Al Al sl 4 0 ) 4 ) sganl
République Algérienne Démocratique et Populaire
alad) Giall g Aad) anlasil) 350 3 g
Ministere de 'Enseignement Supérieur et de la Re@rche Scientifique
§5ta B AY daala
Université des Freres Mentouri Constantine

slall 5 dagdall a gle 48
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie

Département : Biochimie et Biologie Moléculaire eCellulaire
Mémoire Présenté en vue de I'obtention du DiplomealMaster
Domaine :Sciences de la Nature et de la Vie
Filiere :Sciences Biologiques
Spécialité : Biochimie/Analyse Protéomique et Santé

Theme

Etude des hydrolases chez les levures. Purificatiat caractérisation
de 'e-amylase cheLlavispora lusitaniae ABS7

Présenté par: AICHOUR Nour El Houda Le : 02/07/2017

Jury d’évaluation :

Président du jury :NOUADRI T. M.C.A,Université Freres MENTOURI, Constantine.

Rapportrice :DAKHMOUCHE S. M.C.B, ENS,ASSIA DJEBAR,Constantine.
Examinatrice : BENNAMOUN L. M.A.A. Univerité Freres MENTOURI, Constantine

Année universitaire :2016-2017



Remerciements

Je remercie, tout d’abord, Dieu tout puissant, pour avoir guidé mes pas vers un avenir
inchaallah prometteur, ou le travail, la persévérance et la quéte du savoir seront ma devise .
Je tiens a remercier trés vivement madame DjeRrif-Dakhmouche S. Docteur a [université
de Constantine, d avoir encadré et suivi ce travail.
Un grand merci s’adresse aussi @ madame Bennamoun L. Maitre assistante a ["université
Freres Mentouri qui m'a énormément aidée avec ses précieux_conseils.
Mes vifs remerciements s adressent également aux membres de jury qui ont accepté de juger
ce travail :
-Monsieur Nouadri T. Docteur a université Fréres Mentouri, qui me fait [ honneur de
présider le jury.
- Madame Bennamoun L. Maitre assistante a [université Fréres Mentouri d avoir accepté
de juger ce mémoire.
J exprime aussi ma grande gratitude envers toutes les personnes, ayant contribué de prét ou

de loin, a la réalisation de ce mémoire.

Nour El Houda



Dédicaces

Je dédie ce travail a mes chers parents que j'aime tant, sans lesquels je ne serai

Jjamais arrivée [d o1l j'en suis.

A mon unique frére Ahmed Redha et mes soeurs Imen et Roufaida

et Rhawther et ma niéce meyssoune Ainsi qu’a ma tante Warda

et mes cousins: Yazid, ,et Toufik, et a toute ma famille dont le soutien et les

) sy 7 .
encoumgements m’ont été salutaires.

A tous les étudiants de ma promotion

A tous ceux_ que j aime.

Nour El Houda



Sommaire

Liste des abréviations

Liste des figures

Liste des tableaux

Introduction

1
Chapitre 1 :Revue bibliographique

1-Les levures

3
1-1-Morphologie 3
1-2-Reproduction 3
1-3-Classification 5
1-4- LevureCandida lusitaniae 5
1-4-1-Taxonomie du modéle biologiq@éavispora lusitaniae 6
1-4-2-Habitat 6
2-Enzymes 7
2-1- Géneralités 7
2-2-Classification des enzymes 7
2-3-Hydrolases 8
2-3-1- L’'alpha —amylase 8
2- 3-1-1- Definition 8
2- 3-1-2-Structure 8
2-3-1-3- Nomenclature 10
2-3-1-4- Caractéristiques et propriétés des alahgdases 10
2-3-1-5- Origines de l'alpha-amylase 13
2-3-1-6-Mécanisme d’action 15
2-3-1-7- Production d’alpha-amylase 16
2-3-1-8- Utilisation de B-amylase 17
2-3-2-Cellulase 19
2-3-2-1-Structure de la cellulase 19
2-3-2- 2- Les enzymes cellulolytiques 20
2-3-2-3- Caractéristiques des cellulases 21
2-3-2-4-Les différentes origines de la cellulase 21
2-3-2-5-Application industrielle de la cellulase 22
2-3-3- Les enzymes pectinolytiques 23

2-3-3-1-Définition

N
w




2-3-3-2-Classification des enzymes pectinolytiques 23
2-3-3-3-0rigine des enzymes pectinolytiques 25
2-3-3-4-Application industrielle des pectinases 25
3- Lactosérum 26
3-1- Définition 26
3-2-Composition chimique 27
3-3- Intérét industriel du lactosérum

28

Chapitre 2 : Matériel et méthodes

1-Matériel biologique 31
2- Milieux de réactivation 31
3- Réactivation des souches 31
4-Mise en évidence des activités enzymatiques 31
4-1-Milieux de culture 32
4-2-Préparation de la suspension de cellulesssreencement 32
4-3-Révélation des activités enzymatiques 32
5-Comparaison de la production enzymatique deshesut6 ,L7 et sélection de |a 32
souche la plus performante
6-Etude de la production enzymatique 32
6-1-Milieu de base 32
6-1-1-Traitement du lactosérum 33
6-2- Milieu de production 33
6-3-Dénombrement des cellules 33
7-Fermentation 33
8-Centrifugation 34
9-Dosage des activités enzymatiques 34
9-1-Le dosage de l'activite-amylasique 34
9-2-Le dosage de I'activité péctinolytique 35
9-3- Le dosage de l'activité cellulasique 35
10-Dosage de protéines 36
10-1-principe 36
10-2- protocole 36
11-Purification de I'alpha-amylase 37
11-1- Précipitation des protéines par I'acétone 37
11-2-Ultrafiltration 37
11-3-Chromatographie sur gel filtration 37




12-Dosage des protéines et de I'activité enzymatigs fractions rassemblées 38
13-Détermination des propriétés physico-chimiques l'd-amylase deClavispora 38
lusitaniaeABS7 et de li-amylase commerciale
13-1-Détermination du pH optimum 38
13-2- Détermination de la température optimale 38
13-3-Etude de la thermostabilité enzymatique 39
14- Effet de différents métaux et réactifs chingigsur I'activité enzymatique 39
Chapitre 3 :Résultats et discussion
1-Réactivation et morphologie des souches L6 et L7 40
2- Mise en évidence des activités enzymatiqued 6dé¢ 7 et sélection de la souche|la 40
plus performante pour I'activité-amylasique
3-Etude de la production enzymatique cBéavispora lusitaniadABS7 44
4-Purification d’enzyme 44
5-Etude des propriétés physico-chimiques deathylase deClavispora lusitaniae 46
ABS7 et d'unar-amylase commerciale
5-1-Détermination du pH optimum 46
5-2- Détermination de la température optimale 47
5-3-Etude de la thermostabilité enzymatique 48
5-3-1-Etude de la thermostabilité dedamylase d€lavispora lusitaniaéABS7 49
5-3-2-Etude de thermostabilité de-Amylase commerciale 51
6-Effet de différents métaux et réactifs chimiqses I'activité enzymatique deok 53
amylase de Clavispora lusitaniaet I'a-amylase commerciale
6-1-Effet des sels 53
6-2- Influence de différents réactifs chimiques 54
Conclusion générale 56
Abstract
oasle
Reéférences

Annexes




Liste des abréviations

Abs : Absorbance
ADN: Acidedesoxyribaucléique.

Asp : Aspartate
ATP : Adénosine-TriphosPhate

BSA: Bovineserumalbumin
C : Celcius

CacCl2: Chlorure decalcium.
CBH : Cellobiohydrolases
CMC : Carboxymeéthylcellulose

DNSA: 3,5dinitrosalicyliqueacide

EC : EnzymCommission number.

EDTA: Ethylenediaminetétraacétiquacide
Egl A :Endoglucanases A

Egl B :Endoglucanases B
GH : Glycosideshydrolases

Glu : Glutamate.
ITDAS : Instituttechnique duléveloppement demyriculturessahariennes

Kda : kilo dalton.

M : Molaire

PDA: Pomme de terr®extroseAgar.
PE : Pectinestérase

PG : Polygalacturonase.

PGL : Polygalacturonate lyase

PM : Poidsmoléculaire

PMG : Polyméthylgalacturonase
PMGL : Polyméthylgalacturonatdyase
Pro:Proline

Rpm: Revolutionsper minute (tours par minute)
SDS : Sdiumdodécykulfate.

Ser:Sérine

Sp.:Espece

T : Température

TG : Triglycéride

Trp : Tryptophane.

Ul : Unitéinternationale

YPGA: Yeast extracReptoneGlucoseAgar
YPMA : Y east extracReptoneM altoseAgar
YPPA: Y east extracReptonePectinAgar
YPSA: Y east extracReptoneStarchAgar



Liste des figures

Numéro Titre Page

Figure 1 | Division de cellules levuriennes par bourgeonnement 4

Figure 2 | Cycle de reproduction de la levure. 4

Figure 3 | Structure tridimensionnelle @#amylase d’'aprés Kalis (1991). 9

Figure 4 | Mécanisme catalytique des hydrolases glycosyliques. 16

Figure 5 | Exocellulase CBHI(Ce 17A) derichoderma reesei 20

Figure 6 | Mode d’action des pectinase. 23

Figure 7 Voies 'Eechno'logiques permett_ffmt l'obtention glersaqimhux types de 26
lactosérums issus de la premiére transformatidaitiu

Figure 8 | Courbe étalon du maltose. 34

Figure 9 | Courbe étalon de 'acide galacturonique 35

Figure 10 | Courbe étalon du glucose. 36

Figure 11 | Courbe étalon des protéines 37

Figure 12 Dispositif de la colonne de chromatographie suffigehtion ( gel de 33
séphacryl S200).

Figure 13 | Caractéeres macroscopiques @ : Clavispora lusitaniadABS7sur
YPGA (B) Meyerozymauilliermondii sur PDA. 40

_ Etude de la productioenzymatique patlavispora lusitaniaepres 28

Figure 14 | h d’'incubation & 45°C (sur milieu optimisé a basdattosérum 100% 44
décaséiné).

Figure 15 | Profil chromatographique dexfamylase sur Séphacryl-S200. 45

Figure 16 Effet du pH sur I'activité de d-amylase d€lavispora lusitaniaeet 46
I a-amylase commerciale

Figure 17 Effet'de la tenjpé(ature sur l'activité de-hmyllase de 47
Clavisporalusitaniae dt a-amylase commerciale

Figure 18 Etude de la thermostabilité desfamylase dé€lavispora lusitaniae 49
apres des différents temps d’incubation.

Figure 19 E_tugle de la thermo§tabilit(é_ dedamylase commerciakgprés des 52
différents temps d’incubation

Figure 20 | Effet de quelques sels sur les activitéamylasiques. 53

Figure 21 Effet de quelques substances chimiques sur lestasti-amylasiques gg




Liste des tableaux

Numéro Titre Page

Tableau 1 | Habitat deClavispora lusitaniae 6

Tableau 2 | Classification des enzymes. 7

Tableau 3 | Poids moléculaire de quelquesmylases de différentes sources 10

Tableau 4 | Température optimale de quelqueamylases de différentes sourcg 11

Tableau 5 p!—| f)ptimum et point isoélectrique de quelquemmylases de 12
différentes sources.

Tableau 6 | Les différentes origines de I'alpha -amylase migznbe. 15

Tableau 7 | Composition chimique des deux types du lactosénmniyle 27

Tableau 8 Activité biologique des protéines et des peptidetadtosérum. 28
Mise en évidence des activités enzymatiques des deu

Tableau 9 | souchesamylolytiques (L6) et (LBprés 48 h d’incubation a 41
différentes températures

Tableau 10 | Purification de lb-amylase produite p&lavispora lusitaniaédABS7 45




Introduction générale



Introduction générale

Au cours des deux derniéres décennies, le déwefent de la microbiologie a abouti a
'obtention de matériels biologiques tres diverspdifiés génétiquement ou non et
susceptibles d’étre utilisés dans des procédésragugtion de vitamines, d’hormones, de
vaccins et d’enzymes. Les enzymes d'origine mi@obe, présentent des propriétés et des
spécificités diverses. Ces propriétés refletenplls en plus leurs utilisations dans divers
domaines d’applications, tels que l'industrie alita@re humaine et animale, les détergents
pour lessives, l'industrie des tanneries et lirtdaspharmaceutique. Environ 40% des
enzymes industrielles sont d’origine fongique (Botetal., 1999).

Dans ce contexte, les levures ont occupé uneepf@imordiale dandes industries
agroalimentaires (brasserie, cidrerie et fromagé€Bettonet al., 1999). Les levures sont des
eucaryotes unicellulaires, ayant des capacité® aeustiplier rapidement car elles sont moins
exigeantes en nutriments. Elles sont facilement emsouvre dans d'autres exploitations
(culture, recherche et applications industriellpa) rapport aux procaryotes (Pol, 1996) et
possedent un capital génétique qui subit peu datrons. Actuellement, ces eucaryotes, par
leur capacité a produire des meétabolites fonctispneont mis a contribution dans
I'élaboration de biomédicaments ; de plus ils cimsht un vaste réservoir de catalyseurs
biologiques (les enzymes) (Saci, 2012). Par a#lelnsage des préparations enzymatiques
s’est considérablement développé dans de nombestewss de la bio-industrie. Les enzymes
amylolytiques, lesu-amylases en particulier, sont les plus importapisni les enzymes
commercialisées a cause de la diversité de ledicafipn (tels que l'industrie alimentaire
humaine et animale, les détergents pour lessiiegustrie du textile, I'industrie du papier et
I'industrie pharmaceutique) (Botton &t, 1999).

Les amylases, proviennent de difféerentes soufglesites, animaux et microorganismes),
cependant celles d’origine microbienne sont les pitilisées industriellement (Burha al.,
2003).L'intérét pour les amylases fongiques (msisess et levures), a augmenté ces dernieres
années, ou plusieurs investigations sont menées lssir enzymes amylolytiques
extracellulaires secrétées par les gernipemyces, Saccharomycops&s Schwanniomyces
(De mot et Verachtert., 1985)La culture des champignons pour la production d/eres
s’effectue soit sur substrat solide, soit en celtsubmergée comme c’est le cas pour la
production de la plupart des métabolites d’origme&robienne. Au cours des derniéres
annees, un nombre important de ces fermentatiangaseé sur des déchets agroalimentaires
(Nouadri etal,.2010 ; Bennamoun etl,.2004 ;Ait Kaki etal,.2012 ).La valorisation de ces

derniers par les microorganismes (valorisation dulohologique) permet la création

[ —




Introduction générale

d’emplois, de nouvelles sources de profits et wameee technologique. En Algérie on rejette
la plupart des déchets dans une décharge a ciertolivdevient donc urgent de mettre en
place de nouvelles technologies permettant leuorigdtion. Dans le cas particulier de
industrie fromagere, le lactosérum représente @MPolume original du lait utilisé ; il en
est ainsi le principal coproduit (Moletta, 2002arRa richesse en protéines et en lactose, il
devient un polluant, en particulier pour les éctay®s aquatiques (Linden et Lorient, 1994)
d’ou la nécessité d’essayer de le valoriser. Riguas, sa composition biochimique peut étre
un milieu favorable a la production d’enzymes.C’estte caractéristique gue nous avons
exploité dans ce travail dans le but d’étudierrizdpction des enzymes amylolytiques.

L’objectif principal de cette étude est la protloie d’'une a-amylase thermostable issue
d’'une levure prélevée en milieu extréme (BiskraheBa- Sud Algérien)Ainsi que I'étude de
sescaractéristiques physico-chimiques (pH, températthrermostabilite).

Cette étude comprend une premiere partie relditdat des connaissances sur les levures,
les enzymes, et le milieu de production : le lagtos1. La deuxieme partie expérimentale

renferme les techniques et les méthalasi que les résultats et leur discussion.

[ —
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1-Les levures

Les levures snt des microomganismes eucaryots, non photosynthétiqgues, chimio-
hétérotrophs (puisentleur énergie danla dégradationde substances organigeeariées),
champignos a thalle unicellulaire immobite Le thalle e la levure stl'appareilvégétatif le
plus smple, sans raine ni tige sans rameauelillu & non chloropkllien (Larpent,1991 ;
Bourgeois eal.,1996 ; Guiraud,1998 ;Leblonc,1988 ;Tchango,1996

Les levures se développent, soit en surface esofirofondeur des aliments (milieux solides
ou liquides) (Fao,2007).

1-1-Morphologie
Les levures présentent une structure plus corapere celle des bactéries notamment par la
présence d’'un noyau, de mitochondrie, d'un appaeiGolgi et de plus d’'un chromosome

(saccharomyces cerevisiael6 chromosomes) (Labrecque, 2003).

Leur morphologie & d'ure grande importancéaxonomique. Les cellules sont de taille
d'environ 20 um en longueur et de 1 a 10 um erelargGournier etal., 1994). Elles
généralement ovoéd ou sphériques parfois cylindriques, allongées,apiculées ou elformes
plus pécifiques :ogivales (genreDekkera) , en forme de bouteillegéne Pityrosporum(=
Malassezia )friangukires( Trigonopsis)ou en forme de citron{HanseniasporajBourgeois

etal.,1996; Larpent et Larpent-Gourgauti997 ;Leveau et Bouix,1993

1-2-Reproduction
Les levures ont un mode de multiplication bieacsgl. Elles se reproduisent aussi bien par
un cycle asexué (végétatif) que par un cycle ségpérulation) en fonction des conditions
favorables ou défavorables du milieu (Larpent efpeat-Gourgaud, 1997). Pour la plupart
des levures, la reproduction asexuée est la formjeure de multiplicatiorfBonaly, 1991).
Elle s'effectue par bourgeonnement ou par fissemiséiparité) a partir d'une cellule mere
(Figurel).
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Figure 1: Division de cellules levuriennes par
bourgeonnement (Kwon-Chung et Bennett, 1992)

Figure 2 : Cycle de reproduction de la levure (Lecleralet1995).

La reproduction sexuée s’effectue par conjugatss deux cellules qui donne naissance a
un zygote. Aprés différenciation et méiose un asgué ascospores haploides se forme
(Oteng-Gyang, 1984) (Figure 2).
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1-3-Classification

La classification de référence est actuellencetie de Kreger-Van (1984) qui présente des
changements sensibles par rapport a la précédtassification de Lodder (1971). En
particulier de nouveaux critéres taxonomiques corntaneomposition en base de I'ADN, la

structure de la paroi, le type de coenzyme sostgricompte pour permettre des études plus
rigoureuses.

La classification actuelle répertorie 60 genites0® especes (Bouix et Leveau,1991) . Selon

le mode de reproduction, les levures se diviser® grandes classes :

1-3- 1- Levures Ascomyceétes

Se reproduisent par un processus sexué dansque eésultant de la transformation d’'une
cellule aprés méiose.

1-3-2- Levures Basidiomycetes

Présentent une reproduction sexuée avec formdéidrasidiospores sur une baside.

1-3-3- Levures Deutéromycetes (sans sebidéd

Regroupent I'ensemble des levures ne présendante mode connu de reproduction sexuée,
ne se multipliant que par reproduction végétative.

1-4- LevureCandida lusitaniae

Candida lusitaniaest une espéece hétérothallique, de forme varrabldes a allongées, non

pigmentées, elle se reproduit par bourgeonnemerntilaréral. Sa forme parfaite est
Clavispora lusitaniae

(&)
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1-4-1-Taxonomie du modéle biologiqueClavispora lusitaniae
Kurtzman (2011) décrit la classification @éavispora lusitaniaesuivante :
Regne: Champignon
Phylum: Ascomycota
Subphylum Saccharomycotina
Classeésaccharomycetes
Ordresaccharomycétales
Famill&etschnikowiaceae
Genf@lavispora
Espece: lusitaniae
1-4-2-Habitat

Candida lusitaniaeest un saprophyte du tube digestif de 'hommeesatambreux animaux

(mammiferes, oiseauxXhttp://coproweb.free.fr/mycoweb/texte/153.hid6G/03/2009.

Dans I'environnementClavispora lusitaniaeest isolée a partir d’'une large gamme de
substratsTableau 1)végétaux, animaux, déchets industriels et spécremques.
Tableau 1:Habitat deClavispora lusitaniae.

Cornichons Rezki etal., 2013
Dattes Rezki etal., 2013
Ecorces d'arbres Rao R. S. edl., 2008
Déchets de la pomme de terre Ouédraogo etl., 2012
Fromage Prillinger etal.,.1999 ; Jacques at.,
2008 et Binetti eal., 2013
Lactosérum Jairath etal., 2012
Yaourt Lopandic etl., 2006
Jus d’orange Covadonga edl., 2002
Jus de fruits Jairath eal., 2012
Mezcal Verdugo Valdez edl., 2011
Pulque lan Hornsey, 2012
Déchets industriels Lachance, 2011b ; Ouédragaakt 2012
Agave Pérez-Brito etl., 2015

Zhang etal., 2010; Lachance, 2011 et

Spécimens cliniques Ouédragao al., 2012

[ —
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2-Enzymes
2-1- Généralités

Les enzymes sont les catalyseurs du monde biplegiCe sont des macromolécules de
haute masse moléculaire (10 a 100 kDa) présentes lda cellules de tous les organismes
vivants ou elles jouent un réle essentiel en ctentitbles procédés métaboliques permettant
aux nutriments d’étre transformés en énergie ematériaux cellulaire (Bergmeyer at.,
1979; Pelmont, 1995; Drouin, 2005).

En 2005, plus de 3000 activités enzymatiquegdifites ont été isolées et identifiées (Patel
etal., 2005) ; la structure d’environ 1300 d’entre kkeété déterminée (Leisolaatt 2001).

Les enzymes sont privilégiées en industrie cdeselpermettent de contourner les
inconvénients des produits chimiques et amélidesntelations colts-efficacité des procédés
(Sandhya eal., 2005). Le taux de croissance annuel pour ungne@zst de 3,3% et la vente
annuelle des-amylases dans le marché mondiale est estimé allldns$ et la production
mondiale di-amylases est d'environ 300 tonnes / an a parts. dieheniformiset Aspergillus
sp. Elles sont largement utilisées en industries: fiRation, glucoserie, confiserie,
biocarburants, détergents, papeterie, industrigexiile et industrie pharmaceutique pour cela

la demande de 'augmentation de leur productiorestontinue.

2-2-Classification des enzymes

Le pouvoir catalytigue des enzymes permet de ywedde nouvelles substances et de
I'énergie, indispensables au bon fonctionnementodganismes vivants. C’est en fonction de
leur activité catalytique que celles-ci sont classdJne nomenclature a été proposée par la
commission des enzymes de l'union internationalbidehimie divisant les enzymes en Six
grandes classes (Vincent, 1996) (Tableau 2).

Tableau 2: Classification des enzymes (Vincent, 1996).

E.C.1 Oxydoréductases Oxydoreéduction

E.C.2 Transférases Transfert de groupements fonctionnels

E.C.3 Hydolases Hydrolyse

E.C4 Lyases Elimination de groupement et formation de
double liasions

E.C5 Isomérases Isomérisation

E.C.6 Ligases Formation de liaisons couplées a I'hydrolyse
de I'ATP

\I
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2-3-Hydrolases

Les hydrolases représentent la classe d'enzymiesatplysent les réactions d'hydrolyse
d'esters (estérases : carboxylester-hydrolasedjdpes (peptidases : e-aminopeptido-
aminoacidohydrolases, peptido-peptide hydrolasaslopeptidases), et de liaisons osidiques
(osidases : glucosidases).Ces enzymes ne nécesmitegénéralement de coenzymes. Elles

sont activables par des cations (univ.ency-educaton/.../1/3/.../bioch-

enzymes_intro_proprietes_classification.).

2-3-1- L’alpha —amylase

L’a-amylase est une protéine globulaire, dont le bidéogique est de catalyser I'’hydrolyse
de 'amidon. Lu-amylase et les protéases sont les plus utilisésoemdustrie (Saci., 2012).
Par ailleurs, la part du marché mondial prise pardnzymes est de 59% pour les protéases et
28% pour les glucanases dont 13% pour l'alpha-aseyl@arpent-Gaurgaud et Sanglier.,
1992).

2- 3-1-1- Définition

L’alpha amylase est une enzyme ubiquitaire, (en@997). Elle appartient a la famille des
glycosides hydrolases nommée GH13 ; regroupant ter@nt plus de 1700 enzymes
(Coutinho et Henrissat, 1999). Elle hydrolyse l@ssons osidiqgues de lI'amylose, de
I'amylopectine, de I'amidon, du glycogéne et d’astpolysaccharides contenant plus de trois
liaisonsa (1,4) D-Glucose (Keating @l., 1998 ; Dauter et al., 1999 ; Francakf 2000).

2- 3-1-2-Structure

L'a-amylase est une glycoprotéines (Stefanova et Eioaay 1992) de structure,
géneéralement, monomeérique mais certaines peuvest tétramériques ou dimériques
(Kennedy, 1979). La partie glycosylée des enzymestege les enzymes contre la
dénaturation et la protéolyse (Mouranche et Coste85). Bien que les-amylases de
différentes origines aient tres peu de séquenasdds aminés identiques, leur structure

tridimensionnelle et I'organisation de leur sitéfaont similaires (Mercier,1985).

[ —
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Figure 3 Structure tridimensionnelle d- amylase d’aprés Kalis (1991) :

Les trois domaines, ainsi que les ions de cal@tiighe chlorure, sont représentés : domaine
A de couleur rouge, domaine B, jaune et domaingo@rpre. L'ion de calcium (sphére bleue)
et I'ion de chlorure (sphére jaune).

Leur chaine polypeptidique est organisée en toimaines (A, B et C) (figure 3) formé
chacun d’'un tonneau de huit segments béta, entpardésuit hélices alpha. Leurs sites actifs

sont constitués d'un ensemble de sous-sites (8¢ri989).

- Le domaine A est le plus long et renferme le site actif etite ge fixation du
substrat. Il a la forme d’un cylindre appelé cgha TIM (Banner etl., 1975 et Mobini-
Dehkoedi et Javan, 2012) et contient les acidesésBlu et Asp de la catalyse (Fujimoto et
al., 1998). Ces deux acides aminés jouent aussi unimjdertant dans la thermorésistance
(Larpent et Larpent-Gourgaud, 1997).

- Ledomaine B a une structure irréguliere (riche en feuillBjset variable selon la
famille des amylases (Jespersealet1993). Il est impliqué dans la liaison des ion$*Gpii
jouent un réle structural et participent a la sit#bde I'enzyme (Boel eal., 1990, Mobini-
Dehkoedi et Javan, 2012, Elleuche et AntranikiaBl3). Le calcium est également
indispensable pour préserver 'enzyme de I'attadee protéases (Souza et Magalhaes, 2010
et Ozdemir eal., 2013).

- Ledomaine C coté C-terminal et a une structure dite en sacilwlie feuilletsp
(Brayer etal., 1995 et Qian eal., 1993) qui participe au repliement post-traductainte
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'amylase pancréatique de rat, garantissant aiastiVité et la sécrétion de cette enzyme
(Doyon etal., 2002).

2-3-1-3- Nomenclature

Nom codifie : EC 3.2.1.1

Nom systématique: 1,4 alpha -D-glucane-4-glucamrdiase (Schamburget Slzmann, 1991 ;
Brozozowski et Davies, 1997 ; Dauteaét 1999).

Nom commun : alpha —amylase , d'autres nom (sgoglenase;amylase; endoamylase;

Taka-amylase A,maxilase.
2-3-1-4- Caractéristiques et propriétés desmha- amylases
a-Poids moléculaire

Le poids moléculaire des amylases varie d’une origine a l'autre et d’'uspeee a I'autre.
Il est compris entre 40.000 et 90.000 daltons (8dhoy et Salzmann, 1991).
Celui desu- amylases levuriennes, s’échelonne entre 40.000.600 daltons (Panchal,
1990).

Tableau 3: Poids moléculaire de quelquesmylases de différentes sources.

Origine de la-amylase Poids moléculaire Source bibliographique

1/ Candida Antarctica 50000 De Mot and Varachtert,1986
2/ Schwanniomyces alluvius 52000

61900 Wilson et al. 1982

3/Aureobasidium pullulans 98000 Li et al. 2007
N13
4/ Cryptococcius flavus 66000 Wanderly et al. 2004
5/ Saccharomycopsis fubiligera 54000 Chi et al. 2009
6/ Lipomyces kononenkoae 38000 Spencer-Martins et al. 1979
CBS5608
7/ Lipomyces kononenkoae 76000 Prieto et al. 1995

8/Filobasidium capsuligenum 64000 De Mot R. and Verachtert, 1985
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56000 Tsiomenko et al. 1992

9/Saccharomyces cerevisiae 54100 DeMoraes e08&09, 1

b-Température optimale

Selon l'origine et les espéces, les alpha amglas¢ des températures optimales comprises
entre 40°C et 90°C (Schombury et Salzmann, 1991 gftet, I'alpha amylase bactérienne est
réputé pour sa grande thermostabilité, cell8alellus amylolique faciensst caractérisée par
un optimum de température qui, selon les applinativa de 70°C a 90°C, alors que la
température optimale des alpha amylases fongiquegue entre 50°C et 76°C (Sicard, 1982
; Panchal, 1990Prieto efal., 1995.

Tableau 4 Température optimale de quelqueamylases de différentes sources.

Origine de ki-amylase Température Référence
optimale (°C)
1/Candida antractica 62 De Mot and Varachtert,1986
2/ Schwnniomyces alluvius 45-50 Moranelli
Schwnniomyces alluvius UCD 54t 40 Wilson et al. 1982
3 /Cryptococcus sp.S-2
4/Cryptococcus flavus 50
5/Filobasidium capsuligenum 50 -De Mot and Varachtert, 1985
45 -Tsiomenko et al. 1992
6/Schwanniomyces castellii 45 Clementi and Rossi, 1986
7/Saccharomyces cerevisiae 50 De Moraes et al. 1999
8/Aureobasidium pullulans N13 60 Li et al. 2007
/Aureobasidium pullulans 50-60 Saha et al., 1993
9/Lipomyces kononenkoae 70 Prieto et al. 1995
CBS5608
B. substilis 60 Ozdemir et al., 2011
Bacillus sp. PM1 50 Sharma et al. 2014
Bacillus cereus MTCC 1305 55 Singh et al., 2010
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c-pH optimum

L'alpha -amylase est tres sensible au pH. Paséouent, le choix du pH optimum est tres
essentiel pour la production de cette enzyme (MaMadtal., 1999). Selon Kindle (1983),
'optimum d’activité peut étre obtenu a des pH cospntre 4 et 8.

Les a-amylases bactériennes, ont un optimum supériela aeutralité, alors que les

fongiques, ont des pH optimum compris entre 4 (&a8pent etl., 1992).

Pour les levures, I'enzyme requiert selon leseesp des pH entre 4 et 6 (Panchal,
1990 ;Avwioroko, 2015).

Tableau 5: pH optimum et point isoélectrique de quelquemmylases de différentes sources.

Origine de -amylase pH optimum Point Références
isoélectrique
1/ Candida antractica 4.2 10.3 De Mot and Varachtert,1986
2 /Schwnniomyces alluvius 3.75-5.5 - Moranelli
-6,3 - Wilson et al. 1982
3 /Cryptococcus sp.S-2 6 - lefuji et al.1996
4/Cryptococcus flavus 55 -
5/Filobasidium capsuligenum 5,6 - Tsiomenko et al. 1992
6/Schwanniomyces castellii 4,5-7,2 - Clementi and Rossi, 1986
7/Saccharomyces cerevisiae 5 - De Moraes et al. 1999
8/Aureobasidium pullulans N13 4,5 - Li et al. 2007
Aureobasidium pullulans 5 Saha et al., 1993
9/Lipomyces kononenkoae 4,5-5 - Prieto et al. 1995
12/ B.cereus 5 - (Singh et al. 2010)

14/B. substilis 6 - (Ozdemir et al. 2011)
15/Bacillus sp. PM1 8 - (Sharma et al. 2014)
16/Bacillus sp. PN5 10 - (Saxena et al. 2007)

17/Bacillus sp.IM D370 10 4.9 Mc Tigue et al.1995
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d-Effecteurs

Toutes les alpha-amylases nécessitant au moisomnde calcium, qui joue un role
d’activateur allostérique et participe dans I'aation catalytigue de I'enzyme et le maintien
de sa structure tertiaire (Graham, 1996), sa pogsangmente la stabilité de I'alpha-amylase
vis-a-vis de la dénaturation thermique (Egaalet1998). Cependant les ions CErf*, Mg,
Mn?* et Fé* sont également des activateurs de I'alpha-amy(@skomburg et Salzmann,
1991).

Par ailleurs, I'alpha-amylase peut étre sensiljdusieurs agents inhibiteurs comme 'EDTA
(agent chélateur du calcium) et les métaux loutd<uji et ses collaborateurs (1996)
rapportent dans leur étude, sur l'alpha-amylaségife levurienne d€ryptococcus spque
les métaux lourds comme Fg(25%), Ad (51%), C4™ (52%) et ZA" (87%) inhibe l'activité
enzymatique. Par contre, les ions*NiIg®*, C&* et 'EDTA n’ont aucune influence sur
'enzyme a une concentration de 1IMm (Lefujakt 1996).

Les alpha-amylases peuvent étre inactivees pachédeur, 'urée a 8M (Hamilton et
al.,1999), l'acide formique, I'acide oxalique, I'acidactique et I'acide citrique, par contre
I'acide acétique stimule I'alpha-amylase (Ali etdgbmoneim, 1989).

2-3-1-5- Origines de I'alpha-amylase

Les a-amylases sont abondantes dans tous les regnes,oell été isolées par extraction a
partir des tissus végétaux et animaux ou par fetatien par des cellules microbiennes (Haq
etal., 2003 et Srinivasa &i., 2004).

a-Origine animale

Les amylases d'origine animale sont généraleregtraites a partir de la salive et du
pancréas des mammiféres (French, 1975). Les L'alpimylase animales sont incapables
d'hydrolyser la liaisom (1-6) de I'amylopectine ou du glycosyl oligosacates, I'hydrolyse
complete de I'amylose et de I'amylopectine paniamylases animales donne respectivement
du maltose et du D-glucose pour I'amylose et daoagie, maltose et des dextrines limites pour
I'amylopectine (Coolbear at., 1992).
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b-Origine végétale

Les alpha-amylases végétales possedent une emperiprimordiale dans le métabolisme
glucidique ou elles participent a la conversion'@®idon en le réduisant en sucres réducteurs
gui sont la source énergétique nécessaire a laiggion (Octavio eal., 2000). Ces enzymes
végétales sont synthétisées par un mécanismeatslgbmpliqué, au cours de la germination
des graines qui requiert une activité enzymatiqae importante pour la mobilisation des

réserves et le développement de I'embryon (Brawah,ett993).
c-Origine microbienne
v' a -amylase bactérienne

Ce type d'enzyme est obtenu principalement panefetation deBacillacees(Milner etal,
1997). Historiquement la premiere enzyme a été predch partir de souches d@acillus
amyloliquefaciensB. licheniformis(Bousseboua, 2002) @& Subtilis (Mctigue efal., 1995).

Cependant d’autres especes, produisant égalecetiet enzyme telle qu&hermobifida
fusca(Chao-Hsun Yang et Wen-Hsiung Liu, 2008)teptomyces sgfSamratChakrabortya et
al., 2009). De nombreuses amylases aux proprietéstimalles ont été découvertes chez des
bactéries acidophiles, alcalinophiles et therma@shilCes enzymes interviennent dans la
transformation de I'amidon par fragmentation ragdeclivant les liaisong (1-4) (Nadirman
etal., 2006).

v a -amylase fongique

La production industrielle d'enzymes a partir desroorganismes fongiques existe depuis
longtemps du fait que la premiére production dpH@amylase a été réussie par Takamine
en 1894.

Les producteurs principaux de I'alpha-amylase mmoisissures des genfespergilluset
Rhizopus(tableau 3). En plus des moisissures, les levypasicipent également a la

production de l'alpha- amylase (Bouix et Leveal9)qtableau 6).
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Tableau 6 :Les différentes origines de I'alpha -amylase nbezone.

Origine microbienne

Références

Bactéries
Bacillus lichenifomis
Bacillus steorothermophilus
Bacillus circulans
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus coagulans
Thermomonospora fuska
Alteromonas haloplinktis
Termus filiformis
Streptomyces rimosus

(Kandra efal., 2002).
(Dauter etal., 1999).
(Dey etal., 2002).

(Uiger et curakoglu ,2001).
(Babu et Satyanaray, 1993).
(Bush et Stutzenberger,1997).
(Feller etal., 1992).
(Egas etl., 1998).
(Vukelié etal., 1992).

Moisissure
Aspergillus oryzae
Aspergillus niger
Aspergillus flavus
Aspergillus sojae

Rhizopus oryzae

(Agger etal.,1998).
(Botton etal., 1990).
(Aidoo etal., 1981 ; Khoo, 1994 ; Abou
Zeid, 1997).
(Lucio etal., 1996 ; Cuveillier, 1999).

Rhizopus sp. (Soccol etal., 1994 ; Cuveillier, 1991).
Penicillium griseoroseum (Ray, 2001).
Levure (Ruohonen edl., 1991 ; Wang et Kuo,
Saccharomyces cerevisae 2001).
Candida sp. (Bouix et Leveau, 1999).
Pichia sp.

Endomycopsis sp.
Lipomyces sp.

2-3-1-6- Mécanisme d’action

L’activité catalytigue de I'enzyme implique larpaipation des trois acides aminés du site
actif : Asp 231 (nucléophile catalytique), Glu 2édineur catalytigue de I'hnydrogéne) et
Asp328 (I'aide de catalyse) (Mc carter et Withéi896 et Uitdehaag al., 1999). En effet, la

réaction catalytique est réalisée en trois étaippsé 4) :

a/ Protonation de I'oxygéne glucosidigae lg donneur de proton Glu 261 suivi d’'une
attaque nucléophile sur C1 du résusgutre en position 1 par Asp 231 et le départ

de I'extrémité réductrice du substrat
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b/ Activation d’'une molécule d’eau, vransblablement par le maintien du Glu261
déprotonné.

c/ Régénération de I'état initial et liaton de I'autre fragment du substrat, par
hydrolyse du lien covalent entre I'geye nucliophile de | Asp 231 et le C1lde résidu
du sucre en position 1 (Davieglet1999 ; Nielson eal., 2001).

Glu 261
| I [l pe 1] c
g "D o % o A
L s [
i ~O—H
R
(¥ ] )
- C', 1 ‘:‘::/ - 'j\icfo
Asp 231

Figure 4 : Mécanisme catalytique des hydrolases glycosylighessen
etal., 2001)

2-3-1-7- Production d’alpha-amylase

Plusieurs auteurs travaillent au criblage deseoiganismes pour la production d'enzymes,
I'isolement et la production des alpha-amylasesaegliulaires (Jensen at, 1987 ; Haasum
et al.,, 1991), ainsi que la purification et la caractérisade ces derniéres (Nguyen adt,
2000). Des alpha-amylases microbiennes sont maintendustriellement produites, par des
especes ddacillus Aspergillus et Rhizopus par fermentation submergée ou semi solide
(Niehaus etl., 1999; Bel'en edl., 2006).

Actuellement, la production d’alpha-amylase metj@u des procédés biotechnologiques a
moindre co(t, utilisant comme substrat de ferm@natles déchets organiques, tels que la
pulpe de betterave (Baldwin &t, 1986), les déchets d’oranges (Nouadalet2010 ; Djekrif
etal., 2006 ; Bennamoun ai., 2004 et Diomi etl., 2008), les produits céréaliers (Pascal et
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Thomas, 1990 ), les rebuts des dattes (AcouréAeeatiouche,2011) et le lactosérum (Djekrif
etal., 2014 et Ait Kaki efal., 2012). Le milieu de fermentation contient en gdhBamidon,
considérée comme meilleur inducteur dedmylase bactériennégnuginosus thermomyages

et fongique AspergillusetPenicillium) (Leveau et Bouix, 1993).
2-3-1-8- Utilisation de la-amylase

La grande spécificité d’action dexfamylase et les conditions trés douces dans ldsguel
elle opére conferent un avantage certain sur léglysaurs chimiques ordinaires. Aussi,
'usage des préparations enzymatiques s’est caadildénent développé dans de nombreux
secteurs de la bio-industrie. En effet, de nomboteurs d’activité ont mis a profit depuis
une trentaine d’année la bio-spécificité de I'eneyeh I'utilise comme agent de production de
meétabolites comme aides technologiques ou commaés camalytiques. Les industries
pharmaceutique, alimentaire et chimique sont lescipaux utilisateurs de cette enzyme
(Cuveillier, 1999 ; Pandey at., 2000).

a- Industrie alimentaire

* En panification

L'amidon et les enzymes responsables de sa matitifn sont utilisés par les industries de
cuisson en grande quantité dans le monde entien tles probléemes majeur auquel est
confronté l'industrie de cuisson est l'effet desissement (Zobel et Kulp, 1996). Ce dernier
conduit a une augmentation de la fermeté de mie, perte de netteté de la crolte, une
réduction de la teneur en humidité de la mie etlalesaveur du pain. Ceci réduit
considérablement la qualité du pain et autres pro¢dug-Ilten etal., 2003). Ce probleme est
essentiellement résolu par les traitements chinsigiais de nos jours, les consommateurs
préferent le traitement enzymatique, donc biologjgavec moins d’effets néfastes sur la
santé. L'addition d'une petite quantité dedmylase dans la farine augmente la production de
gaz carbonique apres fermentation et conduit @r&btention d'un pain aéré et tres léger
(Pandey eal., 2000).

* En glucoserie

Dans les industries de sirop de sucre;aimylase conduit a la préparation de mélanges
d'oligosides linéaires et ramifiés connus commézniant sous le nom de maltodextrines ou

de sirop de glucose. Le traitement de 'amidon #mmément avec d-amylase stimule
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I'efficacité de la réaction de saccharificatiorgéhere des rendements plus élevés du produit
final (Saha eal., 1988; Silva, 2005 ; Nair etl., 2006).

e En brasserie

Pendant le brassage de la biere, I'amidon esing#asé par ti-amylase en dextrines et en
sucres fermentescibles pour former un modt suaédublon est bouilli avec le modt sucré
pour produire le modt houblonné. Les levures agissdors sur le modt houblonné

ultimement pour produire de la biere (Prakeshl.,2012).
b- Industrie non alimentaire :

* En industrie du textile

- Il forme une couche protectrice entourant lesdiin d’éviter leur désagrégation au cours du

tissage.

- Il est utilisé pour la finition des vétementsnafie les rendre plus fermes, plus rigides et plus

lourds.

- Il permet I'impression du tissu ou la créationcgetaines couleurs sur la surface du textile.
Les amylases alcalines (a pHB.0) et thermostables conviennent parfaitemetna@uktrie

du textile pour la saccharification de I'amidon bégnchisserie pour éliminer I'apprét amylacé

et les taches (De souza dbd Oliveirg 2010).

e Enindustrie des détergents

L'utilisation d'enzymes dans les détergents anamig ces dernieres années. De nos jours,
90 % de tous les détergents contiennent ces enz{@gda etal., 2003 et Mitidieri efal.,
2006). a-amylase a pH> 8.0 a des applications potentielles pour la saddaion de
I'amidon et les textiles et est également utilidaes 'industrie des détergents pour les lave-
vaisselles automatiques et les blanchisseries &ial., 1995; Hatad&t al.,2001; Schallmey
et al.,2004 et Mukherjeet al.,2009).

* En papeterie

L’a -amylase en papeterie sert a liquéfaction de damipour préparer la sauce de couchage
permettant d’éliminerles irrégularités superfi@slide la feuille (Tolan,1996).
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c-Utilisation de I'a-amylase dans le domaine médical et pharmaceutique

Dans le domaine pharmaceutique;dmylase est utilisée comme agent anti-inflammatoir
en soutenant le traitement par des antibiotiquesscamme un aide digestif pour éviter les
dyspepsies et les fermentations intestinales (Vig@03). Dans le domaine médical, aF
amylase dans les liquides biologiques peut déceleaines maladies : insuffisance cardiaque,

oreillons, cancer du pancréas... (Pandegl.2000).
d-Autres applications :

Les a-amylases peuvent étre employées dans les traitentas eaux résiduaires par

élimination de I'amidon (Michelen et Castillo, 1984

2-3-2-Cellulasg(EC 3.2.1.4)

Une cellulase (1,4- (1,3; 1,4) - beta-D - Gh#taglucanohydrolase) est une enzyme qui
peut décomposer la cellulose. Elle est produitégtygment par des bactéries, des levures et
des protozoaires, qui jouent un réle majeur dandigestion par les animaux, et dans la
transformation de la matiere organique végétalbuenus dans le sol. Elles ont aussi des

applications biotechnologiques et industrielles.

2-3-2-1-Structure de la cellulase

La majorité des cellulases microbiennes étudseed des glycoprotéines (Beldmanal,
1985) et ne sont pas des métalloprotéines (®ata., 1994). Elles ont généralement une
structure modulaire avec deux domaines fonctiondisisncts : Le site catalytique et le site
de fixation du substrat, habituellement reliéserix paun peptide glycosylé flexible riche
en Ser / Pro et Thr appel€ linker > (Figure 5) (Cavako-Paulo, 1998 ; Receveunl,
2002 ; Haspeet al., 2002).




Revue bibliographique

Figure 5: Exocellulase CBHI(Ce 17A) derichoderma reesgjohn etal., 2005)

(A :le site de fixation, B :le linker glycosylé , (& site catalytique)
2-3-2-2- Les enzymes cellulolytiques
Sous le nom de cellulase, sont regroupées phssezizymes dont seule I'action synergique
peut aboutir a I'hydrolyse complete de la cellulogstalline.

L’activité cellulasique se traduit par I'actior ttois types d’enzymes :

a- L’exo B (1-4) glucanase ou Cellobiohydrolase : EC (3.2.1.9

Cet enzyme attaque les polyméres de celluloskepaxtrémités non réductrices et libére
exclusivement du cellobiose. L'enzyme seul attdgaeelluloses partiellement dégradées. Le
réle essentiel de cet enzyme est de permettrédrade I'endocellulase sur la
cellulose cristalline. Quelques champignons filateex ( Trichoderma resei, Trichoderma
koningii, Fusarium solani, Chaetomium thermoph8gprotrichum pulverulentunseulement

semblentdisposer d’'une cellobiohydrolase (Scriban, 1999).

b- Endo g (1-4) glucanase ou Endocellulase : EC (3.2.1.4)

L’endocellulase est capable de rompre les ligisoternes de la chaine cellulosique.Elle
attaque au hasard et entraine la libération dedmttrines,de cellobiose et de glucose.
L’endocellulase est tres active sur les cellulasdgbles. (Haspest al, 2002).

La complémentarité des deux types d’enzymeés citdessous explique en partie I'effet

synergique du mélange.
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c- B(1-4) glucosidase ou Cellobiase : EC (3.2.1.21)

La cellobiase hydrolyse la liaisnglucosidique du cellobiose et libére deux molécules
de glucose. Selon sa spécificité, la cellobiase gta active sur lef (1-4) oligoglucosides,
mais I'activité diminue rapidement quand la longuée la chaine augmente. (Scriban, 1993,
Jossefsson, 2006).

Le complexe enzymatique de la cellulase travadie synergie,c’est-a-dire qu’une
coopération d’action entre les trois composanteszimes, dans laquelle le produit d’'une
réaction enzymatique devient le substrat pour wiee §Fang, 2008).

2-3-2-3 Caracteristiques des cellulases
a-pH optimum
La plupart des préparations cellulolytiques étadiont un pH optimum variant de 3 a 7
(Lynd et al.,2002). Celles d’origine fongique ont une gamme filngée (pH de 4 a 5)
contrairement aux cellulases bactériennes dorttllegiimum est proche de la neutralité
(Buchholzet al, 1983).
b-Température optimale
La température optimale des cellulases fongigads entre 40 et 70 °C alors que celle
des bactéries varie entre 50 et 100°C, ce quigxglieur utilisation en industrie du textile
(Andoet al, 2002).

2-3-2-4-Les différentes origines de la cellulase

Les cellulases sont largement répandues danstlare (Xuet al, 2000). Elles sont
recensées chez des organismes trés divers : leactéhampignons, plantes, protozoaires,
vers, mollusques, insectes etc...(Odier et Rou285)1 De ce fait, les cellulases peuvent avoir

plusieurs origines : animale, végétale ou micrahéen

a- Origine animale
Plusieurs espéeces animales (omnivores et hedsyatilisent la cellulose comme source
d’énergie, malgré leur incapacité a produire ddisileses endogeénes, mais ceci est dU a une
vie symbiotique des microorganismes dans leur Bystéigestif (Smanet al, 1998). Ainsi,

peu de cellulases endogenes ont été décrites ekexrglanismes supérieurs (&ual, 2000).
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b- Origine végétale
Les cellulases jouent un réle important dansdsunation des fruits ou elles participent a
la libération des ardmes (Cordonnétral, 1986). Ces enzymes végétales sont généralement
obtenues par extraction a partir des fruits tels s grains de raisin, les amandes douces
(Riccioet al, 1999), de I'avocaPersea american@Blume et Ennis, 1991), des céréales tels

gue I'orge (Daret al, 2000) et le riz de la variét@ryza sativgXu et al, 2000).

c- Origine microbienne

Chez les levures, les genres pouvant présentenciivité cellulasique, sont beaucoup plus
rares, néanmoins on peut citer le gefnnehosporon(Scriban, 1999)Candida wickerhamii
dont I'activité cellulasique est uniguement de typeglucosidase (Gunatt al, 1990), ainsi
gueKhryveromyces lactiavec deux endoglucanases Egl A et Egl B (Haspal.,2002).
Tous ces microorganismes sont capables de dédeacetulose native (Williams et
Orpin,1987 ; Hebraud ,1988). Chez des champignamebas strictes, Neocallimastix
frontalis, Sphaeromonas commures Piromonas commmunig) a été mis en évidenogn
équipement enzymatique trés complet leur permettdrydrolyser les polysaccharides des
parois cellulaires végétales. D’autres especesrainias telles que le€hytridomycetesont
connues pour leur capacité a dégrader la celluases les appareils gastro-intestinaux des

ruminants (Carlileet al, 1997).

2-3-2-5-Application industrielle de la cellulase

La biotechnologie des cellulases a débuté verammées 1980 dans I'alimentation animale
(Chesson, 1987) et ensuite dans l'industrie duléexte la lessive et du papier.
Actuellement, elle occupe environ 20 % du marchédra des enzymes (Bhat, 2000,
Lekchiri et al.,2006). Les performances élevées atteintes leuneouges perspectives
intéressantes pour différentes applications indeligs (Scriban, 1993), dans les industries de
transformation de I'amidon, de brasserie, I'exii@tde jus de fruits et légumes (Getcal,
2008). L'une des applications potentielles desutadles est la production d’éthanol-carburant

a partir de la biomasse lignocellulosique.
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2- 3-3- Les enzymes pectinolytiques

2-3-3-1-Définition

Les enzymes pectinolytiques ou pectinases sogtaupe hétérogéne d'enzymes qui
hydrolysent les substances pectiques et qui saygr@ent distribuées dans les plantes
supérieures et dans les micro-organismes. Cettdldatienzymes est capable d'attaquer une
variété de liaisons chimiques des pectines. Lederanzyme pectinolytique » ne concerne
gue les enzymes qui agissent sur la partie gatautyue des substances pectiques et les
enzymes capables de dégrader les chaines latémtemt pas classées parmi les enzymes
pectinolytiques(Parenicovat al.,2000 et Torregt al.,2013).

2-3-3-2- Classification des enzymes pectinolytiques

Les enzymes pectinolytiques sont classées selonature du substrat (pectine, acide
pectique, oligogalacturonate), le mécanisme deadigion (trans-élimination ou hydrolyse)
(figure 6),et le type de clivage (endo ou exo) @avliorres etal.,, 2006). Ces enzymes
peuvent étre divisées en deux grands groupes :péssinestérases (PE) ou pectine-

meéthylestérases (PME) et les dépolymérases (pelyyeibnases et lyases).

COOCH, H OH COOCH, = OH COOCH, H OH
y CH HA L HO A OH H# 4 HO 4 0 H A 4
e 1 ¥ Hs O P W F, e y, H S0
(H N+ ':'x?‘H A= (H N or TN o £ H Bt A
H OH H OH ¥ oH PMGL H ‘?H -0 b 0 PMG H'QH_ B on r::'.-*tt1 0
H OH COOCH, H QH COOCH, “i OH COOCH,
L
|
4 | PE
coo- H OH coo’ " H OH cogQ” H OH
—CH HA i -0 HO A—O0H H— HO A~—O0 N HA—
2 ¢ H Y + -:5_,':::4 ] - (H I ¢ (I:IH O - (H |+ i"' |
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Figure 6 :Mode d’action des pectinase PMGL :polyméthylgaleatate lyase ;PMG :
polyméthylgalacturonase ;PE :pectinestérase ;PGlygplacturonate
lyase ;PG :polygalacturonag&ouhoundeet al.,2014).

2-3-3-2-1-Pectinestérases (PE) ou pectine-méstérases (PME)
Les PE catalysent I'hydrolyse des liaisons esterthyliques des pectines HM, entrainant la
libération de méthanol et la formation d'acide galgcturonique. L'activité de la PE peut étre
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suivie soit par le dosage du méthanol libéré, gaitla détermination de I'augmentation du
nombre de carboxyles libres ou encore en utilisantégulateur de pH. En effet, l'ionisation
du groupe carboxyle produit un proton dans le mjliee qui cause une variation du pH
(Jayani etl., 2005).

2-3-3-2-2-Dépolymérases

Les dépolymérases sont des hydrolases (polygatectses et lyases) qui possédent des
activités endo- ou exo-galacturonases. Les dépahsaé peuvent étre subdivisées, en
fonction du substrat et du mécanisme de clivage l@ésons glycosidiques, en quatre

catégories différentes :

les polygalacturonases (PG), les polyméthylgalacases (PMG), les polygalacturonate
lyases (PGL) et les polyméthylgalacturonate lydB&4GL).

a-Les polygalacturonases (PG)

Les PG sont des enzymes pectolytiques qui catayhydrolyse des liaisons glycosidiques
a-(1-4) des pectines acides (acide polygalactur@)igCes enzymes sont spécifiques des
substances pectiques non ou partiellement esesifiar du méthanol. Elles sont les plus
étudiées parmi la famille des enzymes pectolytigues PG impliquées dans I'hnydrolyse des
substances pectiques sont des endo-PG (EC 3.2¢t. 185 exo-PG (EC 3.2.1.67) (Jayani et
al., 2005).

b-Polyméthylgalacturonase (PMG)

Les polyméthylgalacturonases hydrolysent ladiais-(1-4) entre deux résidus d’acide
galacturonique. Ce sont des glycosyl hydrolasden3eur mode d’action, il est possible de
distinguer les endo- et les exo-polyméthylgalactases.

cLes lyases ou transeéliminases

Les lyases dégradent la pectine, les oligomérésseolymeéres d'acide galacturonique. Ce
sont des enzymes qui rompent la liaison glycosmiqD-O par un mécanisme de
B-élimination. Leur action dépolymérisant entrairee libération d'uronides insaturés et

d'oligoméres de petite taille.
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Comme pour les PG, selon que la réaction enzgmate fait au hasard ou a I'extrémité de
la chaine, on distingue les endo- et les exo-lydses réactions catalysées par les lyases sont

illustrées a la figure 6.
d-Polyméthylgalacturonate Lyase (PMGL)E.C. 4.2.2.10)

- Les endopolyméthylgalacturonate Lyases qui hysmit de facon aléatoire les liaisons

a 1-4 des pectines.
- Les exopolyméthylgalacturonate Lyases qui hydrehy de facon récurrente les pectines par
réaction de transélimination.

Les PMGL sont les seules dépolymérases capabldegrader les pectines HM sans action
préalable d'autres enzymes (Jayarmile2005).

2-3-3-3- Origine des enzymes pectinolytiques

La plupart des préparations commerciales de mesgs sont d'origine fongiquéspergillus
nigerest la source fongique la plus communément wtiligéur la production industrielle
d'enzymes pectinolytiques (Jayaniakt 2005). Par ailleurs, différentes especes de lsvure
productrices de polygalacturonase sont utilisédsstriellement pour améliorer la qualité
des jus fruits, telles qu&hodotorula Saccharomyce£andidg Cryptococcuset Geotrichum
(Merin Maria Gabriel etal., 2015 ;Naumov etal.,2016 ;Pagani etal.,2016 ;Belda et
al.,2016 ;Moubasher etl.,2016)

2-3-3-4-Application industrielle des pectinases

L’industrie des jus offre, aux dépolymérases debstances pectiques, un large champ
d’utilisation dans la transformation des produisgétaux. Ces enzymes trouvent ainsi,
plusieurs applications dans les productions diwersdes que les boissons a base de fruits ou
de légumes et autres. Parmi ces enzymes, les petyganases (PG) ont un effet
considérable sur la modification des propriétésspnychimiques des pectines et des pectates
(Rzedowski, 1972; Durand et Monsan, 1982).

Le champ d’application de ces enzymes s’élaggtyellement a d’autres productions que
celles des jus de fruits et de légumes : comme pextraction des huiles essentielles et des

pigments caroténoides a partir des écorces d’agr(Bannin etl., 1997).
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3- Lactosérum
3-1 Définition
C’est un produit laitier liquide de couleur jaunietenu durant la fabrication du fromage, de
la caséine ou de produits similaires, par séparatiocaillé aprés coagulation du lait et/ou des
produits dérivés du lait. Le caillé représente demble des protéines non solubles et la
matiére grasse alors que le lactosérum contiem¢ddas substances solubles du lait (lactose,
protéines et minéraux solubles,un peu de matieassg) (Dion efal.,1978; Luquet et

Bonjean-Linczowski, 1985).lors de la transformatchnlait et la fabrication du fromage, les

différentes voies technologiques (figure 7) peramdtt'obtention de deux principaux types de

lactosérum.
LAIT  f Pasteunisation- Ecrémagel — o Creme
-Standardisation
Y
LAITECREME LAIT STANDARDISH
f . | !
Caséinate Casénerie Fromagerie Fromagerie
aridel présure Pates friches Pates pressées
l pates molles
Fromage
frais
Permeéat
duitrafiiiration

ds caseme

Serum acide ‘Sm&m de
. cméme

Figure 7: Voies technologiques permettant I'obtention descpaux types de lactosérums
issus de la premiére transformation du lait (AlaB34).
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* Lactosérum doux

C’est un coproduit des fromages a pate caifiite pressé et de la caséine, obtenu apres le
traitement du lait par voie enzymatique, génératerpar la présure, avec un pH variant entre
5,7 et 6,5.

* Lactosérum acide

C’est la phase aqueuse résultant de la fabricaésnfromages a pates molles ou fraiches
ou de caséines, pour lesquels le caillage a lirs smprésurage c'est-a-dire par acidification
(coagulation lactique) d’ou leur nom. Le pH du ¢tsgirum acide varie entre 4 et 5 (Imbert-
pondaven, 1977 ; Alais, 1975, Luquet et Bonjearctawski, 1985).

3-2-Composition chimique

La composition chimique du lactosérum varie consibi@ment selon la source du lait
(tableau 4), les différents traitements que l'oit faubir pour le transformer en produits

consommables et les procédés de fabrication (Lepé&gr2004).

Tableau 7: Composition chimique des deux types dy
lactosérum en a/l (Alais. 197

Composant Chimique Lactosérum doux Lactosérum acide

Matiere seche

Lactose 55 ? & 55 ? 65
Lipides 4Qa 57 38@ 55
Matieres azotées totales Oa ?’0 Oa ?’0

Cendres 7,0 a 11,0 4.8 a 10,5
Calcium 4 ,O\a 6,0 6,0 a 8,0
Phosphore 0.4 {’l 0.6 1.2 ‘j’l 1.4
Potaspsium 0.4 a 0.7 0.5 a 0.8

Chlorure 14 {’l 1.6 14 ‘j’l 1.6
Acide lacti 20a2,2 20a2.2

cide factique 0a0,3 7,0a8,0
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Tableau 8 : Activité biologique des protéines et des peptidies
lactosérum (Mclntocl 1998 ; Berry, 2000

Protéine ou peptide

Activité probable

Protéines du lactosérum brut

Anti-cancérogene

Stimule le systéme immunitaire
Prolonge la durée de vie
Réduit le cholestérol

B lactoglobuline
B lactorphine
a lactalbumine
a lactorphine

Facilite la digestion

Augmente le contrdle de la douleur
Anti-cancérogene

Augmente le contréle de la douleur

Lactoferrine

Lactoferricine

Antimicrobien (antibactérien/antiviral)
Contréle le transport du fer
Stimule le systéme immunitaire

Anti-inflammatoire
Favorise la croissance des cellules
Anti-cancérogene
Antimicrobien

Immunoglobuline

Immunité passive

Lactoperoxidase

Antibactérien

Sérum-albumine sérorphine

Augmente le contréle de la douleur

Glycomacropeptide

Facilite la digestion

3-3- Intérét industriel du lactosérum

Il N’y a pas si longtemps, le lactosérum liquiditésouvent traité comme un déchet tandis

gu’aujourd’hui on le considére comme un sous-prokiice n'est un produit) utile de la

production laitiere. Les produits a base de lactoeéconstituent un segment relativement
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neuf des marcheés laitiers mondiaux. Depuis 199dotemerce international du lactosérum a

connu une hausse annuelle de prés de 25% (Nakdisditr, 2000).
3-3-14ntérét alimentaire

Une quantité considérable de lactosérum efitadi dans I'alimentation animale, et le
marché international de l'alimentation animale et dngrédients connexes est en pleine
expansion. De plus, il constitue un ingrédient aliaire a valeur ajoutée, utilisé dans une
vaste gamme d’aliments et de boissons (GrangeaetBlain, 1982 ; Lowisfert, 1994 ; Dryer
etal., 2001).

3-32- Intérét médical

Actuellement, les scientifiques évaluent les eftgiaéfiques des fractions de protéines de

lactosérum et leur intérét qui pourraient offrisdantages fonctionnels en matiere de santée.

L'utilisation de ces fractions est fort proneeise pour ce qui est d’offrir, aux secteurs de
I'alimentation et de la nutrition, des occasionsddeelopper de nouveaux produits vraiment
efficaces contre les maladies du cceur (réductiochdlestérol et de la tension artérielle), les

ulcéres, les cancers, etc. (voir tableau®)rard, 2000 ; Berry, 2000).
3-3-3-Intérét biotechnologique

En biotechnologie, le lactosérum par sa ca@iipm biochimique (riche en lactose et en
protéines) possede d’intéressantes propriétés eomitieu de fermentation pour plusieurs
microorganismes assimilant le lactose comme sodecearbone et d’énergie. Il s’agit des
levures de boulangerie telles goaccharomyces cerevisjg@andida kefyret Kluyveromyces
fragilis (Metz etal., 1968 ; Ecalard, 1990 ; Gana et Touzi, 2001) eca¢rniére est cultivée
sur le lactosérum doux déprotéiné et enrichi par fdeteurs de croissance dans le but de

produire de la biomasse (Gana et Touzi, 2001).

L'utilisation du lactosérum comme milieu deltate est également favorable au
développement de moisissur@gnicillium camemberta permis la production des protéases
acides, neutres et alcalines en utilisant plusiéarteurs de croissance sélectionnés par des
méthodes statistiques (Jollivet et Belin, 1993 chekra etl., 1999 ; Benlounissi, 2004). Ce
coproduit laitier a été utilisé aussi pour la femtagion de Mucor mieheiet Endothia
parasitica produisant des aspartylprotéases (Saint-Pawall.et1984 ; Seker eal., 1999).

Le lactosérum déprotéiné a servi comme milieu de Ipour la production de la cellulase par
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la moisissureAspergillus niger(Leghlimi, 2004). Certaines especes bactérienmesne
Lactobacillus bulgaricusermentent sur des milieux de cultures a basadedérum pour la

production d’acides organiques et de différentesymes (Jannot eal., 1984 ; Ecalard,
1990).
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Matériel et méthodes

1-Matériel biologique

Les microorganismes utilisés dans notre étudet des deux souches levuriennes
Clavispora lusitaniae ABS(LL7) etMeyerozyma guilliermond{L6) isolées par
Dr Dakhmouche-Djekrif Scheherazed a partir desigrde blé dur cultivés et stockés dans la
région de Biskra :région aride du Sahara Algériebes grains de blé sont fournis par
I'Institut Technique du développement des AgrickdiiSahariennes (1.T.D.A.S.) de Biskra.
Les souches sont conservé a -20° C en milieu YP@A& glycérol comme cryoprotecteur et
entre -20 et -70°C dans des Cryo-Billes.

2- Milieux de réactivation
Les milieux utilisés pour la réactivatiorsd®uches sont les suivants :

- YPGA: yeast extract peptone glucose agar (voir @@ane
- PDA :potatoes dextrose agar (voir annexe)

- Sabouraud commercial

Les milieux préparés sont répartis dans teohs de 250 ml et stérilisés a 120°C

pendant 20 min.
3- Réactivation des souches

- Couler les milieux stériles dans des boites dd.Pét

- Préparer, a partir d’'une culture de 48h maximune suspension dense dans de I'eau
stérile (1ml).

- Une fois les milieux solidifiés, ensemencer legdmavec une goutte de la suspension
par étalement en stries.

- Incuber les boites de Pétri a 40°C pendant 48ta 72

- Conserver a4°C.

4-Mise en évidence des activités enzymatiques

Pour la mise en évidence des différentes agsivienzymatiques maltasique, amylolytique,

cellulasique, pectinolytique, protéique, 5 miliede cultures sont préparés (Annexel) :
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4-1-Milieux de culture

Les Milieux de maltose, d’amidon, de cellulose, gkctine et de caséine sont préparés a
raison de llitre pour chaque milieu. Aprés stailan a 120 °C pendant 20 min, les milieux

sont coulés dans des boites de Pétri.
4-2-Préparation de la suspension de cellules etsemencement

- A patrtir d’'une culture de 48h maximum, quelque®nas de L6 et L7 sont transférées
séparément dans de I'eau distillée stérile jusgu&opacité Mac Farland 3.

- Repiquer 2 gouttes de chaque suspension au centaesurface des milieux coulés.

- Incuber les boites ensemencées a 40°C, 50°@f@ pendant 48 a 72 h.

4-3 -Révélation des activités enzymatiques

-L’activité a-amylasique est révélée par le lugol, laissé d@gimih

-L’activité enzymatique de la cellulase et denlaltase est révélée par le rouge congo 1%,
laissé agir 20 a 30 min puis rincage par le NaCl, 5Missé agir 40 min.
-L’activité enzymatique de la pectinase est révgié@e une solution d’iodine-potassium
iodide (Annexe 2).

5-Comparaison de la production enzymatique des soles L6, L7 et sélection de la

souche la plus performante

La production des 5 enzymesamylase, pectinase, maltase, cellulase et protéaste
étudiée et comparée chez les deux leviB&svispora lusitaniaeABS7 et Meyerozyma

guilliermondiafin de sélectionner la souche la plus performante
6-Etude de la production enzymatique

Pour réaliser cette étape, une fermentatibmsugée est effectuée dans des erlenmeyers
de 500 ml contenants 100 ml de milieu de produciidbase de lactosérum.

6-1-Milieu de base
Le lactosérum traité un pH de 4,46, issu de la fabrication des fromage lactosérum
renferme les composants solubles du lait : lactps#gines, sels minéraux et des traces de

matiere grasse (Larpent et Sanglier, 1992).
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Celui qui est utilisé dans notre travail, est foyrar la laiterie de Chaab Erssas, Constantine.

Il est conservé a 4°C pour une courte durée deBR4ed a -20°C pour une durée plus longue.

6-1-1-Traitement du lactosérum

Le lactosérum est filtré a travers la gazen aiéliminer les impuretés. Avant son
utilisation, le lactosérum subit un traitement derinocoagulation sous I'action combinée du
pH (ajusté a 4,6) et de la température a 100°Cagrer@D min afin de précipiter les caséines
qui seront ensuite éliminées par filtration. Lerét constitue le milieu de base et sert a

préparer le milieu de culture.

6- 2- Milieu de production

Pour I'alpha amylase : 500 ml milieu A + 1.34g didon
Pour la cellulase : 500 ml milieu A +1.355@MC
Pour la péctinase : 500 ml milieu A +1.35¢g detme

La composition de milieu A est la suivante :
Lactosérum traité (milieu de base) 600 ml (Larp@otirgaud et Sanglier, 1992¢xtrait de
levure 0 ,22g+solution de sels 5,3 ml+ solutionigméléments 2,6 ml (Annexe 3).

6-3-Dénombrement des cellules

Le dénombrement cellulaire se fait par comptagda cellule de Thomas
(0.100mm/0.0025mp) par observation optique aprées une dilution d® Hi la solution mére
de facon a obtenir une densité optique mesurablsgectrophotomeétre. La densité optique

de la suspension est déterminée a 600nm (Abs @D(BAnexe 4).

7-Fermentation

Pour la production enzymatique farlusitaniaeABS7, la fermentation est réalisée en erlen
meyers de 250ml. Aprés stérilisation des erlenngegel10°C pendant 15 min, les milieux a
base de lactosérum traité sont ensemencés avecSde B0 cellules /ml deClavispora
lusitaniae ABS7. Les cultures sont incubées sous agitatiohl@Grpm a température 45°C
pendant 28 h.
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8-Centrifugation

A la fin de la fermentation, le jus de la femtaion est centrifugé a 8000 g pendant
20 min . Le surnageant est récupéré et utilisé [@odétermination des activités enzymatiques

et I'étude de la thermostabilité.

9-Dosage des activités enzymatiques

9-1-Dosage de l'activitéu-amylasique

-Ajouter 0,5 ml de I'extrait enzymatique dilué0zoml d’amidon a 1% dans du tampon
Tris- HCI pH 8.

-Incuber le mélange réactionnel a 40°C pendamhi®0

-Stopper la réaction par addition de 1 ml deitsmh DNSA (Annexe 5) et incuber a 100°C
pendant 10 minutes.

-Lire 'absorbance des échantillons a 540 nm.

La réaction est colorimétrique et l'intensiela coloration est proportionnelle a la quantité
de sucre réducteur libéré par la réaction d’hydmlyl’activité a-amylasique est définie
comme la quantité d'extrait enzymatique nécesgaive produire Jumole de sucre réducteur
(équivalent au maltose) par min (Bernfeld, 195%abkorbance est déterminée a 540 nm par
rapport a une gamme d'étalon de 0 a 2 mg/ml deosma(figure 8 ). L'unité amylasique est le

nombre dgumole de maltose libéré par minute.

0.9 1
0.8 1
0.7 | Rz 1
0.6 -
0.5 |

0.4 -

Abs a 540nm

0.3 -

0.2 -

0.1 -

0 0.5 1 15 2 2.5
mg/ml de maltose

Figure 8: Courbe étalon du maltose
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9-2-Dosage de I'activité pectinolytique

-Ajouter 100 pl de I'extrait enzymatique dilaél/10 dans le tampon tris HCI pH 8 a 100ul
pectine 1% dans du tampon tris HCI,pH 8

-Incubation & 40°C pendant 20 min

-Ajouter 400l de DNSA

-Incuber a 100°C pendant 15 min puis refroidir.

-Ajouter 4,4 ml de I'eau distillée

-Lire 'absorbance a 540 nm, une courbe étahatide galacturonique est réalisée

(Miller, 1959) (figure 9).
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Figure 9 : Courbe étalon de I'acide galacturonique

9-3- Dosage de l'activité cellulasique

Mélange réactionnel :
-Ajouter a 0.25 ml de I'extrait enzymatique diluE0 dans le tampon citrate, 0.25 ml CMC
(1%)(Annexe 5)
-Incuber a 50 °C pendant 30min
-Ajouter 0.5 ml DNS et agiter
-Incuber a 100°C pendant 5 min
-Ajouter 2.5 ml de I'eau distillée

-Lire I'absorbance des échantillons a 540 nm.
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-La courbe étalon du glucose est utilisée comméreéte pour le calcule de Il'activité

enzymatique (Miller, 1959) en Ul (figure 10 ).

0.6 -
0.5
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0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
glucose( g/l)

FigurelC : Courbe étalon du glucose

10-Dosage de protéines (méthode de Lowry)

10-1-principe

Le principe de la méthode consiste a réduire dactif de Folin-Ciocalteu (acides
phosphomolybdique et phosphotungstique) en présgmgeotéines en un complexe bleu de
molybdene. La réaction est précédée d'un prétraitérpar un réactif de cuivre en milieu
basique, ce qui permet d’en augmenter la sengibiieux colorations sont mises en jeu :

- celle donnée par le réactif Folin-Ciocalteu ¢téades phénols)
- celle donnée par le sulfate de cuivre (CgSO

La lecture de la coloration s’effectue a 650 nm

10-2- protocole
Le dosage des protéines est déterminé coraine s
- Ajouter a 0,5ml d échantillon, 2,5 ml de la smatM (Annexe 6). Agiter et laisser reposer
10min a température ambiante.
- Ajouter 0,25 ml de réactif de Folin dilué et agit
- Laisser la réaction colorée se développer 30aniobscurité, et lire I'absorbance a 650nm.

-La courbe étalon de BSA est présentée dans leefityl.
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Figurell :Courbe étalon des protéines

11-Purification de I'alpha-amylase
11-1- Précipitation des protéines par I'acétone
Le protocole consiste a mettre sous agitationwalome de I'extrait brut et quatre volumes
d’acétone. Le mélange est mis a 4°C pendant urteavant d’étre centrifugé a 12000 g

pendant 20 min (Singh et al., 2012 et Asha eRall 3).

11-2-Ultrafiltration
Des tubes d'ultrafiltration AMICON 10 Kpermettant une concentration des protéines dont
le poids moléculaire varie entre 30 et 90 KD, derilSont utilisés. Ce sont des dispositifs de
filtre qui fournissent une ultrafiltration rapidegvec une concentration élevée et une
récupération faciledu concentré a partir d’'un échantillon dilué.
Le concentrat est obtenu aprées une centrifugatio®00 g pendant 30 min.

11-3-Chromatographie sur gel filtration
Un échantillon de 2ml de I'échantillon concentréasargé sur un gel de séphacryl S200 dans
une colonne de 1m x 1,6cm (figure 12), équilibrécaun tampon Tris HCI 0,2M a pH 8. Le
débit d'élution est réglé a 0.5 ml/mn. L'éluat esllecté par fraction de 2 ml. Sur chaque
fraction collectée, la densité optique a 280 nrilaetivité a-amylasique sont mesurées. Les

fractions ayant des activités enzymatiques élesérsrassemblées.
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Figurel?2 : Dispositif de la colonne de chromatographie ir g
filtration (gel de séphacryl S200)

12-Dosage des protéines et de I'activité enzymatigules fractions rassemblées
Aprés rassemblement des fractions ayantdigtés enzymatiques élevées, le Dosage
des protéines ainsi de I'activité enzymatigsent effectuées.

13-Détermination des propriétés physico-chimiques de’d-amylase de Clavispora
lusitaniae ABS7 et d’'unea-amylase commerciale

13-1-Détermination du pH optimum

L'influence du pH sur les activitésamylasiques est déterminée par la mesure deitéct
a différents pH, variant de 5 a 12. Le tampon tetghosphate 0,5 M est utilisé pour le pH 5,
le tampon phosphate 0,05 M est utilisé pour le p B, ainsi que le tampon tris-HCI 0,02M
pour le pH 8 et le tampon glycine-NaOH 0,05M pas pH de 9 a 12 (Kamoun, 1997 et Hii
et al, 2009 ).

13-2- Détermination de la température optimale
L'effet de la température a été étudié par la needas activités-amylasiques a pH 8 et a
différentes températures variant de 40°C a 10042 an incrément de 10°C (Arikan, 2007).




Matériel et méthodes

13-3-Etude de la thermostabilité enzymatique

La thermostabilité des deux enzymes est étwié@ et a 100 °C pour I'enzyme purifiée et
a 50 et a 100°C pour I'enzyme commerciale. La neeslar I'activité enzymatique réesiduelle
est effectuée apres incubation de I'extrait enzigmatbrut pendant une durée variable, allant
de 0 & 180 min.

L’extrait enzymatique est réparti en volumes dd dans des tubes placés au bain marie
(Pelmont, 2000). Les difféerents échantillons degxdenzymes sont retirés les uns apres les
autres séparément a des temps déterminés et refiestiintanément dans un bain de glace.

Le protocole de dosage de l'activité amylasiquepgliqué a chaque échantillon.

14- Effet de différents métaux et réactifs chimiquesur I'activité enzymatique

Pour I'étude de l'effet des ions sur ligité a-amylasique, différents sels tels que le
FeCl, le ZnCL, le CuC}, le MgClh, le CaC}, et le MnC} ont été utilisés. Les échantillons
d'a-amylase purifiée et commerciale sont incubés asle@que ion métallique (0,5ml)
séparément, a 60°C pendant 30 min dans le tampseiHOi 0,2M, pH 8 puis les activités

amylasiques sont mesurées.

D’autres substances chimiques sont test@@asne I'EDTA (2mM), l'urée (2M), le SDS
(1%, wiv), lep-mercaptoéthanol (1%) et le tween 80 (1%) et ke dur les deux activités

amylasiques .

Les activités enzymatiques sont détermingm®sale traitement de I'enzyme : pré-

incubation des enzymes avec chaque réactif a 66AGamt 30 min.
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1-Réactivation et morphologie des souches L6 et L7

Les deux souches L@eyerozyma guilliermondi) et L7 Clavispora lusitaniaeABS7)
isolées d’écosystemes arides, région de Biskra,Bgérien sont cultivées a 40°C pendant
48 h sur YPGA. Les deux souches ont bien poussiesuifférents milieux : YPGA, PDA et
Sabouraud. La souche L7 pousse rapidement suamilleu YPGA. Ses colonies sont
blanches, crémeuses, lisses, bombée et d’aspkabbur le milieu PDA, les colonies de la
levure L6 sont plates, humides, lisses et deecmudreme (figure 13).

Figure 13: Caractéres macroscopiques de :
(A) Clavispora lusitaniagABS7sur YPGA
(B)eyerozymauilliermondiisur PDA.




2- Mise en évidence des activités enzymatiques dé ket L7 et sélection de la souche la

plus performante pour l'activité a-amylasique

Résultats et discussion

Pour la mise en évidence de la production desZyrees ¢-amylase, pectinase, maltase,

cellulase et protéase) sur des milieux solidepétifiques par les deux souches de levure L6

et L7, une révélation spécifique des activités emyques est réalisée (voir chapitre matériel

et méthodes). Le tableau 9 récapitule les résuitatenus.

Tableau 9 Mise en évidence des activités enzymatiques desstmiches amylolytiques

(L6) et (L7) apres 48 h d’incubation a différentes températures.

Zone Zone Zone
Milieu Souche 40°C de 50°C de 60°C de
lyse lyse lyse
(mm) (mm)
L6 23 . 25
YPSA
L7 25 ‘ 30
L6 0,5 ‘ 36
YPPA
L7 05 | | | 20
YPCA L6 13 . 36




Résultats et discussion

L6 23 45
YPMA

L7 20 53

L6 : 0 : 0 0
Gélose 4 4 = /
casiénée

L7 | ! | o " L | o 0

4 y y

YPSA Yeast Peptone-ektre{ct-Starch-Agé{rl?PA Yee{st >Peptone-extract-Pectin:Adar;
YPMA: Yeast Peptone-extract-Maltose-AgalY®CA Yeast Peptone-extract-Cellulose-Agar

Selon les résultats obtenus dangdeleau 9, aprés la révélation spécifique des activités

enzymatiques, les deux souches levuriennes L6/ ahantrent une activité-amylasique,

maltasique, cellulasique et pectique apres 48hcudliation aux différentes températures

(40°C, 50°C et 60°C). Les souches productricestidites enzymatiques significativement

sont celles ayant provoqué une zone d’hydrolysdiaimeéetre> 0,5 cm.

v' Aprés incubation a différentes températures de 460CC et 60°C, les deux souches

levuriennes montrent une activikgamylasique significative (zone de lyse supérieure

a 0,5 cm). Les résultats indiquent que l'activiteamylasique est mieux exprimée par

la soucheClavispora lusitaniae pour les trois températures. Et la température

optimale de cette production est de 60°C avec one de lyse de 30 mm.
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v Les deux soucheSlavispora lusitaniaeet Meyerozyma guilliermondimontrent aussi
une activité péctique a 40°C, 50°C et 60°C maisecattivité est plus significative
chez la soucheMeyerozyma guilliermonda température 60°C avec une zone
d’hydrolyse de 36 mm.

v' Pour l'activité cellulasique, elle est exprimée farsouche L6 et la soucHe’ a
différentes températures 40°C, 50°C et 60°C, eBe raeilleure chez L6 apres
incubation a 40°C avec une zone de lyse de 55 mm.

v" Quant a l'activité maltasique, elle est présesitmificativement chez L6 et L7 aux
différentes températures étudiées avec une zorgsde> 20mm. Cette activité est
importante chez la souch& avec une zone de lyse de 53 mm, aprés incubation
60°C.

v" Par contre, les deux soucheékvispora lustaniae ABSGt Meyerozyma guilliermondi

ne sont pas productrices de protéases

Les deux souches L6 et L7 possedent |la dépde produire différentes enzymes a savoir
I a-amylase, la pectinase, la maltase et la cellulass une activité cellulasique et
maltasique relativement plus importante que l'aiw-amylasique et pectique aprés 48 h
d’incubation a 40°C, 50°C et 60°C. Nous remarquauassi que l'activité cellulasique est
mieux exprimée chez la levure L6 a 40°C ( zondyde de 55 mm), tandis que les autres
activités enzymatiquesi{amylasique, maltasique et pectique) chez les tuxes L6 et L7
sont plus significatives a 60°C : a cette tempéeatliincubation, la souchke7 montre les
meilleuresactivités a-amylasique et maltasiqueavec des zones de lyse de 30mm et 53mm
respectivement. La souché est la plus performante pour la productioralpectinaseavec
une zone de lyse de 36mm. Les deux souches desfelulr et L7 ne possedent d’activité
protéolytique.

En conclusion, Les levures L6 et L7 ont umedpction mixte de t-amylase, de
pectinase, de cellulase et de maltase. Les deuxeg\poussent a 40°C, 50°C et 60°C avec
une meilleure productiom-amylasique, maltasique et pectinolytique a 60°Ceéitilasique a
40°C. Ces caractéristiques de croissance permettent aleser! ces levures parmi les
microorganismes thermophiles modérés. Selon Rudigar, (1995) et Madigan et Martino
(2006), les micro-organismes qui poussent entr€ 45°80°C sont appelés micro-organismes

thermophiles.
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Par conséquent, la souche L7 dClavispora lusitaniag par sa performance dans
production de B-amylase sera donc sélectionnée pour la suite dee rétide sur |
production de I'enzyme par culture en batch et@gmination dises caractérisatia.

3-Etude de la production enzymatiqu: chezClavispora lusitaniaeABS7

Les résultats de I'étude de la production desymes a-amylase,Cellulase, Pectinas
présentés dans la figurd ontrent quapres 28 h d’incubatioa température 45°C et sc
une agitation de 110 rpma soucheClavispora lusitaniaeproduit respectivement, d
activités de l'ordre d29530 L pour lapectinase de 28518,52Upoul I'a-amylase et de
16324,8 Upour lacellulase
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Figure 14: Etude de la producticenzymatique paClavispora
lusitaniaeapres 28 h d’incubation45°C Gur milieu optimisé .
base de lactosérum 10(décaséiné).

On conclue que, chelavispora lusitania, la production de la pectinase et de-amylase
est meilleure que celle de la celluli Nous avons choisied continuer notre travail avec
I'a-amylase etomparer ses caractéristiques, aprés purificatiee¢ ceux d’'unea-amylase
commerciale dAspergillus oryze.

4-Purification d’enzyme
Clavispora lusitaniae ABS7 produit une activitéo-amylasique de 28518,52 L

L'utilisation de I'acétone a permis 'augmentatida I'activité spécifiqgue de a-amylase de
320,073 a 806,3”/mg de protéines avec une récupératic 97,4 % (ableau 10
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Tableau 10 Purification de lhi-amylase produite pa&lavispora lusitaniaedABS7

Protéines Activité Activité Taux de Rendement
Etape totaux totale spécifique urification (%)
(mg/ml) (UI) Ulimg P
Extrait brut 89,1 28518.52 320,073 1 100
Précipitation 34,45 27777,77 806,32 2,51 97,4
par 'acétone
Sépgggryl S 1,36 5277,77 3880,71 12,12 18,5

Le profil d'élution de I'enzyme sur colonne de Syl S200 est représenté sur la figure 15.
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Figure 1E : Profil chromatographique desfamylase sur Séphacryl-S200

L’élution sur une colonne de Séphacryl S200 (&glb) montre I'existence de trois fractions

protéiques contenant des activiéamylasiques.

Nous nous sommes intéressés au ler pic canilecd la fraction protéique et 'activité

enzymatique les plus élevées.




Résultats et discussion

5-Etude des propriétés physico-chimiques ded-amylase deClavispora lusitaniaeABS7

et comparaison avec ceux d’'une-amylase commerciale

5-1-Détermination du pH optimum

L’étude de I'effet du pH sur les activitesamylasiques est effectuée dans l'intervalle de pH
5 a 12 (figure 16). Les résultats révelent queivéé de I'a-amylase d€lavispora lusitaniae
et de lo-amylase commerciale augmente progressivementlavegiation du pH jusqu’a
'optimum de 12185,18U a pH 8 pountamylase dé€lavispora lusitaniaeet de 5899,7 a pH

7 pour I'a-amylase commerciale.

14000 - _
——|' a-amylase de Clavispora
12000 - lusitaniae
© =-|' a-amylase commerciale
& 10000 -
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<
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Figure 16: Effet du pH sur I'activité de é-amylase de

Clavispora lusitaniae dta-amylase commerciale

Au dela de ces valeurs,l'activité enzymatique comeaea diminuer, et on remarque une
perte respectivele I'activité de 32 % et 31 %. Cette perte d’activité est due ceetaent a
l'effet du pH sur lionisation des groupements ddgines latérales qui maintiennent la
structure de I'enzyme d’une part et intervienneahd I'activité du site actif d’autre part
(Save, 2011, Giancarlo Vibertiet al.,1994 et Soro, 2007). Différente études ont été eené
sur la détermination du pH optimum de-Bmylase chez différentes levures. Et il a étélévé
gue le pH optimum ded-amylase est de 6.3 chez la levB@hwanniomyces alluvig/ilson
et Ingledew, 1982) , de 5.6 pour I'enzyme delobasidium capsuligenuniDe Mot et
Verachlert, 1985) de 6 chadapomycessp (Merabti, 2006). Cependant, il est de 5.5 pour
I'a-amylase deSchwanniomyces occidentaljgvang etal., 1989) et 4.5-5 pour celle de
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Lipomyces kononenkod®rieto etal., 1995). Ces différences sont probablement dues a la
composition du milieu de culture et a la variatia la composition en acides aminés, ou
chaquea-amylase développe un état de protonation spéeifi(@iannesket al.,1994 et Soro,
2007).

En conclusion, le pH optimum deadamylase deClavispora lusitaniaeest alcalin de 8 et
celui de 'enzyme commerciale est neutre de 7.@é=uvs rapproches de celles des bactéries
Bacillus sp.PM1 pH8 (Sharma et al. 2018acillus sp. PN5HH10 (Saxena et al. 2007) et
Bacillus splM D370 pH10 (Mc Tigue et al.1995).

De ces résultats, il ressort que-dmylase deClavispora lusitaniae ABS@ossédant un pH
alcalin de 8 conviendra mieux a l'industrie desedggnts, du textile et du paprier (Joo et
Chang, 2006).

5-2- Détermination de la température optimale

L’influence de la température sur les activitéamylasiques est testée sur une gamme de
température de 40 a 100°C (figure 17).
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== | a-amylase
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Figure 17: Effet de la température sur I'activité de-Bamylase de
Clavispora lusitaniae dta-amylase commerciale

Ces résultats montrent que la température exenceffet significatif sur l'activité des

enzymes. L’activité -amylasique dglavispora lusitaniaeatteint son maximum a 70°C
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(24907,4 Ul) tandis que pouratamylase commerciale, I'activité enzymatique cdaihs la
zone de température de 40 a 50°C, ou elle attemtsaximum de 15074,07 Ul . Au dela de
cette valeur, elle commence a diminuer. Ceci peateéxpliqué par un changement structural
et fonctionnel des enzymes suite a la rupture @ésohs fortes qui les stabilisent et par
conséquent, leur dénaturation (Wolbetgl.,2004 et Qiao Wet al.2014). On conclue que
la température optimale dexdamylase deClavispora lusitaniaeest plus élevée que celle de
I a-amylase commerciale.

En effet, la température optimale des amylasegikwoes varie entre 40°C et 60 °C et
peut atteindre 70°C chez (Panchal, 1990) et chpmniyces kononenkoae ( Prieto et
al.,1995). D’autres études ont montré des temp@wiptimales des-amylases levuriennes
plus élevées que celle de I'enzyme de notre souche® C (Djekrif, 2016) ou 37°C (Ranjan
et Sahay, 2015). La température optimale élevééedeyme de L7 (70 °C) est identique a
celle d’autres especes de levureBichia polymorphaet Lipomycesstarkeyi (Kelly etal.,
1985, Panchal, 1990, Kangt al.2004). Par ailleurs, d-amylase de certaines souches
levuriennes a une température optimai&rieure a celle de 'enzyme de notre soucheC40°
pour Saccaromyces alluvirust Schwanniomyces alluvisogarty et Kelly, 1980 ePanchal,
1990), 50°C pourilobasidium capsuligenunDe mot et Verachtert, 1985 ryptococcus
flavus (Wanderley et al., 2004) et Schwanniomyces alluviugMoranelli et al.,
1987)Schwanniomyces occidenta{M/anget al., 1989), 55°C poutipomyces sgMerabti,
2006) et 60°C pour Schwanniomyces s(Benaouida, 2008) Lipomyces kononenkoet
Saccharomyces castel(Kelly et al.,1985 et Priete@t al.,1995).

Comparés de celle dasamylases des bactéries et moisissures, cette tatapeest proche
des bactéries thermophiles,Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens,
Thermonospora viridis et Bacillus cohififogarty et Kelly, 1980 ; Panchal, 1990 ; Cordeiro
et al.,2002 et Yassest al.,2013) avec des températures optimales oscillabbde76°C.

Le comportement thermique der-Bmylase de notre souche peut étre expliqué par la
caractéristique du climat aride de la niche écojogi(Sahara Algérien :Biskra) (Danétlal.,
2009 et Bhallaet al,2013).

5-3-Etude de la thermostabilité enzymatique

La stabilité thermique de I'enzyme est étud@@sason incubation a 70°C et a 100°C pour
I'a-amylase deClavispora lusitaniae et a 50°C et 100°C pour olfamylase commerciale

pour une durée de 30-180 min . Les résultats spmésentés dans les figures 18 et 19.
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5-3-1-Etude de la thermostabilité de lu-amylase deClavispora lusitaniaeABS7

L’étude de la thermostabilité est réalisé sawdimylase de&Clavispora lusitaniadABS7

apres un traitement thermique a 70 et 100°C per&ihatres (Figure 18).
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Figure 1&: Etude de la thermostabilité desFamylase de
Clavispora lusitaniaéABS7

D’apreés la figure 18,il ressort que :

-A 70°C , lo-amylase deClavispora lusitaniae conserve 99,97% de son activité initiale
pour un traitement thermique de 60 min. Aprés 180 diincubation, 'enzyme maintien
99,80% de son activité.

-A 100°C, I'enzyme garde 99 ,74% de son adivdpres 120 min d’incubation, et apres
180 min, elle garde 99,68% de son activité. Cdtideémontre que d-amylase de la souche
levurienneClavispora lusitaniaest trés thermostable.

En effet, lu-amylase de plusieurs souches isolées du blé mé€nae région qu€lavispora
lusitaniae ,montre des demi-vies de 150 min a 80°C et de 90an88°C pour la moisissure
Rhizopus oryzagAit kaki, 2004) etdes demi-vies respectives de : 150 min et 130 n8i0G
et a 90°C poutipomyces sp(Merabti, 2006). La levur€andida spa une thermostabilité
relativement faible & 60°C, avec une demi-vie dem@® (Boukhennane et Boudebza, 2014).

D’autres souches d&chwanniomyces sjsolées de différents sites de deux régions de
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sources thermales (Hammam Debagh-Guelma et Hamméleghima-Mila; considérés
comme des écosystemes extrémes) montrent une thtabilibdé assez élevée, avec une demi-
vie de 180 min a 90°C (Benaouida, 2Q08)

Nos résultats se rapprochent également de obtenus a partides levures. Moranelli et
al.,1987 ont étudié ti-amylase che&chwanniomyces alluviw ils ont trouvé que l'activité
maximale est obtenue entre 40°C et 50°C et ils rémelé que cette enzyme est tres
thermostable montrant que ceci est du a la conipogie I'enzyme en acides aminés acides.
Prietoet al, 1995 ont expliqué la thermostabilité de-édmylase de.ipomyces kononenkoae
est du a la nature glycoprotéique de lI'enzyme (Erti@ glucidiqgue augmente la
thermostabilité de I'enzyme)eatertaines bactériestelle queBacillus sp.(Cordeiroet al.,
2002) qui produit une- amylase possédant une température optimale dé 0Yui perd
38% de son activité initiale aprés une incubatid®&C pendant 2h, Par ailleurs certaines
levures et moisissuresomme :Pichia burtonii (Powers etal., 2001) etPaecilomyces sp.
(Zenin etal., 1993), produisent deg-amylases qui possedent a 45°C (température assez
faible) une thermostabilité inferieure a celle gsée cheLlavispora lusitaniaeavec des
demi-vies respectives de : 10 min et 120 min.

En revanche, la thermostabilité de notre enzyépmasse largement les valeurs rapportées
par Ranjan et ses collaborateurs (2015) sur la mMéwmee dans une gamme de température
de 5 & 40°C ou di-amylase est stable a 37°C pendant 48h ; cellergdetomyces sLefuji et
al.,1996) qui conserve uniquement 20% et 10% de soivitaciaprés des traitements
thermiques de 30 min a 80°C et a 90°C. A 45%chia burtoniia une demi-vie de 120 min
(Powers etal., 2001). L’alpha amylase recombinante Fiehia pastorisest thermostable a
60°C pendant 60 min avec une conservation de 8086ulactivité initiale, les demi-vies sont
de 40 min a 80°C et 10 min a 90°C (Chealet2007).

Ces differences de comportement vis-a-vis dutemant thermique s’expliquent
probablement par le patrimoine génétique particaliehaque espéce, leur origine, I'influence
du biotope (zone aride désertique et semi-aride3i ajue les conditions expérimentales
(la température, le pH et la composition du milieufermentation) qui font que les souches
développent des mécanismes de lutte et d’adaptatjpécifigues a leur niche écologique
(Hasperet al.,2002 et Michele Michelin atl., 2010) entrainant la sécrétion d’enzymes dont
la structure particuliére est en lien avec la thestabilité, en particulier grace a la richesse en
résidus cystéines et en glucides (une glycosylagiressive) (Xwet al, 2002 ; Prakash et
Jaiswal, 2010 et Vieille et Zeikus, 2011).
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Les levures ne sont pas connues par leur résestanla température élevée, alors que
certaines bactéries sont considérées comme thesistaries. Des études ont montré que la
cohabitation des bactéries et des levures dangheenmilieu peut avoir pour conséquence un
transfert de genes des bactéries vers les leviugsfjant ainsi le comportement thermique
inhabituel de l-amylase de la souches levurienne étudidayispora lusitaniaegcomparable
a celui des amylases bactériennes (Feisal.,2005). En effet, la transformation génétique se
produit lorsque différents microorganismes sontivés sur le méme milieu (Gasson et
Davies, 1984 ; Hofer, 1985; Dea&kal., 1986 ; Cocconcelli edl., 1986). La composition du
milieu et les conditions environnementales sontfdeteurs qui régissent ce processus (Fossi
et al.,2005).

Par ailleurs, d'autres facteurs, comme la contiposen acides aminés, les interactions
hydrophobes (Dill, 1990), la présence de certalisons dans la structure secondaire et
tertiaire des protéines enzymatiques : liaisonsrdg@hes, liaisons secondaires, liaisons
ioniques et ponts disulfures (Matsumetaal.,1989 et Boekt al.,1990, Mallicket al.,2002 ;
Rooverset al., 2004 et Elleuche et Antranikian, 2013), ponts saéh cofacteurs (Vieillet
al., 2001), permettent de consolider la structure dezijene et donc sa résistance au
traitement thermique (Scriban, 1999).

D’autres parametres extrinséques, comme lesesdis substrat influencent également la

stabilité (Vieille et Zeikus, 2001). Tous ces fargeaccentuent la résistance des enzymes a

des traitements thermiques élevées (Malétlal., 2002 ; Roover®t al.,2004). Par ailleurs,
les ions C& et Zrf* participent & la structure des amylases (métaliysme & C& et Zrf") et
augmentent considérablement leur stabilité (Sarer@ngh, 2011 et Smithet al.,2015).La
thermostbilité de notre enzyme s’explique probalgletnpar I'un oul’ensemble des facteurs

€évoqués.

5-3-2-Etude de thermostabilité de ki-amylase commerciale

D'apres la figure 19, d-amylase commerciale conserve apres 30min de rtraite
thermique 96,57 % et 94,53% de son activité imt&al50°C et 100C° respectivement. Apres
120 min d’incubation I'enzyme garde 96,42% de sotiviee a 50°C et 94,39% a 100°C.
L’enzyme conserve 96,22 et 94,20 % de son actimtidle a 50°C et 100C° respectivement,

aprés 180 min d’incubation.
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Figure 1¢: Etude de la thermostabilité dedamylase commerciakprés des
différents temps d’incubation .

Ces résultats montrent quea-Bmylase de Clavispora lusitaniae ABS7 est aussi

thermostable qued-amylase commerciale.

En conclusion, les taux particulierement élevé<aleservation de l'activité enzymatique
a 100°C : 99,68% pour I'enzyme de L7 et 94,2% pammnzyme commerciale, et dépassant
largement les valeurs rapportées par la littérgberenettent de qualifierd-amylase produite
par la levureClavispora lusitaniae ABSigolée du blé d’'une région aride (Sahara Algérien)
parmi les enzymes thermostables.

L’a-amylase produite par la levu@avispora lusitaniasemble étre plus stable que lad’
amylase commerciale . Cette propriété thermiquefere aux enzymes une grande stabilité,
une activité élevée et donc un meilleur rendementpnt des durées prolongées d’hydrolyse.
De plus, le risque de contamination par des basénésophiles communes diminue ; un
avantage important du point de la production enzigua ainsi que la purification (Vieille et
Zeikus, 2001) ce qui offrent des aptitudes indab&s.
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6-Effet de différents métaux et réactifs chimiquesis I'activité enzymatique de l'a-

amylase deClavispora lusitaniacet I' a-amylase commerciale

6-1-Effet des sels

Les ions métalliques sont connus pour stabiliseactiver les enzymes (Swa, 1994;
Leveque etl, 2000 et Vieille et Zeikus, 2011

L'activité de l'o- amylase d Clavispora lusitaniaeest activée par les cations 2*
(125,82%) , MA" (111,25%), et légérement par les cation?* (100,66%),et les catior
C&*(100%) n'ont aucun effet sur I'activité ,Cependant ell¢ Egérement inhibée par |
cationsCu** (98,67%), ZA' (94,70%) ,ainsi que celle de 'enzyme commercialeirthibée
presque par tout les cations utilisCu** (73,33%), ZA" (66,67%) , C**(44,44%), MG"
(26,66%) , F& (22,22%).L’a-amylase recombinante de la levu@ryptococcus flavu
maintient son activité initiale, apres l'ajout dea@, (Galdino etal., 2011). La méme
observation est indiquée poua-amylase deCryptococcus spS-2 en présencdes cations
ca&* 1mM (lefuji etal., 1996 ).

B a-amylase de Clavispora lusitaniae

B a-amylase commerciale

150

100

50

Activité résiduelle (%)

controle
cucl2 cacl2

MgCl2 o ol
Sels MnCI2

Figure 20: Effet de quelques sels sur les activa-amylasique.

Lecalcium augmente I'activité amylasique (Levequal., 2000; Al Quadan eal., 2009 et
Hii et al., 2009). L'effet stabilisateur de calcium sur la thestabilité de I'enzyme peut ét
expliqué par le relargage des résidus hydrophokedes ions de (** dans la protéine,
engendrant une structure compacte (Al Quadzal., 2009). Les ions de calciunendent la

molécule de la protéine plus rigide, ce qui conduiune augmentation de la stabi
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thermique de B-amylase deStreptomyces avermitiligHwang etal., 2013). Mais certaines
amylases sont indépendantes de calcium: commeaiylase de notre souche, 'amylase de
Bacillus thermoleavoran®lP 54 (Malhota etal., 2000) n’exige pas le calcium pour son
activité ou sa production. Vishnu et al., 2006 omntré que le Cagla 2,5mM augmente
I'activité a-amylasique déactobacillus amylophilu&V6 mais a 5mM, il devient inhibiteur
de I'enzyme.

Les ions de Mg", C&*, CU*, Feé zn? ¥, HF" , Cdf *et Li *a 5 mM inhibent I'activitéo-
amylasique d€lostridium thermosulfurogen&/M17 (Mrudula etl., 2011b).

L'effet inhibiteur provoqué par les ions “Ewr?* sur l'activité de B-amylase de notre
souche et par les ions €uzr®*, C&*, Mg** , F&* sur l'activité de b-amylase commerciale
peut étre di a la compétition entre les cationgémnes et les cations associés a la protéine,
conduisant & une diminution de I'activité (Lin &t 4998).

Les ions M§", Mn**, F&* stimulent I'activitéa- amylasique de notre souche, alors que
I'activité de I'a-amylase commerciale est stimulée uniquementgsaiohs MA* .
Les ions qui stimulent l'activit¢ enzymatique déa-amylase comme Mg Mn?* Fe&*

peuvent agir comme cofacteurs nécessaires poureaigni'activité enzymatique.
6-2- Influence de différents réactifs chimiques

L’influence de différents réactifs chimiques $activité a-amylasique de notre enzyme et
celle de 'enzyme commerciale est également étuelides résultats sont présentés dans la
figure 21.

L’activité de l'a- amylase d€lavispora lusitaniaest inhibée par 'EDTA (2mM) (80,79%),
le B-mercaptoéthanol(1%) (47,68%), tween 80 (1%) (4B B&insi qu’elle est activée par le
tris(107,28%),le SDS(1%,w/v) (117,88%) et Iégérenpam I'urée (2M) (100,66%).

L’activité de la- amylase commerciale est inhibée presque par lEsitréactifs, le
B-mercaptoéthanol et le tween ont le méme effet'sativité (37,78%), tris(55,56%) ,
'EDTA(66 ,67%) ,I'urée(97,78%),sauf le SDSa ufeefi’activateur (135,55%).
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Figure 21: Effet de quelques substances chimiques sur lestésia-amylasique:

Nous remarquons que l'effet activatewu SDS est plus important sura-amylase
commerciale que sur d:amylase levurienr. L'inhibition de la-amylase levurienne
commerciale par 'EDTA, qui est un agent chélatieat de métal, suggére que les dt
enzymes peuvent étre des métalloenzyr La présence de CaCh’a pas d’effet su
l'activité a-amylasiqudevurienne (Figure 2) ce qui nous permet de conclure que les ior
Ca* ne sont pas nécessaires & I'activité de w-amylase et probablement importants pot
stabilité de I'enzyme dé maintien de sa conformation. En revanche, I'EDiit#ibe I'activité
de I'enzyme levurienne et commerciale, avec umntepespective de 19,21% et 33,33%
leur activité résiduelle. Ce résultat indique gee deux enzymes sont meétallo enzymes et
I'activité est indépendante de C, pour I'enzyme levurienne car en présence des det
calcium, l'activité reste stak (Figure 20). L'effet nul de 'EDTA sur d-amylase levurienne
est signalé par lefuji etl. (1996), chez la levu Cryptococcus spS=2. L'effet inhibiteur de
l'urée sur lo-amylase a été aussi signalé cfThermomyces lanuginosiF1l (Odibo et
Ulbrich-Hofmann, 2001).
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Cette étude a permis d'étudier la prouductionnd’'ua-amylase thermostable par la levure

Clavispora lusitaniaeABS7 (isolée d’écosystémes arides, région de Bjskud Algérien).

La mise enévidence de la production des O5enzymesnylase ,pectinase, maltase,cellulase et
protéase) est effectué sur milieu solide (Boitd*d&i) par deux souches levuriennes(L6 et L7).8pré
48 h d’incubation a différentes températures 4BCC, 60°C les deux souches ont montré une bonne

croissance et ont produit 03 enzymes amylolytiguasfylase,pectinase, maltase) et cellulase.

La souche de levure L7 s@tavispora lusitaniaeABS7 semble étre la plus performante dans la
production dea-amylase thermostable,donc elle est sélectionnéelacuite de I'étude. L'étude de la
production enzymatique(-amylase,pectinase,cellulase) par la souCla@ispora lusitaniaegABS7 est
effectuée par une fermentation en batch :erlenmsegler500 ml contenants 500 ml de milieu de
production a base de lactosérum traii@itement de thermocoagulation sous I'action cod@bidu pH
(ajusté a 4,6) et de la température a 100°C per8fantin afin de précipiter et éliminer les casgjne
supplémenté d’extrait de levure 0 ,22g+solutiorsele 5,3 ml+ solution d’oligo-éléments 2,6 ml pour
600 ml de lactosérum+ substrats inducteur peamylase,pectinase,cellulase. La souChavispora
lusitaniaeABS7 aprés 28 h d’incubation a température 45°C et gnasagitation de 110 rom produit
respectivement, des activités de I'ordre 28530 U pour la pectinase et de 28518,52U pour
I'a-amylase et de 16324,8 U pour la cellulase La purification de l'alpha-amylase consiste
I'utilisation de l'acétone qui a permis l'augmetiva de l'activité spécifique de d-amylase de
320,073 a 806,32 U/mg de protéines avec une réatipmé de 97,4 % , et le profil
chromatographique desfamylase sur Séphacryl-S200 montre I'existenceals fractions protéiques
contenant des activitésamylasiques dont le premier pic renferme la foactprotéique et I'activité

enzymatique les plus élevées.

L'étude des paramétres physico-chimiques deathylase deClavispora lusitaniaecABS7 et sa
comparaison avec uneamylase commerciale montre que dans l'internddigpH 5 a 12. les courbes
des activités des deux enzymes en fonction du plidjuant des valeurs maximales de 12185,18U a
pH 8 pour lu-amylase d€lavispora lusitaniaet 5899,7 a pH 7 pour d-amylase commerciale ainsi
que pour l'influence de la température sur lesvdés a-amylasiques est testée sur une gamme de
température de 40 & 100°C dont l'activité enzyquegtide l-amylase dé€Clavispora lusitaniaatteint
son maximum a 70°C ( 24907,4 Ul) tandis que pduraimylase commerciale, I'activité enzymatique
croit dans la zone de température de 40 a 50°@tteihdre son maximum (15074,07 Ul) & 50°C. Au
delad de cette valeur, elle commence a diminuer.c@rclue que la température optimale de I

amylase deClavispora lusitaniae est plus élevée que celle deo-8mylase commerciale.
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Le comportement thermique dedamylase de notre souche peut étre expliqué pearkctéristique
du climat aride (Biskra, Algérie) (Daniet al.,2009 et Bhallat al,2013).

L'enzyme produite paClavispora lusitaniaddBS7 possede un pH optimum de 8.0 et une
température optimal de 70°C. Cette températuremapti élevée nous a poussé a pour suivre la
stabilité de I'enzyme a des température encoregises. En effet,la stabilité thermique de I'emzy
est étudiée aprés son incubation a température e9°000°C pour B-amylase deClavispora
lusitaniae et a 50°C et 100°C pour ofamylase commerciale pendant 30-180 min ,et ladteds
montrent que a 70°C o*amylase deéClavispora lusitaniae conserve 99,97% de son activité initiale
pour un traitement thermique de 60 min, , et pawe durée de 180 min d’incubation, I'enzyme
conserve 99,80% de son activité. A 100°C et ap@sndin d’'incubation I'enzyme garde 99 ,74% de
son activité, et pour une durée de 150min d’indobatlle maintien 99,71% de son activité initiale.
Aprés 180 min d’incubation a 100°C I'enzyme gaB$68% de son activité. De cette étude I’
amylase de la souche levurien@ivispora lusitaniaeest tres thermostable.Tandis que-dmylase
commerciale conserve apres 30min de traitemeninifjge 96,57% et 94,53% de son activité initiale
a 50 et 100C° respectivement. Aprés 120 min d’iatioh I'enzyme garde 96,42% de son activité a
50°C et 94,39% a 100°C. L’enzyme conserve 96,224 % de son activité initiale a 50 et 100C°
respectivement, aprés 180 min d’incubation. Les &tlles substances chimiques ont des effets
variables sur l'activité de d-amylase deClavispora lusitaniaeABS 7 et l'activité de ki-amylase
commerciale. Les cations Nig F€* augmententactivité a-amylasique deClavispora lusitaniae
ABS 7,alors qu'ils inhibent cellele I'a-amylase commerciale respectivement de 26,66%222, le
Mn?‘augmente les deux activités. Les cation$'’,cdr’* sont des inhibiteurs deafamylase de
Clavispora lusitaniaeABS 7 respectivement d68,67%, 94,70% et deaFamylase commerciale
respectivement de 73,33, 66,67%.Le?'Caétant sans effet pourafamylase deClavispora
lusitaniaecependant il est un inhibiteur pousdamylase commerciale (44,44%). L'effet activateer d
le SDS est plus important susdamylase commerciale que sur-hmylase levurienne .

En revanche, I'EDTA inhibe l'activit¢ de I'enz@rlevurienne et commerciale, avec une perte
respective de 19,21% et 33,33% de leur activitédué#le. Donc les deux enzymes sont des
métallo -enzymes et 'activité de I'enzyme levurienest indépendante de Ca€ir en présence des
ions de calcium, I'activité reste stable.

En conclusion, une température optimale de #he thermorésistance a 70°C et 100°C pendant
un traitement thermique de 3 heures, permet dongudéfier I'a-amylase produite patlavispora
lusitaniaeABS7 comme une enzyme thermostable pouvant évéertusht étre utilisée en industries.
Ces résultats ouvrent d’autres perspectives qansegalisés dans le cadre du Doctorat :

- Une optimisation du milieu de production, pourmaeilleur rendement.

- Une immobilisation pour augmenter la thermostélt recycler les enzymes en fin de
processus.
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- Une analyse protéomique de I'enzyme pour cormdéls raisons de cette stabilité Thermique et le
fonctionnement a pH alcalin.

- Rechercher che€lavispora lusitaniae ABS@'autres enzymes d’intérét, pouvant ouvrir a d'esitr
applications industrielles.




Abstract

Abstract: This work aims to study yeasts’s hydrolases andproduce ano-amylase
thermostable by yeasts contaminating wheat growh rervested in an arid zone (Biskra,
Sahara, South Algeria). Enzymasamylase, pectinase, maltase, cellulase and pmtisas
carried out on a solid medium (Petri dish) by tweast strains (L6:Meyerozyma
guilliermondi and L7: Clavispora lusitaniaeABS7). After 48 h of incubation at 40°C.,
50°C.and 60°C., the two strains showed good grawith produced 03 amylolytic enzymes:
(c-amylase, pectinase, maltase )and cellulase. Thst y&rain L7:Clavispora lusitaniae
ABS7 appears to be the most efficient in the prtdacof thermostablei-amylase, and is
therefore selected for the rest of the study. Ttoelysof the a-amylase, pectinolytic and
cellulase enzyme production by the str@lavispora lusitaniaéABS7 is carried out by batch
fermentation in 500 ml Erlenmeyer flasks containb@) ml of production medium based on
treated whey, supplemented with 0.22 g of yeastaet5.3 ml of saline solution and 2.6 ml
of the trace element solution and inducer substi@teach enzyme separately. The strain
Clavispora lusitaniaeABS7 produced, respectively, activities of theeayraf 29530 U for
pectinase and 28518,52 IU feramylase and 16324,8 IU for cellulase. We chosstdinue
our work with a-amylase and compare its characteristics, aftefigation, with those of a
commerciala-amylase ofAspergillus oryzaeThe purification of alpha-amylase consists of
the use of acetone which allowed the increase efsipecific activity ofa-amylase from
320.073 to 806.32 IU / mg of proteins with a reagvef 97, 4%.The chromatographic
profile on Sephacryl S200 reveatlse existence of three protein fractions containing
amylase activities, but the first peak of which teams the highest protein fraction and
enzymatic activity. The study of the effect of pH the activity ofClavispora lusitaniaen-
amylase and commercialamylase shows maximum values of 12185.18IU at pkor8
Clavispora lusitaniaei-amylase and 5899.71U at pH 7 for the commergiamylase. On the
other hand, the study of the effect of temperaturei-amylase activities indicates that the
enzymatic activity ofClavispora lusitaniae-amylase reaches its maximum at 70°C (24907.4
IU) while the maximum temperature for commercisamylase is 50°C (15074.07 1U). The
results of the study of the enzymatic thermostgbdhow that at 70°CClavispora lusitaniae
a-amylase retains 99.97% of its initial activity eaft180 min at 70°C, the enzyme will
maintain 99.80% of its activity. At 100°C. and afie80 min, the enzyme retains 99.68% of
its activity. The commerciahi-amylase retainsn 96.57% and 94.53% of its inécivity after

30 min at 50°C. and 100° respectively, and aft€ b#, it maintains 96.22% and 94.20 % of
its initial activity at 50°C and 100°C respective8alts and chemicals have varying effects on
the activity of both enzyme€&&* does not affec€lavispora lusitaniae-amylase, however

it is an inhibitor for commercial-amylase (44.44%). In contrast, EDTA inhibits tlotiaty

of the L7 enzyme and that of the commercial enzymty a respective loss of 19.21% and
33.33% of their residual activity. From this studyappears that the activity @lavispora
lusitaniae ABS7 @-amylase) (24907.4 IU) is better than that of tleenmercial enzyme
(15074.07 1U) and it appears thatamylase Alkaline of L7 is as thermostable as the
commercial enzyme: maximum activity at 70°C, andthesistance at 100°C (maintaining
99.68% of activity) during a 3 hour heat treatmdihiuis to qualify the:-amylase produced by
Clavispora lusitaniaeABS7 as a thermostable enzyme that can be usadustries.

Key words: a-amylase Clavispora lusitaniagyeast, thermostability, purification
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Annexes



Annexe 1 :Composition des milieux de culture

1-Milieux de réactivation des souches
* YPGA(yeast extract peptone glucose agar)

- Extrait de levure :5 g/l
- Peptone:10g/1

- Glucose :20 g/ |
-Agar:15 g/l

* PDA(potatoes dextrose agar)

- Extrait de pomme de terre : 1000ml

- Glucose : 20g
- Agar : 15¢g

Préparation de I'extrait de pomme de terre

200g de pomme de terre tranchées lavées mais iespet bouillies pendant 45 min,ils sont
ensuite écrasés puis filtrées et diluées aveade Kistillée pour un volume final d’1 litre .

» Sabouraud
Un flacon de 200ml du milieu Sabouraud a été figuan le laboratoire Pasteur d’Alger.

- Eau distillée : 2000ml
- Glucose : 20g

- Agar : 15¢g

- Peptone : 10g

2-Milieux de la mise en évidence des activités emagtiques

*  YPMA ( YeastPeptoneMaltoseAgar)

- Extrait de levure : 15¢g
- Peptone : 20g

- Maltose : 20g

- Agar : 20g

- Eau distillée : 1000ml

* YPSA(YeastPeptoneStarch Agar)

- Extrait de levure : 159
- Peptone : 20g

- Amidon : 20g

- Agar : 20g

- Eau distillée : 2000ml



* YPPA(YeastPeptonePectinAgar)

- Extrait de levure : 159
- Peptone : 20g

- Pectine : 20g

- Agar : 20g

- Eau distillée : 1000ml

* YPCA(YeastPeptoneCelluloseAgar)

- Extrait de levure : 159
- Peptone : 20g

- Cellulose : 20g

- Agar : 20g

- Eau distillée : 1000m|

« (Gélose Caséinée
- Caséine : 100 g

-Agar:20g
- Eau distillée : 1000 ml.

Annexe 2 :Composition des réactifs réveélateurs

v" Rouge Congo pour les milieux YPMA et YPCA
- 1% de poudre de Rouge Conga d&ml d’eau distillée.

v Lugol pour le milieu YPSA
- Eau distillée : 100 ml
- lodure de potassium: 2 g

- lode métalloide:l1 g

v Lugol pour le milieu YPPA
- 1g de diiode (12)
- 5g d’iodure de potassium (KI)
- Eau distillée : 330ml

Annexe 3 : Milieu de production des enzymes

v/ solution de sels
(KH2P Qy: 850 mg/I ,K;HPO,: 150 mg /I, MgSQ 7H,0 : 500 mg /I,CaGl 6H,0:100mg /1)

v La solution d'oligo-éléments :

(CuS@5H,0 : 40 pg/l, Kl : 100 pg/l, FegbH,0O : 200 pg/l et MNSP4H,0O : 400ug/l).



Annexe 4 : Le dénombrement cellulaire par comptagsur la cellule de Thomas

Aire = 0,05 mm x 0,05 mm = 0,0025 mm2

Volume = 0,0025 mAx 0,1 mm = 2,5 x 10mn? = 2,5 x 10 ml

[Concentration cellulaire] = nombre de cellules ptées x le facteur de dilution x le facteur de
convertion/ nombre de carées xle volume d’'un carré

[Concentration cellulaire] = 136x10 »2/028x0,00025 = 42.5 x f@ellules/ml

Pour une concentration cellulaire de 2 @0par application numérique, nous aurons besoirb@ul.

Annexe 5 : Dosage des activités enzymatique

1-Dosage de l'activité amylasique (méthode de Bewitl 1955)
v Principe

L'activité de la-amylaseest évaluée par I'hydrolyse de I'amidon par I&ésgs enzymatiques.
L'amidon hydrolysé libére du maltose dosé paréthade de Bernfeld (1955) qui utilise I'acide 3,5-
dinitrosalycilique (DNSA) comme inhibiteur de l'alage. La réaction est colorimétrique et

I'intensité de la coloration est proportionnella guantité du maltose libérée.

v" Préparation du substrat

-Dissoudre 1 g d'amidon dans 100 ml de tampon pladsgi 6,5 ou Tris HCI 8 (selon le cas)
v Préparation du réactif DNSA
-Dissoudre 1g de l'acide 3,5-dinitrosalyciliqlass 20 ml de NaOH 2N et 50 ml d'eau distillée

-Ajouter 30g de tartrate double de sodium eagsitim, compléter & 100 ml avec de I'eau distillée,
filtrer.

2-Dosage de I'activité cellulasique

v" CMC 1% : 1g de CMC dissoudre dans un petit volume dgtm citrate ,puis compléter a
100ml par le tampon.



v Protocole de la courbe étalon glucose

Concgezlltratlon 0 0,125 0, 25 0,5 0,75 1
Solution mére 0 0,125 0,25 0,5 0,75 1
glucose(ml)
Eau distillée 1 0,875 0,75 0,5 0,25 0
Agitation
DNSAm) [ 1 [ 1 [ 1 [ 1 [ 1 [ 1

Incubation @ 100 pendant 5min

Refroidissement dans un bain de glace

Diluer avec 10ml de I'eau distillée

Agiter

Lire I'absorbance a 540 nm contre le blanc(eaullés}

Annexe 6:Dosage des protéines (méthode de Lowry 195

v Principe
Les protéines sont quantifiées en utilisamhé&hode du Folin Ciocalteu (Lowry et al 1951).
L'addition successive a une solution protéiqueéaild'un sel de cuivre en milieu alcalin et du i€act
des phénols de Folin Ciocalteu donne une colordtiene foncée. Celle-ci résulte de la réaction du
cuivre sur les liaisons peptidiques.
v Réactifs
-Solution A: Carbonate de sodium (Na2CO3) a 2% dans NaOH J0.1N
-Solution B : Tartrate double de sodium et potassium a 2% .
-Solution C: Sulfate de cuivre (CuSO4 )a 1% .
Préparer extemporanément la solution réactiveniMespectant I'ordre d’addition des réactifs et en
agitant bien aprés chaque addition :
- Solution C : 0,5 ml

- Solution B : 0,5 ml

- Solution A : 50 ml

v'  Réactif de Folin: Le Folin Ciocalteu commercial a dilué 3 fois déirau distillée au moment

de I'emploi.
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Intitulé :Etude des hydrolases chez les levures.Pification et caractérisation dee-amylase chez
Clavispora lusitaniae ABS7

Résume: Ce travail vise a étudier les hydrolases chetelasres et produire une-amylase thermostab
par des levures contaminant le blé cultivé et técdans une zone aride (Biskra, Sahara, Sud A)déii

mise en évidence de la production des 05 enzymeasylase, pectinase, maltase, cellulase et progstse

effectué sur milieu solide (Boite de Pétri) pamuxiesouches levuriennes (Lesteyerozyme

1%

guilliermondiet L7 : Clavispora lusitaniae ABS7). Aprés 48 mdubation a différentes températures 40°C,
50°C, 60°C les deux souches ont montré une boroissance et ont produit 03 enzymes amylolytiques a

savoir (la-amylase, la pectinase, la maltase) et la cellulassouche de levure L7Clavispora lusitaniag
ABS7 semble étre la plus performante dans la ptozluade o-amylase thermostable, donc elle

sélectionnée pour la suite de I'étude. L'étude alprbduction enzymatique-amylase, pectinolytique et

cellulasique par la souch€lavispora lusitaniaecABS7 est effectuée par une fermentation en batc

erlenmeyers de 500 ml contenants 500 ml de mileeproduction a base de lactosérum traitgplémente

de 0,22g d’extrait de levure, 5,3 ml de solutiersdls et 2,6 ml de la solution d’oligo-€lémentdeesubstra

inducteur pour chaque enzyme séparément. la sdbielvispora lusitaniaeABS7 produit respectivement

des activités de I'ordre d29530 Upour lapectinaseet de28518,52Upour I’ a-amylaseet de16324,8 U

pour la cellulase Nous avons choisi de continuer notre travail avdto-amylase, comparer ses

caractéristiques, apres purification, avec ceuxnd’v-amylase commerciale Aspergillus oryzaela
purification de I'alpha-amylase consiste a l'utii®n de I'acétone qui a permis 'augmentatior’aetivité
spécifique de B-amylase de 320,073 a 806,32 U/mg de protéines @ve récupération de 97,4 % , et
profil chromatographique deadFamylase sur Séphacryl-S200 montre I'existenceas fractions protéique
contenant des activitégs-amylasiques dont le premier pic renferme la foactprotéique et I'activité
enzymatique les plus élevées. L'étude de I'effepHusur I'activité de k-amylase deClavispora lusitaniag
et I'a-amylase commerciale montre des valeurs maxin@ded42185,18U a pH 8 pouratamylase de
Clavispora lusitaniaeet 5899,7 a pH 7 pour éi-amylase commerciale. D’autre part, I'étude deféefde la
température sur les activitésamylasiques indique que l'activité enzymatiqud’ deamylase deClavispora
lusitaniaeatteint son maximum a 70°C (24907,4 Ul) ,tandis putempérature maximale pous-Bmylase
commerciale est de 50°C (15074,07 Ul) . Les rasutie I'étude de la thermostabilité enzymatiquatnent
gu'a 70°C la-amylase deClavispora lusitaniaeonserve 99,97% de son activité initiale pourraitement
thermique de 60 min, et pour une durée de 180 fimoubation, I'enzyme maintien 99,80% de son atdiv
A 100°C et aprés 120 min d’incubation I'enzymedga 99 ,74% de son activité, et pour une durétdde
min, I'enzyme conserve 99,68% de son activitéa-amylase commerciale conserve apres 30min
traitement thermique 96,57 % et 94,53% de son igktinitiale a 50°C et 100C° respectivement, a
gu’aprés 180 min ,elle maintien 96,22 et 94,20 ¥%sae activité initiale & 50°C et 100C° respectivaine

Les sels et les substances chimiques ont des effetsbles sur I'activité des deux enzymes. L&é'C

n'affecte pask-amylase deClavispora lusitaniagependant il est un inhibiteur pourodamylase
commerciale (44,44%). En revanche, 'EDTA inhitectivité de I'enzyme de L7 et celle de I'enzyr
commerciale, avec une perte respective de 19,2138,88% de leur activité résiduelle. De cettadéfil
ressort que l'activité ded-amylase deClavispora lusitaniaeABS7 (24907,4 Ul) est meilleure que celle
'enzyme commerciale (15074,07 Ul) et il semble faeamylase alcaline de L7 est aussi thermostable
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I'enzyme commerciale :I'activité maximale & 70°Cugte thermorésistance a 100°C (maintien 99,68% de

I'activité) pendant un traitement thermique de 8reg, Tous ces résultats permettent donc de aprdlidi-
amylase produite palavispora lusitaniaéABS7 comme une enzyme thermostable pouvant évésriusht
étre utilisée en industries.
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