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Introduction générale

Au cours des derniéres années, on s'est intéressé de plus en plus a la revalorisation et la
conversion de déchets et de sous produits, issus de la transformation alimentaire, en produits
utiles tels que les protéines de levure et les enzymes. Différentes études se sont intéressées a la
production d’enzymes industrielles en utilisant les déchets agroalimentaires comme la
production de I’a-amylase en utilisant le lactoserum (Djekrif et al., 2016 et 2014), les déchets de
dattes (Ait Kaki et al., 2016) et les déchets d’oranges (Nouadri, 2012 ; Dakhmouche et al.,
2006, Bennamoune et al.,2004), la production de la pullulanase sur un milieu a base de
lactosérum (Djekrif et al., 2016 et 2014), et la production de la polygalacturonase en valorisant
les déchets de tomate (Bennamoune, 2017 et 2016). La récupération de tels sous-produits ou
déchets peut réduire considérablement le colt de la production d’enzymes et contribuer a
I'assainissement de I'environnement.

Les a-amylases sont parmi les enzymes les plus importantes et représentent environ 30% de la
production mondiale d'enzymes (Kandra, 2003 ; Ekka et al., 2018) et 56% du marché des
enzymes dans le monde (Van der Maorel et al., 2002) ). Ces enzymes se trouvent dans les
animaux, les plantes, les bactéries et les champignons. Les amylases provenant de plantes et de
sources microbiennes ont été utilisées pendant des siécles dans l'industrie brassicole. Les
amylases fongiques sont largement utilisées pour la préparation d'aliments orientaux (Mabel et
al 2006). Et bien que. :- La premiére enzyme produite industriellement était une a-amylase de
source fongique utilisée, en 1894, comme auxiliaire pharmaceutique pour le traitement des
troubles digestifs (Pandey et al., 2000).

-différents types de micro-organismes comme les bactéries, les champignons et les
levures ont été rapportés comme source d'a-amylase et leurs propriétés sont décrites (Gupta et
al ., 2008).

-Il existe de nombreuses sources microbiennes disponibles pour la production d'a-
amylase : les souches du genre Bacillus, les plus couramment utilisées B. licheniformis, B.
amyloliquefaciens et A. niger ont la capacité de produire de grandes quantités d'a-amylase. Elles
produisent environ 60% des enzymes disponibles sur le marché. Et I'amylase thermostable la
plus largement utilisée dans les industries de I'amidon est produite par Bacillus subtilis et
Bacillus mesentericus.

Cependant, les a-amylases microbiennes (bactériennes et fongiques) sont de plus en plus
étudiées en raison de la facilité relative de production a grande échelle (faible codt car elles sont
de nature extracellulaire) par rapport aux amylases des plantes et des animaux, et la demande de
I’augmentation de leur production est en continue. Aussi ces enzymes répondent aux demandes
industrielles; un grand nombre d'entre eux sont disponibles dans le commerce; et ils ont presque

complétement remplacé I'nydrolyse chimique de I'amidon dans l'industrie de transformation de
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I'amidon et de leur grande importance dans les applications biotechnologiques industrielles
(industries alimentaires, de brassage, textiles, détergents et pharmaceutiques (Ashis et al.,
2009). En plus, en industrie, la diversité des applications crée la nécessité de chercher de
nouvelles a-amylases avec de nouvelles et meilleures propriétés. Et pour toutes ces raisons et
pour améliorer 1I’économie (diminution du colt de I'importation des enzymes), il serait
intéressant de produire les enzymes a partir des microorganismes (levures) locaux. Pour cela,
nous avons choisis 1’étude de I’a-amylase, en utilisant le lactosérum. Ce déchet agroalimentaire
constitue 90% du volume du lait (Linden et Lorient, 1994), il est riche en glucides et en
protéines donc il constitue un milieu favorable pour la croissance des micro-organismes et la
production enzymatique. Sa valorisation permet de réduire le cout de la production d’enzymes et
aide a résoudre le probleme de son élimination. Cette production est réalisée par des levures car
peu d’études ont été réalisées sur la production d’enzymes amylolytiques par les levures.

Notre étude consiste, premiérement, a la production, en batch, de I’a-amylase par deux levures ;
Clavispora lusitniae et Pichia guilliermondii isolées a partir du blé de zone aride et deuxiement,
a I’étude et a la comparaison des caractéres physico-chimiques des deux enzymes levuriennes

ainsi qu’une o-amylase commerciale.

-



Syntheése Bibliographique

Préambule

Depuis longtemps, la production industrielle des métabolites (enzymes) s’effectuait par des
souches bactériennes telles que 1’espéce : Bacillus sp, par des souches fongiques, 1’espéce

Aspergillus sp largement utilisé.

Par ailleurs, peu d’études ont été réalisées pour la production des métabolites particulieérement
les enzymes (a-amylase) par des levures malgré leurs nombreux avantages. Les levures
présentent des éléments plus favorable quant a leur utilisation en biotechnologie, elles offrent
une meilleure résistance que les bactéries a ces conditions de stress, en particulier la possibilité a

des pH acides.

En plus, 1’état unicellulaire, la capacité a se multiplier rapidement et la rusticité des
exigences nutritionnelles a ces eucaryotes permettent des les cultiver, de les étudier et de les
utiliser aussi facilement que des micro-organismes procaryotes. Elles produisent des protéines
glycolyses qui vont servir a des fins industriels et pharmaceutiques : insuline par Saccharomyces

cerevisiae (Mercier., 1997) et le vaccin de I’hépatite B (Blin., 2002).

Leurs utilisation dans 1’alimentation a fait de sorte que les levures soient globalement plus
connues pour leur efficacité en fermentation industrielle que d’autres micro-organismes. Elles ne
sont pas attaquées par des virus (phages), elles sont facilement récupérables grace a leur
grosseur. La stabilité génétique des levures permet aussi une trés bonne fidélité du procédé et la

croissance de leur physiologie cellulaire facilite leur utilisation (Labrecque., 2003).

Certains études ont révélé la capacité des levures pour la production des enzymes
amylolytiques (Bouatenin Koffi.M et al,...2016). Dans notre travail, nous nous sommes
intéressés aux deux souches levurienne Clavispora lusitaniae et Pichia guilliermondii isolées a

partir du blé cultivé et stocké dans une zone aride (Sahara algerienne).
1-Généralité

Le mot levure, selon (Phaff et al., 1968), provient du mot latin « levare » qui se traduit par
lever. Ce mot a ¢été appliqué aux levures en raison de I’aptitude de ces microorganismes a
produire de CO: pendant la fermentation et a lever la surface mousseuse d’un milieu liquide de
fermentation (Oteng-Gyang. 1984 ; Kurtzman et al., 2011). Les levures sont des eucaryotes
microscopiques, et hétérotrophes. Elles appartenant du groupe des champignons dont on les
distingue par leur caractere unicellulaire. Néanmoins, de nombreuses especes sont capables de

former un pseudo mycélium comme ’espéce Candida albicans, et parfois un véritable mycélium

-
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comme I’espéce Candida ontarioensis (Nadeem, 2013 ; Kurtzman, 2011). Le bourgeonnement,
le mode de reproduction végétative le plus fréquent, est représenté par une évagination qui
apparait a un point de la cellule mére . Un autre mode de reproduction végetative peut étre
rencontré : la fission, caractéristique du genre Schizosaccharomyces, qui se manifeste par la

formation d’une paroi transversale au grand axe de la levure (Rezki-bekki, 2014).

Les levures sont utilisées comme systemes Modeles en Biochimie, en Geénétique et en
Biologie Moléculaire. Elles sont les premiers microorganismes a étre domestiqué pour la
production de la biere, du pain ou du vin et continuent d'étre utilisées pour le bénéfice de
I'numanité dans la production de protéines recombinantes et d'autres substances (Lachance,
2011a). Cependant, certaines especes sont pathogénes comme Candida albicans (Kurtzman,
2011a).

2- Taxonomie du modeéle biologique

2.1-Clavispora lusitaniae

Selon Kurtzman (2011) la classification de Clavispora lusitaniae est le suivante :
Régne : Champignon
Phylum : Ascomycota
Subphylum : Saccharomycotina
Classe : Saccharomycetes
Ordre: Saccharomycétales
Famille: Metschnikowiaceae
Genre: Clavispora
Espece : lusitaniae
Synonyme : Candida lusitaniae (forme anamorphe)

Autres noms : Clavispora imtechensis, Saccharomyces carmosousae, Candida parapsilosis et

Candida obtusa.
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2.2-Pichia guilliermondii

Pichia guilliermondii est une espéce de levure du genre Pichia dont la forme asexuée ou
anamorphique est connue sous le nom de Candida guilliermondi
i(https://en.wikipedia.org/wiki/Pichia_guilliermondii) : 24 /05 /2018 ; (Kurtzman 2011) .

Regne:Champignons
phylum:Ascomycot

Subphylum:Saccharomycotina

Classe:Saccharomycétes
Ordre:Saccharomycétales
Famille:Saccharomycetaceae
Genre:Pichia

Espéces:guilliermondii

Synonymes : Candida guilliermondii ,Meyerozyma guilliermondii.

3- Caractéristiques des levures

3.1- Caractéristiques écologiques

Les levures sont des especes ubiquitaires. Dans la nature, elles se trouvent principalement sur
les végétaux riches en sucres directement assimilables. En effet, les milieux fortement concentrés
en sucre représentent un de leur environnements préférés (sirops, biére, miel, fleurs et de
nombreux fruits) (Oteng-Gyang, 1984 et Jimoh et al., 2012; Greppi et al., 2013; Adewara et
al., 2013). D'autres, se développent au niveau des eaux douces et profondes. Par ailleurs, une
large variété de levures vit dans le sol, plus ou moins représentative de la flore levuriennes
associée aux plantes, champignons et animaux vivants a la surface. Néanmoins, pour d’autres

especes, le sol demeure leur seul habitat (Merabti., 2006, Bennamoun, 2017, Labbani, 2016).

La levure Candida lusitaniae est une espece cosmopolite ubiquiste dont la niche écologique
est mal connue (Lachance, 2011b). C’est un organisme saprophyte du tube digestif de I’lhomme

et de nombreux animaux (mammiferes, oiseaux)

(http://coproweb.free.fr/mycoweb/texte/153.htm). Dans 1’environnement, Clavispora
lusitaniae est isolée a partir d’une large gamme de substrats : végetaux, animaux, déchets

industriels et spécimens cliniques.
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Quant a Candida Guilliermondii « Pichia guilliermondii » a été isolée a partir d'un grand
nombre de sources environnementales, par exemple de I'eau douce et salée, du sol, du sable, des
amphibiens, des oiseaux et des humains. C'est aussi une source notoire d'infections
nosocomiales. Dans I'ensemble, I'incidence des infections dues & Candida guilliermondii est
faible, mais des cas de candidémie, d'endocardite et de maladie invasive ont été signalés
(Girmenia et al., 2006).

3.2-Caractéristiques Biologiques

Une levure est un mycete unicellulaire avec un cycle biologique comportant une phase
unicellulaire prépondérante. Généralement, les cellules des levures sont plus grandes que celles

des bactéries ;

La morphologie des levures est d’une grande importance taxonomique Elle est sphérique,
ovoide, globuleuse, cylindrique, ellipsoide, allongée, apiculée, ogivale, triangulaire ou en forme
de bouteille (Walker, 2009 ; Kurtzman et al., 2011). Leurs dimensions tres variables de 1 a 5
microns et de diametre jusqu'a 5 a 30 p de longueur les dimensions et aspects varient selon I'age,
I'environnement et le milieu de culture (Ait Abdelouahab, 2008). A certains stades de leur vie,
elles peuvent parfois former des filaments et constituer un pseudo-mycélium ou un vrai
mycélium (Barnett et al., 2000). Les souches de Candida lusitaniae produisent les pseudo

hyphes avec des chaines de blastoconidies développées (Lachance, 2011b) (figurel).

Les vraies hyphes ne sont cependant pas produites par Pichia guilliermondii, Les blastoconidies

de cette espéce peuvent étre trouvées dans des chaines courtes ou des amas

(Kurtzman et Suzuki, 2010)

A

Figure 1 : Filamentisation des levures. (A) : Pseudomycélium. (B) : Vrai mycélium. Barre = 10

pum (Kurtzman et al., 2011a).
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Quant a la reproduction, elle se fait selon deux modes :

- Certaines levures adoptent une reproduction asexuée, par bourgeonnement (figure2)
multilatéral et division transversale, qui aboutit a la forme anamorphe ou forme imparfaite
(hétérothallique téléomorphe). Les cellules sont ovoides, allongées ou ellipsoidales Clavispora
lusitaniae est le représentant de ce groupe. Pichia guilliermondii est un genre de levure
ascomyecete caractérisé par le bourgeonnement multilatéral, la capacité d'utiliser des nitrates, et

la production d'ascoconidia en forme de chapeau (Kurtzman et Suzuki, 2010).

Figure 2 : Bourgeonnement d’une cellule de levure (Klei et al., 2011).

- D’autres se reproduisent de fagon sexuée : certaines arrivent a faire la méiose comme Candida
lusitaniae. Apres la méiose, les asques s’ouvrent par déliquescence pour libérer 1 a 4 ascospores

de forme conique (Francois et al., 2001) (figure3)

Meiosis Sporulation
Zygote : Tetrad containin
g
ala ~5/ \‘_‘(ﬂ*‘ the four spores
(0)(a)
\VGefmination

Figure 3 : Reproduction sexuée des levures (Cosma, 2004).
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3.3-Caractéristiqgues nutritionnelles

v" Sources de Carbone

Elles sont d’une grande importance pour les levures puisqu’elles fournissent, le carbone
nécessaire pour la biosynthése de constituants cellulaires et 1’énergie nécessaire a son
fonctionnement (Waldron, 2010) (tableau 1). Toutes les levures sont capables de métaboliser le
glucose, le fructose, le mannose (Tableaul) (Walker, 2009). Les levures Candida sp et
Clavispora lusitaniae sont capables de fermenter le D-xylose alors que pour les souches
industrielles, D’autres saccharides, des polyols, des alcools (éthanol, méthanol, glycérol), des
polysaccharides (amidon soluble, pectine), 1’acide lactique et I’acide citrique peuvent étre utilisés
par les levures grace aux enzymes de leur capital génétique (Kurtzman et Suzuki, 2010).
Pichia guilliermondii est I'organisme modele d'un groupe ainsi nommé «levures flavinogenes»
capables de sursynthése de riboflavine pendant la privation de fer. En outre, certaines souches de
Pichia guilliermondii transforment efficacement le xylose en xylitol (Kurtzman et Suzuki,
2010). Les sources de carbone pouvant étre utilisés par les levures sont résumées dans le tableau
suivant :

Tableau 1: Les sources de carbones pouvant étre utilisées par les levures (Modifié de :
Walker et White, 2005 ; Bennamoun, 2017 ; Djekrif, 2016)

Sources de carbone : Exemples :

Hexoses D-glucose ,D-galactose,D-fructose, D-mannose .

Disaccharides

Maltose , saccharose,lactose,tréhalose,mélibiose,

cellobiose , mélézitose .

Trisaccharides

Raffinose,maltotriose.

Polysaccharides

Inuline, cellulose, hemicellulose,chitine.

Oligosaccharides

Maltotetraose, maltodextrines.

Hydrocarbones Alcanes .
Pentoses L-arabiose,D-xylose,D-xylulose,L-rhamnose.
Alcools Méthanol,éthanol,glycérol.

Acides organiques

Acétate, citrate, lactate,malate,pyruvate,succinate .

Acides gras

Oléate,palmitate .

Composés aromatiques

Phénol,cresol,quinol,resourcinol,catechol,benzoate.

Déchets agroalimentaires

et industriels

Déchet de tomate, d’orange, rebut de datte,

lactosérum...
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Le lactosérum par sa composition biochimique posséde d’intéressantes propriétés comme
milieu de fermentation pour plusieurs microorganismes assimilant le lactose comme source de
carbone et d’énergie, la teneur élevée en lactose est compris entre 40-57g/l pour le lactosérum

doux et entre 40-50¢/1 dans lactosérum acide ( Saulnier et al., 1996)

v" Sources d’azote

La plupart des levures sont capables d’assimiler différentes sources d’azote organiques
(peptone, extrait de levure, glutamine, base purines et pyrimidines...), l'extrait de levure
constitue le principal stimulateur de la croissance microbienne en particulier pour les levures
(Walker, 1998 et Deak, 2006)

et des sources inorganiques pour la biosynthése des acides aminés, des protéines, des acides
nucléiques et des vitamines (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1997 ; Guiraud, 1998 et Deak,
2000 ; Djekrif, 2016). Toutes les levures sont pratiquement capables d’utiliser 1’azote minéral
comme les sels d'ammonium utilisés dans les milieux de culture (Bourgeois, 1996).
Contrairement a Hansenula et Citeromyces, certains genres de levures sont incapables d’utiliser
les nitrates : Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia et Debaryomyces. Par contre, les nitrites
sont métabolisables par Debaromyces hansenii et Pichia pinus (Bourgeois, 1996 ; Djekrif,
2016).

v Minéraux, oligoéléments et vitamines

Nécessaires a I’état de trace, ils sont indispensables pour la croissance et la multiplication des
levures, aussi ils jouent un role dans 1’activation de certaines réactions enzymatiques (tableau 2)
ainsi que dans la construction de certaines vitamines et coenzymes (Bourgeois et Larpent,
1996).Et en conséquence ces minéraux sont essentiels tant sur le plan structural que catalytique
(Marlene, 2006). Il a été trouve que Le développement de la levure boulangére nécessite la
présence de certaines vitamines, en particulier, la biotine, 1’inositol, pantothénate de Calcium, la
thiamine. Elles sont nécessaires a 1’état de traces de I’ordre de milligramme par litre du milieu de

culture.

-
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Tableau 2 : Importance de certains oligoéléments et vitamines pour la croissance des levures
(Walker, 2000 et Lourens et Reid, 2002).

Oligoeléments et facteurs de croissance : Role joué :

Magnésium - Stabilité et perméabilité des membranes. -
Protection de la cellule contre les facteurs
négatifs, tels que le choc thermique et la

toxicité de 1’éthanol.

Manganeése - Il appuis la synthese de la thiamine et des
protéines, ce qui contribue a 1’augmentation

de la biomasse.

Biotine - Essentielle dans la réaction de
carboxylation et de décarboxylation. -

Production des alcools et des esthers.

Thiamine - Synthése de I’isoleucine et de la valine.
Acide pantothénique - Synthéese de I’Acétyl -COA.
- Production des acides gras et des acides
aminés.
Riboflavine (B2) Déshydrogénation et transport d’électrons.
Acide pantothénique Oxydation des acides cétoniques,

métabolisme des acides gras.

La matiére minérale du lactosérum comme milieu de culture s’avere riche en chlore et
calcium, facteurs activateurs pour la production des métabolites par des microorganismes. Cette

concentration selon Alais (1981) est entre 4-6 g/I.

3.4-Caractéristiques physiologiques

v' Température

Généralement, les levures poussent dans une gamme de température optimale située entre
25°C et 30°C. Dans la majorité des cas, la température ne reste pas constante pendant la
croissance (Rezki-Bekki, 2014). Plus la tempeérature de la fermentation augmente plus I'effet

toxique d'alcool est important sur les membranes de la cellule de levure.

En effet, la température minimale de croissance peut se situer entre 20°C et 50°C pour les
microorganismes thermophiles qui poussent a des températures comprises entre 45 et 80°C

(Rudiger et al., 1995 et Madigan et Martino, 2006) comme pour des espéces des genres
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levuriens de Saccharomyces, Kluyveromyces, Debaryomyces, Pichia, Candida, 98% des levures
ont une température de croissance comprise entre 24 et 48 °C (Deak, 2006). La levure Candida
thermophila, isolée du sol en Coreée, croit a 51°C (Shin et al., 2001), certaines se développent a
plus de 50°C : Candida Slooffii, Saccharomyces telluris et Torulopsis bovina (Bourgois et al.,
1988 et Leveau et Bouix, 1993 ; Djekrif, 2016), Clavispora lusitaniae ABS7 a 64,14°C
(Djekrif, 2016). Les microorganismes capables de se développer a des températures comprises
entre 50 et 60°C sont désignés comme thermophiles modérés (Bertoldo et Antranikian, 2002).
D’autres levures peuvent se développer a des températures allant de 0 a 50°C, ce sont les levures
mésophiles (Oteng-Gyang, 1984), tandis que les levures psychrophiles ont une température
maximale de croissance se situant entre 5°C et 20°C. Les levures thermophiles ont besoin d'une
température élevée pour vivre qui peut aller jusqu'a 100°C (Leveau et Bouix, 1993 et Prescott
et al., 1995).

\/pH

Le pH a une influence sur le développement des levures qui ont généralement tendance a
coloniser des environnements acides et par leurs activités métaboliques (la respiration et la
sécrétion d’acide organique) acidifiant encore plus le milieu. Les levures tolérent une large
gamme de pH allant de 2,4 a 8,6. Leur croissance optimale se fait a des pH allant de 4 a4 6,5 et
beaucoup d’espéces tolérent de grandes variations de pH comme les levures du genre Candida

qui se multiplient activement en milieu

acide, de pH 2 a pH 6 mais peuvent survivre a pH 9. Les levures sont fortement inhibées par les

acides acétique, lactique citrique, 1’acide ascorbique et propionique (Bouix et Leveau, 1991).

v Aération

Les levures peuvent étre classees selon leur mode de production énergetique, utilisant la
respiration ou la fermentation. Il est important de noter que ces processus sont principalement
réglés par des facteurs environnementaux (Walker et al., 1997). En effet, toutes les levures
sont capables de se développer en présence d’oxygeéne ; il n’y a pas de levures anaérobies
strictes, certaines sont aérobies strictes : Rhodotorula, Rhodosporidium, Lipomyces,
Saccharomyces, Cryptococcus, Sporobolomyces, Hansenula, Pichia, Torulopsis et

Debaryomyces (Bouix et Leveau, 1991). D’autres sont aéro-anaérobies facultatives préférant un
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métabolisme soit fermentaire méme en présence d’oxygéne comme les Saccharomyces,
Schizosaccharomyces et Brettanomyces ; soit respiratoire en présence d’oxygeéne comme les
Candida, les Kluyveromyces la plupart des Pichia et des Hansenula et quelques Torulopsis
(Bouix et Leveau, 1991).

v' Pression osmotique et activité de I’eau

L’effet de la pression osmotique varie d’une souche a ’autre. La plupart des souches ne
peuvent se développer pour des activités de I’eau inférieures a 0,90, mais certaines
tolérent des pressions osmotiques plus élevées correspondant a une activité¢ de I’eau de

I’ordre de 0,60, mais avec un métabolisme lent (Leveau et Bouix, 1979).

4-Classification des levures

La classification de référence est actuellement celle de Kreger-Van, (1984) qui présente des
changements sensibles par rapport a la précédente classification de Lodder, (1971). En
particulier, de nouveaux critéres taxonomiques sont pris en considération pour permettre des

études plus rigoureuses.

La classification actuelle répertorie 60 genres et 500 especes (Benaouida, 2008). Selon leur

mode de reproduction, les levures se divisent en trois grandes classes :

e Les ascomycétes : se reproduisent par un processus sexué dans un asque resultant de la

transformation d une cellule apres méiose.

e Les basidiomycetes: réalisent une reproduction sexuée avec formation de basidiospores

sur une baside.

e Les deutéromycetes : regroupent I'ensemble des levures ne présentant pas de mode

connu de reproduction sexuée, ne se multipliant que par reproduction végétative
(Benaouida, 2008).

5-Biotechnologie et levures

Les levures possedant une grandes activités métaboliques et sont donc tres utilisées dans les

domaines agricoles et alimentaires,...etc (figure 4).
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Affinage des

boissons
fromages

alcoolisées

Panification i p : Production des
alcools industriels

Production des
protéines
recombinantes enzymes

Production des

Figure 4 : Schéma représentant I’utilisation des levures dans I’industrie.

Par leur métabolisme diversifié, les levure occupent une place essentielle dans 1’industrie
alimentaire. Elles participent a ’élaboration de nombreux produits alimentaires (panification,
fromagerie, brasserie,...) et dans la production des enzymes (1’invertase ; lactase, lipase et les
amylases...), du glycérol ainsi que certaines vitamines et solvants, mais aussi a la revalorisation

de déchets agricoles, industriels (Rezki-Bekki, 2014).
e Les boissons alcoolisés

La fabrication de boissons alcoolisées se fait grace a la fermentation alcoolique , qui consiste a
La transformation du sucre simple en alcool pour la production de biocarburant a partir de
plantes cultivées riches en sucre ou en amidon comme la canne a sucre, la betterave sucriere, le
mais ou le blé. L’espéce la plus utilisé¢ par ’homme est Saccharomyces cerviciae. (Coulibaly et
al., 2014 ; Anonyme, 2007).

e Panification

Depuis I’antiquité, les levures ont été largement utilisées dans la fabrication du pain, elles
sont développées en aérobiose. Ce type de développement, augmente la production de gaz
carbonique CO2 et diminue I’accumulation d’alcool ; ce qui donne la texture 1égére de

nombreux pains et les traces de fermentation contribuent au godt final (Prescott et al., 2007)
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e Affinage des fromages
Les levures ont la capacité d’utiliser les acides organiques comme source d’énergie et
de carbone (Larpent, 1991), elles participent a 1’affinage des fromage, en consommant I’acide
lactique produit par les bactéries lactiques a partir des composants du lait et contribuent ainsi a
réduire 1’acidité du caillé (Leveau et Bouix, 1993). En plus de la levure S.cerevisae, de
nombreuses espéces ont été introduites comme les genres Kluyveromyces, Debaryomyces,

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

e Production des alcools industriels

Gréace a leur haute capacité fermentaire, Les levures et essentiellement des souches du genre
Saccharomyces, peuvent assurer la bioconversion de nombreux substrats saccharoses (jus de

betteraves, sirop, mélasse de sucrerie) en bioéthanol (Leveau et Bouix, 1993 et Tibor, 2007).

e Production d’enzymes et de protéines recombinantes

Les bonnes connaissances de la biologie moléculaire des levures et la mise au point de
techniques de génie génétique, permettant de programmer les levures de fagon qu’elles
expriment des protéines humaines et animales recombinantes ; constituent une grande réussite
des biotechnologies surtout d’intérét meédical (par les productions d’enzymes, d’hormones
peptidiques, de facteurs de croissance, d’hémoglobine, de ferritine, 1’érythropoiétine, etc.)

(Lammi, 2011).

La production de protéines recombinantes utilisées en thérapie est un marché en nette
progression, peut atteindre plus de 20 milliards de dollars a I'horizon 2020 (Gaélle Fleitour,
2012). Les enzymes digestives et leur utilisation en bio-industries sont trés développées
(tableau3).




Syntheése Bibliographique

Tableau 3: Quelques enzymes et protéines recombinantes synthétisées par des levures utilisées
en thérapie.

Types Levures utilisées Pathologie a Références
d’enzymes traiter
a-amylase EC3.21.1 Saccharomyces | Aide digestive Wong et al.,
carlgergensie 2002
Saccharomyces
cerevisiae
Beta-glucosidase EC3.2.1.21 Clavispora Maladie de Lamers et al.,
lusitanie Gaucher 2016 ;
Regenboog et al.,
2016
Glucose- EC1.1.1.49 Saccharomyces Le favisme (Loiudice et al.,
6phosphate cerevisiae 2001)
déshydrogénase
(G6PD)
Hémoglobine _ Pichia pastoris Anémie Huaxin et al.,
Thalassémie 2007
Lipases EC3.1.1.3 Candida Aide digestive | Sikandar et al.,
lipolytica 2010 et Deiv et
Kluyveromyces al., 2003
marxianus
Protéines vaccins _ Sporidiobolus sp | Prévention des | Bitter et al., 1984
infections. Blin., 2002

g
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1.Introduction

L’a-amylase comme toutes enzymes, est une macromolécule qui fait partie de la classe des
protéines globulaires, dont le role biologique est de catalyser 1’hydrolyse de I’amidon. L’a-
amylase et les protéases sont les plus utilisés en bio-industrie (Saci,2012). Par ailleurs, la part du
marché mondial prise par les enzymes est de 56% pour les amylases. (Van der Maarel et al .,

2002). Elle a été découverte en 1833 par Anselme Payen et Jean-Francois Persoz.

2.Définition

L’o-amylase [o -(1,4)-D-glugane glucanohydrolase] ,(EC 3.2.1.1) est une enzyme
extracellulaire (Chery et al.,2004).cette endoamylase clive les liaisons o -(1,4)-glycosidiques de
I’amidon et des substrats apparentés et produit le maltose et les oligo saccharides (Zubeyde et

al .,2008 et 2013 ;Sami et al., 2017).

3. Structure de a-amylase

Les a-amylases sont également considérées comme des glycoprotéines renfermant 478 acides
aminés répartis en 2 domaines globulaires appelés A (1-380 résidus) et B (381-478 résidus)
(Nouadri, 2011), Ces domaines sont associés par une chaine polypeptidique constituée
principalement de résidus hydrophobes. L’a-amylase comporte trois domaines globulaires (A, B,
et C) (figureb).

Figure 5 : Structure d’a-amylase : Le domaine A est présenté en rouge, domaine B en jaune et
domaine C en violet. Dans le centre catalytique, I’ion de calcium est présenté par la sphere
bleue et I’ion chlorure par la sphére jaune. Les structures vertes sont lié au site actif et aux sites

de liaison de surface.
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Le domaine A, forme un tonneau (B / a) 8 et porte le site actif a la partie C-terminale des
feuillets B. Le domaine B, forme une boucle a partir du milieu du domaine A et constitue une
sorte de « couvercle » au-dessus du site actif (fig.5) Quand au domaine C, il constitue un tonneau
de 8 feuillets B antiparalleles (Benaouida,2008;Nouadri ,2011) .

4 production d’enzyme amylolitique levurienne

Les amylases levuriennes ont été largement utilisées pour la préparation des aliments
orientaux. En dépit de la large distribution des amylases, de source microbienne, a savoir les
amylases levuriennes, Plusieurs études ont montré la production d’enzymes amylolytiques
(tableau 4).

Tableau 4 : Production d’enzymes amylolytiques par des levures :

Levures

Enzymes amylolytique

Référence

Filobasidium

capsuligenum

a-amylase

Glucoamylase

De Molet et Varacgtert 1985

Schwanniomyces castelli

a-amylase

Glucoamylase

Sills et al., 1984,Clementi et
Rossi,1986

Candida utilis a-amylase Ouédraogo et al., 2012
Candida guilliermondii
Candida famata
Trichosporon mucoides
Schwanniomyces alluvius a-amylase Moranelli et al.,1987
Pichia burtonii a-amylase Takeuchi et al., 2006

Candida guilliermondii

a-amylase Inulinase

Esterase

Acourene etAmmouche,2012
Gao et al.,2007, Basaran et
b Hang, 2000.

Clavispora lusitaniae

a-amylase ,[3-glucosidase ,
Phytase , Naringinase (a-
Lrhamnosidase et B-D-

glucosidase

Ouédraogo et al., 2012, Freer et
Greene, 1990 Greppi et al .,
2015 ;Sahota et Kaur ,2015 et
Djekrif, 2016

Pichia burtonii 15-1

a-amylase

Kato et al., 2007
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5.0rigine de I’a-amylase

Les a-amylases sont abondantes dans tous les regnes, elles ont été isolées par extraction a
partir des tissus végétaux et animaux ou par fermentation par des cellules microbiennes (Haq et
al., 2003 et Srinivasa et al., 2004). L’alpha amylase d’origine végétale, animale ou microbien

agit sur les polysaccarides (amidon, glycogene).

5.1.0rigine animale

Généralement extraite de la salive humaine et du pancréas des mammiferes, tels que les porcs
et les veaux . (Marbati , 2006)

5.2.0rigine végétale

chez les plantes 1’a-amylase joue un réle important dans le métabolisme glucidique, ou elle
participe a I’hydrolyse de I’amidon en produisant des sucres réducteurs (glucose et maltose)
directement assimilables (Badot et Merlin, 1984). Elle est obtenue par extraction a partir des
céréales, notamment le blé, I’orge, le son ou le riz (Srinivasa Rao et al., 2004). Elle est souvent
formée au cours de la germination des graines, qui requiert une activité enzymatique tres
importante pour la mobilisation des réserves et le développement de I'embryon (Charles et
al.,2003).

5.3. Origine microbienne

Chez les microorganisme,on distingue deux types d’a-amylases : a-amylases bactériennes ,a-amylases

fongiques.
e a-amylases bactériennes

Ce type d'enzymes est obtenu principalement par fermentation de Bacillacées 11 s’agit de
Bacillus subtilis et Bacillus damyloliquefacien sont les plus utilisés pour la production de 1’a-
amylase(Tanyildizi et al., 2005 ; Haq et al., 2002 et Umamahheswatri et al., 2010). De
nombreuses amylases aux propriétés industrielles ont été découvertes chez des bactéries
acidophiles ,alcalophiles et thermophiles et Bacillus licheniformis (Cordeiro et
al.,2002,Sanchez et Cardona, 2008 ; Umamahheswari et al., 2010 et Yihan, 2010) . Ces
enzymes interviennent dans la transformation de I'amidon en clivant les liaisons o (1—4)

(Nadirman et al., 2006).
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e g-amylases fongiques

Les amylases fongiques surtout celles d’Aspergillus (oryzae et niger) et de Rhizopus
oryzoe ont été largement utilisées pour la préparation des aliments orientaux : La sauce de Soja,
la pate de soja (miso) , et la boisons « Koji » utilisee comme aide digestif .Aussi, la production
industrielle des enzymes a partir des microorganismes fongique existe depuis longtemps du fait

que la premiere production d’a-amylase était d’origine fongique.(Tekamine,1994).

Différentes études ont démontré la capacité des souches levuriennes de produire 1’a-
amylase : Aureobesidum pullulaus N13 (Li et al.,2007), Clavispora lusitaniae (Djekrif 2014 et
2016), Pichia burtonii (Akiko,2014). Schwennionyces elluvius allavias (Moranelli , 2003).

6.Caractérisation de ’amylase

Les caracteéristiques physico-chimiques de quelques a- amylases ont été étudiées et les résultats

sont récapitulés dans le tableau 5.

Tableau 5: Caractéristiques physico-chimiques de quelques a- amylases .

Source Poids pH Température | Km | Vmax Références
moléculaire | optimum | optimale(°C)

Candida 50000 4.2 62 - - De Mot and
Antractica CBS Varachtert,198
6678 !
Aureobasidim 486 KDa 45 60 - - Li et al., 2007

pullulans
Schwnniomyces 520000 3.75-5.5 45-50 - - Moranelli
alluvius 6 Wilson et al.,
1982
Wickerhamia Sp 54 kDa 5-6 50 - - Hernande
Montane
et al.,2012
Candida - 7 60 - - (Agueroetal.,
parapsilosis CBS 2015).
10947
Rhodotorula - 7 60 - - (Aguero et al.,
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mucilaginose 2015).
PYCC 5995
Candida - 7 60 - - (Aguerode et
parapsilosis PYCC al., 2015).
2545
Candida geabrate - 7 60 - - (Aguero et al
CBS858 ., 2015).
Pichia burtonii 51kDa 5 40-50 - - Akiko T et al.,
may 2014.
Clavispora 75 kDa 9 75 1.39 6.25 Djekrif,2016
lusitaniae mg/ | ymole
mi /min
Amphibacillus Sp . 8 54 Mesbah et
NM-RA2 - - - Wiegel, 2014
B. 43 7 70 Kikani et
amyloliqufaciens - - Singh, 2011
B. 31 6.5 90 - - Bozicetal.,
Licheniformis 2011

7. Production de I’alpha amvlase

Le choix du milieu approprié a la fermentation est essentiel pour les microorganismes, aussi
bien pour la croissance que pour la production d’enzymes. cette derniére est aussi influencée par
différents paramétres a savoir : température, pH et temps d’incubation.

7.1 .Composition du milieu de culture

Le milieu de fermentation pour la production de I’enzyme alpha amylase doit présenter
une composition permettant de maximiser le rendement et cela en tenant compte du systéme
régulation de la synthése de I’enzyme,La production d’enzymes amylolytiques par les levures a

été considérablement améliorée par I'addition de différentes sources de carbone et d'azote :

e Les sources de carbone ont affecté non seulement la croissance mais aussi I’apparition
des amylases, ainsi que la vitesse avec laquelle les hydrates de carbone sont
métabolisés.(Kristue et al.,2012 et Zoubirie , 2012).
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e La source d’azote organique ou inorganique est essentielle pour la formation de

biomasse cellulaire et d’enzymes.( Dubey et al.,2000)

7.2. Température

Une large gamme de température (35 — 80 °C) a été rapportée pour une croissance optimale et la
production d’a- amylase a partir des bactéries. (Burhan et al.,2003). La production d'a-amylase

était maximale a la température de 37 °C par Bacillus amyloliquefaciens (Haq et al., 2010).

7.3.pH

Nustrat et Rahman (2007) ont rapporté que chez les levures le pH optimum de la production
d’a- amylase est de 6, alors que chez les bactéries le pH de la production a-amylasique est plus

élevé, chez Bacillus amyloliquefaciens, il est de 7 (El tayeb ; 2007) .

7.4.Temps d’incubation

Burhan et al., 2003, ont rapporté que la production d'a-amylase par des levures commence au
début de la phase de croissance exponentielle pour atteindre le niveau maximum apres 24 heures
et apres cela, le niveau de I’enzyme diminue de fagon drastique ; probablement en raison de

I'accumulation d'un niveau élevé de protéase a la fin de la phase de croissance exponentielle.

8.Mode d’action

Les a-amylases présentent la possibilité d'attaquer les chaines d'amylopectine de deux

facons différentes (figure 6) :

e soit en se fixant sur une chaine et y effectuer plusieurs cycles de coupures (attaque
multienzymatique) c'est le cas de I'amylase pancreatique.
e soit en se fixant sur une chaine pour y effectuer une coupure puis aprées libération des

produits, se détacher de la chaine pour attaquer une autre chaine (attaque préférentielle).
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< f-amylase
< a-amylase
= dextrinase limite

extrémité non réductrice extrémité réductrice -

Figure 6 : I’Action de I’a-amylase sur I’amidon en rouge

0.Intérét et utilisation industrielle

L'amylase, une enzyme dégradant I'amidon, a pris de l'importance dans divers procédés
industriels tels que les produits pharmaceutiques, les aliments, le brassage, le papier, le textile et
les produits chimiques. Cette enzyme est largement utilisée dans les industries pharmaceutiques
dans les toniques digestives, pour I'nydrolyse de I'amidon pour produire différents sucres comme
le glucose et le maltose qui ont plusieurs applications. Les applications les plus répandues des a-
amylases sont I'amidonnerie, qui est utilisée pour I'hydrolyse de I'amidon dans le processus de
liquéfaction de I'amidon qui convertit I'amidon en sirops de fructose et de glucose (Saini et al.,
2017 ; Nielsen et Borchert, 2000) (Tableau 6).
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Tableau 6 : Utilisation de 1I’a-amylase

Industries

Applications

Références

Biocarburants

Développement des biocarburants de

premiére génération a production de bioéthanol

Oner, 2006

Biscuiterie

et panification

-Régulation des activités diastasiques des farines.
-Formation de la mie souple en boulangerie.
-Amélioration de la texture des gateaux patissiers

et des biscuits.

Pandey et al., 2000
Malhotra et al.,
2002 et
Azizi et al., 2003.

Boissons

-Fabrication d'alcool éthylique, de boissons
sucrées non alcoolisées et de jus de fruits.
-Obtention des bieres sans dextrines, dites bieres a

basses colories.

Mamo et al., 1999

Détergents

-Augmentation du pouvoir blanchissant.
-Dégradation des résidus de féculents tels que les
pommes de terre, les sauces, creme, chocolat.

Gupta et al., 2003

Environnement

-Traitement des eaux résiduaires pour

Malhotra et al.,

I’élimination de I'amidon. 2002
Industrie Aide digestive. Yolande Gauthier
Anti-inflammatoire et anti-ccdémateuse etal., 2014

pharmaceutique

Textile, la tannerie, de

Désencollage des tissus ainsi que dans les domaines de

Teodoro et al.,

la papeterie et tannerie 2000
Papeterie
Sucrerie -Facilité des opérations d'extraction et de raffinage du Roa et
saccharose a partir de la betterave ou de la canne a Satyanarayana,
2003

sucre pour éliminer des traces d'amidon génant la
purification.
-parfois les sirop de canne peuvent se trouver
perturbés par la présence de contamination amylacés
augmentant aussi leur viscosité et nuire ensuite au

processus de cristallisation .

g
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Matériel et Méthodes

1.Matériel

Notre travail expérimental a été réalisé au laboratoire de Genie Microbiologique et
Applications (GMA) du Département de Biochimie et de Biologie Cellulaire et Moléculaire
(DBBCM), Faculté de Sciences de la Nature et de la Vie (FSNV), Université les fréres

Mentouri, Constantine 1.

e Appareillage et Réactifs

Le matériel et les reéactifs utilisés pour la réalisation des différents manipulations
effectuées dans ce travail sont récapitulés dans le tableau 7.

Tableau 7: Matériel et Réactifs

Verrerie Réactifs et produits Appareillage
-ErlensMeyers -Eau distillée -Bain Marie.
- Béchers - Sulfate d’ammonium -Autoclave .
- Entonnoirs (NH4)2S0s. - Agitateur magnétique
- Tubes a essai - Hydroxyde de sodium (plaque chauffante)
- Pipettes graduées (NaOH) . - Centrifugeuse Segma.
- Fioles jaugées - Milieux de - Vortex.

- Eprouvettes

- Tube a vis stériles.

culture Sabouraud.

- Amidon soluble.

- Balance analytique .

-Etuve d’incubation.

-pipettes pesteurs. - Tartrate double de sodium -Bec bunsen .
boites de pétri. et de calcium . - pH-métre .
-Flacons stériles. - DNSA - Spectrophotometre .
(acide dinitro 3.5 -Colonne de
salicylique). Chromatographie
-Sulfate de cuivre (CuSOs- d’exclusion moléculaire .
5H 20). - Four pasteur
-Maltose. -Microscope.
-Acétone. -Pompe.
-Folin Ciocalteurs. -Colonne de

-Na 2HPOa. chromatographie.
- Carbonate de sodium -Collecteur.
(Na2CO3).
- Acide citrique (CeH7Os).
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- Acide chlorhydrique HCI .
- Phosphate de potassium
(KH2 PO4
-Glycocolle.
-CaCla.

-MgCly,

-ZnS04.

-Extrait de levure .
-Peptone.
-Glucose.

- Agar.

2-Matériel biologique

Les microorganismes utilisés dans notre étude sont deux souches levuriennes Clavispora
lusitaniae BZ et Pichia guilliermondii BW, isolées par Dr Dakhmouche-Djekrif
Scheherazad a partir des grains de blé provenant d’une zone aride « Biskra » Sahara
Algérien située a I’Est et considérée comme un écosysteme extréme (température maximale:
49.5°C, pluviosité annuelle: 120-150 mm). Les souches ont été conservées a (-80°C) dans

des cryobilles.

3-Mise en culture

Notre travail expérimental consiste a la production d’une enzyme amylolytique a partir des

souches levuriennes selon les étapes suivantes (figure 7):
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ﬁ Cryobilles

Pichia guilliermondii ou
clavispora lusitaniae

Transfére d’une bille dans 1ml
d’eau distillée stérile

/ \ Réactivation

Sabouraud S S YPGA
L» Incubation 25°C <J

pendant 48h

v

Observation macroscopique et
microscopique

!

Repiquage des souches sur YPGA

/ N\

Conservation sur milieu Préparation une suspension de
incliné de cellule pour la fermentation
YPGA+Glysérol

Dénombrement des cellules

Agiter afin d’obtenir une
suspension de cellules

(Cellule de Thoma)

Figure 7: Etapes de la préparation de la suspension des cellules de levures pour la fermentation.
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3.1- Réactivation des souches

e Milieux de réactivation

Les milieux utilisés pour la réactivation des souches sont les suivants :

e YPGA:
- Extrait de levure : 5 g
- Peptone : 10 g
- Glucose: 20 g

/////

e Sabouraud commercial.

3.2.Repiquage des souches

-Transférer une bille de chaque souche dans 1 ml d’eau distillée stérile.

-Agiter afin d’obtenir des suspensions cellulaires.

-Ensemencer chaque souche (L6 ; L7) par la méthode des stries sur YPGA et Sabouraud .
-Incuber pendant 48h & 25°C.

3.3. Identification des souches

Elle comprend I’identification phénotypique (morphologiques) et génotypique des souches

levuriennes sélectionnées (Kurtzman et al., 2011b)

3.3.1.1dentification phénotypique des souches

L’identification phénotypique des isolats est basée sur les criteres morphologiques,
culturaux (observations macroscopiques et microscopiques). Les souches pures sont repiquées
sur YPG gélosé par la méthode des stries par épuisement. Les boites sont incubées 2-3 jours a
30°C puis laissées a la lumicére et a la température ambiante pour favoriser 1’apparition

éventuelle de pigment.

Les observations macroscopiques sont réalisées afin de déterminer la forme (contour régulier
ou irregulier, convexes ou concaves), la couleur et 1’aspect des colonies des levures (brillant ou

mat).




Matériel et Méthodes

L’examen microscopique a I’état frais (grossissement x40 et x100) a permis de vérifier la

pureté des souches et d’étudier la forme des cellules et leur taille,...etc.

3.3.2.1dentification génotypigque des souches

e Séquencage du gene de I'ARNTr 26S

L’identification des levures est réalisée par le Centre International de Ressources
Microbiennes (CIRM, Thiverval Grignon, Paris). L’amplification et le séquengage du domaine
D1/D2 de la région 26S de I'ADN ribosomique sont réalisés en utilisant la procédure mise au
point par Kurtzman et Robnett (1998). Les amorces utilisées sont :

NL1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3)
et NL4 (5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3)).

e Analyse des données

Les séquences obtenues sont comparées aux sequences des bases de données du NCBI. Les
comparaisons de séquences sont effectuées en utilisant I'outil de recherche d'alignement local de
base de programmation (BLAST) dans la base de données GenBank. Un isolat est attribué a
I'espéce présentant une identité de séquence la plus haute identifiée.

3.4.Dénombrement des cellules

Le dénombrement des cellules se fait par comptage sur la cellule de Thoma
(0.1mm,1/400mm?) en observation optique. La densité optique des suspensions de cellules est
déterminée & 600 nm (Abs < 0.500).

4.Milieu de production

4.1.Lactosérum

Le milieu utilisé pour la production de 1’a-amylase de Clavispora lusitaniae et Pichia
guilliermondii est le lactosérum. Il est issue de I’industrie fromagére.Ce déchet renferme les
composants solubles du lait : lactose , protéines , sels minéraux et des traces de matiére grasse
(Larpent et Sanglier , 1992) .

4.2.0rigine de lactosérum

Le lactosérum est fourni par la laiterie de Milalait a Oued-Athemania —Mila-. Son pH est de
4.76 donc c’est un lactosérum acide.ll est conservé a 4°C pour une courte durée de 24-48h ou a -

20°C pour une durée plus longue.
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4.3. Traitement de lactosérum

Le lactosérum est filtré a travers la gaze afin d’éliminer les impuretés. Avant son utilisation, le
lactosérum subit un traitement de thermo coagulation sous I’action combinée du pH (ajusté a 4,6)
et de la température a 100°C pendant 30 min afin de précipiter les caséines qui seront ensuite
éliminées par filtration. Le filtrat constitue le milieu de base et sert a préparer le milieu de

culture.

5. Fermentation

Préparer des Erlens Meyers de 500 ml contenant 100 ml de milieu de fermentation ;
lactosérum traité. Boucher avec du coton cardé couvert avec du papier aluminium.Incuber a

30°C pendant 28 heurs sous une agitation de 150 rpm.

A la fin de la fermentation, le jus de la fermentation est centrifugé a 4000 tours pendant
20 min afin de séparer le biomasse. Le surnageant est récupéré et utilisé comme extrait brut pour

la détermination des activités enzymatiques.

6. Méthodes de dosage

6.1.Dosage de P’activité a-amylasique

_Le dosage de I’activité amylasique a été réalisé par la méthode Bernfeld 1955.

* Principe

L'activité de I’a-amylase est évaluée par I'nydrolyse de I'amidon ou les extraits enzymatiques.
L'amidon hydrolysé libére du maltose dosé par la méthode de Bernfeld (1955) qui utilise I'acide
3,5-dinitrosalyciliqgue (DNSA) comme inhibiteur de I'amylase. La réaction est colorimétrique et

I'intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité du maltose libérée.

» Préparation des réactifs

e Substrat
Dissoudre 1 g d'amidon ou de 100 ml de tampon phosphate pH 6.
e Preparation du réactif DNSA

Dissoudre 1g de l'acide 3,5-dinitrosalycilique dans 20 ml de NaOH 2N et 50 ml d'eau distillée
Ajouter 30g de tartrate double de sodium et potassium, compléter a 100 ml avec de l'eau

distillée, filtrer.
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e Courbe étalon : La réalisation de la courbe d’étalon du maltose(figure 8)

Préparation de la solution mere du maltose 2 mg par 1 ml ,Realisation de différentes

concentration (tableau 8 ).

Tableau 8: Réalisation de la courbe étalon du maltose

centration[mg/mi] 0 0.4 0.8 1.2 1.6 2
Soluti

Solution meére 0 ml 0.2 ml 0.4 ml 0.6 ml 0.8 ml 1mi

(maltose 2 mg/ml)

Eau distillée 1mil 0.8 ml 0.6 ml 0.4 ml 0.2ml oml
DNSA(mI) 1 1 1 1 1 1
Incubation a 100° C de 10 min apres refroidissement dans un bain de glace
Eau distiller(ml) 10 10 10 10 10 10

Lire I’absorbance a 540 nm

La courbe étalon du maltose est présentée dans la figure suivante :

1.2
y =0.4784x

R*=0.9981

1 /

€ 038
<
s /
wn 0.6
T
(7]
< 0.4
0.2
0 T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5

Figure 8 : la courbe étalon du maltose

= Dosage de I’activité enzymatique

-Ajouter 0.5 ml de I’extrait enzymatique dilué 1/10 a 0,5 ml d’amidon 1% dans du tampon

phosphate pH 6.

-Incuber le mélange réactionnel a 40°C pendant 30 min.
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-Stopper la réaction par addition de 1 ml de solution DNSA et incuber a 100°C pendant 10

minutes. Mettre dans un bain de glace et ajouter 10ml d’eau distillée, bien agiter.
-Lire ’absorbance a 540 nm.

6.2.Dosage des protéines (méthode de Lowry 1951)

e Principe

Le principe de la méthode consiste a réduire le réactif de Folin-Ciocalteu (acides
phosphomolybdique et phosphotungstique) en présence de protéines en un complexe bleu de
molybdéne. La réaction est précédée d’un prétraitement par un réactif de cuivre en milieu

basique, ce qui permet d’en augmenter la sensibilité. Deux colorations sont mises en jeu :
- celle donnée par le réactif Folin-Ciocalteu (réactif des phénols)
- celle donnée par le sulfate de cuivre (Cu SOa).
-La lecture de la coloration s’effectue a 650 nm.
e Préparation des réactifs
- Solution A : Carbonate de sodium (Na2CO3) a 2% dans NaOH (0.1N)
- Solution B : Tartrate double de sodium et potassium a 2% .
- Solution C : Sulfate de cuivre (CuSO4 )a 1% .

Préparer extemporanément la solution réactive M en respectant 1’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

- Réactif de Folin : Le Folin Ciocalteu commercial a dilué 3 fois dans ’eau distillée au moment

de ’emploi.

- La courbe étalon de BSA est présentée dans la figure 9
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0,4 -
0,35 -
0,3 -
0.25 1 y = 0,707x
0,2 - R® = 0,099
0,15 -
0,1 -
0,05 -

Abs a T50nm

0 0,2 0.4 0,6
mgiml de BSA

Figure 9 : Courbe étalon des protéines .

e Dosage des protéines :

- Ajouter a 1 ml d échantillon, 5 ml de la solution M . Agiter et laisser reposer 10 min a
température ambiante.

- Ajouter 0,5 ml de réactif de Folin dilué et agiter.

- Laisser la réaction colorée se développer 30 min a 1’obscurité, et lire I’absorbance a

650nm.

7-Purification de ’alpha-amylase :

Cette purification est effectuée dans le but de concentrer et de purifier I’extrait brut, pour

permettre I’étude de quelques caractéristiques physico-chimiques de I’enzyme.

7.1.Précipitation des protéine

L’extrait enzymatique est précipité par 1’acétone. Dans un bain de glace ,on met le
mélange d’extrait brut-acétone (1V : 4V) sous agitation pendant 1 heure .Centrifuger a 120000

tours pendant 10 min. Récuper le culot dans un volume minimale de tampon.
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7.2.Chromatographie gel filtration

e Principe

Les gels sont formés de dextrans modifiés et se présentent sous forme de perles qui
gonflent considérablement dans 1’eau, les plus utilisés sont les séphadex et le sephacryl ; dans
notre travail, nous avons utilisé le séphadex G75. Les molécules dont la taille est supérieur a
celle des pores du gel c'est-a-dire supérieur a la limite d’exclusion de ce gel ne peuvent y
pénétrer, migrent dans la phase aqueuse qui entourent les grains du gel et quittent les premiéres

le lit du gel place préalablement dans une colonne a chromatographie. (Mouas Kamelia 2016).
Par contre les plus petites molécules pénetrent dans le gel et leur migration est ainsi retardée
les molécules quittent donc le gel séphadex placé dans une colonne de verre dans 1’ordre de
masse moléculaire décroissante, la colonne peut étre réutilisé lorsque les molécules de petites

taille quittent le gel.

e Dépot de I’échantillon

Apres 1’équilibrage de la colonne avec le tampon phosphate pH 6 , 1ml de I’échantillon
concentré est injecté doucement a la surface du gel a I’aide d’une Seringue .
e Elution
Le dispositif de chromatographie sur gel filtration utilisé dans notre travail est présenté ans
la figure 10. Le débit d'élution est réglé a 0.5 ml/mn. L'éluat est collecté par fraction de 2
ml. Pour chaque fraction collectée, la densité optique a 280 nm et I’activité a-amylasique

sont mesurées. Les fractions ayant des activités enzymatiques élevées sont rassemblées.
, . _

& L\ i

i

Figure 10 : Dispositif de chromatographie sur gel filtration
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e Dosage des protéines et de I’activité enzymatique des fractions rassemblées

Apres rassemblement des fractions ayant des activités enzymatiques élevées, le dosage

des protéines ainsi de I’activité enzymatique sont effectuées .

8. Détermination des propriétés physico-chimiques de I’a-amylase

8.1.Détermination du pH optimum

L'influence du pH sur les activités a-amylasiques est déterminée par la mesure de l'activité

enzymatique a différents pH, variant de 3 a 10.

Le tampon citrate phosphate 0,5 M est utilisé pour le pH 3, 4 et 5. Le tampon phosphate
0,5M est utilisé pour le pH 6, 7 et 8. Le tampon glycocolle 0,1 M est utilisé pour le pH 9 et 10.

8.2.Détermination de la température optimale

Pour chaque fractions l'effet de la température sur I’activité enzymatique a été étudié au

pH optimum et a différentes températures variant de 20°C a 80°C .
8.3. Etude de la thermostabilité enzymatique

La thermostabilité des enzymes est étudiée a 30 et a 80 °C pour I’enzyme purifiée de
Clavispora lusitaniae , a 60 et 80°C pour I’enzyme de Pichia guilliermondii. Ainsi pour
I’enzyme commerciale a 40 et a 100°C. La mesure de l'activité enzymatique résiduelle est
effectuée apres incubation de I'extrait enzymatique brut pendant une durée variable, allant de 0 a
120 min.

L’extrait enzymatique est réparti en volumes de 2ml dans des tubes placés au bain marie.
Les différents échantillons des enzymes sont retirés les uns aprés les autres séparément a des
temps déterminés et refroidis instantanément dans un bain de glace. Le protocole de dosage de

I'activité amylasique est appliqué a chaque échantillon.
8.4-Effet de différents sels sur ’activité enzymatique

Pour I’étude de I’effet des ions sur I’activité a-amylasique, différents sels tels que le ZnCl,
le MgCl; et le CaClz, ont été utilisés. Les échantillons d’a-amylase purifiée de chaque souches
et commerciale sont incubés avec chaque ion métallique (0,5) séparément, a 60°C pour
I’enzyme de C.lusitaniae et P.guilliermondii, et’enzyme commerciale pendant 30 min a pH

optimum pour chaque enzyme. Les activités a-amylasiques sont mesurees a 540 nm.
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Résultats et Discussion

1. Etude des souches levuriennes

1.1.Caractéeres morphologique
Les deux souches Pichia guilliermondii et Clavispora lusitaniae sont cultivées a 30°C pendant
48- 72 h sur YPG, YPGA et Sabouraut.

e Caractéres macroscopiques

Les deux souches Clavispora lusitaniae et Pichia guilliermondii ont bien poussé sur les
différents milieux : YPGA et Sabouraud (figure 11) et les caractéres morphologiques sont

rassemblés dans le tableau 9.

Pichia guilliermondii sur YPGA Clavispora lusitaniae sur YPGA

Figure 11: Caractéres morphologiques de Clavispora lusitaniae et Pichia guilliermondii
sur YPGA

Tableau 9: Caracteres morphologiques macroscopiques et microscopiques de Cl. lusitaniae et P.

guilliiermondii
Caracteres Caractéres Morphologiques Caracteres Microscopiques
Forme des Couleur des | Forme des cellules | Bourgeonnement
colonies colonies

Clavispora Grandes, blanches, Ronde Multilatéral
lusitaniae crémeuses, Créme Taille varie de 4 a reproduction
bombée, lisses, 10 pm. sexuée avec
d’aspect brillant formation des

ascospores

Pichia Petites plates,, Blanche Forme variable Axial et
guilliermondii lisses et brillante rondes a allongées multilatéral
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1-2-Caracteres microscopiques

La forme des cellules ainsi que le mode de reproduction de CI. lusitaniae et P. guilliermondii

sont montés dans la figurel2 et récapitulés dans le tableau 9

Clavispora lusitaniae Pichia guilliermondii

Figure 12: Caracteres microscopiques de Clavispora lusitaniae ABS7 et Pichia guilliermondii

(Forme des cellules)
2. ldentification genotipique des souches levuriennes

L’identification des deux souches BW et BZ par I’amplification de la région D1/D2 a été
réalisée. L’amplification et le séquengage de la région D1/D2 de I'ADN ribosomique 26S et la
comparaison avec les bases de données du NCBI ont confirmé I’identification de la souche BW

a Pichia guilliermondii et la souche BZ a Clavispora lusitaniae.

Les séquences des deux souches étudiées sont les suivantes :

e Souche BW : Pichia guilliermondii
TTTGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTTAGT
AGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGCGCCTTCGG
TGTCCGAGTTGTAATTTGAAGATTGTAACCTTGGGGTTGGCTCTTGTCTA
TGTTTCTTGGAACAGGACGTCACAGAGGGTGAGAATCCCGTGCGATGAGA
TGCCCAATTCTATGTAAGGTGCTTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATG
CAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAG
ACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAAAA
GAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGTTTGAGATCAG
ACTCGATATTTTGTGAGCCTTGCCTTCGTGGCGGGGTGACCCGCAGCTTA

g
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TCGGGCCAGCATCGGTTTGGGCGGTAGGATAATGGCGTAGGAATGTGACT
TTACTTCGGTGAAGTGTTATAGCCTGCGTTGATGCTGCCTGCCTAGACCG
AGGACTGCGATTTTATCAAGGATGCTGGCATAATGATCCCAAACCGCCCG
TCTTGAACACACGGACCAAA

e Souches BZ : Clavispora lusitaniae
TTTGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGT
AACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCCTGCGGGAATTG
TAATTTGAAGGTTTCGTGGTCTGAGTCGGCCGCGCCCAAGTCCATTGGAA
CATGGCGCCTGGGAGGGTGAGAGCCCCGTATGGCGCACGCCGACTCTTTG
CACCGCGGCTCCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGG
TGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACA
AGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGC
ACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCTTGCAAGCAGACACGGTTTTACCG
GGCCAGCGTCGAAAAGGGGGGAGGAACAAGAACTCGAGAATGTGGCGCGC
ACCTTCGGGCGCGCGTGTTATAGCTCGTGTTGACGCCTCCATCCCTTTTC
GAGGCCTGCGATTCTAGGACGCTGGCGTAATGGTTGCAAGCCGCCCGTCT
TGACCCACGGACCAA

3.Production de I’a-amylase par Pichia quilliermondii et Clavispora lusitaniae

3.1- Détermination de la composition biochimique du lactosérum

Pour I’utilisation du lactosérum comme milieu de production d’a-amylase, il serait intéressant
de déterminer sa composition chimique Les résultats de 1’analyse physico —chimique du

lactosérum traité (décaséiné) sont présentés dans le tableau suivant :

-
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Tableau 10 : Etude physico-chimique du lactosérum doux et acide

Parameétres Nos résultats Lactosérum doux | Lactosérum acide Résultats
mesurés (Fao, 2002) (Fao, 2002). Alais 1981
pH 4.76 6,3 4.5 -
Matiére seche 9.82% 6,4 6,19 55 a 65
Matiére 12.25 g/l 93 - 6a8
minérale
Calcium 835 mg/l 0,05 0.5-1 g/l 12al14
Phosphate 132mg/I 0,06 059 -
Sodium 294mg/mi 0,07 0.45g -
Potassium 1214mg/ml 0,13 1.4 g/l 14316
Magnésium 72mg/mi - - -
Azote total 1.12 g/l - - 4.8a10.5
Protéines 1.12x6 .25=9 g/l 0,82 89/l -
Matiére grasse 059/ 0,05-0,07 29/l -
Chlore 2.457 g/l - - 20 a2.2
Sucre(lactose) 55.23 g/l 4,77-4,8 48-42 g/l 40a50
Acidité 68°D=6.89 0,05-0,15 - 748

d’acide lactique

D’apres ce tableau,

il ressort que le lactosérum décaséiné (utilisé pour notre étude) est

composé de 55,23 g/l de sucres, 1,12g/1 d’azote total, 9 g/l de protéines, 835mg/1 de calcium

Alais 1981a montré que le lactosérum acide contient 40-50 g/l de lactose une teneur plus

élevée par apport au lactosérum acide (38-55 g/l).

La teneur protéique de 9g/l concorde avec les résultats d’Alais 1981 qui varie de 7-11 g/l).

La matiere azotée total de (1,12 g/l) est homologue de celle annoncée par Alais 1981 (1,2-1,8

all).

La concentration en matiéres minérales (12,25 g/l) du lactosérum utilisé dans notre étude plus

élevée que celle decrit par Alais 1981 (4-6 g/l). La matiere minérale s’avere riche en facteurs

activateurs de I’a-amylase : chlore (2,457 g/l) et calcium (835 mg/l = 0,835 g/l).

.
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On conclu que, la composition chimique du lactosérum révéle sa richesse en source carbonée et
azotées ainsi qu’en sels minéraux et par conséquent, il constitue un milieu favorable pour la
croissance des microorganismes et aussi pour la production des enzymes.

3.2- Production de I’a-amylase par fermentation liquide

Dans notre étude, le lactosérum décaséiné est utilisé comme milieu de fermentation pour
Clavispora lusitaniae et Pichia guilliermondii pour la production d’a-amylase.

Apres 28h d’incubation a 30°C sous une agitation de 150 rpm, la biomasse est séparée par
centrifugation a 4000 tours pendant 20 min. Le surnagent est utilisé pour le dosage de I’activité

a-amylasique et les résultats sont présentés dans la figurel3.
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Figure 13: Production de I’a-amylase chez Clavispora lusitaniae et Pichia guilliermondii

D’apres la figure 13, on remarque une bonne production d’a-amylase par les deux souches
Clavispora lusitaniae et Pichia guilliermondii aprés 28h d’incubation a 30°C (13630 UI et de
13344,5 Ul respectivement). On constate que le lactoserum est favorable pour la croissance des
microorganismes et la production d’enzymes. Selon Montanez-Hermandez et al, 2010, la
production maximale d’o-amylase chez Candida ontarioneusis cultivé en batch sur un milieu
contenant de I’amidon comme seule sources atteint son maximum apres 25 h d’incubation.

Et différentes études ont utilisé les dechets agroalimentaires comme source de carbone et

d’énergie pour la production de différentes enzymes (tableaull).
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Tableaull: différents milieux de fermentation pour la production de 1’a-amylase.

L’enzyme Milieux de Souches Références
amylolytique fermentations
Déchets d’orange Streptomyces sp (Saci, 2012)
Aspergillus niger (Dakhmouche, 2001)
Aspergillus oryzae (Bennamoun, 2001)
Penicillium (Nouadri, 2011)
camemberti PL21
Déchets des dattes Rhizopus sp (Zoubiri, 2011)
a-amylase Triticum durum (Ferhat et Laklouka, 2015)

Rhizopus oryzae (Ait kaki, 2017)
Saccharomyces
cerevisiae, Candida
guilliermondii et
Aspergillus niger
Clavispora
lusitaniae
Schwanniomyces sp
Rhizopus oryzae

(Acouren et Ammouche,
2012)

Lactosérum (Dakhmouche-Djekrif, 2016)

(Benaouida, 2008)
(At kaki, 2002)

Déchet de pomme
de terre

Alternaria sp (Kolli et Zatout, 2015)

La production de 1’a-amylase par une souche de la méme espece Clavispora lusitaniae est
réalisée en erlenmeyer a 54°C avec une agitation de 135 rpm pour une durée de 40h
(Dakhmouche-Djekrif, 2016). Cette différence de résultats peut étre expliquée par la variation
de la composition du lactosérum selon la saison et 1’alimentation de I’animale et des conditions
de la fermentation

Par ailleurs, chez Penicillium camemberti PL21, la production de I’a-amylase se déroule
pendant 160 heures a 22°C sous une agitation de 100 rpm sur un milieu a base de déchets
d’orange (Nouadri, 2011).

4- Purification des enzymes

Clavispora lusitaniae et Pichia guilliermondii ont produit des activités a-amylasique,
respectivement, de 13630 Ul et de 13344.5 Ul L’utilisation de 1’acétone a conduit a la
concentration de protéines et une augmentation de I’activité spécifique de I’a-amylase de 215.6 a

691,28 U/mg pour I’enzyme de Clavispora lusitaniae avec une récupération de 61%.

.
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Ainsi que pour I’enzyme de Pichia guilliermondii on remarque une augmentation de I’activité
spécifique de I’a-amylase de de271.90 a 677,39 U/mg de protéines avec une récupeération de
74% (Tableaul?2)

Tableau 12 : Purification de 1’a-amylase produite par Clavispora lusitaniae et Pichia

guilliermondii
Etape souche Activité | Protéines | Activité Taux de Rendement
totale totaux | spécifique | purification (%)
(un (mg/ml) Ul/mg
Clavispora 13630 63,22 215.6 1 100
lusitaniae
Extrait brut Pichia | 133445 | 49,08 | 271.90 1 100
guilliermondii
Clavispora 4094.56 5,80 691,28 1.30 61
Précipitation par lusitaniae
Pacétone Pichia 37575 | 554 677,39 1.25 74
guilliermondii
Clavispora | 2500.57 1,08 898,32 3.20 30.04
Chromatographie lusitaniae
Gel filtration
sephadex G75 Pichia
guilliermondii | 2780.706 1.38 851,92 2.50 28.15

D’apres le tableau 12 le gel de filtration augment le taux de purification de Clavispora
lusitaniae et de Pichia guilliermondii avec des rendements respectifs de 30.04% et 28.15% .

Le profil délution de l'enzyme sur colonne de Séphadex G75 pour les deux souches est

représenté sur les figures (13 et 14).

g



Résultats et Discussion

Protiénes a (280 nm)
=
(0]

20000
- 18000

- 16000
- 14000

- 12000

10000
- 8000

Activité Enzymatique (Ul)

A

—_—

T
(HEN

N

- 6000 = protiénes
- 4000

20

-

- 2000 == alpha

40 60 80
fractions

0 amylase
100

Figure 14: Profil chromatographique de I’a-amylase de Clavispora lusitaniae sur Séphadex G75.

L’¢élution sur une colonne de Séphadex G75 (figure 14) montre 1’existence de deux fractions

protéiques contenant des activités a-amylasiques.

Nous nous sommes intéressés au 2°™ pic car il contient la fraction protéique et I’activité

enzymatique la plus élevée.Quant a Pichia guilliermondii, le profil d'élution de I'enzyme sur

colonne de Séphadex G75 est representé par la figure 15.
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Figure 15 : Profil chromatographique de 1’a-amylase de Pichia guilliermondii sur Séphadex G75.

Cette Figure montre 1’existence de trois fractions protéiques contenant des activités o-

Amylasiques. L’activité la plus importante est celle de fraction 3 (F3)

42
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5.Détermination des caractéristigues physico-chimigques des enzymes

5.1.Détermination du pH optimum

L’¢étude de I’effet du pH sur les activités a-amylasiques est effectuée dans 1’intervalle de pH
3 a 10 (Figurel6).
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Figure 16: Etude du pH sur I’activité de 1’a-amylase de Clavispora lusitaniae Pichia
guilliermondii et I’a-amylase commerciale
D’aprés la figure16, ’activité amylasique commence a évoluer a pH 3 jusqu’a
atteindre 1’activité maximale de 15723.72 Ul a pH 8 et de 17064,64 Ul a pH 6 de I’enzyme de
Clavispora lusitaniae et Pichia guilliermondii, respectivement et de 17724,71 Ul a pH 9 pour

I’enzyme commercial.

Au dela de ces valeurs, on remarque une nette réduction respective de ’activité. Cette
perte est certainement due a 1’effet du pH sur I’ionisation des groupements des chaines
latérales qui maintiennent la structure de I’enzyme d’une part et interviennent dans 1’activité
du site actif d’autre part (Soro, 2007). Le pH optimum de 8 de 1’a-amylase produite par
Clavispora lusitaniae est légérement supérieur du pH 6.8 constaté par Ranjan et Sahay (2015)
et inférieur a celui rapporté par Dakhmouche-Djekrif (2016) pour une souche de la méme

espece.

Nous pouvons conclure que la niche écologique des micro-organismes a vraisemblablement

une influence sur la production d'enzymes (pH, température, quantité d'enzyme).

Par ailleurs, 1I’a-amylase de Clavispora lusitaniae a un pH plus alcalin que les genres
levuriens : pH 4 pour Picha polymorpha (Forgarty et Kelly, 1980 et Panchal, 1990), pH

4.5-5 pour Lipomyces kononenkoae (Prieto et al., 1995) et 5.5 pour Schwanniomyces
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occidentalis (Wang et al., 1989 et Kim et al., 2010). En revanche, il est inférieur a pH 9 trouvé
chez : Schwanniomyces alluvirus (Moranelli et al., 1987) et candida sp (Boukhennane et
Boudebza, 2014). I’a-amylase de Clavispora lusitaniae a un pH optimum de 7 semblable a
celui des a-amylases bactériennes telle que Bacillus sp (Carlos Alberto et al; 2002) avec pH 7,5
et Bacillus subtilis (MTCC 121) (Dibyangana Raul et al., 2014) pH de 7,1.

La figure 16, montre également que le pH optimum de 6 de 1I’a-amylase produite par
Pichia guilliermondii est identique a celui obtenu par Benaouida (2008), pour la levure
Schwanniomyces sp et a ceux de Merabti (2006) pour le genre Lipomyces sp. Cependant, il
est different de celui des De Mot et Verachlert (1985) rapportent un pH optimum de 5,6
Filobasidium capsuligenum. D’autre part 1I’a-amylase de Pichia guilliermondii a un pH
proche a celui des a-amylase fongiques telle que Aspergillus niger (Khan et al., 2011 et
Djekrif et al., 2016) avec pH 6,5. Ces différences sont probablement dues a la variation de la
composition en acides aminés, ou chaque a-amylase développe un état de protonation spécifique
et a la composition du milieu de culture (Vijai K. Gupta et al., 2016).

En conclusion, le pH optimum de 1’a-amylase est alcalin respectivement de 8 et de 9 pour
Clavispora lusitaniae et I’enzyme commerciale, aussi 1’a-amylase de Pichia guilliermondii est

acide de 6.

5.2.Détermination de la température optimale

L’influence de la température sur les activités a-amylasiques est testée sur une gamme de

température de 20 a 100°C a pH optimum (figure 17).

.
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Figure 17 : Etude de la température sur I’activité de I’a-amylase de Clavispora lusitaniae ;
Pichia guilliermondii et I’a-amylase commerciale .

Ces résultats montrent que la température exerce un effet significatif sur 1’activité des
enzymes. L’activité a-amylasique maximale de Clavispora lusitaniae est obtenue a 70°C
(18026,42 Ul) tandis que pour I’a-amylase commerciale, 1’activité enzymatique atteint son
maximum de 13128,53 Ul a 40°C. Par ailleurs I’activité amylasique de Pichia guilliermondii est
maximale a 60°C (19523UlI),

Au dela de ces valeurs, elle commence a diminuer. Ceci peut étre expliqué par un changement
structural et fonctionnel des enzymes suite a la rupture des liaisons fortes qui les stabilisent et par
conséquent, leur dénaturation (Wolberg et al., 2004).

En effet, la température optimale des amylases levuriennes varie entre 40°C et 60 °C et
peut atteindre 70°C pour certaines espéces. Des études menées sur 1’a-amylase de Clavispora
lusitaniae montrent que notre résultat est proche de celui obtenu par Ranjan et Sahay, (2015),
rapporte une température optimale de 37°C pour la méme souche. Tandis que une autre étude
montre une variation de la température optimale : 54° C (Djekrif et al., 2014) de la méme
souche. Malgré cette température est optimale pour notre souche (30°C), mais elle demeure
inférieure a celle d’autres espéces de levure: 40°C pour Saccaromyces alluvirus et
Schwanniomyces alluvius (Fogarty et Kelly, 1980 et Panchal, 1990), 50°C pour Filobasidium
capsuligenum (De mot et Verachtert, 1985), Cryptococcus flavus (Wanderley et al., 2004), et
Schwanniomyces alluvius (Moranelli et al., 1987), 55°C pour Lipomyces sp (Merabti, 2006).
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En Outre, nos résultats sont trés proches a des a-amylases d’origine bactérienne comme la
bactérie Cronobacter sakazakii entre 30°C a 40°C (Amalesh Samanta et al.2013).

De plus, I’optimum de la température de I’a- amylase de Pichia guiliermondii est semblable a
celui d’autres levures : Lipomyces kononenkoae (Kelly et al., 1985, Prieto et al., 1995 et
Eksteen et al., 2003)et Schwanniomyces sp (Benaouida ,K .2008) de 60°C et inférieure a celle
de Pichia polymorpha et Lipomyces starkeyi de 70°C (Kelly et al., 1985, Panchal, 1990, Kang
et al., 2004). Comparés a I’enzyme des moisissures et de bactéries productrices d’a-amylases,
nos résultats sont inférieure des a-amylases d’ Aspergillus oryzae (Bennamoun, 2001), et de
Bacillus sp (Dibyangana Raul et al.,2014).

Nous pouvons conclure que la température optimale de I’a-amylase de Clavispora lusitaniae
est légérement élevée que celle de I’a-amylase de Pichia guilliermondii et plus élevée que celle
de l’a-amylase commerciale. Ces différences sont probablement dues au comportement
thermique de I’a-amylase de notre souches. Ce dernier peut étre expliqué par la caractéristique

du climat aride de la niche écologique (Sahara Algérien :Biskra) (Djekrif-Dakhmouch , 2016)

5.3.Thermostabilité enzymatigue

L’étude de la stabilité thermique pendant 2 heures est réalisé sur 1’a-amylase de Clavispora
lusitaniae a 70°C et 80°C et sur celle de Pichia guilliermondii a 60°C et 80°C et a 40°C et 80°C

pour 1’a-amylase commerciale. Les résultats de cette étude sont montrés dans la figure 18.

’\8 100
< 99.9
= )
g 998 \\\\
% 99.7
L 99,6 \ \v °
=@=70°C
2 995 80°C
S H -
5 99.4
< 993 ~u
99.2 T T ,
0 50 100 150
Temps d'incubation(min)

(a) Clavispora lusitaniae




Résultats et Discussion

100.5
100
<
T
= 995
=}
T '\O—Q
@ 99
@ \\ ——380°C
£ 985
& \ —8—-60°C
< o

97.5 T T 1

0 50 100 150

Temps d'incubation(min)

(b) Pichia guilliermondii

100.1
100 k
99.9

S
T 99.8 -
$ 997
S
@ 99.6
< —4—40°C
w 995
L~
2 99.4 i N e —m-380°C
< 993 \l\
99.2 °n
99.1 T T 1

o

50 100 150

Temps d'incubation(min)

(c) I’enzyme commercial

Figure 18 : Etude de la thermostabilité sur 1’a-amylase de Clavispora lusitaniae(a) ,Pichia
guilliermondii(b) et ’enzyme commercial(c)

L’examen de ces figures montre que :

e A 70°C, I’'a-amylase de Clavispora lusitaniae conserve 99,86% de son activité initiale
pour un traitement thermique de 60 min. Aprés 120 min d’incubation, I’enzyme maintien
99,57% de son activite.

e A 60°C, I’enzyme de Pichia guilliermondii fait perdre a I’enzyme 6% de son activité
initiale (99.26-93.94%). La demi-vie de I’enzyme est de 90 min (99.15%).

e A 40°C, I’a-amylase commerciale conserve apres 30min de traitement thermique 99.58 %
de son activité initiale. Apres 120 min d’incubation 1’enzyme garde 99,43% de son
activité.
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e A 80°C, I’enzyme de Clavispora lusitaniae garde 99 ,58% de son activité aprés 60 min
d’incubation, et aprés 120 min, elle garde 99,43% de son activité. Pour Pichia
guilliermondii, I’enzyme garde 99.72% de son activité aprés 60 min d’incubation, et aprés
120 min, elle garde 99,21% de son activité.

Cette étude montre que I’a-amylase de les souches levuriennes : Clavispora lusitaniae et
Pichia guilliermondii sont trés thermostables.
- I’a-amylase commerciale conserve aprés 30min de traitement thermique 99,52% de son

activité initiale et aprés 120 min d’incubation I’enzyme garde 99,18% de son activité.

En effet un profil comparable avec des valeurs un peu différentes pour I’a-amylase de
plusieurs souches isolées du blé de la méme région que Clavispora lusitaniae, montre des demi-
vies respectives de : 150 min et 130 min a 80C et a 90°C pour Lipomyces sp (Merabti, 2006). La
levure Candida sp a une thermostabilité relativement faible & 60°C, avec une demi-vie de 30
min (Boukhennane et Boudebza, 2014).

D’autres souches de Schwanniomyces sp isolées de différents sites de deux régions de sources
thermales (Hammam Debagh-Guelma et Hammam Téleghma-Mila; considérés comme des
écosystemes extrémes) montrent une thermostabilité assez élevée, avec une demie vie de 180
min a 90°C (Benaouida, 2008).

Nos résultats se rapprochent également de ceux obtenus a partir des levures : (Moranelli et
al.,1987) ont étudié I’a-amylase chez Schwanniomyces sP est egalement stable a 70°C

puisqu’elle conserve 85% de son activité initiale pendant 3 heures d’incubation (Benaouida
2008).

La thermostabilité¢ de I’a-amylase de Lipomyces kononenkoae est du a la nature glycoprotéique
de ’enzyme (la partie glucidique augmente la thermostabilité de I’enzyme) et certaines bactéries
telle que Bacillus sp (Cordeiro et al., 2002) qui produit une o- amylase possédant une
température optimale de 70°C et qui perd 38% de son activité initiale aprés une incubation a
90°C pendant 2h, Par ailleurs certaines levures et moisissures comme : Paecilomyces sp (Zenin
et al., 1993), produisent des a-amylases qui possedent a 45°C (température assez faible) une
thermostabilité inferieure a celle enregistréee chez Clavispora lusitaniae avec des demi-vies

respectives de : 10 min et 120 min.

Le profil de thermostabilité de 1’a-amylase obtenu par Pichia guilliermondii se rapproche de
ceux a celui de Pichia burtonii a une demi-vie de 120 min (Powers et al., 2001). L’a-amylase

recombinante de Pichia pastoris est thermostable a 60°C pendant 60 min avec une conservation
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de 80% de son activité initiale, les demi-vies sont de : 40 min a 80°C et 10 min a 90 min (Chen
et al., 2007). et est comparable avec la levure Candida sp (Boukail, 2015). Par ailleurs, Pedro
Garcia-Martos (2005), Lewis (2013 et 2015) ainsi que Wang (2016) et leurs collaborateurs, ont
trouvé pour la méme espéce des thermo stabilités inférieures a celle de notre souche. Et différent
a celui la Lipomyces kononenkoae et de certaines bactéries telle que Bacillus sp (Prieto et al.,
1995 et Cordeiro et al., 2002), et des levures non productrices d’ a-amylases thermostables
(Barbier, 1997), exceptées celles qui sont génétiquement modifiées.

En effet, Moranelli et ses collaborateurs (1987), rapportent que 1’o-amylase de
Schwanniomyces alluvius est tres thermostable.

Ces différences, s’expliquent probablement par 1’origine des espéces et par les conditions
environnementales, qui font que les souches développent des mécanismes de lutte et
d’adaptation, spécifiques a leur niche écologique.

En effet, ’a-amylase de la moisissure Rhizopus oryzae, isolée du blé de la méme région,
montre une stabilité relativement semblable a la notre : des demi- vies de 150 min a 80°C et de
90 min a 90°C (Ait kaki, 2004).

Différents parametres extrinseques, comme les sels et le substrat influencent également la
stabilité (Vieille et Zeikus, 2001). Tous ces facteurs accentuent la résistance des enzymes a des
traitements thermiques élevées (Mallick et al., 2002 ; Roovers et al., 2004).

Par ailleurs, les ions Ca?* et Zn?* participent a la structure des amylases (métallo-enzyme a
Ca?* et Zn?*) et augmentent considérablement leur stabilité (Saxena et Singh, 2011 et Smitha
et al., 2015). La thermostabilité de notres enzymes explique probablement par I’'un ou

I’ensemble des facteurs évoqués..

En conclusion, les taux particulierement €levés de conservation de 1’activité enzymatique a
80°C : 99.72% pour I’enzyme de Pichia guiliermondii, 99.59% pour Clavispora lusitaniae et
99.52 % pour I’enzyme commerciale, et dépassant largement les valeurs rapportées par la
littérature permettent de qualifier I’a-amylase produite par la levure Clavispora lusitaniae et
Pichia guiliermondii isolées du blé d’une région aride (Sahara Algérien) parmi les enzymes
thermostables.

L’a-amylase produite par les levures ( Clavispora lusitaniae, Pichia guilliermondii) sont plus
stable que la I’ a-amylase commerciale. Cette propriété thermique, confére aux enzymes une
grande stabilité, une activité élevée et donc un meilleur rendement pendant des durées

prolongées d’hydrolyse.
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De plus, le risque de contamination par des bactéries mesophiles communes diminue ; un
avantage important du point de la production enzymatique ainsi que la purification (Vieille et

Zeikus, 2001) ce qui offrent des aptitudes industrielles.

6.Effet des sels sur I’activité enzymatique de I’a-amylase de Clavispora

lusitaniae, Pichia gulliermondii et I’a-amylase commercial

Les ions métalliques sont connus pour stabiliser et activer les enzymes (Vieille et Zeikus,
2011). D’apres les figures 19a etl9 c, I’activité de 1’a- amylase de Clavispora lusitaniae et
commercial sont inhibées par les cations MgCl» (99.74% et 99.92% respectivement) et activées
par les cations ZnSO4 (99.45% et 99.86% respectivement),Pour le CaCly, les résultats de la
figure 19 a montrent une augmentation de 1’activité de I’a- amylase commercial (113.86 %) et
une légére diminution de celle de Clavispora lusitaniae (99,4%).Ceci indique que 1’a-amylase
Clavispora lusitaniae n’est pas une metalloenzyme a calcium. Néanmoins, cet ion est important

pour I’activité de I’enzyme (Vieille et Zeikus ,2011) .
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Figure 19 : Effet de quelques sels sur ’activité a-amylasique produit par Clavispora
lusitaniae (a) , Pichia guilliermondii (b)et I’enzyme commercial(c).
L’enzyme produit par Pichia guilliermondii (figure 19b) est inhibée par MgCl2 (99.27%),
par contre les autres cations agir comme des activateurs (ZnSO4 120.05% ) et CaCl (115 %) ).
L’a-amylase recombinante de la levure Cryptococcus flavus maintien son activité initiale, apres
I’ajout de CaCl, (Galdino et al .,2011).

Le calcium augmente 1’activité amylasique (Leveque et Hii et al., 2009). L’effet stabilisateur
de calcium sur la thermostabilité de I’enzyme peut étre expliqué par le relargage des résidus
hydrophobes par les ions de Ca*?engendrant une structure compacte (Al Quadan et al .,2009)
les ions de calcium rendent la molécule de la protéine plus rigide, ce qui conduit & une
augmentation de la stabilité thermique de I’a-amylase de Streptomyces avermitilis (Hwang et
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al., 2013). Mais certaines amylases sont indépendantes de calcium: comme 1’ a-amylase de notre
souche, I’amylase de Bacillus thermoleavorans NP 54 (Malhota et al., 2000) n’exige pas le
calcium pour son activité ou sa production. Vishnu et al., 2006 ont montré que le CaCl, a
2,5mM augmente I’activité a-amylasique de Lactobacillus amylophilus GV6 mais a 5mM, il
devient inhibiteur de I’enzyme.

L'effet inhibiteur provoqué par Mg?*sur l'activité de ’a-amylase de notre souche Pichia
guilliermondii ,peut étre dd a la compétition entre les cations exogenes et les cations associés a la

protéine, conduisant a une diminution de I’activité.

Les ions Zn?* ,Ca stimulent I’activité de I’ a- amylasique commercial , alors que I’activité a-

amylasique de notre souche Clavispora lusitaniae (a) est inhibé uniquement par les ions Mg?*

Les ions qui stimulent l'activité enzymatique de 1’o-amylase comme Mg?* peuvent agir

comme cofacteurs nécessaires pour augmenter I'activité enzymatique.

-
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Cette étude a permis d’apprendre que les deux souches BW et BZ (isolées d’écosystémes
arides, région de Biskra, Sud Algérien) ont la capacité de produire de 1’a-amylase thermostable.
L’identification des deux souches BW et BZ par I’amplification de la région D1/D2 a été réalisée
par le Centre International de Ressources Microbiennes (CIRM, Thiverval Grignon, Paris).
L’amplification et le séquencage de la région DI1/D2 de I'ADN ribosomique 26S et la
comparaison avec les bases de données du NCBI ont confirmé 1’identification de la souche BW

a Pichia guilliermondii et la souche BZ a Clavispora lusitaniae.

En effet, la production de I’enzyme est effectuée en erlens meyer de 500 ml contenant le
lactosérum décaseiné comme milieu de production. Aprés 28 h d’incubation a 30° C et sous une
agitation de 150 rpm, les deux souches ont montré une bonne croissance et une bonne production

enzymatique : 13630 Ul pour Clavispora lusitaniea et 13344,5 Ul pour Pichia guilliermondii.

L’extrait enzymatique est concentré par [’acétone (1v:4v). Cette étape a permis
I’augmentation de I’activité spécifique de I’a-amylase de 215,6 a 691,28Ul/mg de protéines
avec une récupération de 61% pour I’enzyme de Clavispora lusitaniae et de 271,90
a 677,39 Ul/mg de protéines avec une récupération de 74 % pour I’enzyme de Pichia
guilliermondii, pour le degré de purification, il est de 1,30 et 1,25 respectivement.
L’a-amylase est purifiée par la méthode classique de purification. Le profil chromatographique
sur Séphadex G75 révele, chez Clavispora lusitaniae, I’existence de deux fractions protéiques
contenant des activités a-amylasiques. Le 2°™ pic est le plus intéressant car il représente la
fraction (F2) protéique et I’activité enzymatique la plus élevée. Pour Pichia guilliermondii, le
profil d'élution de l'enzyme montre I’existence de trois fractions protéiques contenant des

activités a-amylasiques. L’activité la plus importante est celle de la fraction 3 (F3)

L’étude des paramétres physico-chimiques de 1’a-amylase de Clavispora lusitaniae, Pichia
guilliermondii et leur comparaison avec une a-amylase commerciale a été réalisée. Les résultats
de leffet du pH (pH 3 a 10) sur lactivité enzymatique montrent des valeurs maximales
del14723,72Ul a pH 8 pour I’a-amylase de Clavispora lusitaniae,, de 17064,64 Ul & pH 6 pour I’
a-amylase de Pichia guilliermondii et de 17724,71UI a pH 9 pour I’enzyme commercial.
L’influence de la température sur 1’activités a-amylasique est testée sur une gamme de
tempeérature de 20 & 100°C. T’activité enzymatique de 1I’a-amylase de Clavispora lusitaniae et
Pichia guilliermondii atteint son maximum respectivement a 70°C (17026,42Ul) et a 60°C
(19523U1) tandis que pour 1’a-amylase commerciale, I’activité enzymatique croit dans la

température de 40 °C (13128,53Ul). Au dela de ces valeurs, elle commence a diminuer. On
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conclue que la température optimale de 1’a-amylase de Clavispora lusitaniae est la plus élevée

suivie de celle de I’enzyme de Pichia guilliermondii puis celle de 1’a-amylase commerciale.

Nous avons suivi la stabilité des trois enzymes a leurs températures optimales et aussi a 80°C
pour une durée d’incubation qui varie de 30min a 120min. Les résultats montrent qu’ & 70°C
I’a-amylase de Clavispora lusitaniae conserve 99,86% de son activité initiale pour un traitement
thermique de 60 min. apres 120 min d’incubation, I’enzyme maintient 99,57% de son activité. A
80°C et apres 120min d’incubation, elle maintien 99,43 % de son activité initiale. Tandis que
I’a-amylase de Pichia guilliermondii est pratiquement stable. Aprés une exposition a 60°C
pendant 120 min, elle pert seulement 6% de son activité initiale A 80°C, I’enzyme garde 99,72%
de son activit¢é aprés 60min d’incubation, et 99,21% aprés 120 min. Pour I’enzyme
commerciale, elle conserve aprés 30min de traitement thermique 99,58% et 99,52% de son
activité initiale a 40 et 80C° respectivement. Aprés 120 min d’incubation I’enzyme garde

96,43% de son activité a 40°C et 99,18% a 80°C.

Ces résultats révelent 1’a-amylase des deux levures Clavispora lusitaniae et Pichia

guilliermondii sont tres thermostables.

Les sels (MgClz, ZnSO4 et CaCly) ont des effets variables sur 1’activité enzymatique. L’activité
de I’'a-amylase de Clavispora lusitaniae, Pichia guilliermondii et ’enzyme commerciale sont
inhibées par le MgCl, (99,74%, 99.27% et 99,92% respectivement) et sont activées par
le ZnSO4 (120,45%, 120.05% et 118,86%  respectivement). Quant a CaCly, il augmente
I’activité enzymatique de 1’amylase de Pichia guilliermondii (115%) et commerciale (113,86%)
et il diminue légerement celle de Clavispora lustaniae (99,4%). Les performances des enzymes
amylolytiques de ces deux souches de levure (isolées d'un environnement saharien aride) les
qualifient de souche d'utilité industrielle en particulier dans les industries de 1’amidon, du textile
et des détergents pour 1’amylase de Clavispora lusitaniae puisque c’est une enzyme
alcalothermostable et dans les industries agroalimentaire et pharmaceutiques pour I’enzyme de

Pichia guilliermondii car c’est une enzyme acidothermostable.

En conclusion, une température optimale de 70°C et une thermorésistance a 70°C et 80°C
pendant un traitement thermique de 2 heures, et une température de 60°C et une
thermorésistance a 60°C et 80°C permet donc de qualifier I’a-amylase produite par Clavispora
lusitaniae ABS7 et Pichia guilliermondii respectivement comme des enzymes thermostables

pouvant éventuellement étres utilisées en industries.

Au terme de cette étude, nous envisageons les perspectives suivantes :
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Une optimisation du milieu de production, pour un meilleur rendement.

Une purification des enzymes produites, pour un usage alimentaire ou
pharmaceutique.

Une immobilisation pour augmenter la thermostablité et recycler les enzymes en
fin de processus.

Une analyse protéomique des enzymes pour connaitre les raisons de cette
stabilité thermique.

Rechercher chez Clavispora lusitaniae et Pichia guiliermondii d’autres enzymes

d’intérét, pouvant ouvrir a d’autres applications industrielles.




Abstract:

Abstract: This work aims to study yeasts’s hydrolases and to produce an amylolytic enzyme of
yeast origin. Amylases are among the most widely used enzymes in the industry. These enzymes
hydrolyze the starch molecules to give glucose unit compounds. The present work concerns the
production, characterization and purification of thermostable extracellular a-amylase by yeasts
(Clavispora lusitaniae and Pichia guilliermondii) contaminating wheat grown and harvested in
an arid zone (Biskra, Sahara, South Algeria). Production of a-amylase was performed by batch
fermentation in 500 ml Erlenmeyer flasks containing whey as the production medium. After 28
hours of incubation with a stirring of 150 rpm, the results showed that the two strains grew well
and produced a-amylase: 13630 IU for Clavispora lusitaniae and 13344.5 IU for Pichia
guilliermondii. The purification of alpha-amylase consists in the use of acetone, which allowed
the increase of the specific activity of a-amylase from 215.60 to 691.28 1U / mg for Clavispora
lusitaniae and from 271.90 to 677.39 IU. / mg for Pichia guilliermondii. The Sephadex G 75 gel
chromatographic profile shows, for the two yeast enzymes, the existence of three protein
fractions containing a-amylase activities, the second peak for the enzyme Clavispora lusitaniae
and the third peak for that of Pichia guilliermondii contain the highest protein fractions and
enzymatic activities. The study of the physicochemical characteristics of the purified a-amylases
showed that the optimum pH, the optimal temperature of the enzyme Clavispora lusitaniae are 8
and 70 ° C, those of the a-amylase of Pichia guilliermondii are of 6 and 60 ° C and those of the
commercial enzyme are 9, 40 ° C. The study of the thermostability of the three enzymes revealed
an excellent stability because after incubation for 120 min at 80 ° C, the enzyme Clavispora
lusitaniae retains 99.43% of its initial activity. For Pichia guilliermondii, the enzyme maintains
99.21% of its activity. As for the commercial enzyme, it retains 99.18 of its activity. The effect
of metal ions on the a-amylase activity of Clavispora lusitaniae, Pichia guilliermondii, and the
commercial enzyme shows that MgCl> is an inhibitor for the three enzymes (99.74%, 99.27%

and 99.92% respectively). For ZnSQg, it increases the activity of 120.45%, 120.05% and
118.86% respectively). As for CaCly, it increases the enzymatic activity of Pichia guilliermondii
amylase (115%) and commercial amylase (113.86%) and slightly decreases that of Clavispora
lustaniae (99.4%). The performances of the amylolytic enzymes of these two yeast strains
(isolated from an arid Saharan environment) qualify them as a strain of industrial utility,
particularly in the starch, textile and detergent industries for Clavispora lusitaniae amylase. since
it is an alkalothermostable enzyme and in the food and pharmaceutical industries for the Pichia
guilliermondii enzyme as it is an acidothermostable enzyme.
Key words: a-amylase, Clavispora lusitaniae, Pichia guilliermondii, thermostability,

purification.
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Résumé : Notre travail consiste a produire une enzyme amylolytique d’origine levurienne. Les amylases
sont parmi les enzymes les plus utilisées dans l'industrie. Ces enzymes hydrolysent les molécules
d'amidon pour donner des composés d'unités de glucose. Le présent travail porte sur la production,
caractérisation et purification de l'a-amylase extracellulaire thermostable par des levures (Clavispora
lusitaniae et Pichia guilliermondii) contaminant le blé cultivé et récolté dans une zone aride (Biskra,
Sahara, Sud Algérie). La production de I’a-amylase a été réalisée par fermentation en batch dans des erlen
meyers de 500 ml contenant du lactosérum comme milieu de production. Apres 28 heures d'incubation
sous une agitation de 150 rpm, les résultats ont montré que les deux souches ont bien poussé et ont
produit de I’a-amylase : 13630 Ul pour Clavispora lusitaniae et 13344,5 Ul pour Pichia guilliermondii
. La purification de I’alpha-amylase consiste a 1’utilisation de I’acétone qui a permis 1’augmentation de
activité spécifique de I’a-amylase de 215.60 a 691.28 Ul/mg pour Clavispora lusitaniae et de 271.90 a
677.39 Ul/mg pour Pichia guilliermondii. Le profil chromatographique de gel filtration sur sephadex G
75 montre, pour les deux enzymes levuriennes, I’existence de deux fractions protéiques contenant des
activités a-amylasiques dont le 2éme pic pour I’enzyme de Clavispora lusitaniae et le 2 éme pic pour
celle de Pichia guilliermondii renferment les fractions protéiques et les activités enzymatiques les plus
élevées. L’étude des caractéristiques physico-chimiques des a-amylases purifiés a montré que le pH
optimum, la température optimale de I’enzyme de Clavispora lusitaniae sont de 8 et 70 °C, ceux de I’a-
amylase de Pichia guilliermondii sont de 6 et 60°C et ceux de I’enzyme commerciale sont de 9 ,40°C.
L’étude de la thermostabilité des trois enzymes a révélé une excélente stabilité car aprés incubation de
120 min a 80°C, I’enzyme de Clavispora lusitaniae garde 99,43% de son activité initiale. Pour Pichia
guilliermondii, I’enzyme maintien 99,21% de son activité. Quant a I’enzyme commerciale, elle conserve
99,18 de son activité. L’effet des ions métalliques sur 1’activité a-amylasique de Clavispora lusitaniae,
Pichia guilliermondii, et I’enzyme commerciale montre que le MgCl; est un inhibiteur pour les trois
enzymes (99.74%, 99.27% et 99.92% respectivement). Pour le ZnSQ,, il augmente 1’activité de 120,45%,
120.05% et 118,86% respectivement). Quant a CaCl,, il augmente I’activité enzymatique de 1’amylase
de Pichia guilliermondii (115%) et commerciale (113,86%) et il diminue légérement celle de Clavispora
lustaniae (99,4%). Les performances des enzymes amylolytiques de ces deux souches de levure (isolées
d'un environnement saharien aride) les qualifient de souche d'utilité industrielle en particulier dans les
industries de I’amidon, du textile et des détergents pour I’amylase de Clavispora lusitaniae puisque c’est
une enzyme alcalothermostable et dans les industries agroalimentaire et pharmaceutiques pour I’enzyme
de Pichia guilliermondii car ¢’est une enzyme acidothermostable.

Mots clés : a-amylase, Clavispora lusitaniae, Pichia guilliermondii, thermostabilité, purification
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