérés est accrue par l'ajout 
de β-glucosidase. Les cellobiohydrolases sont fortement inhibées par le cellobiose, leur produit 
de réaction. Or la présence de β-glucosidase permet l'hydrolyse du cellobiose en glucose et limite 
ainsi l'inhibition des cellobiohydrolases par le cellobiose. De plus, il semblerait que l'effet de la 
β-glucosidase soit légèrement supérieur pour CBHI par rapport à CBHII car on observe une 
augmentation de 46,5% de la production de sucres à 30 minutes pour CBHI contre 31,6% pour 
CBHII. L'étude cinétique des cellobiohydrolases a montré que l'action de CBHII était fortement 
influencée par la présence de glucose. La réaction d'hydrolyse de la cellulose par CBHII serait 
alors impactée par le glucose formé, ce qui diminuerait l'effet de l'ajout de la β-glucosidase. 
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Figure 3-17: Étude de la synergie CBHs / EGI / au cours de la conversion de la cellulose. 

Cinetique de production de cellobiose à  T=50°C, 1% Cellulose Avicel, [CBHI]=17,3 mg.L-1, [CBHII]=10,7 mg.L-1, 
[EGI]=  4,1 mg.L-1 et [BGL_T]=2,1 mg.L-1 

 

 
6. Validation du cocktail enzymatique reconstitué 
 

Le cocktail réel sécrété par T. reesei contient trois familles d'enzymes: les 
endoglucanases, les cellobiohydrolases et la β-glucosidase. La première partie de cette étude a été 
consacrée à l'étude des enzymes seules et en synergie afin de mieux appréhender les mécanismes 
mis en jeu lors de l'hydrolyse enzymatique. Nous avons choisi de représenter le cocktail réel par 
quatre enzymes (EGI, CBHI, CBHII et BGL) et il était important de comparer les performances 
du cocktail reconstitué par rapport à un cocktail réel afin de valider notre stratégie.  

La comparaison des activités des deux cocktails a été effectuée via des tests de cinétique 
initiale (Chapitre 2, 5.3) et des tests de cinétique globale (Chapitre 2, 5.4). Afin de pouvoir 
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valider la cohérence des résultats obtenus entre ces deux types de tests, le prélèvement à 1h du 
test de cinétique globale a été remplacé par un prélèvement à 30 minutes  Les conditions 
opératoires retenues pour ces essais sont précisées dans le Tableau 3-12 
 

Tableau 3-12:Tests réalisés pour la comparaison cocktail reconstitué / cocktail réel 

 Substrat Enzyme [S] [E] T 

  g.L-1 g.L-1 mg.gcell
-1 °C 

Test cinétique 

Cinétique 

initiale Cellulose 
Avicel 

Cocktail reconstitué 

Cocktail réel 
10 

3,4 

3,4 – 6,8 – 13 5 
50 

Cinétique 

globale 

Cocktail reconstitué 

Cocktail réel 
3,4 

 
Dans un premier temps, l'influence de la concentration en enzymes a été testée pour le 

cocktail réel. La Figure 3-18 présente l'évolution de la vitesse initiale apparente de production de 
sucres totaux en fonction de la concentration en enzymes introduites et montre qu'il y a bien une 
relation de proportionnalité entre ces deux paramètres. 

 
Figure 3-18: Évolution de la vitesse initiale apparente de sucres totaux en fonction de la concentration en 

enzymes initiales 

Les deux premiers graphiques de la Figure 3-19 comparent l'évolution de la concentration 
en sucres libérés par les cocktails reconstitué et réel et ce en cinétique initiale ou globale.  

Pour les tests de cinétique initiale comme pour les tests de cinétique globale, la 
comparaison de la production globale de sucres (glucose et cellobiose) des deux cocktails 
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enzymatiques montre que le cocktail reconstitué a une activité d'hydrolyse supérieure au cocktail 
réel.  

Ces tests ont été réalisés avec la même concentration en enzymes alors que la 
composition des 2 cocktails est différente: les 4 enzymes majoritaires (CBHI-CBHII-EGI et 
BGL) représentent 80% poids du cocktail réel, tandis qu'elles représentent 100% du cocktail 
reconstitué. Il est donc normal d'observer une activité plus forte avec le cocktail reconstitué.  

 
De plus, pour les deux types de tests cinétiques, le cocktail reconstitué reproduit bien la 

production de glucose mais de gros écarts sont observés sur la quantité de cellobiose libéré. En 
effet, la quantité de glucose formée avec le cocktail réel représente entre 80 et 90% du glucose 
formé sur cocktail reconstitué tandis que le cocktail reconstitué produit environ deux fois plus de 
cellobiose que le cocktail réel.  

 Plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour expliquer ces résultats: 
 
(i) il y a un défaut d'activité β-glucosidase observé sur le cocktail reconstitué et 

par conséquent une accumulation de cellobiose  
(ii) il y a une surestimation de l'activité endoglucanases dans le cocktail reconstitué 

menant à une surproduction de cellobiose. 
 

Dans le premier cas, le défaut d'activité β-glucosidase peut s'expliquer par: 
i) Une sous estimation de la concentration  en β-glucosidase dans le cocktail réel 
ii) Une baisse de l'activité β-glucosidase due à la purification de l'enzyme 
iii) Une activité β-glucosidase qui peut être présente dans les 20% d'enzymes non 

majoritaires du cocktail réel 
 

Dans le second cas, la surestimation de l'activité endoglucanase serait due au fait que le 
cocktail réel comprend 5% d'EGI et 5% d'EGII alors que seul EGI est  représenté dans le cocktail 
reconstitué. EGI a une activité d'hydrolyse supérieure à EGII, la production de cellobiose peut 
potentiellement être surestimée dans le cocktail reconstitué. 
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Figure 3-19: Comparaison des performances des cocktails Reconstitué et Réel pour l'hydrolyse de la cellulose. 

La Figure 3-20 présente la concentration en sucres (Glucose, Cellobiose, et Sucres 
Totaux) libérée après 30 minutes de réaction pour les tests de cinétiques initiales et globales. Ce 
graphique montre que même si la quantité de sucres libérés est toujours supérieure pour le test de 
cinétique initiale et ceci pour les deux cocktails enzymatiques, la différence reste faible et le 
cocktail reconstitué est donc bien représentatif du cocktail réel. 
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Figure 3-20: Comparaison des tests de cinétiques initiales et globales 

 
D'après la composition du cocktail réel, il y a 20% des enzymes qui ne sont pas des 

enzymes majoritaires (EGI, CBHI, CBHII et BGL). La Figure 3-21 présente la concentration en 
sucres libérés en fonction du temps pour le cocktail réel et le cocktail reconstitué, où les 
performances du cocktail reconstitué ont été diminuées de 20% pour se ramener à une 
concentration en enzymes actives identique. 

Les concentrations en sucres totaux libérés lors des tests de cinétiques globaux semblent 
alors plus cohérentes pour les deux cocktails. Cependant, le cocktail réel libère plus de cellobiose 
que le cocktail reconstitué, ce qui peut être dû à une sous-estimation de la quantité de β-
glucosidase dans le cocktail reconstitué. On peut donc considérer qu'en se ramenant à la 
concentration réelle en enzymes actives, le cocktail reconstitué permet une assez bonne 
description de la cinétique sur des temps d'hydrolyse longs. 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

Glucose Cellobiose Sucres Totaux

[C
o

n
ce

n
tr

a
ti

o
n

] 
li

b
é

ré
e

 à
 3

0
 m

in
 

(m
M

 d
'é

q
u

iv
a

le
n

t 
G

lu
c

o
s

e
)

Reconstitué - Initiale
Reconstitué - Globale
Réel - Initiale

Réel - Globale



- Chapitre 3: Étude de la cinétique initiale des enzymes pures - 
 

 95

 
Figure 3-21: Comparaison des cocktails Reconstitué et Réel considérant que seul 80% des enzymes du 

cocktail réel sont actives 

 CONCLUSION 
 

L'hydrolyse enzymatique de la cellulose requiert l'utilisation d'un cocktail enzymatique 
complexe contenant trois familles d'enzymes: les endoglucanases, les cellobiohydrolases et la β-
glucosidase. L'étude cinétique réalisée sur quatre enzymes pures (EGI, CBHI, CBHII et BGL) 
sélectionnée pour représenter le cocktail enzymatique réel a mis en évidence plusieurs points.  

Concernant les enzymes seules, il est important de différencier les enzymes qui attaquent 
le substrat solide (EG et CBHs), de la β-glucosidase qui agit en milieu homogène. Ainsi pour les 
endoglucanases et les cellobiohydrolases, il est indispensable de prendre en compte l'adsorption 
de l'enzyme sur le substrat avant la réaction: un modèle de type Langmuir avec une inhibition 
non compétitive par les produits de réaction doit être utilisé pour leur description. L'action de la 
β-glucosidase pourra quant à elle être décrite par un modèle classique de Michaelis-Menten avec 
une inhibition compétitive par le glucose. 

L'étude du phénomène de synergie entre les enzymes a montré l'importance de le 
paramétrer dans le modèle. Les mécanismes régissant la synergie entre CBHs et EG et entre 
CBHs / EGs et la β-glucosidase étaient déjà bien compris et sont facilement incorporables au 
modèle cinétique. Une étude plus poussée a été nécessaire pour améliorer la compréhension de la 
synergie CBHI / CBHII. Les résultats montrent que la synergie est proportionnelle au produit des 
concentrations en CBHI et CBHII, mais aucun mécanisme réactionnel expliquant cette synergie 
n'a pu être identifié. Une des hypothèses est que CBHII possède également une activité 
"endoglucanase". Cependant, dans un premier temps, cette activité ne sera pas prise en compte 
par le modèle. 

0

5

10

15

20

25

0.5 2 4 6 24 48

Temps (h)

[C
o

n
c

e
n

tr
a

ti
o

n
]

 (m
M

 d
'e

q
u

iv
al

en
t 

G
lu

co
s

e)

Glucose - Reconstitué 80%

Glucose - Réel

Cellobiose - Reconstitué 80%

Cellobiose - Réel

Sucres totaux - Reconstitué 80%

Sucres totaux - Réel



- Chapitre 3: Étude de la cinétique initiale des enzymes pures - 
 

 96

Enfin, le cocktail reconstitué a été comparé au cocktail réel. Il a alors été montré qu'en 
normalisant l'activité du cocktail par rapport à la concentration en enzymes actives, le cocktail 
reconstitué est capable de décrire l'activité du cocktail réel sur des cinétiques globales. 
L'ensemble de cette étude permettra donc de déterminer correctement les paramètres des 
enzymes au sein du modèle cinétique. Le chapitre suivant s'attachera donc à comprendre 
l'évolution de la morphologie et de la réactivité du substrat au cours de la conversion. Pour cette 
étude, les tests de cinétique initiale seront effectués avec le cocktail réel. 
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Chapitre 4: Influence de la morphologie du substrat sur l'hydrolyse  
 

Le chapitre 3 a été consacré à la caractérisation cinétique des principales cellulases du 

sécrétome de Trichoderma reesei et de la β-glucosidase d'Aspergillus niger. La détermination 

des paramètres cinétiques des enzymes pures, associée à l'étude des synergies présentes au cours 

du processus d'hydrolyse, a permis de construire un cocktail reconstitué représentatif du cocktail 

réel. Néanmoins, la description de la cinétique des enzymes n'a été réalisée que sur un substrat 

modèle (la cellulose Avicel PH101). Or l'activité des cellulases dépend fortement des propriétés 

physico-chimiques du substrat cellulosique qui d'une part sont fonction de l'origine de la 

cellulose et qui d'autre part évoluent au cours de l'hydrolyse. Ce chapitre est donc dédié à l'étude 

de l'influence de la structure et morphologie du substrat sur la cinétique de l'hydrolyse 

enzymatique, et les objectifs sont les suivants:  

(i) déterminer les paramètres morphologiques évoluant au cours de la réaction afin de 

pouvoir introduire une description fine du substrat dans le modèle cinétique;  

(ii) évaluer l'évolution de la réactivité du substrat au cours de la conversion et d'établir 

un éventuel lien avec ses changements  de structure.  
 

Lors de l'hydrolyse enzymatique de la cellulose, les enzymes attaquent directement le 
substrat cellulosique solide. Il a été montré dans la littérature que la réactivité initiale de la 
cellulose dépendait de ses propriétés morphologiques et structurales, et que certaines propriétés 
évoluaient au cours de la réaction. Comme décrit en introduction, la cellulose possède plusieurs 
niveaux d'organisation qui peuvent être remodelés pendant l'hydrolyse enzymatique. L'étude de 
ces éventuels changements nous aide à mieux cerner l'action des enzymes. Or, peu de modèles 
cinétiques développés dans la littérature présentent une description détaillée du substrat et, une 
meilleure définition de celui-ci permettrait d'améliorer les capacités de prédiction des modèles. 

La première partie de ce chapitre sera consacrée à l'étude de l'évolution de la structure de 
la cellulose au cours de l'hydrolyse enzymatique. Pour cette étude, des résidus d'hydrolyses 
partielles ont été préparés à partir de deux substrats cellulosiques: la cellulose Avicel et une pâte 
cellulosique (PCBB) issue d'un procédé d'extraction papetier permettant de conserver des 
caractéristiques plus proches d'un substrat lignocellulosique en matière de degré de 
polymérisation et de cristallinité. 

Après une caractérisation détaillée de la structure et de la morphologie des substrats 
initiaux à l'échelle moléculaire, nanométrique et micrométrique, nous avons étudié les substrats 
partiellement hydrolysés pour lesquels structure et réactivité ont été à leur tour caractérisées. 
Enfin, nous avons tenté d'établir un lien entre la structure et la réactivité du substrat. 
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1. Comparaison des caractéristiques globales des substrats d'étude. 
 

Deux substrats cellulosiques ayant des propriétés morphologiques et structurales 
différentes ont été sélectionnés pour cette étude: la cellulose Avicel PH101 et une pâte 
cellulosique bisulfite blanchie (PCBB) produite par Tembec Tartas. Dans le but de s'assurer de 
l'absence d'autres composés chimiques dans le matériau, la pureté en cellulose a tout d'abord été 
déterminée pour les deux substrats par hydrolyse acide. Le Tableau 4-1 présente la teneur en 
matière sèche et l'analyse compositionnelle des deux substrats. Les résultats montrent une très 
haute pureté en cellulose ainsi qu'une faible quantité résiduelle d'hémicellulose. Les substrats 
ayant été blanchis, il n'y a pas de lignine résiduelle. 

A l'échelle moléculaire, les degrés de polymérisation moyens des deux celluloses ont été 
déterminés en mesurant la viscosité intrinsèque de la cellulose dissoute dans un solvant 
organométalique, la cupriethylènediamine (CED). Comme attendu, les données présentées dans 
le Tableau 4-1 montrent que les degrés de polymérisation moyens sont très différents, la cellulose 
Avicel étant constituée de chaînes beaucoup plus courtes. Les méthodes de production de ces 
deux substrats cellulosiques sont à l’origine de ces différences : la cellulose Avicel est produite 
par l’hydrolyse acide d’une pâte cellulosique blanchie, ce qui a pour conséquence une 
élimination des hémicelluloses hydrolysées, ainsi qu’une réduction du DP des chaînes de 
cellulose. La PCBB est quant à elle produite par une cuisson bisulfite en milieu acide suivi 
d’étapes de blanchiment (à base d’oxygène et de dioxyde de chlore) et d'extraction alcaline. La 
succession de ces différents traitements permet l’obtention d’un substrat assez pur en cellulose 
mais conservant un degré de polymérisation élevé (Tableau 4-1). Le degré de polymérisation 
obtenu pour la cellulose se rapproche donc bien de celui d'un substrat lignocellulosique qui 
présente des degrés de polymérisation moyens pouvant aller de quelques centaines à plusieurs 
dizaines de milliers [59].  

A l'échelle nanométrique, la cristallinité des deux substrats a été évaluée par diffraction 
des rayons X. Les spectres de diffraction des deux celluloses sont présentés sur la Figure 4-1. Les 
indices de cristallinité ont été déterminés par la méthode de la hauteur des pics, qui n'est valable 
qu'à titre comparatif [68]. Les valeurs obtenues sont présentées dans le Tableau 4-1 et les 
différences de cristallinité observées se traduisent par un indice de cristallinité plus élevé pour la 
cellulose Avicel que pour la PCBB. Une nouvelle fois, les modes de préparation de ces deux 
substrats sont à l'origine de ces différences: les conditions opératoires d'hydrolyse acide 
appliquées pour obtenir la cellulose Avicel conduisent à l'hydrolyse partielle de la cellulose, qui 
se fait préférentiellement sur les zones amorphes plus réactives, ce qui a pour conséquence une 
augmentation de l’indice de cristallinité de la cellulose résiduelle.  
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Tableau 4-1: Tableau caractéristiques des propriétés morphologique des substrats d'étude 

Substrat Avicel PCBB 

MS (%) 97,3 95,5 

Pureté en cellulose (%) 96,1 93,9 

Xylan ou hemicellulose (%) 2,4 3,1 

Mannane (%) 1,5 3,0 

DPw moy 333 ± 17 2025 ± 101 

ICr (%) 67,2 45,4 

 

 
Figure 4-1: Spectre de diffraction de l'Avicel et de la PCBB 
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2. Préparation des substrats partiellement hydrolysés 
 

Des substrats partiellement hydrolysés ont été préparés à partir des deux substrats de 
départ (cellulose Avicel et PCBB). Pour chacun des deux substrats, 3 taux d'avancement de la 
réaction d'hydrolyse ont été visés: 10, 30 et 70%. Pour rappel, les substrats partiellement 
hydrolysés ont été récupérés après lavages et lyophilisation. Pour contrôler l'influence de ces 
étapes de lavages et de lyophilisation sur la structure et la réactivité de la cellulose, un substrat 
"contrôle" sans traitement enzymatique a été préparé pour les deux types de cellulose (BA et 
BPCCB). 

Le Tableau 4-2 présente les principaux paramètres opératoires utilisés pour la préparation 
des substrats, ainsi que le taux d'avancement réel de la réaction d'hydrolyse et la teneur en 
matière sèche (MS) finale de chaque substrat préparé. Le taux d'hydrolyse est exprimé sous la 
forme d'un rendement massique en glucose produit.  

 

Tableau 4-2: Tableau récapitulatif des substrats partiellement hydrolysés préparés 

Substrat Avicel PCBB 

NOM BA  A10  A30  A70  BPCBB  PCBB10  PCBB30  PCBB70 

Rdt glucan visé 
(%  pds) 

0 10 30 70 0 10 30 70 

Cellulase [K616] 
(mg.gMS

-1) 
0 1,7 8,4 8,4 0 5,0 5,0 8,4 

β-glucosidase 
[SP188] (g.L-1) 

0 0,1 0,1 0,1 0 0,1 0,1 0,1 

Temps d'hydrolyse 
(h) 

15,5 7,0 7,5 72,0 16,0 5,0 7,5 67,0 

Rdt glucan réel  
(% pds) 

0 10,0 27,2 76,3 0 20,1 32,0 71,1 

Matière sèche (%) 99,0 99,2 98,8 99,0 99.6 99.5 99,6 99,9 
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3. Évolution de la structure et morphologie du substrat au cours de 
l'hydrolyse 

 
Afin de comprendre l'origine de la forte diminution de la vitesse lors de l'hydrolyse 

enzymatique de la cellulose, il est intéressant de caractériser l'évolution de la structure et de la 
morphologie du substrat au cours de sa conversion. Cette partie présente les résultats de la 
caractérisation des substrats partiellement hydrolysés aux différents niveaux de structures du 
polymère i. e. à l'échelle moléculaire, nanométrique et micrométrique. 

 
3.1. A l'échelle moléculaire 

 
 Les degrés de polymérisation moyens des substrats partiellement hydrolysés ont été 
déterminés par mesure de la viscosité intrinsèque. La viscosité intrinsèque est mesurée après 
dissolution de la cellulose dans de la cupriéthylènediamine, et converties en degrés de 
polymérisation moyens comme décrit dans 2.2.3.  

Les résultats présentés dans le Tableau 4-3 montrent que le protocole de préparation des 
substrats n'a pas d'impact sur le degré de polymérisation moyen, les deux substrats de départ 
Avicel et PCBB ayant des degrés de polymérisation très proches de leur substrat "contrôle". 
D'autre part, les résultats montrent très clairement que la valeur du degré de polymérisation 
moyen ne varie pas de manière significative au cours de l'hydrolyse enzymatique, pour la 
cellulose Avicel comme pour la pâte cellulosique. Ce niveau de structure ne semble donc pas 
altéré par la réaction, ce qui peut paraître surprenant pour une réaction de conversion de la 
cellulose en glucose. Ce premier résultat est en faveur d'une action des glycosides hydrolases à la 
surface du substrat. En effet, on peut considérer que seules les chaînes de surfaces sont attaquées 
par les enzymes et qu'il faut entièrement hydrolyser ces chaînes pour avoir accès à la couche 
suivante. La valeur du degré de polymérisation de la cellulose étant une valeur moyenne, elle 
reste donc constante au cours de la réaction. Les chaînes de surfaces ne représentent qu'un faible 
pourcentage des chaînes de cellulose présentes dans le milieu, et une diminution de la taille de 
ces chaînes n'a donc que peu d'impact sur le degré de polymérisation moyen car les enzymes ne 
sont pas capables de pénétrer dans la structure de la cellulose. Ces résultats sont en accord avec 
ceux de Walseth et al [82] et de Philipp et al [83] qui ont montré que le degré de polymérisation 
était peu altéré par l'hydrolyse enzymatique tandis qu'il diminuait fortement pendant l'hydrolyse 
acide, l'acide pouvant contrairement aux enzymes pénétrer dans la structure de la cellulose. 
L'étude comparative des celluloses Avicel et PCBB a permis de montrer que l'évolution observée 
est la même quelle que soit la longueur des microfibrilles. Vérifier ce point était également 
important dans l'optique de proposer un modèle cinétique pouvant être applicable à des structures 
cellulosiques représentatives de biomasses lignocellulosiques. 
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Tableau 4-3: Dégré de polymérisation moyen des celluloses partiellement hydrolysées 

 
 

3.2. A l'échelle nanométrique 
 

 Cristallinité 3.2.1.
 
 De nombreux auteurs [65,66,76] ont mis en évidence l'importance de la cristallinité sur la 
vitesse initiale de l'hydrolyse enzymatique. Les endoglucanases sont connues pour attaquer 
préférentiellement les zones amorphes de la cellulose ce qui entraînerait une diminution de la 
proportion de zones amorphes au cours de la réaction et par conséquent, une augmentation de 
l'indice de cristallinité. Cependant, ce résultat reste très controversé [71,73,77,81], avec pour la 
majorité des études, l'observation d'une cristallinité soit constante, soit faiblement croissante au 
cours de conversion du substrat.  
 

Les indices de cristallinité des substrats partiellement hydrolysés ont été déterminés par la 
méthode de diffraction des rayons X. La Figure 4-2 présente les spectres de diffraction des 
rayons X obtenus pour les deux séries de substrats. Aucune différence n'est visible entre les 
substrats initiaux et les substrats partiellement hydrolysés. Les valeurs d'indice de cristallinité 
présentées dans le Tableau 4-4 ont été calculées par la méthode de la hauteur des pics. Comme 
Park et al [68] l'ont montré dans leurs travaux, le calcul de l'indice de cristallinité dépend 
beaucoup de la méthode analytique (DRX ou RMN du carbone 13) et de la méthode d'intégration 
des pics. Les valeurs présentées sont uniquement données dans un but de comparaison et ne 
représentent pas une valeur absolue de l'indice de cristallinité. 

Les degrés de cristallinité des celluloses Avicel et PCBB et de leurs substrats "contrôle" 
sont très proches. Ceci permet de confirmer que le protocole de préparation des substrats 
partiellement hydrolysés n'a pas d'influence sur la cristallinité. 

Pour la cellulose Avicel, les indices de cristallinité mesurés sont constants quelque soit le 
taux de conversion du solide (64%). Pour la pâte de Tartas, une plus grande dispersion des 
valeurs est observée (ICr compris entre 56 et 62%) mais cette dispersion est plus liée à la 
précision de la mesure qu'à une évolution liée à la conversion du substrat. Les résultats obtenus 
permettent donc de confirmer qu'il n'y a pas de changement de cristallinité au cours de 
l'hydrolyse. Si l'on considère que les zones amorphes sont principalement situées en surface des 

Avicel  Avicel BA  A10  A30  A70 

DPvmoyen 333 ± 17 347 ± 17 359 ± 18 382 ± 19 369 ± 18 

PCBB  PCBB BPCBB PCBB10 PCBB30 PCBB70 

DPv moyen 2025 ± 101 1916 ± 96 1884 ± 94 1869 ± 93 2108 ± 105 
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microfibrilles, ces résultats viennent une nouvelle fois confirmer l'attaque en surface des 
enzymes. Même si la cristallinité semble être un facteur important pour déterminer la vitesse 
initiale de l'hydrolyse, ce paramètre n'est donc pas modifié pendant la conversion du substrat. 

 

Tableau 4-4: Indice de cristallinité des substrats partiellement hydrolysés 

 
 

 
Figure 4-2: Spectre de diffraction des rayons X (WAXS) des trois séries de substrats partiellement hydrolysés 
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Avicel  Avicel BA  A10  A30  A70 

ICr (%) 67 64 - 64 63 

PCBB  PCBB BPCBB  PCBB10  PCBB30  PCBB70  

ICr (%) 46 56 - 62 60 
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 Surface spécifique 3.2.2.
 

La surface spécifique de la cellulose a été déterminée en utilisant  la méthode de diffusion 
des neutrons aux petits angles (SANS) selon le protocole décrit dans le Chapitre 2 (2.2.5). Cette 
méthode permet de caractériser la surface spécifique accessible au solvant choisi qui est le D2O. 
 

Les spectres de SANS obtenus pour l'échantillon "contrôle" et les échantillons 
partiellement hydrolysés préparés à partir de la cellulose Avicel  sont présentés sur la Figure 4-3. 
Ces figures présentent l'évolution de l'intensité diffusée I pour une gamme de q comprise entre 
3,1.10-3 et 3,6.10-1 Ǻ-1  

 
Figure 4-3: Spectre traité de SANS pour les échantillons préparé à partir de la cellulose AVICEL 

 
Pour chaque spectre, deux domaines de Porod peuvent être identifiés. Pour rappel, un 

domaine de Porod est un domaine où l'intensité diffusée est proportionnelle à q-4 et l'intensité 
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Il est alors possible d'utiliser la loi de Porod et en considérant que les particules ont une 

géométrie de cylindre infini, on peut calculer un rayon moyen caractéristique de l'interface 
observée: 

 

   donc    

 
Les deux domaines de Porod identifiés correspondent à deux niveaux d'observation de 

l'interface entre la cellulose et le solvant (D2O). Le premier domaine, correspondant aux plus 
petites valeurs de q est caractéristique de l'interface entre l'ensemble de la particule et le solvant 
tandis que le deuxième domaine, correspondant aux plus grandes valeurs de q, est caractéristique 
de l'interface entre les microfibrilles et le solvant. Les valeurs des rayons des fibres et des 
microfibrilles obtenues pour les deux séries de substrats étudiés sont présentées dans le Tableau 
4-5. L'incertitude de la mesure a été évaluée à plus ou moins 12%.  

Concernant l'étude de l'interface entre les microfibrilles et le solvant, il n'y a pas de 
variations significatives du rayon des microfibrilles pour les deux types de cellulose. Même si les 
valeurs obtenues pour la pâte cellulosique sont plus dispersées, elles restent dans l'incertitude de 
la mesure. Ces résultats sont en accord avec la conservation de l'indice de cristallinité au cours de 
la réaction et corroborent le fait qu'on ne voit pas de changements de structure à l'échelle 
nanométrique. 

Concernant l'étude de l'interface entre les particules et le solvant, on observe une 
diminution du rayon des particules qui est directement reliée à l'augmentation du ratio entre la 
surface et le volume des particules. La diminution du rayon des particules au cours de la réaction 
d'hydrolyse traduit un mécanisme d'érosion des particules et ces résultats confirment les 
observations faites lors de l'étude de l'évolution du degré de polymérisation moyen des substrats 
partiellement hydrolysés. 
 

Tableau 4-5: Tableau récapitulatif des rayons caractéristiques déterminés par SANS 
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Avicel  BA  A10  A30  A70 

Rayon microfibrilles (nm) 3,4 ± 0,41 3,4± 0,41 3,6± 0,43 3,0± 0,36 

Rayon particules (µm) 1,2± 0,14 0,8± 0,1 0,8± 0,1 0,3± 0,04 

Pâte de Tartas  BPT PT10  PT30  PT70  

Rayon microfibrilles (nm) 3,8± 0,5 6,1± 0,7 5,2± 0,6 4,0± 0,5 

Rayon particules (µm) 1,2± 0,14 1,4± 0,17 1,0± 0,14 0,5± 0,06 
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Les expériences de diffusion des neutrons aux petits angles permettent donc de 
caractériser l'interface entre la cellulose et le solvant à deux niveaux d'échelle: (i) à l'échelle 
nanométrique avec l'interface microfibrilles / solvant, (ii) à l'échelle macroscopique avec 
directement la caractérisation de l'interface particules / solvant. L'étude de l'évolution des rayons 
des microfibrilles et des particules a permis de mettre en évidence que la nanostructure de la 
cellulose ne changeait pas au cours de l'hydrolyse tandis que la taille des particules diminuait 
fortement. 
 

 
3.3. A l'échelle micrométrique 

 
 Morphologie des particules par Microscopie Electronique à Balayage    3.3.1.

 
 Des clichés obtenus par microscopie électronique à balayage ont été enregistrés sur les 
différents substrats partiellement hydrolysés préparés dans cette étude. La Figure 4-4 présente les 
images de microscopie électronique à balayage (MEB) obtenues pour les différentes celluloses 
partiellement hydrolysées préparées à partir de cellulose Avicel et PCBB. Le grossissement 
utilisé pour ces clichés est de 100 et permet d'observer la cellulose à l'échelle micrométrique, 
correspondant à l'échelle de la taille des particules. 
 En comparant tout d'abord la structure des deux substrats "contrôles" Avicel et PCBB, 
n'ayant pas subit de traitement enzymatique, on remarque que les fibres de PCBB sont nettement 
plus larges et longues que les fibres de cellulose Avicel. Il est donc clair sur ces images que les 
deux celluloses ont des propriétés morphologiques différentes.  
 Maintenant, si l'on compare les clichés obtenus pour les substrats partiellement 
hydrolysés préparés à partir des deux types de cellulose, on observe une certaine diminution de la 
largeur des fibres. Il est néanmoins impossible d'obtenir des données quantitatives à partir de ces 
images et la détermination de la taille des particules s'avère nécessaire afin de pouvoir mesurer 
l'impact de l'hydrolyse enzymatique sur la taille des particules. 
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Figure 4-4: Images de MEB des celluloses partiellement hydrolysées à partir d'Avicel et de PCBB 
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 Mesure de la taille des particules avec le MorFi 3.3.2.
 

Dans un premier temps, l'analyse de la taille des particules a été effectuée en utilisant 
l'analyseur MorFi. Cet analyseur distingue les fibres ayant une longueur supérieure à 80 µm, de 
celles de longueur inférieure. Le Tableau 4-6 présente le pourcentage de fines présent dans les 
échantillons pour les différents substrats partiellement hydrolysés. Comme attendu en regardant 
les clichés de microscopie, la cellulose Avicel est presque en totalité constituée de particules 
ayant une longueur inférieure à 80µm. En ce qui concerne les substrats partiellement hydrolysés 
préparés à partir de PCBB, on observe une augmentation du pourcentage de fines avec la 
conversion, traduisant en cela une diminution de la longueur des fibres. 
 

Tableau 4-6: Pourcentage de fines dans la cellulose 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

La Figure 4-5 présente la répartition de la taille des fines pour les substrats partiellement 
hydrolysés préparés à partir de cellulose Avicel. Les résultats montrent une légère diminution de 
la longueur des fines. La taille des particules d'Avicel sera étudiée plus en détail en utilisant le 
FPIA qui permet la mesure de tailles de particules plus petites que le MorFi. 

 
Figure 4-5: Évolution de la longueur des fines pour les celluloses partiellement hydrolysées préparées à partir 

de cellulose Avicel 
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 La Figure 4-6 présente la répartition de la taille des fibres et des fines pour les substrats 
partiellement hydrolysés préparés à partir de cellulose PCBB. Il a déjà été mis en évidence que le 
pourcentage de fines augmentait au cours de la conversion. De plus, les résultats montrent 
clairement que la longueur des fibres diminue également. On observe également, dans une 
moindre mesure, une diminution de la longueur des fines. 

Le Tableau 4-7 présente l'évolution de la longueur moyenne des fibres de pâte 
cellulosique pour les différents substrats partiellement hydrolysés;  ces résultats confirment les 
observations précédentes. Cependant, compte tenue de la mesure effectuée, il n'est pas possible 
de calculer une longueur moyenne globale (fibres et fines) des particules.  

La diminution de la longueur des fibres permet de mettre en évidence un mécanisme de 
"coupures" des fibres au cours de la réaction d'hydrolyse. Il est possible que ces "coupures" aient 
lieu dans des zones où la cellulose a été fragilisée. 

 
Figure 4-6: Évolution de la longueur des fibres et des fines pour les celluloses partiellement hydrolysées 

préparées à partir de cellulose PCBB 
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Tableau 4-7: Evolution de la longueur des fibres avec la conversion pour la pâte cellulosique PCBB 

 

 Les mesures de tailles de particules effectuées avec l'analyseur MorFi ne sont pas bien 
adaptées à la cellulose Avicel, car la quasi-totalité des fibres sont considérées comme des fines. 
Des mesures plus précises seront réalisées en utilisant le FPIA permettant de caractériser avec 
précision des particules ayant une longueur inférieure comprise entre 1 et 100µm. 
 Les mesures réalisées sur les substrats partiellement hydrolysés préparés à partir de pâte 
cellulosique ont permis de montrer une forte diminution de la longueur des particules au cours de 
l'hydrolyse enzymatique et de mettre en évidence un mécanisme de "coupure" des fibres de 
cellulose au cours de l'hydrolyse. 
 
 

 Mesure de la taille des particules par FPIA 3.3.3.
 

En complément des mesures effectuées avec l'analyseur MorFi, la taille des particules des 
substrats issus de la cellulose Avicel a également été caractérisée par Flow Particles Images 
Analyser. Cette méthode est en effet plus adaptée aux substrats ayant des particules de longueur 
inférieure à 100µm. 

Pour chaque analyse, les images de 10 000 particules ont été enregistrées ce qui a permis 
d’évaluer divers paramètres morphologiques. Les longueur, largeur ou facteur de circularité ont 
été déterminés pour chaque particule. Des analyses statistiques sont ensuite effectuées afin de 
déterminer la longueur et le diamètre moyens des particules, en les considérant comme 
cylindriques. 

Dans cette étude, la longueur et le diamètre moyens en nombre ont été calculés en 
utilisant les formules suivantes: 
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 Le Tableau 4-8 présente les résultats obtenus pour les longueurs et diamètres moyens des 
particules déterminés pour les substrats issus de la cellulose Avicel.  
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 La diminution de la taille des particules au cours de l'hydrolyse enzymatique est 
clairement visible pour la cellulose Avicel. Il est également intéressant de noter que la diminution 
du diamètre de la fibre est importante alors que la variation de la longueur des fibres est assez 
faible.  
 

Tableau 4-8: Longueur et largeur moyennes déterminées pour les substrats partiellement hydrolysés 

 
 
 
 
 

La Figure 4-7 présente la répartition des tailles de particules en longueur et diamètre pour 
les différents substrats partiellement hydrolysés préparés à partir de la cellulose Avicel. Cette 
figure montre bien que la diminution de la taille des particules est majoritairement due à une 
diminution du diamètre des fibres.  

 
Figure 4-7: Répartition de la longueur et du diamètre des fibres pour les substrats partiellement hydrolysés 

de cellulose Avicel 

0

10

20

30

40

50

0 à 5 5 à 10 10 à 15 15 à 20 20 à 25 25 à 30

Longueur des fibres (µm)

P
ro

p
o

rt
io

n
 (

%
) 

BA
A10
A30
A70

0

20

40

60

80

100

0 à 5 5 à 10 10 à 15 15 à 20 20 à 25 25 à 30

Diamètre des fibres (µm)

P
ro

p
o

rt
io

n
 (

%
)

BA
A10
A30
A70

Avicel  BA  A10  A30  A70 

Longueur (µm) 11,6 10,7 10,4 11,0 

Diamètre (µm) 7,2 5,4 4,9 3,9 



- Chapitre 4: Influence de la morphologie du substrat sur l'hydrolyse - 
 

 112

L'étude de l'évolution de la taille des particules au cours de l'hydrolyse enzymatique de la 
cellulose met en évidence une diminution de la taille des particules pendant la conversion et 
majoritairement dans le sens du diamètre de la fibre. Le mécanisme d'action des enzymes sur la 
cellulose Avicel semble donc correspondre à un modèle d'érosion à la surface des fibres, ce qui 
entraîne (en considérant les fibres comme des cylindres) une diminution du rayon.  

Les mécanismes d'action des enzymes sur Avicel et sur PCBB semblent donc être 
différents. Dans le cas d'une cellulose moins traitée ayant des particules plus grosse, on observe 
une diminution de la longueur des fibres traduisant un mécanisme de "coupure" des fibres tandis 
que dans le cas d'une cellulose déjà très traitée, on observe un mécanisme d'érosion des 
particules. 
 

 Comparaison FPIA / SANS 3.3.4.
 

L'évolution de la taille des particules au cours de la conversion du substrat a été étudiée 
par différentes méthodes analytiques et il est important de comparer les résultats obtenus. Le 
Tableau 4-9 présente le ratio surface sur volume moyen calculé en utilisant les deux types 
d'analyses. Dans le cas du FPIA, le ratio a été calculé en utilisant l’expression suivante: 
 

 

 

Pour les deux types d'analyse, le ratio surface sur volume augmente avec le taux de 
conversion du substrat. Cependant, on remarque que même si les valeurs obtenues par les deux 
méthodes sont du même ordre de grandeur, celles déterminées par diffusion des neutrons sont 
plus élevées que celles obtenues par FPIA.  

La Figure 4-8 présente l'évolution du ratio s/v normé (100% représentant le ratio du 
substrat non hydrolysé) en fonction du taux de conversion du substrat partiellement hydrolysé, 
selon la méthode d'analyse utilisée. On remarque que le ratio s/v augmente d'avantage si on le 
détermine par mesure de diffusion et que la différence devient très importante pour le substrat 
partiellement hydrolysé à 70%.  

Il est, d'une part, possible que le FPIA ne détecte pas les très petites particules (inférieures 
à 1µm) et que, par conséquent, il sous-estime la valeur moyenne du ratio s/v. De plus, le FPIA 
utilise un modèle de particules cylindrique, ce qui peut générer des erreurs sur le calcul du 
rapport surface sur volume. D'autre part, les calculs de SANS considèrent une densité de 
longueur de diffusion identique pour les microfibrilles et les particules alors que pour la 
particule, il serait judicieux de corriger cette valeur, à cause du phénomène de "gonflement" de la 
cellulose.  
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 Les valeurs obtenues par ces deux méthodes sont du même ordre de grandeur et la 
tendance observée, à savoir l'augmentation du rapport surface sur volume, est vérifiée pour les 
deux méthodes. 

 

Tableau 4-9: Tableau comparatif du ratio s/v déterminé par SANS ou FPIA pour les substrats préparés à 
partir de la cellulose Avicel 

 
 
 
 

 

 
Figure 4-8: Evolution du ratio (s/v) normé des substrats partiellement hydrolysés "Avicel" selon la méthode 

analytique utilisée 

Conclusion 
 

L'évolution du substrat au cours de l'hydrolyse enzymatique a été étudiée à trois niveaux 
d'organisation structurale:  

(i) à l'échelle moléculaire par la mesure du degré de polymérisation moyen; 
(ii) à l'échelle nanométrique par la détermination de l'indice de cristallinité et 

de la surface spécifique de l'interface entre les microfibrilles et le solvant 
(iii) à l'échelle micrométrique par la détermination de la surface spécifique de 

l'interface entre les fibres et le solvant et par la mesure de la taille des 
particules. 

Il a été démontré que l'hydrolyse enzymatique n'avait pas d'impact significatif sur les 
propriétés de la cellulose à l'échelle moléculaire et nanométrique alors que ses propriétés à 
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l'échelle micrométrique évoluaient. Grâce aux mesures des surfaces spécifiques et de taille des 
particules, la diminution de la taille des particules a pu être mise en évidence. 

Dans la suite de cette étude, il est maintenant important, d'étudier l'évolution de la 
réactivité de la cellulose en fonction de son taux d'hydrolyse afin de faire le lien entre les 
propriétés de la cellulose et sa réactivité. 

 
4. Étude de l'évolution de la réactivité du substrat 
 
 Après avoir étudié l'évolution des propriétés morphologiques du substrat pendant la 
conversion, la deuxième partie de ce chapitre est consacrée à l'étude de l'évolution de la réactivité 
du substrat. Des tests de cinétique initiale ainsi que des tests de cinétique globale ont été réalisés 
sur les substrats partiellement hydrolysés afin de déterminer d'éventuels changements de 
réactivité. Ces tests ont été réalisés en utilisant le cocktail d'enzyme réel, qui a été préalablement 
validé dans le chapitre 3. 

Le Tableau 4-10 présente des conditions expérimentales utilisées, en cinétique initiale 
(Chapitre 2 5.3) et en cinétique globale (Chapitre 2, 5.4). 

Tableau 4-10: Protocole de détermination de la réactivité des substrats partiellement hydrolysés  

 Substrat Enzyme [S] [E] T [Glucose] 

  g.L-1 g.L-1 mg.gcell
-1 °C g.L-1 

Test cinétique 

Cinétique initiale 

 Avicel 
PCBB 
A-PH 

PCBB-PH 

K616 10 

3,4 

6,8 

13,5 
50 - 

Cinétique globale 20 

PCBB : Pâte cellulosique bisulfite blanchie ; A-PH: Avicel Partiellement Hydrolysée, PCBB-PH: PCBB 

Partiellement Hydrolysée 
 

4.1. Réactivité initiale 
 

Les tests de cinétique initiale réalisés sur les substrats partiellement hydrolysés ont permis 
la détermination de la vitesse initiale apparente de production de glucose, qui a été calculée en 
considérant que la réaction suit une cinétique d'ordre 1 (Chapitre 2, 6.1.2).  

Le Tableau 4-11 récapitule les valeurs de vitesses déterminées pour les deux séries de 
substrats Avicel et PCBB partiellement hydrolysés. La réactivité initiale de la cellulose Avicel 
est 25% supérieure à celle de la PCBB. Ce résultat confirme celui de Zhang et al [78] qui avaient 
montré que plus le degré de polymérisation était élevé, plus la vitesse initiale d'hydrolyse était 
faible. On observe également, pour les deux types de substrats, que plus le substrat a subi une 
hydrolyse partielle sévère, plus sa réactivité diminue. 
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Tableau 4-11: Vitesse apparente d'hydrolyse des substrats partiellement hydrolysés 

Substrat BA A10 A30 A70 

Vitesse initiale apparente d'hydolyse 

(gglucose..h
-1.genzyme

-1) 12,0 10,8 11,6 9,4 

Substrat BPCBB PCBB10 PCBB30 PCBB70 

Vitesse initiale apparente d'hydolyse 

 (gglucose..h
-1.genzyme

-1) 
9,7 8,1 6,8 6,5 

  
La Figure 4-9 présente l'évolution de la réactivité relative des substrats ayant subi une 

hydrolyse partielle, 100% représentant la réactivité du substrat "Contrôle" n'ayant pas subi de 
traitement enzymatique. Les résultats montrent que la réactivité intrinsèque du substrat diminue 
avec le taux d'hydrolyse du substrat. 

Ces résultats sont en accord avec ceux de Desai et al [88] qui avaient montré une 
diminution de la réactivité du substrat lors de tests de redémarrage de l'hydrolyse sur du bois dur. 
Ils sont en contradiction avec les résultats annoncés par Yang et al [89] qui n'observent pas de 
changement de réactivité de la cellulose Avicel pendant l'hydrolyse.  

Ce graphique permet de mettre en évidence que la réactivité du substrat diminue au cours 
de l'hydrolyse et que ce facteur pourrait en partie expliquer la forte diminution de la vitesse 
d'hydrolyse au cours du temps. 

 

 
Figure 4-9: Évolution de la réactivité du substrat en fonction du taux de conversion 

Légende: BS: Blanc Substrat, Sx: Substrat partiellement hydrolysé à x% 
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4.2. Réactivité globale (test sur 72h) 
 

Afin de comparer la réactivité du substrat dans sa globalité, des tests de cinétique longue 
durée ont été effectués sur les substrats partiellement hydrolysés. Ces tests ont été faits avec une 
concentration de 20 mg.gcellulose

-1  en enzyme  et de 10g.L-1 en substrat.  
 

La Figure 4-10 présente l'impact de l'évolution du rendement d'hydrolyse pour les 
différents substrats partiellement hydrolysés préparé à partir des celluloses Avicel et PCBB. 
L'impact de l'hydrolyse partielle est clairement visible: elle entraîne pour chacune des deux 
celluloses une diminution de la conversion pour un temps d'hydrolyse donné. Le phénomène 
semble accentué pour des temps d'hydrolyse longs (24h et 72h). Après 72h, un excès d'enzyme a 
été ajouté au mélange réactionnel afin de déterminer le taux de conversion maximale. Pour 
chaque type de substrat, les rendements maximaux obtenus sont identiques pour la cellulose 
"contrôle" et  pour les trois celluloses partiellement hydrolysées. Concernant la cellulose Avicel, 
le rendement maximal est proche de 100% indiquant que la cellulose Avicel est totalement 
hydrolysable dans nos conditions tandis que le rendement de la PCBB n'est que de 90%, 
signifiant qu'une fraction de ce substrat n'est pas hydrolysable. Les différences de rendement 
glucose observées précédemment sont donc bien dues à un changement de réactivité du substrat 
pendant la conversion.  

Le Tableau 4-12 présente l'évolution des vitesses apparentes d'hydrolyse calculées en 
utilisant les tests cinétiques longue durée. Les valeurs des vitesses initiales déterminées sont plus 
faibles que les valeurs mesurées en cinétique initiale car le premier point est mesuré après 1h de 
réaction et la vitesse de réaction a déjà sensiblement diminué.  

 

Tableau 4-12: Vitesse apparente d'hydrolyse des substrats partiellement hydrolysés 

Substrat BA A10 A30 A70 

Vitesse initiale apparente d'hydrolyse 

(gglucose..h
-1.genzyme

-1) 3,9 3,6 3,4 2,7 

Perte de réactivité du substrat (%) 0 8 13 31 

Substrat BPCBB PCBB10 PCBB30 PCBB70 

Vitesse initiale apparente d'hydrolyse 

(gglucose..h
-1.genzyme

-1) 
3.0 2,5 2,25 2,05 

Perte de réactivité du substrat (%) 0 17 25 32 
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Figure 4-10: Impact de l'hydrolyse partielle du substrat sur le rendement glucose 

Légende: BA: Blanc Avicel, Ax: Avicel partiellement hydrolysé à x%, 
 BPCBB: Blanc BCBB, Bx: PCBB partiellement hydrolysé à x% 

 
La vitesse apparente d'hydrolyse a également été calculée pour différents temps 

d'hydrolyse (Chapitre 2, 6.2). La Figure 4-11 présente l'évolution de cette vitesse en fonction de 
la durée d'hydrolyse pour les substrats partiellement hydrolysés à partir de la cellulose Avicel et 
PCBB. Pour un temps d'hydrolyse donné, la vitesse apparente d'hydrolyse est d'autant plus faible 
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que le taux de conversion du substrat partiellement hydrolysé est important. De plus, la 
différence de vitesses d'hydrolyse est beaucoup plus marquée en début de réaction (1 et 4h) qu'en 
fin de réaction (24 et 72 h). En début de réaction, les enzymes sont "neuves" et il y a peu de 
produits de réaction donc peu d'inhibiteurs dans le milieu. La réactivité des enzymes est donc 
maximale et les différences de vitesses apparentes d'hydrolyse doivent être dues aux différences 
de réactivité du substrat. En revanche, en fin de réaction, les enzymes sont fortement inhibées par 
les produits de réaction et les phénomènes de désactivation des enzymes peuvent être présents ce 
qui ne nous permet plus d'évaluer l'impact de la réactivité du substrat. 

 
Figure 4-11: Evolution de la vitesse apparente d'hydrolyse au cours du temps pour des substrats 

partiellement hydrolysés.   

Légende: BA: Blanc Avicel, Ax: Avicel partiellement hydrolysé à x%, 
BPCBB: Blanc BCBB, Bx: PCBB partiellement hydrolysé à x% 

 

Avicel

PCBB

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

1 4 24 72

Temps d'hydrolyse (h)

r 
a

p
p

a
re

n
te

 (
g

.h
-1

.g
E

N
Z

-1
)

BA
A10
A30
A70

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

1 4 24 72

Temps d'hydrolyse (h)

r 
a

p
p

a
re

n
te

 (
g

.h
-1

.g
E

N
Z

-1
)

BPCBB
PCBB10
PCBB30
PCBB70



- Chapitre 4: Influence de la morphologie du substrat sur l'hydrolyse - 
 

 119

4.3. Lien avec la diminution de la vitesse d'hydrolyse au cours de la réaction 
 
Au cours de l'hydrolyse enzymatique de la cellulose, on observe une nette diminution de 

la vitesse apparente d'hydrolyse. Cette forte diminution est souvent expliquée par différents 
facteurs :(i) l'inhibition des enzymes par les produits de réaction, (ii) la désactivation des 
enzymes ou (ii) la diminution de la réactivité du substrat. Il est probable qu'une combinaison de 
ces trois facteurs explique la diminution de la vitesse de réaction mais il est important d'essayer 
de quantifier la contribution de chaque paramètre. 
 

La Figure 4-12 présente l'évolution du rendement glucose et de la vitesse apparente 
d'hydrolyse en fonction du temps pour la cellulose Avicel "Contrôle". Les courbes montrent une 
forte diminution de la vitesse d'hydrolyse dans les premières heures de la réaction (-75% après 
10h).  

 

 
Figure 4-12:Évolution de la cinétique lors de l'hydrolyse enzymatique du substrat Avicel "contrôle" (BA) 

 
Pour mieux comprendre les raisons de ce phénomène, nous avons cherché à estimer 

l'influence de la diminution de la réactivité du substrat sur la réduction de la vitesse d'hydrolyse. 
Dans un premier temps, nous avons estimé la perte globale de la réactivité pendant la conversion 
en comparant la vitesse initiale apparente d'hydrolyse avec la vitesse apparente à une conversion 
donnée. Les calculs ont été effectués pour les valeurs de conversion obtenues lors de la 
préparation des substrats partiellement hydrolysés et les valeurs de vitesse apparente déterminées 
sont présentées dans le Tableau 4-13. 
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Tableau 4-13: Evolution de la vitesse apparentede production de glucose au cours de l'hydrolyse enzymatique 

Avicel BA A10 A30 A70 

Taux de conversion (%) 0 10 27,2 76,3 

rapparente (g.h-1.gENZ
-1) 3,9 3,05 1,85 0,35 

Perte de réactivité globale (%) 0 22 53 91 

PCBB BPCBB PCBB10 PCBB30 PCBB70 

Taux de conversion (%) 0 20,1 32 71,1 

rapparente (g.h-1.gENZ
-1) 3 1,5 1,0 0,25 

Perte de réactivité globale(%) 0 50 67 92 

 
Puis, les pertes de réactivité dues aux changements de réactivité du substrat ont été 

calculées en comparant la vitesse initiale apparente d'hydrolyse du substrat "Contrôle" et aux 
vitesses initiales apparentes des substrats partiellement hydrolysés (Tableau 4-11). 

La Figure 4-14 présente l'évolution de la perte de réactivité globale et de la perte de 
réactivité liée au substrat pour les celluloses partiellement hydrolysées préparées à partir de 
l’Avicel et de la PCBB. La diminution de réactivité du substrat n'est pas le phénomène majeur 
permettant d'expliquer la diminution de la vitesse d'hydrolyse pendant la conversion mais elle 
représente néanmoins environ un tiers de la perte globale. Il est donc important de considérer ce 
facteur lors du développement du modèle cinétique. 
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Figure 4-13: Évolution de la perte de réactivité globale et du substrat en fonction de la conversion 

Un test complémentaire a ensuite été réalisé afin de déterminer l'influence de l'inhibition 
par le glucose sur la perte globale d'activité. La réactivité du substrat partiellement hydrolysé à 
27,2% a été comparée avec la réactivité du substrat en présence d'une quantité de glucose 
équivalente à 27,2% de conversion du substrat soit environ 3g.L-1 (test longue durée - Chapitre 
2, 5.4). La diminution de vitesse d'hydrolyse due à l'inhibition par le glucose a pu être estimée à 
41,5% 

Le Tableau 4-14 présente l'ensemble des résultats détaillés. 
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Tableau 4-14: Identification des phénomènes entraînant la diminution de la vitesse de réaction pendant 
l'hydrolyse 

Avicel 
Taux de conversion 

BA 
0% 

BA 
27,2% 

Perte totale 

rapparente (g.h-1.gENZ
-1) 3,9 1,85 53 % 

Avicel BA  A30  Perte substrat 

rapparente (g.h-1.gENZ
-1) 3,9 3,4 13% 

Avicel 
Inhibiteur 

Avicel "A30"  
- 

Avicel "A30"  
Glucose (3 g.L-1) 

Perte liée au glucose 

rapparente (g.h-1.gENZ
-1) 3,4 2,0 41% 

 
Cette première approche avait pour but d'identifier les phénomènes responsables de la 

forte diminution de la vitesse d'hydrolyse pendant la conversion. L'exemple traité a cherché plus 
particulièrement à identifier les raisons de cette diminution entre 0 et 30% de conversion. Il a été 
montré que même si l'inhibition par le glucose restait le facteur majoritaire pour expliquer la 
diminution de la vitesse, la perte de réactivité du substrat a un impact significatif sur la vitesse 
d'hydrolyse. Dans le cas d'étude, ces deux facteurs (inhibition et substrat) permettent d'expliquer 
la perte globale de vitesse. Il est également important de mentionner que 30% de conversion du 
substrat sont atteints après 4,5h de réaction et qu'il est donc peu probable que les enzymes soient 
déjà désactivées. Cependant, ces phénomènes ont déjà été montrés dans la littérature [85] et 
pourraient expliquer une partie de la diminution de la vitesse de réaction après des temps de 
réaction plus longs. 

Une étude complémentaire semble nécessaire afin d'identifier l'évolution de chaque 
facteur selon la conversion. Ces résultats sont néanmoins suffisants pour montrer l'importance de 
décrire le changement de réactivité du substrat au cours de la conversion dans le modèle 
cinétique. 
 
5. Lien Réactivité / Structure 
 
 La première partie de ce chapitre a permis de mettre en évidence que la surface spécifique 
accessible et que la taille des particules étaient les deux facteurs qui évoluaient significativement 
au cours de la réaction. Il a été montré que la surface accessible à l'hydrolyse augmentait au cours 
de la réaction. Cependant, cette augmentation de la surface accessible ne va pas dans le sens 
d'une augmentation de la réactivité du substrat. En effet, les tests cinétiques réalisés à iso-
concentrations en solide et en enzyme montrent une diminution de la réactivité du substrat. La 
réactivité du substrat n'est donc pas uniquement dépendante de la surface spécifique accessible.  
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La Figure 4-14 présente l'évolution du volume moyen relatif des particules d'Avicel et de 
PCBB (100% correspondant au volume du substrat n'ayant pas subi d'hydrolyse enzymatique) en 
fonction du taux de conversion du substrat pour les deux méthodes analytiques utilisées (SANS 
et FPIA). La droite représente le volume théorique si l'on considère que l'on a une perte uniforme 
de volume avec la conversion. Le graphe met en évidence que la perte de volume due à 
l'hydrolyse enzymatique est nettement plus importante dans les premiers temps de l'hydrolyse. 
Plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour expliquer ce phénomène. D'une part, il est 
possible que les fibres forment des agrégats à l'état initial et que ces agrégats soient disloqués 
pendant les premiers temps de l'hydrolyse entraînant une forte diminution de la taille et par 
conséquent du volume des particules. D'autre part, ce résultat peut s'expliquer par une différence 
de densité de microfibrilles entre le cœur de la particule et sa surface. Ainsi, la périphérie des 
fibres moins dense, serait préférentiellement hydrolysée dans les premières phases de l'hydrolyse 
entraînant une forte diminution du volume des particules. Il resterait ensuite le noyau des 
particules plus dense et la perte de volume deviendrait ainsi beaucoup plus lente. De plus, 
l'augmentation de la densité au cœur des fibres de cellulose pourrait expliquer la diminution de la 
réactivité du substrat observé, l'action des enzymes étant plus difficile sur un substrat dense. Ces 
résultats sont cependant à nuancer car il est difficile d'avoir accès à ce type d'information avec les 
méthodes analytiques utilisées. Le développement de nouvelles méthodes pourrait permettre la 
validation des différentes hypothèses proposées.  

 

 
Figure 4-14: Évolution du volume moyen des particules en fonction du taux de conversion du substrat 

partiellement hydrolysé 
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La Figure 4-15 présente l'évolution de la vitesse initiale apparente d'hydrolyse en fonction 
du taux de conversion du substrat partiellement hydrolysé. Pour les deux substrats, Avicel et 
PCBB, les vitesses apparentes présentées ont été déterminées grâce aux tests de cinétique initiale 
et globale. Même si on observe une assez grande variabilité des mesures due aux incertitudes sur 
la détermination de la vitesse initiale, on peut considérer que la réactivité du substrat diminue 
linéairement avec la conversion et cette décroissance sera considérée dans notre modèle 
cinétique. 

 

 
Figure 4-15: Évolution de la vitesse initiale apparente en fonction du taux de conversion du substrat 

partiellement hydrolysé 

 
Il est donc difficile d'établir un lien clair entre la structure et la réactivité du substrat au 

cours de l'hydrolyse enzymatique. La réactivité du substrat diminue linéairement avec la 
conversion et ce malgré une augmentation de la surface spécifique disponible à iso poids pour 
l'attaque des enzymes. De plus, la perte de volume due à l'hydrolyse enzymatique est nettement 
supérieure à la perte théorique de volume. Plusieurs hypothèses, qu'il sera nécessaire de 
confirmer, ont été proposées pour expliquer ce phénomène, mais avec les données actuelles, il 
n'est pas possible de conclure. 
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CONCLUSION 

 
Ce chapitre avait pour but d'étudier l'évolution de la structure et de la réactivité du 

substrat au cours de la réaction d'hydrolyse. 
 
Dans un premier temps, l'analyse détaillée aux différents niveaux de structure de la 

cellulose de substrats partiellement hydrolysés a permis de mettre en évidence que les propriétés 
morphologiques à l'échelle moléculaire et nanométrique ne variaient pas de manière 
significatives au cours de l'hydrolyse alors que les propriétés macroscopiques du substrat 
évoluaient fortement. Il a été montré, grâce aux analyses de diffusion des neutrons aux petits 
angles et aux mesures de taille de particules que le volume moyen des particules diminuait 
pendant la réaction et que le ratio surface sur volume augmentait. De plus, deux types de 
mécanismes ont pu être mis en évidence selon la taille initiale des particules: 

(i) Pour les grosses particules, on observe une forte diminution de la longueur des 
particules traduisant un phénomène de "coupure" des particules dans le sens 
de la largeur. 

(ii) Pour les petites particules (<100µm), on observe une action érosive des 
enzymes à la surface de la cellulose entraînant une diminution du diamètre des 
particules sans modification majeure de la longueur des chaînes de glucose. 

Pour faire le lien entre les deux mécanismes observés, il aurait été intéressant de vérifier 
que l'on observe bien un mécanisme d'érosion des particules lors d'une seconde hydrolyse du 
substrat partiellement hydrolysé à 70% préparé à partir de cellulose PCBB. En effet ce substrat  
contient 92% de fines (Tableau 4-6) et la taille de ses particules est proche de celle de la cellulose 
Avicel initiale. 

 
Les tests cinétiques réalisés dans la deuxième partie ont permis de mettre en évidence que 

la réactivité du substrat diminue au cours de la réaction. Une étude plus poussée sur l'impact de la 
réactivité du substrat sur la diminution de la vitesse apparente d'hydrolyse a montré que la perte 
de réactivité du substrat était responsable d'environ un tiers de la diminution globale de la vitesse 
d'hydrolyse. La réactivité du substrat est donc un paramètre important qu'il est nécessaire de 
décrire dans le modèle cinétique. 

 
Enfin la dernière partie était consacrée à l'établissement d'un lien entre la structure et la 

réactivité du substrat. Il a été montré que la diminution de la réactivité du substrat est en 
contradiction avec l'augmentation de la surface accessible à l'attaque enzymatique. Plusieurs 
hypothèses ont été proposées pour expliquer ce phénomène mais aucune n'a pu être validée. Les 
résultats ont permis de mettre en évidence que la perte de réactivité du substrat évoluait 
linéairement par rapport à la conversion et ce résultat sera utilisé dans la modélisation cinétique. 
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Chapitre 5: Modélisation cinétique de l'hydrolyse enzymatique 
 

Les deux chapitres précédents ont été consacrés d'une part, à la détermination des 

paramètres cinétiques intrinsèques des enzymes pures isolées  et à l'étude des phénomènes de 

synergie avec un cocktail d'enzymes reconstitué, et d'autre part, à l'étude de l'évolution de la 

structure et de la réactivité du substrat au cours de la conversion. Ce chapitre est consacré au 

développement d'un modèle cinétique prédictif de l'hydrolyse enzymatique de la cellulose. Les 

différentes hypothèses utilisées dans ce travail de modélisation seront tout d'abord détaillées 

avant d'expliciter les schémas réactionnels proposés et les équations cinétiques associées. Puis, 

le simulateur utilisé sera présenté et les résultats obtenus seront détaillés. Enfin, différentes 

perspectives d'amélioration du modèle développé seront proposées. 
 

1. Présentation du modèle cinétique 
 

1.1. Abréviations utilisées 
 

Afin d'alléger les écritures dans la suite de ce chapitre, les abréviations et symboles 
suivants seront utilisés pour la description du modèle cinétique. 

Le modèle cinétique prend en compte l'action de cinq enzymes : EGI, CBHI, CBHII, la β-
glucosidase de T. reesei (BT) et celle de A. niger (BA). Les symboles utilisés pour leur 
description sont présentés dans le Tableau 5-1. Dans toutes les équations suivantes, la 
concentration en enzymes est exprimée en mM (mmol/L). 

 

Tableau 5-1:Symbole utilisé pour la description des enzymes 

E : Enzymes (CBHI, CBHII ou EGI) 

E1 : Endoglucanases I (EGI) 

C : Cellobiohydrolases (CBHI et/ou CBHII) 

C1 : Cellobiohydrolase I (CBHI) 

C2 : Cellobiohydrolase II (CBHII) 

B : β-glucosidases (BT ou BA) 

BT : β-glucosidase de T. reesei 

BA : β-glucosidase de A. niger 

 
 
 Le modèle cinétique développé durant cette thèse traduit l'hydrolyse enzymatique d'un 
substrat cellulosique. Ce substrat est caractérisé par son degré de polymérisation moyen (DP), 
noté n. Pendant l'hydrolyse, le substrat est partiellement converti en de nouvelles molécules de 
cellulose de DP plus faible. La formule chimique d'une chaîne de cellulose ayant i monomères de 
glucose, notée Gi est: . La masse molaire associée est donc : 152106 ++ iii OHC
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. Le Tableau 5-2 présente les symboles utilisés pour la description du 
substrat. Dans toutes les équations suivantes, les concentrations en substrat sont exprimées en 
mM. 
 

Tableau 5-2: Symbole utilisé pour la description du substrat 

Gn : Cellulose initiale 

Gi
 : Chaîne de cellulose contenant i monomères 

G2 : Cellobiose (dimère de glucose) 

G1 : Glucose 
 
1.2. Schémas réactionnels proposés  

 

 Actions des cellobiohydrolases et des endoglucanases 1.2.1.
 

Les cellobiohydrolases agissent de façon processive sur les extrémités libres des chaînes 
de cellulose libérant du cellobiose. Ces enzymes hydrolysent la cellulose après adsorption sur 
celle-ci et la réaction est donc hétérogène. La réaction d'hydrolyse d'une chaîne contenant i 
monomères entraîne la libération d'une molécule de cellobiose et la formation d'une chaîne 
contenant i-2 monomères. 

Les endoglucanases s'adsorbent aléatoirement sur les chaînes de cellulose, principalement 
au niveau des zones amorphes et hydrolysent la cellulose après adsorption sur celle-ci. On est, 
comme pour les cellobiohydrolases, dans le cas d'une réaction hétérogène. La réaction 
d'hydrolyse d'une chaîne contenant i monomères entraîne la formation de deux chaînes, une de 
taille j et une de taille i-j.  

Dans les deux cas, il a été choisi de modéliser l'inhibition de la réaction par le glucose et 
le cellobiose par un mécanisme d'inhibition non compétitif [30,124]. 

La Figure 5-1 présente la description du modèle cinétique choisi pour caractériser l'action 
des cellobiohydrolases et des endoglucanases sur le substrat d'étude. Dans ce schéma, "E" 
représente CBHI, CBHII ou EGI. Les mécanismes d'adsorption et d'inhibition non compétitif 
sont les mêmes pour les deux familles d'enzymes CBH et EG et seuls les produits de réaction 
sont différents. L'adsorption des enzymes sur le substrat dépend alors de deux paramètres, la 
constante d'adsorption et du facteur d'accessibilité des enzymes à la cellulose, qui seront estimés 
à partir des tests d'adsorption. 

18i*15,162MM
iG +=
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Figure 5-1: Modèle descriptif de l'action des cellobiohydrolases et des endoglucanases 

Le Tableau 5-3 présente les paramètres cinétiques et les variables utilisées pour la 
modélisation cinétique de l'activité des cellobiohydrolases. 

 

Tableau 5-3: Paramètres cinétiques et variables utilisées pour la modélisation de l'activité des CBHs et des 
EGs 

Variables 

Concentration en cellulose accessible  mM 
Concentration en enzymes libres 

 (CBHI, CBHII, EGI)  mM 

Concentration en enzymes adsorbées  mM 

Concentration en produits (Glucose et Cellobiose) ,  mM 

Concentration en complexe enzymes/produit ,  mM 

Concentration en complexe 
enzymes/substrat/produit 

, 
 

mM 

Paramètres 
cinétiques 

Constante d'adsorption  L.mmol-1 

Constante d'inhibition par le glucose  mM 

Constante d'inhibition par le cellobiose  mM 

Facteur d'accessibilité  - 

Constante cinétique d'ordre 1 kcat min-1 

Énergie d'activation  kJ.mol-1 

E + Gi
* EGi

E + Gi-j + Gj

KG

EGiG1EG1 + Gi
*
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 Action des β-glucosidases 1.2.2.
 

La β-glucosidase est l'enzyme qui hydrolyse le cellobiose en présence de glucose. Cette 
réaction a lieu en milieu homogène et il a été montré dans le Chapitre 3 qu'elle pouvait être 
décrite par un modèle de Michaelis-Menten avec une inhibition compétitive par le glucose. La 
Figure 5-2 présente le modèle choisi. 
 

 
Figure 5-2: Modèle de Michaelis-Menten avec inhibition compétitive par le glucose 

Le Tableau 5-4 présente des paramètres cinétiques et les variables utilisées pour la 
modélisation de la β-glucosidase. 
 

Tableau 5-4: Paramètres cinétiques et variables utilisées pour la modélisation des β-glucosidase 

Variables 

Concentration en cellobiose  mM 

Concentration en glucose  mM 

Concentration en enzymes  mM 

Paramètres cinétiques 

Énergie d'activation  kJ.mol-1 

Constante cinétique  min-1 

Constante de Michaelis-Menten  mM 

Constante d'inhibition (glucose)   mM 

 
 

 Synergies entre les enzymes 1.2.3.
 

Dans le chapitre 3, plusieurs types de synergies ont pu être mis en évidence.  
La synergie entre les cellobiohydrolases et les endoglucanases peut s'expliquer par le fait 

qu'en clivant des chaînes de cellulose, les endoglucanases augmentent le nombre de sites 
accessibles pour les cellobiohydrolases. Cette synergie est donc automatiquement prise en 
compte dans le modèle, les endoglucanases libérant de nouveaux bouts de chaînes accessibles 
aux cellobiohydrolases. 

G2 + B BG2 B + 2*G1

BG1G1 + B
KG

kcat

Km

Réaction

Inhibition glucose

[ ]2G

[ ]1G

[ ]B

aE

catk
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La synergie entre CBHI et CBHII a clairement été mise en évidence expérimentalement 
mais aucun mécanisme n'a pu être identifié pour expliquer ce phénomène. Les expérimentations 
ont néanmoins montré que la synergie était proportionnelle au produit des concentrations des 
deux enzymes. C'est pourquoi, une constante de synergie arbitraire (ksyn exprimée en L.mmol-

1.min-1) a été introduite dans le modèle cinétique pour tenir compte de cette observation. 
 

1.3. Hypothèses et simplifications utilisées 
 

Le modèle cinétique développé s'appuie sur les hypothèses suivantes : 
 
H1: Le réacteur est un réacteur parfaitement agité et isotherme. 
 
H2: A l'état initial, toutes les chaînes de cellulose contiennent le même nombre d'unités 
monomères qui correspond au degré de polymérisation moyen initial de la cellulose. Toutes les 
concentrations initiales des Gi sont donc nulles sauf la concentration en Gn qui est égale à la 
concentration initiale en solide. 
 

 
 
 
H3: Le glucose (G1) et le cellobiose (G2) sont considérés comme solubles dans la phase liquide 
et toutes les autres chaînes de cellulose sont considérées comme insolubles et comme appartenant 
à la fraction solide. En réalité, les chaînes ayant un degré de polymérisation inférieur à 6 sont des 
oligomères solubles. Il a été décidé de les considérer comme insolubles dans le modèle car cela 
permet d'éviter d'ajouter des paramètres de Michaelis-Menten supplémentaires pour traduire la 
réactivité des oligomères solubles. Compte tenu des faibles quantités d'oligomères solubles 
mesurées, cette hypothèse n'induit pas de biais au modèle. 
 
H4: La vitesse d'adsorption des enzymes sur le substrat est très rapide par rapport à la vitesse 
d'hydrolyse et on fait par conséquent l'hypothèse que l'équilibre d'adsorption est atteint 
instantanément. Cette hypothèse a été vérifiée expérimentalement dans le Chapitre 3. 
 
H5: On considère que le système est à l'équilibre pour l'inhibition par le glucose et le cellobiose.  
 
H6: On considère que la vitesse de réaction est proportionnelle à la quantité d'enzymes adsorbées 
ce qui signifie que l'on néglige tout phénomène d'adsorption non productive des enzymes sur le 
substrat. 
 

[ ] [ ] [ ] [ ]001,0 SGetGni ni ==−∈∀
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H7: Dans un premier temps le modèle a été développé uniquement en cinétique initiale ce qui 
permet de ne pas considérer de désactivation des enzymes et de perte de réactivité du substrat au 
cours de la conversion. 
 
H8: Seule une fraction des chaînes de cellulose est accessible aux enzymes. FaE représente la 
fraction des chaînes Gi accessibles à l'hydrolyse par l'enzyme E. Ce facteur pourrait, par la suite, 
être directement relié à la surface de la cellulose accessible. 
 
H9: On considère qu'il n'y a qu'un seul site disponible par chaîne de cellulose pour l'attaque par 
les cellobiohydrolases (attaque en bout de chaîne) tandis qu'il y a (i-1) sites disponibles par 
chaîne contenant i monomères pour l'attaque par les endoglucanases. De plus, on ne considère 
pas de compétition d'adsorption pour les deux cellobiohydrolases car elles s'adsorbent sur des 
bouts de chaînes différents (réducteurs et non-réducteurs). 
 
H10: On considère que la fraction de site accessible aux enzymes CBHI et CBHII augmente avec 
le temps d'hydrolyse proportionnellement à la quantité de chaines de glucose créé par l'action des 
endoglucanases. Cette hypothèse permet de rendre compte de l'effet de synergie entre 
CBHI/CBHII et EGI. 
 

1.4. Équations cinétiques du modèle 
 

Dans cette partie, les équations utilisées dans le modèle cinétique vont être explicitées 
pour chaque type d'enzymes. 
 

 Cellobiohydrolases et Endoglucanases 1.4.1.
 
Équilibres : 

 
Le système réactionnel choisi présente de nombreux équilibres. Le Tableau 5-5 présente 

le calcul des différentes constantes d'équilibre. 

Tableau 5-5: Récapitulatif du calcul des constantes d'équilibre pour le système réactionnel 

Adsorption Enzyme/Substrat Pour i≥3:  

Inhibition par le Glucose Pour i≥3:  

Inhibition par le Cellobiose Pour i≥3: 
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Facteurs d'accessibilité des sites aux enzymes 

 
Le nombre de sites disponibles dépend du type d'enzymes concernées. Pour les 

cellobiohydrolases, l'attaque a lieu en bout de chaîne et il n'y a qu'un seul site disponible par 
chaîne de cellulose tandis que pour les endoglucanases, il y a autant de sites disponibles que de 
liaisons glucosidiques, à savoir (i-1) sites pour une chaîne contenant i monomères.  
L'ensemble des chaînes de cellulose ne sont pas accessibles aux enzymes: seules les chaines 
situées à la surface des particules de cellulose peuvent être hydrolysées, tandis que les chaines de 
cœur sont inaccessibles aux enzymes. Pour tenir compte de ce phénomène, des facteurs 
d'accessibilité sont définis pour chaque enzyme. Ils correspondent à la fraction de sites 
accessibles aux enzymes par rapport au nombre total de sites présents. Ces facteurs d'accessibilité 
sont estimés à partir des tests d'adsorption réalisés aves les enzymes pures. Les nombres totaux 
de sites accessibles aux enzymes sont alors calculés à partir des formules présentées dans le 
Tableau 5-6. Pour prendre en compte le fait que les sites créés par EGI sont directement 
accessibles à l'attaque par CBHI et CBHII, on corrige les facteurs d'accessibilité des 
cellobiohydrolases en fonction du temps en introduisant un facteur multiplicatif [ ] [ ] 0,

*
,

*
=tCiitCii GG

. 
 

Tableau 5-6: Récapitulatif pour le calcul du nombre total de sites accessibles aux enzymes  

Cellobiohydrolases 
(k = 1 ou 2) 
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Vitesse de réaction : 

 
L'hydrolyse de la cellulose par les cellobiohydrolases entraîne la formation d'une 

molécule de cellobiose. Les équations cinétiques associées sont présentées dans le Tableau 5-7.  
 

Tableau 5-7: Équations cinétiques de l'hydrolyse par les cellobiohydrolases  
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L'hydrolyse de  la cellulose par les endoglucanases entraîne, à partir d'une chaîne de i 
monomères, la formation d'une chaîne de j monomères et une chaîne de (i-j) monomères. Le 
Tableau 5-8 présente les équations cinétiques de la réaction d'hydrolyse par les endoglucanases 
issus du modèle développé par Fan et Lee [78] 

 

Tableau 5-8: Équations cinétiques de l'hydrolyse par les endoglucanases 
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 β-glucosidases 1.4.2.
 

Le modèle de Michaelis-Menten avec une inhibition compétitive par le glucose a été 
choisi pour décrire l'activité des β-glucosidases. Les équations des vitesses de production de 
glucose et de disparition du cellobiose sont données dans le Tableau 5-9. 

 

Tableau 5-9: Équation cinétique de l'hydrolyse du cellobiose par les β-glucosidases 

i=1 
 

i=2 
 

Dans notre modèle, nous ferons la distinction entre la β-glucosidase de T.reesei (BT) et 
celle de A.niger (BA), ayant montré expérimentalement qu'elles ont des propriétés cinétiques 
différentes. 

 
 Synergies 1.4.3.

 
La synergie CBHI/CBHII est prise en compte par l'introduction d'une constante cinétique 
arbitraire et les équations de vitesse de réaction sont récapitulées dans le Tableau 5-10. 
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Tableau 5-10: Équations cinétiques associées à la synergie CBHI/CBHII 
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 Bilan des équations cinétiques 1.4.4.

 
L'ensemble des équations cinétiques à intégrer dans notre réseau réactionnel est présenté 

dans le Tableau 5-11 

Tableau 5-11: Tableau récapitulatif  des équations cinétiques mises en jeu 

i = 1  

i = 2  

3 ≤  i ≤  n-2  

i = n-1 et i = n  

 
 Méthode de calcul des vitesses de réaction 1.4.5.

 
Afin de pouvoir calculer les vitesses de réaction rC et rE1, il est nécessaire de déterminer, 

dans un premier temps, la concentration en enzymes libres ainsi que les différentes 
concentrations en enzymes adsorbées [EGi]. Un bilan sur les enzymes et sur les sites accessibles 
aux enzymes permet de résoudre le système. 
 
Bilan sur les enzymes 
 

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]∑∑∑
===

+++++=
n

i

n

i

n

itot GEGGEGEGEGEGEE
31

2
31

1
31

21  

 

[ ] [ ] [ ][ ] [ ][ ] [ ] [ ] [ ][ ] [ ] [ ][ ] [ ]∑∑∑
===

+++++=
n

i
C

ADS
n

i
G

ADS
n

iADS
CG

tot G
K

GEK
G

K

GEK
GEK

K

GE

K

GE
EE

31

*2

31

*1

31

*21 ....
..

..
 

[ ] [ ] [ ] [ ] [ ]







+








++= ∑

=

nesp

iADS
CG

tot GK
K

G

K

G
EE

31

*21 .1.1.  (1) 

 

( ) ( )11 Brr =

( ) ( ) ( ) ( ) ( )1.
2
1

2222 1 BEsynC rrrrr −++=

( ) ( ) ( ) ( )iriririr EGsynC ++=

( ) ( ) ( ) ( )iriririr EGsynC ++=



- Chapitre 5: Modélisation cinétique de l'hydrolyse enzymatique - 
 

 136

Bilan sur les sites 
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Le bilan sur les enzymes et sur les sites permet d'obtenir un système de deux équations à 
deux inconnus, qu'il est ensuite possible de résoudre comme une équation du second degré. Les 
différentes étapes de la résolution de ce système sont explicitées ci-dessous : 
 
Étape 1: Calcul de la concentration en enzymes libres [E] – résolution d'une équation du second 
degré 
 

En introduisant l'équation (2) dans l'équation (1), on obtient l'équation suivante qui peut 
être mise sous la forme d'une équation du second degré (Ax2+Bx+C=0) : 
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En calculant le discriminant de l'équation, on obtient deux solutions et on retient 

uniquement la solution positive qui est la seule à avoir un sens physique: 
 

 

 
Étape 2: Calcul des concentrations [Gi

*] 
 

Connaissant la concentration en enzymes libres [E] déterminée dans l'étape 1, on peut 
calculer les concentrations en sites disponibles par la formule suivante : 
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 Pour 3 ≤  i ≤  nesp  [ ] [ ]
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Étape 3: Calcul des concentrations [EGi

*] 
 

Enfin, dans une dernière étape, il est possible de calculer les concentrations en enzymes 
adsorbées sur chaque chaîne Gi, concentrations qui seront utilisées pour calculer les différentes 
vitesses de réaction : 
 
 Pour 3 ≤  i ≤  nesp  [ ] [ ][ ]*.. iADSi GEKEG =  
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2. Optimisation des paramètres 
 

L'optimisation des paramètres du modèle cinétique a pour objectif d'ajuster les valeurs des 
différents paramètres (constantes cinétiques, constantes d'adsorption, constantes d'inhibition, 
facteur d'accessibilité...) afin d'obtenir la meilleure prédiction possible des expériences tout en 
gardant une description correcte des mécanismes réactionnels mis en jeu.  

La fonction objectif χ² à minimiser lors de cette opération a été définie comme la somme 
des carrés des écarts expérience-modèle pondérés de la manière suivante : 
 

 

 
où  χ² est la fonction objectif 
 n est le nombre de points expérimentaux 
 m est le nombre d'observables par point expérimental 
 est la valeur de la grandeur expérimentale 
  est la valeur de la grandeur calculée par le modèle 
 aj est un poids associé à chaque type d'observables 
 

Dans notre cas, le nombre de points expérimentaux est de 365 et le nombre d'observables 
par point est de 3 (concentration en glucose, en cellobiose et en enzymes libres). Ainsi, le nombre 
total d'observables est égal à 1095. 
Les paramètres du modèle à optimiser sont regroupés dans le Tableau 5-12 
 

L'intégration du système d'équations différentielles a été réalisée à l'aide du solveur 
DDEBDF de SLATEC (algorithme de Gear) et l'optimisation des paramètres a été effectuée à 
l'aide du code DN2FB fourni par la bibliothèque PORT Library (Levenberg Marqhardt bornée). 
Le programme principal qui gère l'ensemble des étapes d'intégration et d'optimisation de 
paramètres est adapté d'un modèle plus générique, SIMULESTIME, développé par IFP Énergies 
nouvelles.  
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Tableau 5-12: Paramètres cinétiques à optimiser pour le modèle 

kE1 Constante cinétique de la réaction d'hydrolyse par EGI min-1 

kC1 Constante cinétique de la réaction d'hydrolyse par CBHI min-1 

kC2 Constante cinétique de la réaction d'hydrolyse par CBHII min-1 

kBT Constante cinétique de la réaction d'hydrolyse par la BGL de T. reesei min-1 

kBA Constante cinétique de la réaction d'hydrolyse par la BGL  de A. niger min-1 

ksyn Constante cinétique de synergie CBHI / CBHII mM-1.min-1 

Ea E1 Énergie d'activation de la réaction d'hydrolyse par EGI J.mol-1 

Ea C1 Énergie d'activation de la réaction d'hydrolyse par CBHI J.mol-1 

Ea C2 Énergie d'activation de la réaction d'hydrolyse par CBHII J.mol-1 

Ea BT Énergie d'activation de la réaction d'hydrolyse par BGL de T. reesei J.mol-1 

Ea BA Énergie d'activation de la réaction d'hydrolyse par BGL de A. niger J.mol-1 

KADS E1 Constante d'adsorption de EGI sur la cellulose mM-1 

KADS C1 Constante d'adsorption de CBHI sur la cellulose mM-1 

KADS C2 Constante d'adsorption de CBHII sur la cellulose mM-1 

Fa E1 Facteur d'accessibilité de EGI - 

Fa C1 Facteur d'accessibilité de CBHI - 

Fa C2 Facteur d'accessibilité de CBHII - 

Km BT Constante de Michaelis-Menten de la BGL de T. reesei mM 

Km BA Constante de Michaelis-Menten de la BGL de A. niger mM 

KG E1 Constante d'inhibition de EGI par le glucose mM 

KG C1 Constante d'inhibition de CBHI par le glucose mM 

KG C2 Constante d'inhibition de CBHII par le glucose mM 

KG BT Constante d'inhibition de BGL de T. reesei  par le glucose mM 

KG BA Constante d'inhibition de EGI de A. niger  par le glucose mM 

KC E1 Constante d'inhibition de EGI par le cellobiose mM 

KC C1 Constante d'inhibition de CBHI par le cellobiose mM 

KC C2 Constante d'inhibition de CBHII par le cellobiose mM 
 
3. Résultats du modèle cinétique après optimisation 
 

3.1. Paramètres obtenus après optimisation 
 

Le meilleur jeu de paramètres obtenus pour le modèle cinétique est présenté dans le 
Tableau 5-13. Seuls trois paramètres ( Ea,E1, Ea,BT et KG,E1) n'ont pas pu être estimés avec les 
expérimentations réalisées et leur détermination nécessiterait des tests complémentaires. Dans un 
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souci de simplicité, l'énergie d'activation de EGI a été fixée à 30000 J.mol-1 ce qui représente une 
énergie d'activation moyenne pour une réaction biochimique. L'énergie d'activation de la β-
glucosidase d'A. niger a quant à elle été fixée comme étant égale à celle de la β-glucosidase de 
T.reesei. Enfin la constante d'inhibition de EGI est considérée comme infinie, traduisant ainsi une 
absence d'inhibition de cette enzyme par le glucose. 
 

Tableau 5-13: Valeurs optimisées des paramètres pour le modèle cinétique 

kE1 38,1 min-1 

kC1 52,3 min-1 

kC2 140,0 min-1 

kBT 946,0 min-1 

kBA 928,2 min-1 

ksyn 5,2.106 mM-1.min-1 

Ea E1 30000 J.mol-1 

Ea C1 38475 J.mol-1 

Ea C2 30546 J.mol-1 

Ea BT 51060 J.mol-1 

Ea BA 51060 J.mol-1 

KADS E1 700,2 mM-1 

KADS C1 2000 mM-1 

KADS C2 2222 mM-1 

Fa E1 1,22.10-4 - 

Fa C1 0,0185 - 

Fa C2 0,0155 - 

Km BT 1,9 mM 

Km BA 1,06 mM 

KG E1 1.108 mM 

KG C1 1.108 mM 

KG C2 400 mM 

KG BT 13,7 mM 

KG BA 8,53 mM 

KC E1 0,008 mM 

KC C1 0,13 mM 

KC C2 0,13 mM 
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3.2. Cinétique des enzymes pures 
 

L'étude de la cinétique des 5 enzymes pures prises séparément a tout d'abord été menée. 
 

 Les β-glucosidases 3.2.1.
 
Dans un premier temps, l'activité des β-glucosidases a été évaluée sur le cellobiose. La 

Figure 5-3 et la Figure 5-4 présentent, respectivement pour la β-glucosidase de T. reesei et pour 
la β-glucosidase de A. niger, le diagramme de parité qui permet de comparer la concentration 
simulée et la concentration expérimentale en glucose libéré. Pour les deux enzymes, la prédiction 
de la concentration en glucose libéré est bonne puisque la majorité des points sont compris dans 
une marge d'erreur de +/-10%. Les paramètres cinétiques déterminés dans le Chapitre 3 ont été 
légèrement modifiés car dans le modèle cinétique tous les points de la cinétique sont intégrés et 
pas uniquement les valeurs de vitesses initiales. Pour les 2 familles de β-glucosidases, on observe 
les mêmes tendances que dans le chapitre 3 même si quelques différences apparaissent : 
 

− la constante cinétique et la constante de Michaelis-Menten de la β-glucosidase de 
T. reesei sont supérieures à celles de A. niger  

− l'impact du glucose sur l'activité des deux enzymes est assez proche (même ratio 
Km/KG). 

 
Il serait cependant intéressant de confirmer ces résultats pour la β-glucosidase de T. reesei 

en testant l'impact du glucose par ajout d'une quantité de glucose à l'état initial. 
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Figure 5-3: Diagramme de parité de la concentration de glucose libéré pour la β-glucosidase de A. niger 

(modèle vs. expérimentation) 

 
Figure 5-4: Diagramme de parité de la concentration de glucose libéré pour la β-glucosidase de T.reesei 

(modèle vs. expérimentation) 
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 Les Cellobiohydrolases 3.2.2.
 
L'activité des cellobiohydrolases a été ensuite évaluée sur la cellulose Avicel. Les Figure 

5-5 et Figure 5-6 présentent les diagrammes de parité de la concentration en enzymes libres et de 
la quantité de cellobiose libéré. La marge d'erreur représentée est de +/-10%. Pour rappel, les 
influences de la concentration en enzymes, de la température et de l'inhibition par le glucose ont 
été étudiées lors de ces expérimentations avec les cellobiohydrolases pures, que cela soit CBH1 
ou CBH2. 

D'une part, les diagrammes de parité présentant la concentration en enzymes libres 
montrent que l'adsorption des enzymes sur le substrat est bien prise en compte dans le modèle. 
D'autre part, les diagrammes de parité présentant la concentration en cellobiose libéré au cours de 
la réaction montrent que les données cinétiques déterminées permettent bien de prédire la 
réaction d'hydrolyse de la cellulose pour les cellobiohydrolases pures.  

D'après les résultats présentés dans le Chapitre 2, l'inhibition par le glucose était 
différente pour les deux enzymes: CBHII était sensible à la présence de glucose tandis que CBHI 
n'était pas impactée. Le modèle d'inhibition non-compétitif par le glucose permet une bonne 
prédiction de l'inhibition pour CBHII. Dans le cas de CBHI où l'absence d'inhibition a été mise 
en évidence expérimentalement, la constante d'inhibition a été considérée comme très grande 
(1.108), ce qui correspond à une absence d'inhibition. Cependant, un biais est observé sur la 
prédiction de la concentration en cellobiose libéré et il peut s'expliquer par des incertitudes sur 
les données expérimentales. 
 

En comparant les paramètres d'adsorption et les paramètres cinétiques déterminés pour 
CBHI et CBHII, on observe que : 

• la capacité d'adsorption de CBHI, qui est directement reliée au facteur d'accessibilité, est 
légèrement supérieure à celle de CBHII (Fa,C1 > Fa,C2), ce qui avait déjà été montré dans 
la littérature [48,99]   

• l'adsorption de CBHII est plus forte que celle de CBHI, ce qui se traduit par une 
constante d'adsorption plus élevée. Medve et al [99] avaient déjà observé le même 
phénomène et avaient montré que la constante de dissociation de CBHI était supérieure à 
celle de CBHII. 

• l'activité hydrolytique de CBHII est supérieure à celle de CBHI ce qui se traduit par une 
constante cinétique plus élevée (presque trois fois supérieure). Ces résultats sont en 
accord avec ceux de Tomme et al [39] et de van Tilbeurgh et al [102] qui avaient observé 
que CBHII avait une activité spécifique supérieure à CBHI. 

• la constante d'inhibition par le cellobiose déterminée pour les deux enzymes est 
identique. La valeur de cette constante a été estimée en prenant en compte l'influence du 
cellobiose libéré au cours de la réaction mais il n'a pas été possible de réaliser des 
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expériences en ajoutant une quantité connue de cellobiose à l'état initial. Il serait 
intéressant de réaliser des tests complémentaires pour améliorer l'estimation de ces 
paramètres.   

 
Ces résultats révèlent que les deux cellobiohydrolases ont bien des modes d'action et des 

propriétés cinétiques différentes. L'étude de ces deux enzymes est donc à faire de manière 
séparée pour permettre d'estimer correctement l'impact de chaque enzyme sur la réaction 
d'hydrolyse. 

 
Figure 5-5: Diagramme de parité pour CBHI de T. reesei (modèle vs. expérimentation) 

(A): Concentration en enzymes libres, (B) Concentration en cellobiose libéré 
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Figure 5-6: Diagramme de parité pour CBHII de T.reesei (modèle vs. expérimentation) 

(A): Concentration en enzymes libres, (B) Concentration en cellobiose libéré 
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nombre de bouts de chaînes. Étant donné le peu d'informations disponibles sur l'activité 
hydrolytique de EGI, les paramètres d'adsorption ont été optimisés en utilisant uniquement les 
tests cinétiques réalisés avec l'enzyme pure tandis que les paramètres cinétiques (constante 
cinétique et constant d'inhibition par le glucose) ont été déterminés en utilisant uniquement les 
tests réalisés avec des mélanges d'enzymes. La constante d'inhibition par le glucose n'a pas pu 
être évaluée et, par conséquent, sa valeur a été arbitrairement fixée à l'infini, traduisant ainsi une 
absence d'inhibition. La Figure 5-7 présente le diagramme de parité de la concentration en 
enzymes libres et de la quantité de cellobiose libéré. La marge d'erreur représentée est de +/-10%. 
La prédiction de la concentration d'enzymes libres, qui est directement liée au phénomène 
d'adsorption des enzymes sur le substrat est correctement prédite tandis que la quantité de 
cellobiose mesurée expérimentalement est clairement sous-estimée par le modèle. Les 
endoglucanases sont connues pour avoir une forte activité sur les substrats solubles [37,38] et les 
oligosaccharides ne semblent pas présents dans l'hydrolysat car ils sont directement hydrolysés 
en glucose et cellobiose [21]. Or, le modèle considère que toutes les chaînes ayant un degré de 
polymérisation supérieur ou égal à 3 sont solides et il est par conséquent possible que la quantité 
de cellobiose produite soit sous-estimée car on ne considère pas la très forte réactivité des 
oligomères solubles.  
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Figure 5-7: Diagramme de parité pour EGI de T.reesei (modèle vs. expérimentation) 

(A): Concentration en enzymes libres, (B) Concentration en cellobiose libéré 
 
 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

0 20 40 60 80 100 120 140 160

[E] libre expérimentale (g.L-1)

[E
] 

lib
re

 s
im

u
lé

e 
(g

.L
-1

)

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

[Cellobiose] expérimentale (g.L-1)

[C
e

llo
b

io
s

e]
 s

im
u

lé
e 

(g
.L

-1
)

A

B



- Chapitre 5: Modélisation cinétique de l'hydrolyse enzymatique - 
 

 148

3.3. Résultats de la synergie entre les enzymes 
 

L'étude expérimentale de la synergie, présentée dans le Chapitre 3, a été réalisée pour 
quatre enzymes (EGI, CBHI, CBHII et BGL), dans les proportions du cocktail enzymatique 
sécrété par T. reesei (Tableau 3-8). Une étude complémentaire a également été menée sur la 
synergie CBHI/CBHII en faisant varier les concentrations des deux enzymes. 
 

 La synergie CBHI / CBHII 3.3.1.
 

Le phénomène de synergie entre les deux cellobiohydrolases présentes dans le cocktail 
sécrété par T. reesei est un des moins bien compris dans le domaine de l'hydrolyse enzymatique. 
L'étude menée dans le Chapitre 3 a permis de mettre en évidence que la vitesse de synergie était 
proportionnelle au produit des concentrations en CBHI et CBHII. L'introduction d'un facteur de 
synergie a été jugée nécessaire pour décrire ce phénomène et les équations cinétiques associées à 
cette synergie ont été présentées dans la partie 1.4.3. La Figure 5-8 présente le diagramme de 
parité de la concentration en cellobiose libéré pour les tests réalisés avec des concentrations en 
CBHI et CBHII variables. La prédiction représente correctement la tendance expérimentale et le 
modèle utilisé pour décrire la synergie peut être validé. Ce modèle prend en compte une 
interaction entre les deux types d'enzymes adsorbées mais ne permet pas, malheureusement, 
d'identifier un mécanisme réactionnel pour cette synergie.  
 

 
Figure 5-8: Diagramme de parité de la concentration en cellobiose libéré pour la synergie CBHI/CBHII 

(modèle vs. expérimentation) 
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Dans la suite de l'étude sur les synergies, seuls les résultats obtenus dans les proportions 
du cocktail seront décrits. La Figure 5-9 présente l'évolution de la concentration en cellobiose 
formé en fonction du temps pour les deux cellobiohydrolases seules et mélangées dans les 
proportions du cocktail. La production de cellobiose est bien prédite et ce graphe montre 
également l'importance de la prise en compte du phénomène de synergie. 

 
Figure 5-9: Évolution de la concentration en cellobiose en fonction du temps 

 
 La synergie CBHs / EG 3.3.2.

 
 Le phénomène de synergie entre les cellobiohydrolases et les endoglucanases est plus 
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particules. Les endoglucanases libèrent donc des sites en surfaces et, étant donné qu'il n'y a pas 
de prise en compte des géométries de particules dans le modèle, un facteur a été ajouté 
permettant d'assurer l'accès obligatoire des sites créés par les endoglucanases aux 
cellobiohydrolases. 

La Figure 5-10 présente l'évolution de la concentration en cellobiose libéré en fonction du 
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dans les proportions du cocktail reconstitué. Le modèle développé permet de bien prendre en 
compte la synergie entres les cellobiohydrolases et les endoglucanases. Une légère surestimation 
de la synergie CBHII / EGI peut être toutefois observée. Une explication possible à la 
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surestimation de cette synergie serait que CBHII soit également doté d'une activité de type 
endoglucanase.  Dans ce cas, l'ajout d'endoglucanases aurait moins d'effets sur l'activité 
d'hydrolyse de la cellobiohydrolase, ce qui est observé. Cette hypothèse doit néanmoins être 
validée et nécessite de mettre en œuvre une méthode analytique adaptée au suivi de l'action 
enzymatique des endoglucanases.  

 

 
Figure 5-10: Évolution de la concentration en cellobiose libéré en fonction du temps pour des mélanges CBHs 
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 La synergie CBHs et EG / BGL 3.3.3.
 

Le dernier phénomène de synergie observé est l'interaction entre les enzymes agissant sur 
le substrat solide et libérant du cellobiose et la β-glucosidase. En effet, la β-glucosidase 
hydrolyse le cellobiose libéré en glucose permettant de limiter l'inhibition des cellobiohydrolases 
et des endoglucanses par le cellobiose. 

 La Figure 5-11 présente l'évolution de la concentration en cellobiose et en glucose libéré 
en fonction du temps pour les différents mélanges contenant CBHI, CBHII et EGI en présence de 
β-glucosidase dans les proportions du cocktail reconstitué. Le cocktail complet reconstitué est par 
conséquent représenté dans ce graphe (rond vert). 

La prédiction de la production de cellobiose est correctement estimée, voire légèrement 
surestimée, alors que la production de glucose est largement sous-estimée. On observe donc un 
biais dû à un problème sur la prédiction de l'activité des β-glucosidases, la sous-estimation de 
cette activité entraînant la légère surestimation de la production de cellobiose. En cinétique 
initiale, les concentrations de cellobiose sont faibles et par conséquent, selon le modèle de 
Michaelis-Menten, la vitesse de réaction est très sensible à la concentration en cellobiose. Il est 
donc possible que la détermination de la constante cinétique soit entachée d'erreur. De plus, cette 
constante ayant été déterminée avec des teneurs en enzymes faibles, une erreur sur la quantité 
d'enzymes introduites peut entraîner une erreur importante sur la détermination de la valeur de la 
constante cinétique. Afin d'évaluer l'impact de la concentration en enzyme, une simulation a été 
réalisée en doublant la concentration en β-glucosidase introduite et a permis d'obtenir des 
résultats proches des résultats expérimentaux. Il serait important de confirmer la valeur de la 
constante cinétique de la β-glucosidase en effectuant des expériences complémentaires. 
 

Le modèle développé en cinétique initiale permet donc de prédire correctement l'activité 
des enzymes seules et les différentes synergies, avec néanmoins une légère sous-estimation de 
l'activité β-glucosidase. Les paramètres cinétiques déterminés sont pour la plupart en accord avec 
les observations faites dans la littérature ce qui permet de valider les hypothèses utilisées. 
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Figure 5-11: Évolution de la concentration en cellobiose libéré (A) et en glucose libéré (B) en fonction du 
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4. Discussion sur le modèle 
 

4.1. Étude du comportement du modèle en cinétique globale 
 

Le modèle développé ayant été validé en cinétique initiale, il est maintenant intéressant 
d'étudier son comportement pour des temps de réaction longs afin de vérifier si la bonne 
prédiction de l'activité initiale suffit à prédire la cinétique globale de dégradation de la cellulose. 

La Figure 5-12 présente l'évolution de la concentration en glucose et cellobiose libérés en 
fonction du temps, pour des temps de réaction allant jusqu'à 72h. Le modèle de cinétique initiale 
développé surestime la production de glucose. Plusieurs phénomènes, mis en avant dans la 
littérature, n'ont pas été pris en compte et peuvent expliquer cette tendance: (i) la diminution de la 
réactivité du substrat et (ii) la désactivation des enzymes. Ces différents phénomènes vont donc 
être intégrés au modèle afin d'améliorer sa prédiction pour des temps d'hydrolyse longs. 
 

 
Figure 5-12: Évolution de la concentration en glucose et cellobiose libérés en fonction du temps 

 
4.2. Introduction du phénomène de perte de réactivité du substrat 

 
 Les résultats sur l'étude de la réactivité des substrats partiellement hydrolysés, présentés 
dans le Chapitre 4, ont permis de mettre en évidence que la réactivité du substrat diminuait avec 
la conversion. Cependant, cette perte de réactivité n'a pas pu être corrélée à l'évolution des 
paramètres morphologiques du substrat. Afin de prendre en compte ce phénomène, un paramètre 
de désactivation a été introduit pour corriger la valeur de certaines constantes cinétiques. 
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Le Tableau 5-14 présente le calcul du paramètre de désactivation due à la diminution de 
la réactivité du substrat. Ce paramètre est un facteur correctif de la constante cinétique et il sera 
appliqué uniquement sur les enzymes qui agissent sur le substrat solide (CBHS et EGs). Il ne 
s'applique pas à la β-glucosidase car son activité ne dépend pas de la réactivité du substrat. 

Tableau 5-14: Conditions de prise en compte de la perte de réactivité du substrat 

KSUB Constante de désactivation lié au substrat 0,72 

TPH Taux d'hydrolyse partielle du substrat 
TPH = 0 pour un substrat vierge - 

Cs,ini Concentration initiale en solide g.L-1 

Cs Concentration en solide g.L-1 

DES_sub Facteur de désactivation du à la perte de réactivité du substrat - 

    

 
Ce paramètre a pu être évalué grâce aux données de cinétiques initiales obtenues sur les 

substrats partiellement hydrolysés. La réactivité initiale présentée dans le Tableau 4-10 permet de 
calculer une réactivité relative par rapport au substrat non hydrolysé et le paramètre de 
désactivation lié au substrat a été estimé en comparant la vitesse initiale relative des substrats 
partiellement hydrolysés à la réactivité relative mesurée expérimentalement. La constante de 
désactivation liée au substrat a été estimée à 0,72 et les résultats obtenus sont présentés dans le 
Tableau 5-15. L'introduction de la constante de désactivation liée au substrat permet ainsi de bien 
prendre en compte la diminution de la réactivité initiale des substrats partiellement hydrolysés. 

 

Tableau 5-15: Estimation de la constante de désactivation lié au substrat (KSUB = 0,72) 

Substrat BA A10 A30 A70 

Vitesse initiale apparente d'hydolyse  

(gglucose.h
-1.genzyme

-1) 12,0 10,8 11,6 9,4 

Réactivité relative 1 0,90 0,97 0,78 

Vitesse initiale d'hydolyse simulée 

(gglucose.h
-1.genzyme

-1) 
9,4 9,1 8,9 7,3 

Vitesse initiale relative 1 0,98 0,94 0,78 

 
La Figure 5-13 présente l'évolution des concentrations en glucose et en cellobiose 

simulées avec ou sans prise en compte de la perte de réactivité du substrat en fonction du temps 
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ainsi que les données expérimentales. Même si le modèle qui prend en compte la diminution de 
la réactivité du substrat est meilleur, la prédiction reste toujours très optimiste et la diminution de 
la réactivité du substrat a seulement un faible impact sur la vitesse d'hydrolyse. 

 

 
Figure 5-13: Évolution de la concentration en sucres en fonction du temps avec prise en compte de la perte de 

réactivité du substrat 

 
4.3. Introduction du phénomène de désactivation des enzymes 

 
 En vue d'améliorer encore les prédictions du modèle pour des temps d'hydrolyse longs, le 
phénomène de désactivation des enzymes a donc été introduit. 
L'inactivation des enzymes est souvent considérée comme un phénomène qui suit une cinétique 
du premier ordre [90], soit une décroissance exponentielle au cours du temps. Le Tableau 5-16 
présente l'équation utilisée et donne la valeur optimisée du facteur de désactivation due à 
l'inactivation des enzymes. Ce paramètre est un facteur correctif qu'il convient de multiplier aux 
constantes cinétiques de toutes les enzymes, y compris les β-glucosidases car il prend en compte 
une désactivation globale des enzymes (thermique, mécanique...). 

Tableau 5-16:Conditions de prise en compte de la désactivation des enzymes 

KENZ Constante de désactivation des enzymes 0,00075 min-1 

DES_enz Facteur de désactivation due à l'inactivation des enzymes - 

    

 

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

12.0

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Temps (h)

[S
u

cr
e

s]
 (

g
.L

-1
)

Glucose - Ksub=0 Cellobiose Ksub=0

Glucose - Ksub=0,72 Cellobiose - Ksub=0,72

Glucose - Exp Cellobiose - Exp

( )tKenzDES ENZ ×−= exp_



- Chapitre 5: Modélisation cinétique de l'hydrolyse enzymatique - 
 

 156

La Figure 5-14 présente les profils de concentration en glucose et cellobiose obtenus pour 
les différentes simulations en fonction du temps. Le modèle prenant en compte la perte de 
réactivité du substrat et la désactivation des enzymes permet de représenter correctement les 
résultats expérimentaux obtenus. Ce modèle montre que le phénomène de désactivation des 
enzymes est beaucoup plus important que la perte de réactivité du substrat. En effet, environ 66% 
des enzymes sont désactivées après seulement 24h et 88% le sont après 48h. Il est donc important 
de considérer ce paramètre et de chercher à identifier les causes de cette désactivation. 

 

 
Figure 5-14: Évolution de la concentration en sucres en fonction du temps avec prise en compte de la perte de 

réactivité du substrat et de la désactivation des enzymes 

 
5. Conclusions et perspectives 
 

Au cours de ce chapitre, les différents schémas réactionnels de chaque type de réaction 
enzymatique ont été présentés ainsi que les équations cinétiques associées. Ils permettent de 
prendre en compte les propriétés intrinsèques de chaque type d'enzyme et les phénomènes de 
synergie associés. Les différents paramètres ont été estimés grâce au programme 
SIMULESTIME sur la base des expérimentations présentées dans le Chapitre 3.  

Les diagrammes de parité et les courbes présentant la production de glucose et de 
cellobiose en fonction du temps ont permis de confronter la modélisation effectuée à 
l'expérimentation. Le modèle offre une bonne description des résultats expérimentaux avec 
cependant une sous-estimation de l'activité β-glucosidase. Des tests complémentaires sont donc 
nécessaires pour lever cette ambigüité.  
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Le modèle de cinétique initiale a été testé pour des temps de réaction longs afin de voir si 
la description de l'activité initiale suffisait à prédire la cinétique globale de dégradation de la 
cellulose. Les résultats ont montré que le modèle était trop "optimiste" et il a été corrigé en 
introduisant les phénomènes de perte d'activité du substrat au cours de la réaction et de 
désactivation des enzymes. La constante de désactivation due à la diminution de la réactivité du 
substrat a pu être estimée grâce aux expériences réalisées sur les substrats partiellement 
hydrolysés (Chapitre 4) et la constante de désactivation des enzymes a été déterminée grâce au 
test en cinétique globale. 

 
Le modèle ainsi élaboré offre une bonne prédiction de l'activité d'hydrolyse du cocktail 

enzymatique de T. reesei mais des validations et des améliorations sont encore nécessaires. 
 
En ce qui concerne les enzymes, il serait intéressant de valider le modèle pour différentes 

concentrations en enzymes et dans des proportions différentes de celle du cocktail de T. reesei. 
Une fois validé, le modèle pourrait être utilisé pour identifier les activités dominantes et pour 
prédire la composition du cocktail ayant une capacité d'hydrolyse de la cellulose optimale. 

 
En ce qui concerne le substrat, plusieurs voies d'amélioration sont aussi envisageables : 
 

• Il serait fondamental d'améliorer la description du substrat dans le modèle. A l'heure 
actuelle, le substrat est décrit comme des chaînes indépendantes de tailles variables dont 
l'accessibilité est liée à un facteur d'accessibilité qui a été estimé grâce aux données 
expérimentales et qui est constant quel que soit le taux d'hydrolyse. Or les 
expérimentations présentées dans le Chapitre 4 ont permis de mettre en évidence que 
l'hydrolyse de la cellulose avait lieu à la surface des particules suivant un mécanisme 
d'érosion. L'introduction d'un sous-modèle permettant de suivre l'évolution de la taille des 
particules pourrait permettre de rendre plus réaliste le suivi des propriétés du substrat. De 
plus, la taille des particules semble jouer un rôle important sur l'accessibilité et il serait 
intéressant d'évaluer son impact sur la réactivité. Un début d'amélioration a consisté à 
réaliser un essai de tamisage à sec de la cellulose mais les mesures de taille de particule 
en milieu aqueux ont montré que le fractionnement n'avait pas été efficace.  

• Le modèle a pour l'instant été testé uniquement sur la cellulose Avicel et mérite d'être 
validé en utilisant d'autres substrats cellulosiques. Des expériences complémentaires 
pourraient être réalisées sur la cellulose PCBB qui présente notamment des propriétés 
morphologiques différentes de la cellulose Avicel en matière de degré de polymérisation.  

• Il a été développé pour des teneurs faibles en matière sèche afin de s'affranchir des 
phénomènes de diffusion (1% de matière sèche). Or le procédé industriel envisage de 
travailler avec des teneurs élevées en matière sèche et l'influence de cette dernière doit 
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donc être évaluée. Cette étude permettra de prendre en compte les limitations 
diffusionnelles et d'améliorer la pertinence du modèle en vue du dimensionnement des 
réacteurs.  

• Enfin, le modèle est validé pour des substrats cellulosiques purs. Or le procédé industriel 
utilisera des biomasses lignocellulosiques réels et le modèle devra tenir compte de la 
présence éventuelle d'hémicelluloses et de lignine. L'influence de la présence de ces deux 
fractions ainsi que l'influence du type de prétraitement subi sont également des 
améliorations à envisager pour le modèle. 

 
Enfin, l'étude du comportement du modèle sur des temps de réaction longs a montré que 

le modèle développé était trop "optimiste". La correction apportée par rapport à la problématique 
de diminution de la réactivité du substrat n'est pas suffisante pour traduire la forte diminution de 
la vitesse d'hydrolyse au cours de la réaction et une correction supplémentaire liée à la 
désactivation des enzymes a dû être introduite. Ce facteur correctif englobe tous les phénomènes 
de désactivation, à savoir l'adsorption non-productive des enzymes, la dénaturation thermique ou 
mécanique, etc… Une étude plus approfondie semble donc là encore nécessaire afin d'identifier 
les mécanismes de désactivation mis en jeu et l'origine exacte de la forte diminution de la vitesse 
d'hydrolyse au cours de la réaction. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 

 
Afin de répondre à la demande mondiale croissante en carburant automobile et de limiter 

les émissions de gaz à effet de serre, le développement de carburant alternatif devient un enjeu 
important pour la recherche tant sur un plan technologique que sociétal. La production d'éthanol 
2G par voie biochimique, en utilisant la ressource lignocellulosique entière et pas uniquement les 
éléments de réserve de la plante, est une des solutions envisagées. A l'heure actuelle, il est 
clairement avéré que l'hydrolyse enzymatique de la lignocellulose reste l'un des points 
fondamentaux à améliorer en vue de développer ce type de procédé. 

Ce travail s'est proposé de construire un modèle cinétique prédictif de l'hydrolyse 
enzymatique de la cellulose prenant en compte les paramètres intrinsèques des enzymes et 
l'influence des paramètres structuraux du substrat. Pour cela, une étude bibliographique a été 
menée afin d'identifier les principaux facteurs gouvernant la réaction d'hydrolyse enzymatique, 
au niveau des enzymes et du substrat, et de présenter une synthèse des principaux modèles 
cinétiques existants dans la littérature. Cet état de l'art a montré qu'il n'existait pas à l'heure 
actuelle de modèle basé sur des expériences qui prenaient en compte les propriétés intrinsèques 
des enzymes et une description détaillée du substrat. Une étude expérimentale a donc été menée 
afin d'acquérir des données cinétiques permettant la caractérisation des enzymes pures et en 
mélange dans les proportions du cocktail enzymatique sécrété par T. reesei. Puis l'évolution des 
propriétés morphologiques du substrat et de sa réactivité au cours de l'hydrolyse enzymatique ont 
été déterminées en caractérisant des substrats ayant au préalable subit une hydrolyse partielle à 
différents taux de conversion. Plusieurs méthodes analytiques ont été développées afin de 
caractériser les différents niveaux de structure de la cellulose. Enfin, un modèle de cinétique 
initiale, prenant en compte les propriétés cinétiques intrinsèques des enzymes, les phénomènes de 
synergie et une description de substrat cellulosique a été développé et traduit en terme logiciel 
dans le langage Fortran. 
 

L'étude cinétique des cellulases pures sur leur substrat de référence a permis de mettre en 
évidence deux types de mécanismes réactionnels: (i) un mécanisme d'adsorption de l'enzyme sur 
le substrat avant la réaction d'hydrolyse pour les enzymes attaquant directement le substrat solide 
(cellobiohydrolases et endoglucanases), (ii) un mécanisme classique de réaction enzymatique en 
milieu homogène avec formation d'un complexe enzyme-substrat dans le cas de la β-glucosidase. 
Dans les deux cas, l'importance de la prise en compte des phénomènes d'inhibition par les 
produits a été prouvée.  

L'étude de la cinétique d'hydrolyse avec des mélanges d'enzymes dans les proportions du 
cocktail enzymatique sécrété par T. reesei  a permis de mettre en évidence des phénomènes de 
synergie. Outre le mécanisme de synergie entre les cellobiohydrolases et les endoglucanases 
clairement identifié dans la littérature, le mécanisme lié à la synergie entre CBHI et CBHII n'est 
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toujours pas totalement élucidé et une étude complémentaire a été réalisée afin de paramétrer au 
mieux ce phénomène.  

La comparaison de la réactivité de notre cocktail reconstitué contenant quatre types 
d'enzymes (EGI, CBHI, CBHII et BGL) dans les proportions du cocktail sécrété par T. reesei 
avec le cocktail réel a permis de valider notre stratégie de modélisation, ce cocktail permettant de 
reproduire correctement l'activité du cocktail réel.  
 
 L'analyse détaillée de la morphologie de substrats ayant été partiellement hydrolysés a 
permis de comprendre l'évolution de la structure du substrat au cours de la réaction d'hydrolyse. 
Alors que les propriétés morphologiques à l'échelle moléculaire et nanométrique ne varient pas 
au cours de la conversion tandis que la taille des particules évolue, traduisant en cela un 
mécanisme d'érosion de la cellulose sans pénétration des enzymes au cœur de l'architecture 
cristalline. La diminution de la réactivité intrinsèque de la cellulose au cours de la conversion a 
également été mise en évidence et ce malgré une augmentation de la surface spécifique 
accessible. Cette diminution n'a pas cependant pas être corrélée à un changement de morphologie 
du substrat mais reste un paramètre important à prendre en compte dans la modélisation de la 
réaction d'hydrolyse. 
 
 Le modèle cinétique développé est basé d'une part, sur un modèle de type "Langmuir" 
avec inhibition non-compétitive par le glucose et le cellobiose pour les cellobiohydrolases et les 
endoglucanases, et d'autre part, sur le modèle de Michaelis-Menten avec inhibition compétitive 
par le glucose pour la β-glucosidase. La cellulose est quant à elle décrite par des chaînes 
indépendantes de tailles variables dont l'accessibilité est régie par un facteur d'accessibilité. Le 
modèle cinétique développé permet une bonne description de la cinétique initiale de dégradation 
de la cellulose mais ne suffit pas à la description de la cinétique globale. L'introduction d'un 
facteur correctif permettant de prendre en compte la diminution de la réactivité du substrat mais 
surtout d'un facteur lié à la désactivation des enzymes a permis d'améliorer cette prédiction et a 
montré l'importance de considérer la perte de réactivité des enzymes. 
 
 Il reste cependant quelques points à valider dans le modèle et de nombreuses pistes 
d'amélioration ont été proposées. Au niveau des enzymes, la validation du modèle dans des 
proportions différentes de celle du cocktail actuel de T. reesei pourrait conduire au design d'un 
cocktail optimum. Au niveau du substrat, il serait intéressant de développer un modèle d'érosion 
des particules et de le valider en utilisant un autre substrat cellulosique présentant des propriétés 
morphologiques différentes. De plus, d'autres facteurs comme l'influence de la teneur en matière 
sèche ou la présence d'hémicellulose ou de lignine doivent être pris en compte pour se rapprocher 
des conditions industrielles. Enfin, il serait intéressant de compléter cette étude afin d'identifier 
les mécanismes de désactivation des enzymes ayant lieu au cours de l'hydrolyse enzymatique. 
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