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Introduction

L’utilisation des levures a des fins industrielles, est un processus développé depuis des
siecles par I'nomme, pour la panification, la fabrication de boissons alcoolisées (Biére). La
levure de biére revivifiable Super Diet est riche en nutriments pour la santé : acides aminés
essentiels, de vitamines B, en protéines, en minéraux. D’autres métabolites des levures sont
produits industriellement : « SCP ou POU » (Nigam , 2000 ; Rajoka et al., 2004), enzymes
d’intéréts industriels (Saxena et al., 2004), protéines ou enzymes a visée thérapeutique (Keller
et Layer, 2003), production de bioéthanol comme substitut du pétrole (Modl et al., 2004),
production d’acides organiques, en particulier le vinaigre et les probiotiques (Lourens-
Hattingh et al., 2001), production d’arébmes (Hansen et al., 2005) de vitamines, en particulier
la vitamine B9 (Francisco et al., 2012 ), production d’acides gras essentiels en particulier les
oméga 3 (Bekatorou et al., 2006).

Le progrés actuel a I'échelle industrielle et a la technologie post-génomique des levures
présente des avantages importants dans la production de protéines recombinantes d'intérét
médical ou industriel. 1l existe une large gamme d’importantes hétes d'expression des levures,
y compris les especes Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Hansenula polymorpha,
Kluyveromyces lactis, Schizosaccharomyces pombe, et Yarrowia lipolytica. (Eda et Pinar Cal,
2011).

L'intérét pour les maltases d’origine fongique a augmenté ces derniéres annees, ou
plusieurs investigations sont menées sur ces enzymes secrétées par les especes :
Xanthophyllomyces dendrorhous (Marin et al., 2006), Saccharomycopsis fibuligera

(Hostinova et al., 2005), Saccharomyces cerevisiae (Zhang et al., 2015).

Dans ce contexte, nous cherchons a produire une maltase EC (3.2.1.20) thermostable par
des levures isolées localement, une enzyme qui catalyse le clivage des liaisons o —D
glycosidiques de I'extrémité non réductrice des maltooligosaccharides, des a-glycosides et des

a-glycanes y compris l'amylose, pour libérer a —glucose (Giovana et al., 2006).

La premiere partie de la bibliographie sera consacrée a 1’étude de la maltase et ses

applications dans les Industries Agro- Alimentaires et dans I’industrie pharmaceutique. La

-
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deuxiéme partie de la bibliographie porte sur les connaissances des levures et leur intérét
industriel.

La partie expérimentale est consacrée a 1’étude de production de la maltase par la levure
Candia sp. par fermentation, sa purification et sa caractérisation, en particulier sa
thermostabilité. Cette derniere propriété est trés recherchée pour le potentiel de ces enzymes a
étre exploiter industriellement (Prakash et al., 2009).

Nous terminons par une conclusion générale en envisageant les perspectives possibles
pour la poursuite de ce travail.

.
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Le maltose attire beaucoup d’intérét en raison de ses applications largement potentielles dans

I'alimentation des diabétiques et dans la production pharmaceutique (Wang et al., 2013).

Le maltose appelé également (1-a-D-Glucopyranosyl-4-a-D-glucopyranose) est un
disaccharide constitué de deux unités de glucose liées par des liaisons o 1-4 (Brongijk et al.,
2001), il est le produit de I’hydrolyse de I'amidon sous I’action des amylases donc il peut étre

trouvé lors de la dégradation de I’amidon (Demir et al., 2013).

Le métabolisme du maltose chez la levure est sous le controle de trois mécanismes de
régulation générale : induction, répression et inactivation de glucose (Novak et al., 2004). Le
maltose est transporté dans la cellule avec la plupart des acides aminés par 1’absorption des
protons a partir du milieu. Un proton est transporté avec chaque molécule de maltose
(Busturia et al., 1985). Le systeme de transport du maltose peut étre inhibé par le glucose et
également par le fructose (Siro et Lovegren, 1979). A I’intérieur de la cellule, le maltose est
hydrolysé par la maltase enzymatique ou a-glucosidase (o-D-glucoside glucohydrolase)

EC (3.2.1.20), en deux unités de glucose qui sont ensuite acheminées par la voie glycolytique
(Novak et al., 2004).

1. L a-glucosidase
1.1. Définition et nomenclature

L’a-glucosidase (a-D-glucoside glucohydrolase), EC (3.2.1.20) est une enzyme
extracellulaire (Nimpiboon et al., 2011), codée par le gene MALX2 (Cohen et al., 1985),
ubiquitaire (Wataru et al., 2015). Elle a été purifiée et caractérisée a partir de divers animaux,

des plantes, des insectes, des bactéries et a partir des champignons (Song et al., 2013).

L’a-glucosidase catalyse le clivage des liaisons a—D glycosidiques de I'extrémité non
réductrice des maltooligosaccharides, des a-glycosides et des a-glycanes y compris I'amylose,
pour libérer deux unités de glucose (Giannesi et al., 2006 ; Nimpiboon et al., 2011), mais elle
a une tres faible affinité vis a avis les polysaccharides et attaque donc I’amidon a un rythme
trés lent (Beldjil et al., 2013). Dans les environnements de faible activité d'eau, elle peut étre
contrainte a synthétiser obligatoirement des liaisons glycosidiques via un mécanisme de

transglucosylation  (Tsuyoshi et al., 2008 ; Ojiha et al., 2013), par le mécanisme

-
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ping-pong dans lequel un intermédiaire covalent est formé entre la portion hydrate de carbone
d'une molécule de donneur et d'un acide carboxylique dans le c6té actif (Pavlovic et al., 2013)

en produisant des oligosaccharides et des glycoconjugues (Tsuyoshi et al., 2008).

Les o-glucosidases offrent de nombreuses possibilités d’applications dans l'industrie
pour produire du glucose, oligosaccharides et d'autres conjugués de sucre en tant que

composés biologiquement utiles (Pavlovic et al., 2014).

Tableau 1 : Différentes nomenclature de I’a-glucosidase.

Non systématique | glucane 1-4 a glucosidase Nimpiboon et al., 2011
Non codifié EC (3.2.1.20) Nimpiboon et al., 2011
Non recommandé | Maltase Zhang et al., 2015

Amyloglucosidase, y-amylase, o —

glucosidase lysosomale, exo-1,4- a- | Jannavi, 2013

glucosidase, glucose amylase, y- Simetal., 2010
Synonymes 1,4-glycan glucohydrolase, maltase | Sim et al., 2008
acide, 1,4- o —D glucane Renetal., 2011

glucohydrolase, glucoamylase, a-
glucoside hydrolase , 1,4-glucoside
a-D-glucosidase , maltase-

glucoamylase.

1.2. Mode d’action de I’ a — glucosidase

Les a-glucosidases catalysent deux types de réactions: transfert d'un résidu de
glycosyle a partir de 1’extrémité non reéductrice d'un oligosaccharide dans de I'eau (hydrolyse)
ou transfert de ce résidu sur une molécule d'accepteur (transglucosylation). Ces réactions
procedent par le maintien de la configuration anomérique o qui s’opere par un mécanisme a
double déplacement conduisant a une rétention de la configuration (Figure 1) du carbone
anomere (Hancock, 2006 ; Soro, 2007).
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Figure 1 : Mécanisme d’action des glucosidases a rétention de configuration
(Hancock et al., 2006).

1.3. Structure de I’a- glucosidase

L’a- glucosidase est une glycoprotéine appartient a la famille des glycosides hydrolases
(Soro, 2007). Elle peut avoir une structure monomérique ou homodimérique (Shirai et al.,

2008) et est constituée de 4 grands domaines et deux sous-domaines (figure 2).

Figure 2 : Structure monomérique de 1’a- glucosidase (Ernst et al., 2006).
Domaine N (N-terminal) : jaune
Domaine A (B/a)s (central catalytique) : rouge
Sous-domaine B (boucle ap3—aa3) : violet
Sous-domaine B’ (boucle aps —.aaa4) : Orange
Domaine D ( C-terminal ) distale : vert

Domaine C ( C- terminal ) proximale : bleue
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» Domaine N :

Le domaine N-terminal (résidus 1-153) comporte 11 brins antiparalleles comprenant
plusieurs longues boucles (résidus 17- 42, 66 -78 et 84 -99). Elles contiennent trois motifs
de séquences courtes et coopérent avec le domaine catalytique. Les résidus hautement
conservés dans le domaine N-terminal sont Asp 87 Tyr 99 qui contribuent au
fonctionnement du site actif, ce qui suggére que le domaine N pourrait étre directement
impliqué dans la liaison au substrat et / ou le maintien de la structure du site actif. Le
domaine N contient ainsi des sites secondaires pour la reconnaissance d'hydrates de
carbone (Ernst et al., 2006).

» Domaine A :

Le domaine catalytique (résidus 154 - 251, 291 - 324 et de 368 - 529) comporte des
hélices (Aa' et Aa8’) qui assurent un emballage serré avec l'extrémité N et avec le domaine

C-terminal et il contient un tonneau (B/a)s dans chaque extrémité (Ernst et al., 2006).
» Domaine C:

Le domaine C-terminal proximale (résidus 530 - 604) correspond a une séquence plus
conservée par rapport aux domaines terminaux N et D, Il comporte deux petits segments
hélicoidaux (Cal et Ca2) qui remplissent une cavité entre les domaines N, A et C, et

contribuent ainsi & la compacité de la structure multi-domaine (Ernst et al., 2006).
» Domaine D :

Le domaine distale D-terminal (résidus 605 - 693) forme 11 brins essentiellement
antiparalléles, béta sandwich et il est composé de deux feuilles I’une contient cing brins et
I’autre six brins (Ernst et al., 2006).

L’a-glucosidase comporte un site de liaison du calcium avec I’ion calcium est
coordonné avec les atomes O-Asp 21, Asn 23-0O, Asp 25-0, O-lle 27, Asp 29-0, et une
molécule d’eau (Tsuyoshi et al., 2008). La maltase est donc une métalloenzyme a calcium
dépendante qui joue un rdle dans la stabilité structurelle thermique (3D) et participe a une

augmentation de l'activité enzymatique (Zhang et al., 2013).

-
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1.4. Spécificité de substrat

Les a-glucosidases sont classées en trois catégories (I, Il et 111) en fonction de leurs
spécificités de substrat : Type |; les a-glucosidases ont une spécificité pour les substrats
hétérogénes comme le saccharose et aryle glycosides mieux que le maltose, type Il : les a-
glucosidases sont plus actifs sur les substrats homogenes comme le maltose et 1I’isomaltose et
présentent une faible activité vers les substrats hétérogénes, les enzymes de type IlI
ressemblent aux enzymes de type Il par rapport a la spécificité du substrat, mais capables de

bien hydrolyser les polysaccharides tels que I'amylose et I'amidon (Song et al., 2013).

Bien que la spécificité du substrat de I’a-glucosidase varie considérablement en
fonction de la source (Kimura et al., 2004), la plupart des a-glucosidases levuriennes et
bactériennes appartiennent au type I (Wang et al., 2004 ; Nimpiboon et al., 2011), tandis que
les a-glucosidases isolées a partir des divers champignons répartissent principalement en type
Il (Yamamato et al., 2004 ; Zhang et al., 2011) mais également en type I.

le domaine catalytique N-terminal de l'a-glucosidase agit préférentiellement sur les
liaisons a -1,4 des oligosaccharides linéaires courts, influencant ainsi la spécificité de substrat
de cette enzyme (Xuan et al., 2014).

1.5. Caractéristiques de ’a-glucosidase

v Température optimale et stabilité thermique

La température optimale varie selon 1’espéce et 1’origine de I’enzyme, certaines
a-glucosidases sont identifiées et caractérisées a partir de diverses especes fongiques
vivantes dans des milieux extrémes et peuvent supporter des températures élevées parfois a -
-(2=0°C comme chez Thermoascus aurantiacus (Carvalho et al., 2010) et a )65°C pour
Aspergillus niveus (Da Silva et al., 2009), d’autres sont moins thermostables : comme chez
Chaetomium thermophilum var. coprophilum a 60°C (Giannesi et al., 2006 ), Malbranchea
cinnamomea montre une température optimale de 50°C (Yan et al., 2015) , Trichoderma
longibrachiatum avec 45°C (Akinloye et al., 2012). Les a-glucosidases bactériennes ont des
activités maximales a des températures tres différentes inter-espéces et inter-genres, a titre

d’exemple : Bacillus licheniformis ; 45°C (Nimpiboon et al., 2011 ), Geobacillus sp. avec une

-
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température de 60°C (Cihan et al., 2009), Thermus caldophilus ; 90°C (Oyekanmi et al.,
2001). Les a-glucosidases d’origine levurienne ont des températures maximales, variant de
40 & 60°C (Oyekanmi et al., 2001) comme : Saccharomyces cerevesiae dont la température
optimale est 40° C (Zhang et al., 2015) , Xanthophyllomyces dendrorhous possede un
optimum de 45° C (Marin et al., 2006), la levure Saccharomycopsis fibuligera qui est plus

thermostable avec une température optimale de 55°C.

Les a-glucosidases bactériennes ont généralement une large gamme de thermostabilite ,
Geobacillus thermodenitrificans F84 est stable pendant 5 h a 60°C et conserve 68 % de son
activité initiale (Cihan et al., 2010), Geobacillus sp. A333 et thermophilic bacterium A343
gardent des activités initiales de 83% et 92% respectivement pendant 5 h a une température de
de 60°C (Cihan et al., 2009). cette thermostabilité peut étre expliquée par la présence des
ponts S-S qui stabilisent I’enzyme (Prakash et Jaiswal, 2010).

L’a-glucosidase d’origine fongique comme pour Aspergillus niveus, la sensibilite
thermique est 60 min a 60°C (Da Silva et al., 2009), une autre espece des moisissures ;
Mortierella alliacea est stable a 50°C pendant 15 minutes (Tanaka et al., 2002). Chez les
levures : I’enzyme de Xanthophyllomyces dendrorhous montre stable et sa demi- vie est de
3 ha50°C (Marin et al., 2006). Celle de la levure Saccharomycopsis fibuligera présente une
thermostabilité de 55°C pendant 10 min (Hostinova et al., 2005).

v" pH optimum

La plupart des a- glucosidases ont un pH optimal entre 4,5- 9,0 (Giannesi et al., 2006 ;
Zhang et al., 2011). Chez les levures le pH varie selon les souches : pH 4,5 pour
Schizosaccharomyces pombe (Okuyama et al., 2001), pH 5,5 pour les deux especes :
Xanthophyllomyces dendrorhous et Saccharomycopsis fibuligera (Hostinova et al., 2005 ;
Marin et al., 2006). pH 7 pour Saccharomyces cerevesiae (Zhang et al., 2015).

Le pH optimum des a- glucosidases bactériennes est proche de la neutralité : pH 6,0
pour I’enzyme de Bacillus licheniformis (Nimpiboon et al., 2011 ), pH 6,5 de Thermus
caldophilus (Oyekanmi et al., 2001), pH 6,8 pour I’enzyme de Geobacillus sp. (Cihan et al.,
2009).
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Le pH des a-glucosidases d’origine fongique est variable : pH 4,5 pour Thermoascus
aurantiacus (Carvalho et al., 2009) qui est similaire a celui de Trichoderma longibrachiatum
(Akinloye et al., 2012) , pH 6 pour Aspergillus niger (Zhang et al., 2011) et pH 7 pour
Chaetomium thermophilum (Giannesi et al., 2006). Un pH 5 est observé chez la moisissure

Malbranchea cinnamomea (Yan et al., 2015).

v" Masse moléculaire

Les a- glucosidases ont généralement des poids moléculaires qui varient entre 60 et 409
kDa (Nashiru et al., 2001). Chez certaines moisissures le PM est tres faible : 54 kDa pour la
maltase synthétisée par Paecilomyces lilacinus (Kobayashi et al., 2003) et 56 kDa pour celle
d’Aspergillus niveus (Da silva et al., 2009), 58 Kda pour I’enzyme de Trichoderma
longibrachiatum (Akinloye et al., 2012). D’autres o.- glucosidases ont des masses
moléculaires plus élevees : 107 kDa chez la moisissure Chaetomium thermophilum var.
coprophilum (Giannesi et al., 2006) et 107 kDa pour Aspergillus niger (Zhang et al., 2011).
Tandis que les enzymes de levures peuvent avoir des masses moléculaires qui semblent
compatibles : 63k Da pour Saccharomyces cerevisiae (Pavlovic et al., 2013), 65 kDa pour
I’enzyme de Candida albicans et 105 kDa pour celle de Schizosaccharomyces pombe (Marin
et al., 2006). Par ailleurs la levure Saccharomyces cerevisiae synthétise une maltase avec un
PM de 68 kDa (Zhang et al., 2015).

v’ Effecteurs

Les effets de différents sels sur l'activité de 1’a- glucosidase ont été étudiés par
I’équipe de Ojima et al., (2012) (figure 3) dans le but de déminer I’influence des différents
cations monovalents et divalents comme Mg?* et Ca?* sur I’activité de I’enzyme. L’activité
de la maltase en absence des sels a été considerée comme 100%, correspondant a une valeur
de 5% dans la figure 3. Les activités relatives en présence d'une concentration en sel de 10
mM sont les suivants : LiCl 151%; NaCl 116%; KCI 601%; RbCI 579%; CsCl 332%; NH4ClI
548%; MgCl, 30%; CaCl> 20%; CoCl; 1%.
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* sans sel * LiCl = NaCl
* KCI * RbCl ® CsCl

Figure 3 : Effet de différents sels sur ’activité et la stabilité de la maltase (Ojima et
al., 2012).

Cependant plusieurs inhibiteurs de 1’a-glucosidase sont mis en évidence : CuSQg,
CoClz, MnSOy et I'extrait de viande de beeuf, Hg? *, Cu2 *, Ni? *, Zn? *, Ca? * (Kwong et al.,
1983 ; Zhang et al., 2014), l'urée, le rose bengale et le 2-iodoacétamide (Zhang et al., 2013) et
notamment les xanthones isolées a partir des sources naturelles comme les fleurs de swertia
mussotii ,tectona grandis. Le triterpéne glycoside a partir des feuilles des méfaits
d’Acanthopanax, glycosides flavonoides de Microctis folium et les polyphénols du thé vert
(Xuan et al., 2014 ; Wang et al., 2012 ; Chen et al., 2013).

Au contraire, les cations Mn?*, Mg? *, et les acides aminés : L-cystéine, L-histidine, le
Tris et "EDTA stimulent I’activité de la maltase (Kwong et al.,1983), selon les mémes

auteurs, la peptone et I'extrait de levure améliorent la production de I'enzyme.

v" Les sources de carbone et de I’azote

Les sources de carbone et de I’azote sont indispensables a la croissance et a la survie
des microorganismes. Pour les champignons le rapport C/N = 20 est nécessaire pour une

bonne croissance (Botton et al., 1990).

Les besoins en ces matieres carbonées et azotées varient selon les souches. Il existe
plusieurs substances en tant que source de carbone qui peuvent induire I’expression de la
maltase principalement le maltose. Son substrat (1-a-D-Glucopyranosyl-4-a-D-

glucopyranose) comme chez la levure Saccharmoyece scerevisiae utilisée au cours de la
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fermentation de biére (Jens et Brandt, 2006), amylose, I'amidon, maltooligosaccharides et
isomaltose (Giannesi et al., 2006) , Les sources azotées organiques sont la poudre de soja
pour les enzymes d’Aspergillus oryzae, Actinomucorelegans , Rhizopusarrhizus ,et
notamment pour B. subtilis B2 (Zhu et al., 2008), la peptone, 1’extrait de levure, ou le
mélange des deux ; extrait de beeuf pour la bactérie Lactobacillus acidophilus. (Kwong et
al., 1983).

2. Applications de I’a-glucosidase

Les propriétés catalytiques efficaces des enzymes ont déja promu leur introduction
dans plusieurs produits et procédeés industriels (Ole et al., 2002) : en IAA ,en industries,
chimiques, et surtout dans le domaine médical et pharmaceutique , en effet, le marché
biopharmaceutique a atteint en 2003 un chiffre d’affaires de 38 Milliards de dollars
représentant 8% du marché pharmaceutique mondial (Little, 2004). Selon le méme auteur, ce
marché devrait atteindre pres de 100 milliards de dollars en 2010 et représenter 12% du

marché pharmaceutique mondial.
Dans ce contexte, I’ a-glucosidase est utilisée :

» Dans Il'industrie pharmaceutique : la production de glucose, des
oligosaccharides et d'autres conjugués de sucre et des composés biologiquement
utiles en tant que médicaments (Pavolovic et al., 2012 ; Pavlovic et al., 2014).
L'hydrogénation du maltose en maltitol est d'une grande importance en raison de
I'application potentielle de maltitol comme un substitut de sucre dans
I'alimentation moderne, surtout pour les diabétiques (Wang et al., 2013) ou les

formes de I'nyperlipoprotéinémie et de I'obésité (Baron, 1998 ; Carvalho, 2006).

> En panification : la maltase produite par la levure Saccharomyces cerevisiae est

utilisee comme additif dans la pate (Jens et Brandt, 2006).

» Domaine thérapeutique : 1’a-glucosidase recombinante des levures
Saccharomyces pombe et Pichia pastoris est efficace pour le traitement de la
forme infantile de la maladie de Pompe (Kishnani et al., 2007 ; Praline et al.,
2009).

-
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» l'industrie de la biotechnologie : les a. glucosidases sont des enzymes clées pour
la préparation de boissons alcoolisées et de la brasserie (vin, saké) (Iwata et al.,
2003).
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2. Les levures

2.1. Généralités sur les levures

Les levures sont des champignons microscopiques unicellulaires aux cellules ovoides
ou sphériques, parfois cylindriques ou allongées (Bouix et Leveau, 1991) se détachant
facilement les unes des autres et de ce fait bien adaptées a la propagation dans les liquides.
Leur cytoplasme abrite I'ensemble des organites habituels des végétaux supérieurs non
photosynthétiques (Guirau, 1998). Leur taille est d'environ 20 um en longueur et d’environ 1

pm en largeur (Giannesi et al., 1994).

Les levures présentent deux modes de reproduction :

» Lareproduction végétative

Réalisée en général par bourgeonnement multilatéral a un ou deux péles cellulaires
(figure 4), quelques levures se multiplient par fission comme la levure Schizosaccharomyces
pombe donnant naissance a deux cellules filles de taille identique (Balasubramanian et al.,
2004).

Figure 4 : Division des cellules levuriennes par bourgeonnement (Kwon-Chung et Bennett,
1992).

> La reproduction sexuée

S’effectue dans les conditions de stress élevés, les cellules haploides mourront, cependant
les cellules diploides peuvent subir sporulation, entrant dans la reproduction sexuée (méiose)
et la production d'une variété de spores haploides, qui peuvent aller a s'accoupler par

conjugaison, donnant des cellules diploides (Neiman, 2005).
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2.2. Habitats et Nutrition

Les levures sont des microorganismes ubiquitaires (Phaff et al., 1978 ; Bonaly, 1991)
qui peuvent se trouver dans 1’air, 1’eau, le sol (Lo Presti et al., 2001). D’autres vivent sur les
végetaux riches en sucres, dans les liquides sucrés, ou dans les aliments tels que le pain ou les
céréales (Rocco et al., 1985). Elles peuvent également coloniser le tube digestif de certains
animaux et les galeries des insectes (Rose et Harrison, 1987). D’autres levures sont isolées de
I’ Antarctique (Satyanarayama et Kunze, 2009). Généralement, les levures utilisent les
glucides comme source principale de carbone et par conséquent d'énergie ; les oses comme le
glucose, le fructose ou le galactose, les diholosides comme le saccharose, le maltose ou bien
le lactose et les triholosides ; le raffinose et les polyosides : I'amidon, les dextrines. D’autres
sources de carbone sont catabolisables par les levures : alcools, hydrocarbures (Waldron,
2010), éthanol ou glycérol (Barnett, 1976 ; Tamaki et Hama, 1982).

Les levures ne peuvent pas fixer I'azote libre, elles dépendent de ses formes oxydées
ou réduites pour la synthése des composés azotés structuraux et fonctionnels de la cellule
(Babjeva et al., 1977 ; Walker, 1997). La plupart des levures utilisent 1’azote sous forme d'ion
ammonium nécessaire a la synthese de certains acides aminés (Larpent et Larpent-Gourgaud,
1997 ; Guiraud, 1998).

2.3. Minéraux, oligo-éléements et vitamines

Comme pour tous les microorganismes, les minéraux jouent un rdle important et
fonctionnel pour les levures car ils constituent des facteurs de croissance ou des cofacteurs

pour les enzymes (Leblon, 1988).

Les Oglio -éléments (Al, Cr, Br, Cu, Pb, Mn, Ag, Sr, Tl, Zn, Sn...) sont indispensables
a la survie des levures mais a de tres faible dose comme stabilisateurs des biomolécules

(Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992) ou constituants essentiels des systéemes enzymatiques.

D’autres facteurs comme les vitamines (la biotine, la thiamine et I’acide pantothénique)
sont essentiels a la croissance des levures comme éléments constitutifs de coenzymes variés
(Riviere, 1975 ; Botton et al., 1990).
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2.4. Besoins physicochimiques
2.4.1. Effet de la température

La température est un facteur prépondérant pour la vie des cultures, les levures comme
les autres microorganismes ne peuvent fonctionner que dans une gamme de température
optimale qui se situe géneralement entre 25°C et 30°C, Toutefois, cette tempeérature ne
représente pas forcément la température optimale de croissance que les levures trouvent dans

certains habitats, a savoir les régions a température constamment basse ou élevée.

les levures psychrophiles se développent avec une température maximale de croissance
proche de 5°C , tandis que les levures psychrotrophes sont capables de bien cultiver a des
basses températures, jusqu'a 0°C et ayant une température optimale de croissance a 35°C, les
mésophiles : cette catégorie regroupe notamment tous les agents pathogenes humains, leur
température optimale est assez constante a 30°C, les levures thermophiles ont besoin d'une
température élevée pour vivre qui peut aller jusqu'a 100°C (Leveau et Bouix, 1993 ; Prescott
et al., 1995) (voir tableau 2).

Tableau 2 : Température optimale pour la croissance des levures (Leveau et Bouix, 1993 ;
Prescott et al., 1995 ; Gournier et al., 1994 ; Bourgeois et al.,1996 ; Larpent et al., 1996)

Température de Température de Température
croissance minimale croissance optimale de croissance
maximale
Levure psychrophile 0-1°C <15°C <20°C
Levure psychrophile Jusqu’a 0°C 20-30° C 35°C
facultatif=psychotrophe
Levure mésophile 15-20 °C voir 0° C 20-45°C <45°C
Levure thermophile 45°C 55-65 °C 100°C

2.4.2. Effet de pH

En général, les levures ont tendance a coloniser des environnements acides et par leurs
activités métaboliques (la respiration et la sécrétion d’acide organique) acidifiant encore plus
le milieu. Leur croissance optimale se fait a des pH entre 4,6 a 6,5 et certaines espéces
tolerent de grandes variations de pH et peuvent s’adapter a des milieux acides (pH 2,8 a 3,0)
ou alcalins (pH 8 a 8,5) (Jones, 1981).

.
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Les levures sont fortement inhibées par les acides acétique, lactique citrique, 1’acide

ascorbique et propionique (Nancy, 1983).

2.4.3. Pression osmotique et activité de I’eau

L’effet de la pression osmotique varie d’une souche a une autre (Leveau et Bouix,
1979). La plupart des souches ne peuvent se développer pour des activités de 1’cau inférieures a
0,90, mais certaines tolerent des pressions osmotiques plus elevées correspondant a une activité
d’eau de L’ordre de 0,60 mais avec un métabolisme lent (Leveau et Bouix, 1979). Plus une
levure est osmophile, plus I‘activité de 1’eau est basse pour inhiber son développement
(Larpent et Larpent —Gourguad, 1997).

Les levures ont des activités d’eau différentes qui peuvent varier d’une souche a autre

(Tableau 3)

Tableau 3 : Aw minimale permettant la croissance de certaines levures (Larpent et Larpent —
Gourguad, 1997).

Aw Levures

0.92 -Rhoaotoruta
-Pichia

0.90 -Hansenula
-Saccharomyces

0.88 -Candida
-Debaryomvces
-Hanseniaspora

0.87 -Debarvamyces

0.80 -Saccharomyces

2.5. Isolement des levures
Les levures sont des microorganismes faciles a isoler et a cultiver en raison de leurs
applications agro-alimentaires généralement diverses (Pol, 1996). Plusieurs études ont

démontré leurs isolements sur des milieux organiques complexes, a base d’extrait de malt,

0
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d’extrait de levure ou de peptone, en combinaison avec le glucose (Hagler et Mendonca,
1981) ou sur le milieu de Sabouraud (Guiraud et Rose, 2004).

2.6. Classification et identification des levures
2.6.1. Classification des levures

Les levures sont regroupées en deux ou trois grandes classes selon leur capacité ou
non a élaborer des organes de reproduction sexuée (Hesclot et Vladescu, 1994 ; Bourgeois et
Larpent, 1996).

La classification des levures est celle de (Kreger-Van., 1984) (tableau 4).

e Les ascomycetes : genres sexués, ou les produits de la méiose ou ascospores
sont endogenes et enfermés dans une structure issue du zygote : ’asque.

e Les basidiomycétes : genres sexués, ou les produits de la méiose ou
basidiospores (chez les levures sont souvent appelés balalistospores) sont exogénes et émis a
I’extérieur du zygote.

e Les deutéromycétes: ou levures imparfaites : genres asexués ne se

multipliant que par reproduction végétative.

-



Revue bibliographique

Tableau 4 : Classification des principaux genres des levures (Kreger-Van, 1984).

Les levures ascomycétes

Les levures
basidiomycétes

Les levures
deutéromycetes

o Hemiascomycetes
Endomycétales
Sperrnophtoraceae
Metschnlkowia

Nematospora

o Saccharornycetaceae
Lipomycetoideae
Lipomyces

Nadsonioideae

Hanseniaspora
Nadsonia
Saccharomycodes
o Saccharomycernideae

Citeromyces
Clavispora
Hansennla

Pichia
Saccharomyces
Saccharomycopsis
Schwanniomyces
Torulaspora
Zygosaccharomyces

o Ustomyeres
Spondiliales
Leucosporidim

Rhodosporidim

o Blastomycetes
Sporobolomycetuceae

Bullera

Sporobotomyces
Cryprococcnccae
Brettanomyces
Candida
Cryptococcus
Kloeckera
Malassezia
Rhodotorula

Sterigmatomyces

Trichosporon

Trigonopsis

2.6.2. Techniques d’identification

Il existe de nombreuses méthodes d’identification des microorganismes basées sur les

caractéristiques phénotypiques, physiologiques et génomiques. La combinaison de ces trois

caractéristiques est utilisée pour les études de taxonomie des levures (Barnett et al., 1990 ;

Cahagnier, 1998).
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e Les caractéristiques phénotypiques

Elles comprennent :

v' les caractéres culturaux : examen de I’aspect, de la forme, la

couleur et de la consistance des cultures (Guiraud, 1998).

v les caractéres morphologiques cellulaires : la formation de
chlamydospores et de ballistospores, la formation d’ascopores,
I’observation  microscopique des filaments  mycéliens,
permettant de définir la forme, 1’arrangement et le mode de
division des cellules, ainsi que de mesurer leur taille
(Wickerham, 1951 ; Van der Wal et Yarrow, 1984).

e Les caractéristiques physiologiques

La classification des levures se base sur un ensemble de parametres physiologiques et
biochimiques tel que la température optimale et le pH optimum de croissance (Larpent, 1991),
I’assimilation de différents substrats carbonés ; critere pour la distinction des levures est
soulignée (Wickerham, 1951). D’autres méthodes basées sur le typage moléculaire sont
largement répandues (Vanhee et al., 2010), tel que le séquencage de I'ARNr ou I'ADNr
devenus disponibles pour la classification et la réalisation phylogénétique (Boekhout et al.,
1994 ; Kurtzman, 1998 ; Cai et al., 1996 ; James et al., 1997). Le métagenomique, nouvelle
technique se base sur 1’étude génomique est utile actuellement pour la classification des
microorganismes. Il existe également des puces phénotypiques pour 1’étude des caractéres

physiologiques (Cuadros — Orellana et al., 2013).

2.6.3. Phylogénie des levures

Aprés des travaux récents de Scannell et al., (2007) la phylogénie des levures a
démontré que plus de 1000 especes de Saccharomycotina ont été décrite leur grande
biodiversité semble étre dans les tripes d'insecte, et il est probable que des milliers

d'autres especes restent a découvrir a partir de cet ecosysteme.

.
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Zygomycota
Basidiomycota

Rhizopus oryzae
Ustilago maydis
100 Cryptococcus neoformans
/'TO(-)L__: Phanerochaete chrysosporium
Hymenomycetes 100 Coprinus cinereus
Schizosaccharomyces pombe

Archiascomycotina

100 Histopl cay
Eurotiomycetes _{__C Uncinocarpus reesii
S 100 Coccidioides immitis

100 100 Aspergillus nidulans
Aspergillus fumigatus
. y 100 Aspergillus oryzae
Pezizomycotina 100

Aspergillus terreus
100 100 Stagonospora nodorum

100 Magnaporthe grisea
—‘ ENcummom crassa
100 Podospora anserina
100 Chaetomi

globosum

7

Sordariomycetes

Trichoderma reesei
100 Toﬁ[E’usarium verticillioides
Pt 100 Fusarium graminearum
Ascomycota 100 Botrytis cinerea
Leotiomycetes~” —— Sclerotinia sclerotiorum
Yarrowia lipolytica
Candida lusitaniae
W‘_‘—— Candida guilliermondii
100 CT1G 60 Debaryomyces hansenii
Saccharomycotina 100 ————————— Candida parapsilosis
~100] Candida tropicalis
00 EC andida dubliniensis
100 Candida albicans
100 weol Saccharomyces castellii

100 Candida glabrata 5
30| Saccharomyces bayanus B
100 Saccharomyces kudriavzevii | S
Saccharomyces| Saccharomyces mikatae 2
complex 100| ~Saccharomyces cerevisiae 8
100Y— Saccharomyces paradoxus %

70 Khaeyveromyces waltii
Saccharomyces kluyveri
70 Ashbya gossypii
- 100

Kluyveromyces lactis

Figure 5: Arbre phylogénique des genres de Levures (Scannell et al., 2007).

Le génome de Saccharomycotina est séquenceé et classé en trois groupes (figure 5)

v Le premier groupe est composé principalement des espéces des genres Saccharomyces
et Kluyveromyces, et il est en général dénommé comme le complexe de
Saccharomyces (Fitzpatrick et al., 2006).

v Le deuxieme groupe se compose des especes qui traduisent les codons CTG comme la
serine plutdt que la leucine, Ce groupe comprend des especes de genre Candida telles
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que Candida Debaryomyces hansenii et Candida Lodderomyces elongisporus
(Fitzpatrick et al., 2006).

v" Le seul membre séquencé du troisieme groupe est Yarrowia lipolytica (Dujon et al.,
2004).

2.7. Le genre Candida
2.7.1. Morphologie

Le genre Candida peut avoir plusieurs formes : globuleuse, ovoide, cylindrique ou
allongée (Kwon- Chung, 1992), avec des couleurs différentes selon les espéces créeme a

jaunatre, dont la texture peut étre pateuse, lisse, luisante ou séche, ridée et terne, (Larone,
1995).

Figure 6 : Colonies de Candida albicans (Judith et Peter, 2002)

2.7.2. Habitats

La majorité des espéces du genre Candida peuvent se rencontrer dans une grande
variété de niches écologiques, ou elles vivent généralement en saprophytes (sur les feuilles,
les fleurs, I'eau et le sol), en commensalisme inoffensives, des hotes surtout chez les humains
et les insectes, Les autres espéces sont exosaprophytes, retrouvées sur la peau et dans
I'environnement (Nguyen et al., 2007, Spanakis et al., 2010).
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2.7.3. Classification

Le genre de levure le plus étudié est Candida qui peut avoir un nombre de 196 et 200

espéces hétérogenes recensees (Kwon-Hung et al., 1992, Murray et al., 1995).

Les auteurs Kurtzman et Fell (1998) ont classé ce genre selon le tableau 5 :

Tableau 5 : Taxonomie des Candida sp. (Kurtzman et Fell , 1998).

Régne Fungi

Phylum Ascomycota

Classe Hemiascomycetes
Ordre Saccharomycecales
Famille Candidaceae
Genre Candida

2.7.4. Pathogénicité des especes de la levure Candida

Les levures du genre Candida peuvent causer nombreuses pathologies graves et dont la
fréguence reste constante (Pfaller et al., 2007), malgré le développement de nouveaux moyens

thérapeutiques, en particulier chez des patients immunodéprimés (Benedict et al., 1994).

Les especes de Candida peuvent provoquer plusieurs infections (Manolakakid et al.,
2010), Candida albicans est I’espece la plus pathogene du genre Candida chez I'nhnomme (plus
de 50 %) (Bodey, 1984 ; Edwards, 1991) elle provoque des infections chez I'homme et chez
d'autres animaux (candidose ou muguet). Cependant, d’autres espéces comme Candida
tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei, peuvent sous certaines conditions ou dans
certains groupes de population étre pathogénes (Wingard, 1979 ; Meunier-Carpentier et al.,
1981 ; Merz et al.,1986).

2.7.5 Phylogénie des espéces de Candida

Comme le montre la figure 7, les espéces de Candida sont au nombre de 26 (Yokoyama et

al., 2000)
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C. krusei IFM 468347

’ C. krusei IFM 5798 l

C. krusei IFM 40019

C. lusitaniae IFM 492077

_‘I C. lusitaniae IFM 49723 }__“
C. glabrata IFM 40065
C. glabrata TFM 468437
C. glabrada TFM 5489 0.0662
C. glabrata IFM 5768

C. glabrata X43862

C. albicans TFM 46907

C. albicans 1FM 483117

C. albicans IFM 48922

C. albicans IFM 5728

C. albicans IFM 49689

C. dubliniensis IFM 483137

C. dubliniensis IFM 48314
C. dubliniensis IFM 48184

—_ C. parapsilosis IFM 468297
00348 C. parapsilosis IFM 5464

C. parapsilosis IFM 40119
C. tropicalis IFM 49042

C. tropicalis TFM 49101

C. tropicalis IFM 40085

C. tropicalis IFM 46816 P
C. tropicalis IFM 48776

F. neoformans 1FM 486377

Figure 7 : Arbres phylogénique selon UPGMA d'espéces les plus courantes de Candida
(Yokoyama et al ., 2000).

Les especes de Candida partagent le méme géne que I’espéce Filobasidiella neoformans

en se basant sur la distance des genes.
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2.8. Applications des levures en Biotechnologie

Les applications des levures ou de leurs métabolites sont trés variées par la facilité de
leur manipulation génétique et une croissance rapide avec la possibilité d'effectuer des

modifications post traductionnelles (Eda Celik et Pinar Cal, 2011).

v Dans le domaine biomédical et biotechnologique

Les levures modifiées génétiquement produisent 1’antigéne de surface du virus de
I’hépatite C (Bitter et al., 1984) et le vaccin de I'hépatite B (Blin, 2002), des protéines
recombinantes utilisées en thérapie, exemple 1’hémoglobine par Pichia pastoris (Huaxin et
al., 2007) ou par Saccharomyces cerevisae (Wagenbach et al., 1991), sérum albumine
humaine (Kobayashi et al., 2000) par Pichia pastoris, des hormones comme 1’insuline
( Kjeldsen, 2000) secrétée par Saccharomyce cerevisiae, des facteurs de croissance EGF ( Lee
et al., 2006). Pour stimuler I’immunité I’intertéron y ( Derynck, 1983), des vitamines :
vitamine C (Branduardi etal., 2007) .

v Panification et fermentation

Depuis longtemps, les levures sont utilisées dans la panification, dans les

fermentations pour la production de la biére et du vin (Rao et al., 2004).
v Affinage des fromages

Les levures participent a I’affinage des fromages ; en consommant 1’acide lactique
produit par les bactéries lactiques a partir des composants du lait. Elles contribuent aussi a
réduire 1’acidité du caillé (Leveau et Bouix, 1993). De nombreuses espéces se rencontrent en
fromagerie, les plus fréquentes appartenant aux genres : Kluyveromyces, Debaryomyces,

Pichia, Saccharomyces, Torulopsis, Candida et Rhodotorula (Larpent, 1991).

v' Production d’alcools

L’¢éthanol est un produit chimique industriel important qui peut avoir plusieurs

destinés en industrie chimique, pharmaceutique, cosmétique...

-


http://link.springer.com/search?facet-creator=%22Huaxin+Chen%22
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1389172300880500
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kjeldsen%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11030562
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Une grande variété de microorganismes produit 1’éthanol a partir de sucre mais les
levures possédent le meilleur rendement de production de I’alcool. Les souches les plus
utilisées sont : saccharomyces cerevisiae, saccharomyces uvarum , schizosaccharomyces
pombe, kluyveromyces sp. (Zaldivar et al., 2001). D’autres alcools sont produits par des
levures : xylitol (Rao et al., 2004), butanol et isobutaol (Branduardi et al., 2013), propanol
(Matsuda al., 2011 ), acétone ( Xiong, 2015).

v" Production d’enzymes ou de protéines recombinantes

Les levures constituent une des importantes sources d’enzymes commerciales en
raison de leurs capacités polyvalentes et de la frugalité de leurs exigences permettant
d’obtenir une biomasse importante a bas prix (Pol., 1996). Comme exemples nous citons,
I’invertase ou la saccharase sécrétée par diverses levures est utilisée industriellement pour
produire du glucose et du fructose a partir de mélasses de betterave ou de cannes a sucre
(tableau 6). La G6PD recombinante pour traiter le favisme (Loiudice et al., 2001), la glucose
oxydase pour le dosage de la glycémie (Meng et al., 2014). La production de protéines
recombinantes utilisées en thérapie est un marché en nette progression, peut atteindre 3
milliards de dollars en 2016 et plus de 20 milliards de dollars & I'horizon 2020 (Gaélle
Fleitour, 2012). Les enzymes digestives et leur utilisation en bio-industries sont tres
développées. A I’horizon 2015, les lipases constateraient 38,5 % du marché suivi par les
amylases, 30,5 % Marché européen des enzymes dans les applications alimentaires (Morvan,
2010).

La plupart des enzymes utilisées industriellement sont des hydrolases (tableau 6)
employées surtout en IAA car la majorité des levures de type GRAS.

-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xiong%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25864184
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Loiudice%20FH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11963845
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meng%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24283586
http://www.frost.com/prod/servlet/report-toc.pag?repid=M55B-01-00-00-00
http://www.frost.com/prod/servlet/press-en-contacts.pag
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Tableau 6 : Production et utilisation de certaines enzymes levuriennes.

Types Levures utilisées Utilisations références
d’enzymes
Amylases -Lipomyces starkey Saccharification de Panchal, 1990
-Schwanniomyces castellii Iamidon, Clementi et al., 1980
dida albi Boulangerie, dekunl L o
-Candida albicans Textile, Papeterie. Adekunle et al., 2013
Pullulanase | Aureobasiduim pullulans Industrie des textiles | Moubasher et al., 2010
et papeterie, brasserie,
domaine médical et
pharmaceutique...
Maltase -Saccharomyces cerevesiae Traitements des Zhang et al., 2015
-Xanthophyllomyces malgdlesj brasserie, Marin et al.,2006
panification....
dendrorhous
Lipases -Candida lipolytica Fromagerie, Laiterie. Sikander et al., 2010
-Pichia burtonii Sugihara et al., 1995
-Candida pseudotropicalis Cremes glacées. De Bales et al., 1979
Lactases _Kluyveromyces marxianus Bansal et al., 2008
-Kluyveromyces lactis Albert etal., 2006
Invertases -Saccharomyces carlbergensie | Confiserie Niuris et al., 2000

-Saccharomyces cerevisiae

Shankar et al., 2013

Par leur caractere non toxique et leur capacité a faire de glycosylations des protéines

(Spiro et al., 2002), les levures sont employées comme systéme d’expression de protéines ou

enzymes recombinantes utilisées en thérapie (tableau 7).

.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clementi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6160813
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Tableau 7 : Production et utilisation de certaines enzymes ou protéines

recombinantes synthétisees par des levures utilisées en thérapie.

Types d’enzymes | Levures utilisées Pathologie a traiter Références
Amylases Saccharomyces carlbergensie | Aide digestif
Saccharomyces cerevisiae Wong et al., 2002
Lipases Candida lipolytica Aide digestif Sikander et al., 2010
Kluyveromyces marxianus Deive et al., 2003
Hémoglobine Pichia pastoris Anémie ou thalassémie | Huaxin et al., 2007

Protéines vaccins

Sporidiobolus

Prévention des
infections

Bitter et al., 1984,
Blin., 2002.
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Ce modeste travail a été réalisé au laboratoire de Génie Microbiologiques et Applications sous
la Direction du Professeur MERAIHI .Z et du I’Enseignante Doctorante Mme DAKHMOUCHE
S.

1. Le matériel biologique

La souche de levure utilisée dans ce travail est de genre Candida sp. fournie généreusement
par Mme Dakhmouche-Djekrif Schehrazad, qui I’a isolée a partir des grains de blé de la Région

de Sahara "Biskra" et conservée a (-80°C) dans des cryobilles.

Une seule bille de la levure est plongée dans de 1’eau distillée stérile avec une agitation afin
d’obtenir une suspension de la souche Candida sp. qui est ensuite repiquée et conservée sur des

milieux de cultures et de conservation de la souche (Annexe 1).
2. Mise en évidence sur boites d’activité de la maltase

La mise en évidence de I’activité maltasique est effectuée sur un milieu YPMA (Yeast

Peptone maltase Agar) contenant 5% de maltose (Annexe 2).

Les boites sont incubées a 40°C pendant 48h. Aprés incubation une solution de rouge Congo a
1% est versée sur la surface des boites afin de mettre en évidence 1’activité maltasique. Apres 15
minutes, des ringages successifs sont effectués avec NaCl (1N) pour éliminer I’excés du colorant.

La zone de lyse est ensuite observée (Moubasher et al., 2010).
3. Cinétique de production de la maltase a partir de la souche Candida sp.

3.1. Préparation de l’inoculum

La souche Candida sp. était conservée au réfrigérateur a une température de 4°C et est
ensemencée sur le milieu de repiquage (YPMA) et incubée a 40°C pendant 2 jours. Une suspension

de la souche est ensuite préparée a partir de courbe étalon des cellules.

3.2. Le dénombrement des cellules

Le dénombrement des cellules se fait par comptage sur la cellule de Thomas
(0.100mm/0.0025mm?) par microscope. Des séries de dilution d’une solution mére sont faites pour

établir une courbe étalon des cellules (Figure 8).
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y = 0,0974x
Rz = 0,9964

0 2 4 6 8 10

nb de cellules . 10 8/ml

Figure 8 : La courbe étalon pour le dénombrement des cellules

3.3. Conduite de la fermentation

Dans notre travail, la fermentation a lieu dans des Erlen-Mayers de 250 ml contenant 50 ml de
milieu de production dont le pH est ajusté a 5.

Aprés stérilisation a 120°C pendant 20min, le milieu est ensemencé avec un taux de 1.8x10°
cellules/ml et est incubé ensuite a 40°C sous agitation de 100 rpm dans un bain marie agitateur
pendant 72h.

Dans le but de déterminer le temps d’incubation idéal pour la production de la maltase .Des
préléevements a chaque 24 h ont été réalisé pour 1’étude cinétique apres avoir centrifuger
I’échantillion a 8000 rpm pendant 20 min afin de séparer la biomasse.

Le surnageant est récupéré pour la mesure du pH, ainsi que pour le dosage de 1’activité

maltasique et pour le dosage des protéines.

3.3.1. Mesure du pH
La mesure du pH est effectuée apres chaque prélévement a I’aide d’un pH métre (Nahita® pH

Meter Model 903).

3.3.2. Mesure de la biomasse
L’évolution de la densité cellulaire est estimée par spectrophotométrie a 650 nm
(Spectrophotomeétre Lambda-do-EZ 150). La suspension cellulaire est diluée de facon a obtenir une

densité optique mesurable par spectrophotometre.
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3.3.3. Dosage de I’activité de la maltase

L’activité de la maltase est mesurée a ’aide du réactif glucose oxydase selon la méthode de
Dingeon, 1975) Le kit est fourni par (SPINREACT S.A.U) (Annexe 4).

Le principe de cette méthode est basé sur la mesure du pouvoir réducteur du glucose libéré
lors de I’hydrolyse enzymatique du maltose. La réaction est colorimétrique, I’intensité de la couleur

est directement proportionnelle a la quantité du glucose libére.

L’activité enzymatique est exprimée en unité internationale qui correspond a une pmole du

glucose libérée par minute et par litre de milieu a 40°C et a pH 5.
La courbe étalon du glucose est représenté dans la figure 9.
3.3.4. Dosage des protéines

Les protéines sont dosées par la méthode de Folin (Lowry et al. 1951), une méthode de dosage

colorimétrique complémentaire a celle du Biuret. (Annexe 4).

En effet, en milieux alcalin la protéine réagit tout d’abord avec un réactif cuivrique alcalin
(réactif de Gornall de la méthode du biuret) puis un second réactif, dit Folin-Cioccalteu (acide
phospho-molybdique et phospho-tungstique) est ajouté qui permet la réduction des acides aminés
aromatiques (tyrosine et tryptophane) conduisant a la formation d’un complexe coloré bleu dont
I’intensité est proportionnelle a la concentration des protéines.

La courbe étalon du dosage des protéines est représenté dans la Figure 10.
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Figure 9 : La courbe étalon du glucose.

0,9 - y = 1,57x

0,8 - R2 = 0,9961
o 0,7 -
206 -
805 -
S
S804 -

S03 -
O

0,1 -
0 e \

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

Figure 10: la courbe étalon pour le dosage des protéines
(Serum albumine bovine, BSA comme solution stock).
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Figure 11 : Protocole de purification partielle de la maltase de Candida sp.
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4. purification partielle de la maltase a partir de Candida sp.

Une culture de Candida sp. d’un volume de 400 ml de milieu optimise réparti sur 8 Erlen-

Meyers de 250 ml a raison de 50 ml de milieu de production.

Apreés 72h d’incubation a 40°C sous agitation de 100 rpm, le milieu est centrifugé a 8000 rpm
pendant 20 mn pour éliminer les cellules. Le surnageant constitue I’extrait enzymatique brut, qui

sera soumis aux étapes de purification. Le protocole est décrit dans la figure 11 .

4.1. Précipitation par le sulfate d’ammonium

La premiere étape de purification est la précipitation des protéines par le sulfate
d’ammonium, sel le moins dénaturant, moins couteux, possedant le grand pouvoir réducteur et par

voie de conséquence ; sel le plus utilisé (Kennedy, 1987).

Du sel d’ammonium est ajouté progressivement dans 1’extrait enzymatique pour précipiter les
protéines, y compris notre enzyme (maltase). Pour cela, 40 % de sulfate d’ammonium sont
directement ajoutés a I’extrait brut sous agitation et dans un bain de glace. Apres 2 heures, le filtrat
obtenu est centrifugé a 11.000 rpm pendant 30 min a 4°C. Le surnageant est soumis a une
précipitation au sulfate d'ammonium avec une saturation a 60 %. (Yan et al., 2015). Pour les
précipités obtenus, un dosage de la maltase est effectuée apres une mise en suspension (1/50 v/v,

dans du tampon phosphate pH 5) puis centrifugé a 11.000 rpm pendant 30 min.

4.2 Dialyse

La suspension enzymatique est mise dans des boudins en cellophane préalablement préparés
et est dialysée contre un tampon phosphate (0,1 M ; pH 5) sous agitation (Lenoir et Auberger. 1979)

a froid (4°C) durant une nuit.
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v' Préparation de la membrane de dialyse

Les membranes de dialyse contiennent de la glycérine, des composeés sulfurés et des métaux
lourds qu’il faut préalablement éliminer par trempage. La technique usuelle consista a placer

successivement les membranes dans :

» un mélange a volume égale éthanol et eau pendant une heure
» une solution de bicarbonate de sodium 10 mM pendant une heure
» une solution diluée d’EDTA (0,5 %) pendant une heure

» Enfin, dans I’cau distillée pendant deux heures

La membrane ainsi préparée peut étre conservée a 4 °C pendant 2 & 3 jours dans I’eau distillée. Si
le délai de conservation est plus long, if faut ajouter un inhibiteur de croissance bactérienne

(solution d’azide de sodium).

Avant utilisation, la membrane est rincée avec le solvant utilisé pour la dialyse, c’est le tampon
phosphate (pH 5-0.1M) dans notre travail (Kamoun, 1991). Aprés chaque étape, les protéines

totales et I’activité totale de la maltase sont dosées afin d’établir le tableau de purification.
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4.3. Chromatographie gel filtration sur Séphacryl S-200

Le dialysat (1.3 ml) est fractionné sur une colonne de Séphacryl S-200
(diametre colonne 1cm, hauteur gel 50 cm), pré-équilibrée par un tampon phosphate (0.1M) pH 5 et
la colonne est éluée avec le méme tampon a un débit de 1mli/min.
La teneur en protéines de chaque fraction de 2ml est déterminée a 280 nm et I’activité maltasique
est également mesurée dans les fractions actives correspondant aux pics des protéines (Carvalho et
al. 2010).

5. Etude des propriéetés de la maltase de I’extrait brut et de I’extrait
enzymatique partiellement purifié

5. 1. Effetdu pH

L’influence du pH sur I’activité est déterminée dans un intervalle de pH [3 & 10] avec des
variations de 1 unité, en utilisant les tampons citrate et phosphate :
v Acide citrique (0.5M) / phosphate de sodium dibasique (0.5M) : pour
pH 3 et pH 4.
v Phosphate monopotassique (0.5M) / phosphate disodique (0.5M) pour
pH 5, pH 6, pH 7 et pH 8.
v" Glycine (0,1 M) / Nacl (0,1 M) : pour pH 9 et pH 10.

Cette manipulation permet la détermination du pH optimal.

5. 2. Effet de la température

L’effet de la température d’incubation est étudié dans I’intervalle de 30 & 80° C (avec un
pas de 5°C) en mesurant I’activité enzymatique de I’extrait brut et de I’enzyme partiellement

purifiée incubé pendant 30 min au pH optimal.

5. 3. Stabilité thermique

L’étude de la stabilité a la température est effectuée par la mesure de I'activité spécifique
relative. Apres incubation de I'extrait enzymatique et I’enzyme partiellement purifiée a différentes
températures (50°C, 60°C, 70°C, 80 °C et a 90°C et 100°C) a une période de temps de 0 a 120 min
soit 3 heures. Les différents échantillons sont retirés réguliérement les uns apres les autres a des

temps déterminés (aprées chaque 30 min) et refroidis instantanément dans un bain de glace.
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L’activité relative des échantillons traités par la température est déterminée selon 1’équation

suivante :

_____________________________

Ai : activité avant traitement thermique.

At :activité apres un traitement thermique.
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Comme nous 1’avons annoncé dans I’introduction, le but de ce travail est 1’étude
cinétiqgue de production de la maltase de la levure Candida sp., sa purification, la
détermination de ses caractéristiques (pH optimum, température optimale) et 1’étude de sa

thermostabilité.
1. Repiquage de la souche de Candida sp.

La souche est sous forme Immobiliser que nous avons repiquée sur un milieu solide
YPGA (Annexel). Aprés une incubation a 40°C pendant 2 jours, des petites

colonies apparaissent et d’aspect crémeux spécifique des souches de Candida sp. (figure

12).

Figure 12 : Colonies de Candida sp. sur un milieu solide YPGA.
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2. Mise en évidence de I’activité maltasique sur boite de Pétri

La mise en évidence de I’activité maltasique est réalisée apres la culture de la levure
Candida sp. sur un milieu YPMA contenant 5% de maltose (Annexe 2). Les boites sont
ensuite incubées a 40°C, pendant 48h.

Apreés avoir mis en culture notre souche, une solution de rouge Congo a 1 % est utilisée
pour la détection de la zone de lyse selon (Moubasher et al., 2010).

Figure 13 : La détection de zone de lyse de la maltase par Candida sp.

cultivée sur milieu YPMA en boite de Pétri.

L’observation de la boite de pétri présentée dans la figure 13 indique I’apparition
d’une zone claire autour de la colonie correspondant & une zone de lyse avec un diamétre de
18 mm.

Ce résultat s’explique par la dégradation du maltose sous 1’action de la maltase excrétée par
la levure Candida sp.
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La coloration avec rouge Congo est utilisée pour la détection des activités enzymatiques.
Ce colorant est un indicateur puissant par ce qu’il posséde une forte interaction avec les
liaisons o (1—4) du maltose grace a son groupement glycane pour donner une coloration

rouge. (Steensma, 2001).
3. Cinétique de production de la maltase par Candida sp.

3.1. Evolution de la biomasse et de la production de la maltase de Candida sp.
au cours de la fermentation

La levure Candida sp. présente une cinétique classique de croissance avec ses 3
phases (figure 14) :

v' Phase de latence : qui dure environ 24 heures, correspondant a la période
d’adaptation de la levure au milieu de culture. Au cours de cette période, la levure
synthétise I’enzyme qui lui est nécessaire pour métaboliser le substrat présent dans le
milieu : le maltose. A la fin de la phase d’adaptation, on assiste a un démarrage de la
phase d’accélération au cours de laquelle la concentration cellulaire, ou la teneur en
biomasse, augmente de fagon concomitante avec la production de I’enzyme.

v Phase exponentielle de croissance : Elle s’étend de 48 a 72 heures. La biomasse est
nettement accélérée de facon importante ou elle passe de 4,51g/L a 6 ,59 g/L au bout
de 72 heures de fermentation avec une activité de 41.32 umoles/min/ ml a 72,56
umoles/min/ ml. Ce mécanisme d’activité s’explique probablement par les
changements morphologiques et physiologiques de la souche levurienne influencant
la production de la maltase. Ce type est rapporté pour les levures ascomycetes
cultivées sur des milieux a base de blé (Tatsinkou et al., 2005)

La superposition des courbes de cinétique de biomasse et de maltase (figure14) indique

un mécanisme de synthése associé.

g
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Figure 14 : Profils cinétiques de la croissance, de la production de la maltase au cours de la
fermentation de Candida sp. (Température 40°C, pH 5, agitation 100 rpm).

v Phase de décroissance : durant cette phase (appelée également phase de déclin)
allant de 72 a 120 heures, la concentration cellulaire viable diminue progressivement
du fait de la lyse cellulaire par des protéases intracellulaires (Scriban et al, 1999)
libérées lors de la phase de déclin (Siso et al., 1998). Cette phase est en effet
caractérisée par une diminution du poids sec qui passe de 6.83 g/L a 4.64 g/L avec une
activité minimale de 38.25 umoles/min/ml a la fin de la fermentation. Cette
diminution est attribuée a la pénurie de nutriments disponibles pour la croissance ou
probablement a I’accumulation de produits d’excrétions métaboliques toxiques.
(Romero et al., 1998 ; Hesseltine et al., 1976 ; Nehme, 2008).

v" Pour la fabrication de boissons alcoolisés (vin et biere) La synthése de 1’alcool par
Saccaromyces sp. ou par candida sp. atteint un maximum au bout de 3-5 semaines
(Claude, 1985 ; Sablayrolles et al., 2007 ; Blanc, 2008).

La production de 1’alcool est lente par rapport a la production de la maltase par
Candida sp. L’enzyme est un métabolite primaire nécessaire a la biotransformation du
maltose en glucose ; source d’énergie pour la croissance de la levure. L’alcool est un

métabolite secondaire recherché dans les boissons alcoolisées.
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3.2. Evolution des protéines et du pH au cours de la fermentation

1,45 - - 6
14 -
-5
- 1,35 -
S 13- -4
¢ I
g 125 - 4 =
o /-
T 12 - protéines (g/L)
-2 pH
1,15 -
11 1

24 48 72 96 120
Temps d'incubation (heures)

Figure 15 : Profils cinétiques des protéines et du pH au cours de la fermentation de la maltase
thermostable par Candida sp.
la production des enzymes par les souches microbiennes dépend fortement du pH
extracellulaire car le pH de la culture influe fortement sur de nombreux processus
enzymatiques et sur le transport des différents composants a travers les membranes
cellulaires, ce qui a son tour, favorise la croissance cellulaire et la production de métabolites
(Ellaiah et al., 2002). Les variations de pH sont donc indicatrices de changements dans les

activités métaboliques des microorganismes (Bellon- Maurel et al., 2003).

Le pH du milieu de production de candida sp est ajusté a 5. La figure 15 nous
renseigne sur 1’évolution du pH au cours de la fermentation. Le pH de la maltase évolue trés
peut (pratiquement constant). Il prend une Iégere hausse jusqu’a atteindre une valeur
maximale de 5,09 aprés 72 heures d’incubation. Cette légere augmentation du pH est due a la
neutralisation des acides organiques libérés par la levure lors de la phase exponentielle
(Botton et al., 1990 ). A la fin de la fermentation, le pH reprend sa diminution a partir de 72
heures pour atteindre une valeur de 4,23. Cette baisse est due probablement a la
consommation des substrats carbonés et azotés contenus dans le milieu qui s’accompagne a la

production des métabolites acides ou alcools, (Gancedo et Seranno, 1989).
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Par ailleurs, le taux de protéines augmente rapidement durant la phase exponentielle (de
1,23 & 1,41g/L), expliquée par la synthése d’enzymes et en particulier les hydrolases (Arnaud
et Guiraud, 1999). Ensuite il décroit et se stabilise a une concentration minimale évaluée a
1.35¢g /L. Cette baisse des protéines s’explique par I’attaque des protéases libérées lors de la
lyse cellulaire (Bouix et Leveau, 1999) ou par la variation du pH (figure 15) qui affecte la
permeéabilité membranaire entrainant un ralentissement de ’activité enzymatique et de la

croissance (Boiron, 1996).

4. Purification partielle de la maltase de Candida sp.

La purification de I’enzyme a partir d’un extrait brut consiste a éliminer toutes les
protéines étrangeres, tout en perdant le moins d’enzyme possible.

Les étapes consécutives de la purification sont décrites dans le tableau 8. La derniere se
termine par un profil chromatographique représenté par la figure 11.

La purification de la maltase de Candida sp. est certainement partielle au vu du nombre
d’étapes classiques (précipitation par le sulfate d’ammonium (NH4)2SOs4, dialyse et
chromatographie d’exclusion moléculaire sur Séphacryl (S-200).

La précipitation par le sulfate d’ammonium nous a révélé deux fractions de saturation
de la maltase de Candida sp. : 40% et 60%. Ce fractionnement a 2 seuils de saturation est déja
évalue pour la maltase acide de Malbranchea cinnamomea par 1’équipe de (Yan et al., 2015).

Le précipité a 60% contient plus d’activité spécifique par rapport a celui de 40% avec une
valeur de 52,53 umoles/min/ml/ mg Vs 40.87 umoles/min./ml/mg (Tableau 8). Cette étape
conduit a une perte de 59,71% et 65,09 % pour les fractions 40% et 60 % et en revanche a une
variation positive du taux d’enrichissement qui passe de 1 a 10.62.

La précipitation de la maltase par le sulfate d’ammonium a 40% et 60 % de saturation
donne un taux faible de purification, mais elle offre ’avantage de concentrer I’enzyme.

La fraction a 40 % a un rendement de 40,28 % et un degré de purification de 7,51. La
fraction a 60% a un rendement de 34.90 % et un degré de purification de 9,65. Pour son
activité spécifique et son taux d’enrichissement meilleur, la fraction a 60 % sera retenue pour

la suite des étapes de purification.
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Tableau 8 : Différentes étapes de purification de la maltase produite par Candida sp.

Etapes de la Extrait | Activité Protéines | Activité Rendement | Taux

purification enzyme | totale totales spécifique (%) d’enrichisse
(ml) (umoles/ | (mg/ml) | (umoles/min -ment

min/ml) /mg)

Extrait brut 330 47352.97 | 8699.22 5.44 100 1

Précipitation par 20 19077.69 | 466.72 40.87 40.28 7.51

sulfate d’ammonium

40%

Précipitation par 20 16528.51 | 314.60 52.53 34.90 9.65

sulfate d’ammonium

60 %

Dialyse 20 15994.01 | 276.57 57.82 33.77 10.62

Chromatographie 16 9900.66 113.39 87.31 20.90 16.04

fraction 60% sur

Séphacryl S-200 (Pic 1)

Chromatographie 20 1295153 | 138.98 93.18 27.35 17.13

fraction 60% sur
Séphacryl S-200 (Pic 2)

Comme toutes les chromatographies, la filtration sur gel dont la résolution est

modeste peut servir comme derniére étape de la purification de la maltase par Candida sp.

L’analyse du profil chromatographique montre 2 pics : le premier pic avec une activité

spécifique de 87,31 pmoles/min/mg et un 2°™ pic avec une activité spécifique relativement

élevée soit, 93,18 umoles/min/mg, avec un taux d’enrichissement de 16.04 Vs 17.13 pour les

2 pics respectivement.

Néanmoins, avec le taux de purification faible, les fractions des deux pics sont

probablement partiellement purifiées au vu du nombre réduit des étapes de purification.

D’autres étapes sont nécessaires pour aboutir a une purification plus avancée : 1’échangeur

anionique DEAE ou la chromatographie d’affinité. Néanmoins, la purification doit étre

vérifiée par 1’électrophorése PAGE.
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Figure 16 : Profil chromatographique de la maltase de Candida sp. Sur Séphacryl S-200
(diametre colonne 1 cm, hauteur gel 50 cm, tampon d’élution phosphate 0.1 M, pH 5,0 ;

volume fraction 2 ml, débit d’élution 1ml/min, température ambiante 18°C).

La fraction précipitée par 60 % de saturation par le sulfate d’ammonium, est fractionnée en

2 pics d’activité. (Figure 16) :

» Un premier pic 1: élué a partir de la fraction 21 jusqu’a la fraction 29 avec un
maximum a la fraction 24, soit un volume d’¢lution de 48 ml.

» Un deuxieme pic 2 : élué a partir de la fraction 41 jusqu’a la fraction 59 avec un
maximum a la fraction 52, soit un volume d’élution de 104 ml (Figure 16).
La fraction précipitée par 60 % de saturation par le sulfate d’ammonium est constitué
donc de 2 isoenzymes avec deux masses moléculaires différentes car éluées par 2

volumes d’élution différents.

Malheureusement, nous ne disposons pas d’étalon de poids moléculaire pour en tirer les

masses moléculaires des pics 1 et 2.
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5. Caractérisation de la maltase de Candida sp. de I’extrait brut et de

I’enzyme partiellement purifiée

Les facteurs physico-chimiques, éléments de base pour les enzymes, ont une influence
importante sur l'activité enzymatique. Pour cela, les effets du pH, de la température sur

I'activité de la maltase sont déterminés.
5.1. Etude de ’effet de pH de la maltase de Candida sp.

Les réactions enzymatiques sont sensibles au pH du milieu car ce facteur influence le
degré d'ionisation du site d’actif pour fixer, par des liaisons ioniques, le substrat de la
molécule enzymatique (Soro, 2007). Selon le méme auteur, I’effet du pH intervient au
maintien des structures secondaire et tertiaires des protéines, ce qui peut étre favorable ou

défavorable a I'activité enzymatique.

La maltase de Candida sp. agit dans un intervalle de pH large : pH 3 a pH 10 (Figure 17)
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Figure 17 : Effet du pH sur l'activité de la maltase de Candida sp.

La figure 17 montre 2 pH optimums pour les deux pics : pH 4 pour le pic 1 et pH 5 pour
le pic 2 avec des activités correspondantes de 68,17 pumoles/min/ ml Vs 66 ,54 pmoles/min/
ml respectivement. Le pH optimal de 5 du pic 2 est équivalent a celui du pH optimum de
I’extrait brut qui affiche une activité de 104.83 pmoles/min/ ml.
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La maltase partiellement purifiée de Candida sp. est active a pH acide (pic 1 pH 4 et pic 2
pH 5), un comportement qui permet de préserver de la plupart des contaminations
bactériennes (Gasmi, 2013). La maltase de la levure Mortierella alliacea (Tanaka et al., 2002)
—(a également 2 isoenzymes mais avec des pH optim2als différents (pH 5, pH 6) des

isoenzymes de la maltase de Candida sp. de la présente étude.

Le pH optimal des 2 pics de la maltase de notre souche est semblable aux pH optimales
d’autres souches de levures : pH 4.5 de Schizosaccharomyces pombe (Okuyama et al., 2001),
pH 5,5 de Xanthophyllomyces dendrorhous et de Saccharomyces fibuligera (Hostinova et al.,
2005 ; Marin et al., 2006 )

Cependant des études récentes en 2015 ont mis en évidence un pH optimum supérieur de
la maltase de candida sp. chez Saccharomyces cerevisiae le optimumest 7 (Zhang et al.,
2015).

Une étude des propriétés de la maltase chez autres microorganismes comme pour la
bactérie Malbranchea cinnamomea, montre un optimum d’activité enzymatique a pH 6 (Yan
etal., 2015) ) le méme optimum est observé pour I’enzyme de Bacillus licheniformis
(Nimpiboon et al., 2011 ) et un de pH 6,5 pour la maltase de la bactérie Thermus
caldophilus. Pour les maltases d’origine fongique : pH 4,5 pour Thermoascus aurantiacus
(Carvalho et al., 2009) est similaire a celui de Trichoderma longibrachiatum (Akinloye et
al., 2012). Ces différences sont probablement dues a une variation de la composition en acides
aminés qui différe d’une souche a une autre ou chaque enzyme pour une activité optimale,

développe un état de protonation spécifique (Save, 2011).

Par ailleurs, 1’extrait brut, présente 2 pH optimum : pH optimal a 5 et pH optimal a 8.
Ces observations ne sont pas en accord avec les résultats enregistrés par d’autres études qui
ont travaillé sur la méme souche de Candida sp. (Kusmarinah et al.,2006) ). Par contre, ce pH
optimum de 5 est compatible avec I’enzyme d’une autre levure, Pichia sp. (Rungarun et al.,
2015) Ces deux pH optimums des zones extrémes a 1’échelle de pH (acide ou basique) est une

propriété recherchée industriellement (Bellon- Maurel et al., 2003).

En conclusion :

v' Dans la fraction a 60%, il existe 2 isoenzymes avec des masses moléculaires

différentes et des pH optimums différents : pH 4 et pH 5.
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v' L’extrait brut de la maltase de Candida sp. contient 2 isoenzymes avec 2 pH

optimums différents : pH 5 et pH 8.

5.2. Etude de ’effet de la température de la maltase acide de Candida sp.

La température optimale est un compromis entre I'effet de la température sur I’activité
catalytique et la stabilité de la protéine enzymatique (Nelsen et al., 2003). Dans le cas de la
maltase, I’influence de la température est testée sur une gamme de 30°C a 80°C.
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Figure 18 : Effet de la température sur I'activité de la maltase de Candida sp.

La maltase du pic 2 a un pH optimal de 5 et une température optimale de 40°C,
caractéristiques qui correspondent au premier isoenzyme contenu dans 1’extrait brut (Figure
18). Cependant le pic 1 avec une activité de 105.76 pmoles/min/ml et le pic 2 dont I’activité
est égale & 71.58 umoles/min/ml ont la méme température optimale 40°C, identique & celle
I’isoenzyme 1 de D’extrait brut qui présente une activité de 106.32 pumoles/min/ml.
L’isoenzyme 2 de I’extrait brut avec une température optimale de 50°C affiche une activité de
51.18 umoles/min/ml.

Par ces caractéristiques thermiques, les isoenzymes 1 et 2 se classent parmi les enzymes

moyennement thermophiles 38°C a 60°C (Kwon et al., 1988). Ces résultats corroborent avec
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les travaux de (Kelly et Fogarty, 1998) indiquant que les a-glucosidases sont des enzymes

modérément thermostables.

La propriété thermique pour les deux pics n’est pas en accord avec celle rapporté par
(Tanaka et al., 2002) qui ont signalé que les 2 isoenzymes de la levure Mortierella alliacea
avec deux températures optimales différentes et particulierement élevées : 55°C (pic 1),
50 °C (pic 2). Ces performances thermiques sont par ailleurs équivalentes aux maltases
produites par certaines levures : Saccharomyces cerevisiae 40°C (Zhang et al., 2015) et
Xanthophyllomyces dendrorhous : 45°C (Marin et al., 2006)

L’isoenzyme 2 de I’extrait brut de Candida sp. a une performance thermique compatible
a la maltase de la levure Malbranchea cinnamomea avec une température de 50°C ( Yan et
al., 2015) mais inférieure a celle de la levure Thermoascus aurantiacus qui montre une
activité optimale a 70°C (Carvalho et al., 2010). L’influence de la température sur la maltase
chez autres microorganismes dépasse largement celle de Candida sp. : 65°C pour la
moisissure Aspergillus niveus (Da Silva et al., 2009), 60°C chez Geobacillus sp. A333 et
thermophilic bacterium A343 (Cihan et al., 2009). Par ailleurs un optimum de 90°C est

observé chez la bactérie Pyrobaculum aerophilum (Hyeyeon et al., 2015 ).

La température élevée de la maltase de condida sp. est directement corrélée a la source de
croissance de la levure (Daniel et al., 2009) ; Biskra, Sahara, Sud Algérie dans la présente
étude. cette propriété thermique (particulierement élevée) permet ’accélération de la vitesse
de la réaction enzymatique et des rendements de procédé suite a une diminution de la
viscosité, ou a ’augmentation de coefficient de diffusion et la solubilité de substrats (Haki et
Rakshit, 2003) En outre, le risque de contamination par des bactéries mésophiles communes
diminue ; un avantage important du point de vue de la production de I'enzyme ainsi sa
purification (Vieille et Zeikus, 2001).

Conclusion :

v’ La fraction précipit¢é par 60% de sulfate d’ammonium contient 02
isoenzymes apres tamisage moléculaire et présentant les caractéristiques
suivantes : - un pic 1 avec un pH optimal de 4 et une température de 40°C un pic

2 avec un pH optimal de 5 et une température de 40°C.




Résultats et Discussion

5.3. Etude de la thermostabilité de la maltase de Candida sp.

Une température elevée est reconnu pour avoir des effets néfastes sur les activités
métaboliques des micro-organisme (Tunga, 1995). La dénaturation des enzymes par la
chaleur s’accompagne le plus souvent d’une perte d’activité qui est d’autant plus grande que
la structure tertiaire de la protéine est complexe (Soro, 2007), Ceci due a I'étirement et de la
rupture des liaisons hydrogenes faibles dans la structure de I'enzyme (Conn et coll, 1987).

L’étude de la dénaturation de I’extrait brut de Candida sp. est reprise pour différentes
températures (de 50 °C a 100°C) a 2 pH (figure A a pH 5 et figure B a pH 8) car nous avons
démontre, dans la figure 19, I’extrait brut de notre souche contient 2 isoenzymes avec 2 pH

optimums différents : pH 5 et pH 8.
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Figure 19 : Etude de la thermostabilité de la maltase de 1’extrait brut
De Candidasp. (A:apH5,B :apH 8).

Avec un traitement thermique a 100°C et quelque soit le pH du milieu, la maltase de
I’extrait brut perd 70 % de son activité initiale au bout de 30 min. a pH 5 eta 70 °C (figure 19
A), la demi-vie est de 120 min. La demi-vie a pH 8 est réduite et passe a 90 min (figure 19 B)
pour le méme traitement thermique. Pour un processus industriel a 70°C, la maltase acide

avec un pH optimum 5 convient mieux d’une utilisation de I’extrait brut de la maltase.
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Figure 20 : Etude de la thermostabilité de la maltase de Candida sp.
(A:piclapH4,Bpic2:apH5).

Le premier isoenzyme (pic 1 a pH 5) et le deuxieme isoenzyme (pic 2 a pH 8) de la
maltase de I’extrait brut de Candida sp. sont relativement plus stables par rapport aux deux
isoenzymes partiellement purifiés apres un traitement thermique a 100°C pendant 30 min :

I’enzyme de D’extrait brut perd 70% de son activité initiale quelque soit le pH et alors
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I’enzyme partiellement purifiée perd 80% (figures 19-20). Les demi-vies pour les picl et 2 de
la maltase partiellement purifiée sont 90 min, 60 min. A 70°C, les isoenzymes de I’extrait brut
sont plus thermostables (leur demi-vie 120 min) Vs 90 min, 60 min respectivement pour les

isoenzymes partiellement purifiées (figures 19-20).

Les mémes résultats sont observés dans les autres températures qui sont relativement
élevées comme a 70°C, 80°C, 90°C, 100 °C dont les activités résiduelles des isoenzymes de
I’extrait brut sont largement supérieures aux activités résiduelles des isoenzymes

partiellement purifiés.

La performance thermique de la maltase de la levure Saccharomyces cerevisiae ne

dépasse guere 45°C a 50°C, elle perd complétement son activité (Zhang et al., 2015).

L’a-glucosidase de la levure Xanthophyllomyces dendrorhousse montre stable et sa
demi- vie est de 3 h a 50°C (Marin et al., 2006) alors que 1’enzyme 1’extrait brut de notre

souche conserve 60 % au bout d’un traitement de 2 h.

Ces différences de thermostabilité s’expliquent probablement par 1’influence du biotope
de la levure et son adaptation physiologique. L’adaptation de la maltase est due probablement
a une hyperglycosylation, ou a la présence des ponts S-S qui stabilisent 1’enzyme (Prakash et
Jaiswal, 2010).

Par ailleurs, un pH optimal acide (pH 5) sa haute thermostabilité (demi-vie de 2h a 70 °C)
indigue que la maltase de la levure de Candida sp. peut attirer beaucoup d'attention en matiere
de biotechnologie et de I'industrie. Sa stabilité accrue par rapport a des enzymes mésophiles la
rend plus appropriée pour des procédés industriels difficiles. En outre, sa stabilité thermique
est généralement associée a une résistance plus élevée a des dénaturants chimiques

couramment utilisés dans de nombreuses réactions industrielles. (De Miguel et al., 2006).

Ces caracteristiques ouvrent les portes de nombreuses applications, d'ou I'optimisation de
sa production en fermentation solide a I'échelle du laboratoire en vue de définir une ligne de

conduite pour la transposition industrielle ultérieure.
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L’objectif principal de cette étude est la production d’une enzyme glycolytique ; la maltase
thermostable EC (3.2.1.20) par la levure Candida sp. (isolée du blé stockée a Biskra, située au Nord Est
du Sahara Algérienne), sa purification, sa caractérisation (pH optimum, température optimale) et 1’étude

de sa thermostabilité.

La culture de Candida sp (auparavant sous forme lyophilisée et conservée dans des cryobilles a
-80°C pendant 48h sur un milieu YPMA solide préparé a 5 % de maltose a révélé apres coloration avec
rouge congo a 1 % une zone de lyse avec 18 mm de diamétre expliquée par la dégradation du maltose

sous I’action de la maltase excrétée par la levure Candida sp.

Dans le but de déterminer le temps optimum nécessaire a la production de la maltase, une
fermentation est réalisée sur un milieu liquide dans des Erlen-Meyers de 250 ml (conditions de culture :

pH 5, température d’incubation 40°C, une agitation de 100 rpm).

Le profil cinétique de production de la maltase et de la biomasse de la souche candida sp indique,
qu’au bout de 72 heures de fermentation, la levure Candida sp. montre un taux de croissance optimal
(biomasse) de 6 ,59 g/L, pour la méme durée de fermentation, I’activité maltasique maximale affiche
72,56 pumoles/min/ml. La superposition des profils cinétiques indigue un mécanisme de production de

type associé.

La purification partielle de la maltase réalisée par les étapes classiques ; précipitation par le sulfate
d’ammonium, dialyse et chromatographie sur gel Séphacryl S-200 montre 2 pics : un picl montre une
activite spécifique de 87,31 pmoles/min/mg et un volume d’élution de 48 ml et un pic 2 avec une
activité spécifique relativement élevée soit 93,18 umoles/min/mg dont sa fraction est éluée avec un
volume correspond a 104 ml. Le taux d’enrichissement déterminé pour les 2 pics est : 16.04 Vs 17.3
respectivement. Ce résultat laisse supposer que la fraction précipité a 60 % est constituée de 2
isoenzymes avec deux masses moléculaires différentes car élués par 2 volumes d’élution différents.
Néanmoins, avec le taux de purification faible, les fractions des deux pics sont probablement

partiellement purifiées au vu du nombre réduit des étapes de purification.

Pour I’applicabilité de I’enzyme, 1’étude des caractéristiques physico-chimiques de la maltase de

I’extrait brut et de I’enzyme partiellement purifiée s’impose.

|



Conclusion

L’extrait brut de Candida sp. possede deux isoenzymes présentant deux pH optimums : pH 5 Vs
pH 8 respectivement avec deux températures optimales respectives 40°C Vs 50°C. Les deux
isoenzymes partiellement purifiés (aprés la chromatographie sur Sephacryl-S200) possédent deux pH

optimums de pH 4 et 5 respectivement et une température optimale respective de 40°C.

La maltase a une résistance remarquable vis-a-vis les traitements thermiques. A 100°C pendant
30 min, les enzymes de I’extrait brut de Candida sp. gardent 30% de leurs activités initiales tandis que
les deux isoenzymes partiellement purifiés en gardent 20%. A 70°C, les isoenzymes de ’extrait brut sont
plus thermostables (demi-vie 120 min Vs 90 ,60 min) pour les isoenzymes partiellement purifiés.
La haute thermostabilite de la maltase (demi-vie de 2h a 70 °C), son pH optimal acide (pH 5) ; deux

propriétés lui conférent d’étre appliquée dans des domaines industriels.
Perspectives
Les résultats ouvrent d’autres perspectives qui consistent en :

» L’optimisation du milieu de production de la souche Candida sp pour un meilleur rendement.

» Des recherches supplémentaires a 1’échelle physiologique et moléculaire pour I’identification de

I’espece de la souche Candida sp.

» Une purification plus avancée des deux isoenzymes est nécessaire pour une application dans les
IAA (passage sur un échangeur anionique DEAE ou la chromatographie d’affinité). Néanmoins,
la purification doit étre vérifiée par 1’¢lectrophorése PAGE.
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Abstract

This present study has main objective: the study of the kinetics production of maltase of
Candida sp. (isolated from wheat grains arid region of Biskra) its partial purification, the
determination of its characteristics (optimum pH, optimum temperature) and the study of its
thermal stability.

The maltasique activity of Candida sp. (initially in lyophilized form) is highlighted on a
solid YPMA medium containing 5% maltose (after incubation at 40 ° C for 48 h)

The kinetic study of the production of maltase indicates that the yeast Candida sp. shows
better growth with a maximum biomass of 6, 59 g / L and a maximum maltasique activity
corresponding to 72.56 pmoles/min/ml/ after 72 hours of fermentation. These results
demonstrates that the two synthetic mechanisms of maltase Activity and growth of Candida
sp. are simultaneous and therefore associated.

Partial purification of maltase is performed in 3 consecutive steps; precipitation with
ammonium sulfate (40% and 60%), dialysis and chromatography on Sephacryl S-200 gel
filtration . Analysis of the chromatographic profile of the 60% fraction showed two peaks: a
peakl with a specific activity of 87.31 umoles/min/mg and a peak 2 with a specific activity
93.18 pmoles/.min/mg, with an enrichment rate 16,014 Vs 17.13, respectively. The fraction
precipitated by 60% saturation thus contains two isoenzymes with two different molecular
weights. Nevertheless, with the rate of low purification, fractions of the two peaks are
probably partially purified given the small number of conventional purification steps.

The influence of pH and temperature on crude extract and partially purified enzyme
shows that the crude extract contains two isoenzymes with two different pH optimum: pH 5
and pH 8 respectively corresponding optimal temperatures of 40 ° Cand 50 ° C 2 .The
partially purified isoenzymes also have different characteristics: peak 1 with an optimum pH
of 4 and a temperature of 40 ° C a peak 2 with an optimum pH of 5 and a temperature of 40 °
C.

After heat treatment of 100 ° C for 30 min, the maltase of the crude extract of Candida
sp. retain 30% of initial activity however the two partially purified isoenzymes retain 20% of
their initials activity. At 70 ° C, the isoenzymes of the crude extract are more thermostable
(half-life 220 min vs 60-90 min) for partially purified isoenzymes.

As many industrial enzymatic reactions are performed at elevated temperatures, the
thermostable maltase can attract attention in biotechnology and industry, its increased stability
compared to mesophilic enzymes makes it suitable for harsh industrial processes.

Key words: Yeast, Candida sp., maltase, crude extract, purification, isoenzymes, Thermo
stability
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Annexe 1: Milieu de repiquage et de maintenance de la souche

YPGA (Yeast Peptone Glucose Agar)
- Extrait de levure: 59

- Peptone: 10g

- Glucose: 20g

- Agar: 20g

- Eau distillée: 1000ml

Annexe 2: milieu de 1a mise en évidence de I’activité maltasique

YPMA (Yeast Peptone Maltase Agar)
- Extrait de levure: 159

- Peptone: 20g

- Maltose : 20g

- Agar: 20g

- Eau distillée: 1000ml

Annexe 3 : milieu de production de la maltase dans les Erlen-Mayers Conduite de la

fermentation

- Extrait de levure 05g /I
- Peptone 20g /I
- Maltose 20g /I

- Acide folique 0,05 mg/I
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[ Annexe 4 : Méthodes de dosage

Dosage de activité maltasique

v" Les réactifs

Réactif 1 : Tampon Tris pH= 7 100 mmol/l Solution tampon Phénol 0,3 mmol/I

Réactif 2 : Glucose oxydase 10 000 U/I - Enzymes Péroxydase 1000 U/l - Amino 4 -

Antipyrine 2,6 mmol/I

Substrat : Dissoudre 1g de maltose soluble dans 100ml de tampon phosphate pH5.

v Le protocole

- Dissoudre le lyophilisat R2 dans le tampon R1. Protéger de la lumiére.
- Préparer la solution meére : 0,5ml extrait enzymatique + 0,5ml du substrat.

- Incubation 40°C pendant 30 min.
- 500 micros litre de la solution mére + 1 ml réactif

- Incubation 37°C pendant 10 min.
-Lire I’absorbance a 505 nm.

v Protocole courbe étalonnage du glucose

[C] mg/ml 0 200 400 600 800 | 100
Volume de 0 0.4 0.8 1.2 1.6 2
la solution

(ml)

Réactif(ml) |1 1 1 1 1 1
Eau 2 1.6 1.2 0.8 0.4 0
distillée(ml)
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Dosage des protéines
v’ Les réactifs
Réactif de Folin-ciocalteu commercial a diluer 3 fois dans 1’eau distillée au moment de
I’emploi.
v" Solution réactive
- Solution A : Na2COs a 2% dans NaOH 0.1 mol/dmé.
- Solution B : Tartrate double de Na et K a 20g/dm3.
- Solution C : Sulfate de cuivre CuSOa, 5H20 a 1%.
Préparation extemporanée de la solution réactive (M) en respectant 1’ordre d’addition des
réactifs et en agitant apres chaque addition :
- Solution C : 0.5 cm3.
- Solution B : 0.5 cm3.

- Solution A : 50 cms.

v’ Le protocole
Ajouter a 1ml d’échantillon, 5 ml de la solution M. Agiter et laisser reposer 10min a
température ambiante. Ajouter 0,5 ml de réactif de Folin et agiter, laisser la réaction colorée
se développer 30 min a 1’obscurité, et lire I’absorbance a 650 nm.
N.B : La courbe étalon est établie avec une solution de sérum albumine bovine (BSA) dont les
concentrations varient de 0-500 pg/ml .
Protocole courbe étalon du BSA :

Solution étalon (ml) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Eau distillée (ml) 1 0,8 0,6 0,4 0,2 0
Solutions réactives 5 5 5 5 5 5
(ml)

Agiter et attendre 10 min a Température ambiante

Réactif de Folina1/3 |05 |05 05 05 05 |05
(ml)

v Agiter immédiatement chaque tube.

v’ Lire I’absorbance contre le blanc de gamme a 650 nm.



Master : BIOCHIMIE Analyse Protéomique et Santé Date de Soutenance : 13Juillet 2015

BOUKAIL Hanifa- Amina et MAAZI Asma

Intitulé : o -glucosidase thermostable de la levure Candida sp. : Production, purification et
caractérisation

Résumé : La présente étude a pour principal objectif: 1’étude cinétique de la production de la maltase
thermostable de la souche levurienne Candida sp. (isolée a partir des grains de blé de zones arides de la région
de Biskra) sa purification, la détermination de ses caractéristiques (pH optimum, température optimale) ainsi
I’étude de sa thermostabilité.

L’activité maltasique de Candida sp. (initialement sous forme lyophilisée) est mise en évidence sur un
milieu YPMA solide contenant 5% de maltose (aprés incubation a 40°C pendant 48 h).

L’étude cinétique de la production de la maltase indique que la levure Candida sp montre une meilleure
croissance avec un maximum de biomasse de 6 ,59 g/L et une activité maltasique maximale correspondante a
72,56 umoles/min/ ml, au bout de 72 heures de fermentation. Cela prouve que les deux mécanismes de synthése
de la maltase et de la croissance de Candida sp. sont simultanés et par conséquent associés.

La purification de la maltase est réalisée en 3 étapes consécutives ; précipitation par le sulfate d’ammonium
(& 40% et & 60%), dialyse et chromatographie sur gel Séphacryl S-200. L’analyse du profil chromatographique
de la fraction 60% a montré 2 pics de deux fractions éluées avec 2 volumes d’¢lution différents : un picl avec
une activité spécifique de 87,31 umoles/min/mg et un pic 2 affiche une activité spécifique de 93,18
pmoles/min/mg avec un taux d’enrichissement de 16.014 Vs 17.13 pour les 2 pics respectivement. La fraction
précipitée par 60 % de saturation contient donc 2 isoenzymes avec deux masses moléculaires différentes.
Néanmoins, avec le taux de purification faible, les fractions des deux pics sont probablement partiellement
purifiées au vu du nombre réduit des étapes classiques de purification.

L’influence du pH et de la température sur 1’extrait brut et sur I’enzyme partiellement purifiée montre que
I’extrait brut contient 2 isoenzymes avec deux pH optimums différents: pH 5 et pH 8 correspondant aux
températures optimales respectives de 40°C et 50°C. Les 2 isoenzymes partiellement purifiés présentent
également des caractéristiques différentes : un pic 1 avec un pH optimal de 4 et une température de 40°C, un pic
2 avec un pH optimal de 5 et une température de 40°C.

Apres un traitement thermique a 100°C pendant 30 min, I’extrait brut de la maltase de Candida sp. garde
30% de son activite initiale alors que et les deux isoenzymes partiellement purifiés en perdent 80%. A 70°C, les
isoenzymes de 1’extrait brut sont plus thermostables (demi-vie 120 min Vs 60-90 min) pour les isoenzymes
partiellement purifiés.

Comme de nombreuses réactions enzymatiques industrielles sont exécutées a des températures élevees, la
maltase thermostable peut attirer une attention en matiére de biotechnologie et de I’industrie, sa stabilité accrue
par rapport a des enzymes mésophiles la rend plus approprié pour des procédés industriels difficiles.
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