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Résumé

Cette étude a été réalisée afin de connaitre les propriétés physico-chimiques de 1’a-
amylase de Candida sp. isolée a partir de pelures de pomme de terre. La production de ’a-
amylase est réalisée par fermentation solide sur un milieu, préalablement optimisé. Le milieu
est & base de déchets de banane enrichie par le glucose 1%, la peptone 0,5%, I’humidité a
60%, I’inoculum a 4,105 , la température de 37°C, le pH7 et le temps d’incubation 48h. La
production a atteint 6126,71 U/g de substrat. La purification partielle de I’a- amylase de
Candida sp. Par le sulfate d'ammonium a 40% et la dialyse a donné de degré de purification
de 18,3 et 24,2 et un rendement de 35,3 et 13,4. L’étude des caractéres physico-chimiques de
I’a-amylase a montré que 1’enzyme montre deux pH optimum de 5 (2443 Ul) et de 8 (2559,4
Ul) apparamment deux isoenzymess. Leur température optimale est de 75C°. Quant a la
stabilité thermique, I’enzyme maintient 80% de son activité initiale, apreés incubation de
120min a 70C° et perd 43% aprés 3h d'incubation a 100C°. L’effet des sels (MgSO4, CaCl2
et FeSO4, NaCl, ZnCI2, CuSO4, MnSO4) a été aussi étudié Les résultats montrent que
MgSO4, CaCl2 et FeSO4, sont des activateurs puisqu’ils ont augmenté 1’activité de 114%,
101,2% et 129% respectivement. Tandis que NaCl, ZnCl2, CuSO4, MnSO4 sont des
inhibiteurs. L’effet des détergents (EDTA, SDS, urée et tween80) a été aussi, élaboré et il
s’est avéré que Dactivité a-amylasique a augmenté en présence de 'EDTA et le SDS avec un
taux de 110,065% et 115,152% respectivement alors qu’elle est diminuée par ’urée et le
tween 80. Ces résultats indiquent que I'enzyme partiellement purifié peut étre utilisée dans
plusieurs applications industrielles notamment 1’industrie des détergents, du textiles, et du
papier, mais pour les domaines alimentaires et pharmaceutiques, elle doit étre totalement
purifiée.

Mots clés : Candida sp, a-amylase, déchets de banane, FMS, purification.



Abstract

This study was carried out in order to know the physicochemical properties of the a-
amylase of Candida sp. isolated from potato peels. The production of a-amylase is carried
out by solid fermentation on a medium, previously optimized. The medium is based on
banana waste enriched with 1% glucose, 0.5% peptone, 60% humidity, inoculum at 4.105,
temperature 37 ° C, pH7 and time of. 48h incubation. The production reached 6126.71 U / g
of substrate. The partial purification of a-amylase from Candida sp. By 40% ammonium
sulfate and dialysis gave a degree of purification of 18.3 and 24.2 and a yield of 35.3 and
13.4. The study of the physicochemical characters of the a-amylase showed that the enzyme
shows two pH optimum of 5 (2443 1U) and 8 (2559.4 1U) apparently two isoenzymess. Their
optimum temperature is 75C °. As for thermal stability, the enzyme maintains 80% of its
initial activity after incubation for 120min at 70C ° and loses 43% after 3h of incubation at
100C °. The effect of salts (MgSO4, CaCl2 and FeSO4, NaCl, ZnCI2, CuSO4, MnSO4) was
also studied.The results show that MgSO4, CaCl2 and FeSO4, are activators since they
increased the activity by 114%, 101, 2% and 129% respectively. While NaCl, ZnCI2, CuSO4,
MnSO4 are inhibitors. The effect of detergents (EDTA, SDS, urea and tween80) was also
developed and it turned out that the a-amylase activity increased in the presence of EDTA
and SDS with a rate of 110.065% and 115.152% respectively while it is reduced by urea and
tween 80. These results indicate that the partially purified enzyme can be used in several
industrial applications including the detergents, textiles, and paper industry, but for the food
and pharmaceutical fields, it must be completely purified.

Keyword: Candida sp, a-amylase, banana waste, FMS, purification.
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INTRODUCTION

Durant les trois derniéres décennies, les microorganismes ont apporté une contribution
significative dans certains domaines industriels notamment 1’agroalimentaire. Diverses

industries dépendent en grande partie de leurs métabolites (Mishra, 2020).

Parmi eux on distingue les levures : ces eucaryotes unicellulaires, ayant des capacités a
se multiplier rapidement car elles sont moins exigeantes en nutriments, facilement mises
oeuvre dans d’autres application et possédent un capital génétique qui subit peu de mutations.
Aussi, elles intervienent dans divers domaines, et I’intérét, qu’elles suscitent aujourd’hui est
dd a leur grande diversité. Un grand nombre de levures communément utilisées en
biotechnologie a été obtenu a partir d’habitats naturels ou elles ont développé une
faculté d’adaptation a un grand nombre de niches écologiques grace a leurs propriétés
physiologiques tres caractéristiques (Dakhmouche, 2016) et par leur capacité a produire des
métabolites fonctionnels, sont mis a contribution dans 1’élaboration de biomedicaments ; de
plus ils constituent un vaste réservoir de catalyseurs biologiques a savoir les enzymes
(Mishra, 2020 ; Saci, 2012).

Le marché mondial des enzymes est représenté par 80% des hydrolases,
particulierement les amylases et les protéases (Morvan, 2010). Et comme toutes les enzymes,
I’a-amylase est une macromolécule appartenant a la classe des protéines globulaires. Certe,
elle provient de différentes sources (plantes, animaux et microorganismes), mais celle
d’origine microbienne est la plus utilisée industriellement : D’industrie alimentaire,
pharmaceutique, textile, papeterie, et détergent, en raison de leur grande productivité, thermo-
stabilité (Merabti, 2006), faible codt, protection de I'environnement, plasticité et leur grande
disponibilité (Burhan et al., 2003).

La production d’a-amylase par des procédés biotechnologiques (fermentations),
nécessite non seulement I’identification et la sélection des microorganismes amylolytiques,
mais également le choix du substrat de la fermentation a faible colit d’une part et riche en
¢lément nutritifs nécessaires au développement des microorganismes et a la production d’a-

amylase d’une autre part (Bouchelaghem et Mersaoui, 2018)

Pour la production de la plupart des metabolites d’origine microbienne, le processus
fermentaire s’effectue soit sur substrat solide, soit en culture submergee (Dubey et al., 2000).
zUn nombre important de ces fermentations est réalisé sur des déchets agroalimentaires pour
produire principalement des hydrolases (Srinubabu et al., 2007). Le recyclage des résidus

agro-alimentaires tels que le lactosérum, les déchets d’oranges ...etc, contribue, d’une part a
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réduire la pollution de 1’environnement et d’autre part, & produire par le biais des

biotechnologies, des métabolites a haute valeur ajoutée, en particulier des enzymes.

Les pays en développement, a I’instar de 1’Algérie, la plupart des déchets a la une
décharge a ciel ouvert. Il devient donc urgent de mettre en place de nouvelles technologies
permettant leur valorisation (Dekhmouche, 2016) pour cela différentes recherches ont été
menées pour valoriser les déchets industriels en tant que source de carbone. Parmi ces
travaux, citons la production d’alpha-amylase (Djekrif, Dakhmouche et al, 2006), la
production des protéases (Nouadri et al., 2005)

Ce manuscrit comprend deux parties. La premiére partie concerne 1’étude
bibliographique, elle comporte 03 chapitres : des connaissances sur les levures, 1’a-amylase et
les déchets de banane
La deuxiéme partie expérimentale renferme les techniques et les méthodes ainsi que les

résultats et leur discussion.
L’objectif de ce travail est :

» Production de I’a-amylase par la levure candida sp en fermentation solide.
» Etude des caractéristiques physico-chimiques de 1’a-amylase & savoir le pH optimum,
la température optimale, la thermostabilité de I’enzyme, 1’effet de différents sels et des

détergents sur ’activité a-amylasique.



Chapitre I
LES LEVURES




Chapitre 1 : Les levures

1. Les levures

1.1 Généralités

Les levures c’est un groupe taxonomiquement hétérogéne de champignons
unicellulaires, (Buzzin et al,. 2017). Selon Labrecque, (2003), elles survivent sous des
conditions aérobies qu’anaérobies et dans des milieux composés de sources métabolisables :
de glucide, d’azote, de vitamines et de minéraux.

Les levures se distinguent des autres champignons par une taxonomie basée a la fois
sur des caractéres morphologiques et physiologiques et ce sont des microorganismes
eucaryotes avec un ADN double brin (Kurtzman et al., 2011). Ces 1500 especes
appartiennent a deux phyla fongiques distinctes : Ascomycota et Basidiomycota. Dans chacun
de ces phyla, les levures se différencient selon plusieurs lignées, reflétant ainsi la grande
diversité de leurs origines évolutives et leurs propriétés biochimiques (Lachance, 2011). Et
Leurs faibles exigences en nutriments permettent un développement rapide

Aussi, elles sont utilisees comme un systeme modéle en Biochimie, en Geénétique et en
Biologie Moléculaire. Les levures sont les premiers micro-organismes a étre domestiqué pour
la production de la biére, du pain ou du vin et continuent d'étre utilisées pour le bénéfice de
I'humanité dans la production de protéines recombinantes et d'autres substances (Lachance,
2011). Cependant, certaines especes sont pathogénes comme Candida albicans (Kurtzman,
2011).

1.2 Habitats

Les levures peuplent de nombreux habitats sur notre planéte (tableau 1). lls se
produisent dans les environnements aquatiques et terrestres ainsi que dans l'atmosphére;
cependant, ils ne sont pas uniformément repartis. Alors que certaines espéces sont
omniprésentes dans une large aire de répartition geographique, d'autres peuvent avoir une
répartition plus restreinte. Certaines sont connues a partir de tres peu d'isolats, et environ un
tiers des especes de levures connues sont représentées par une seule souche. Dans ces cas, leur
écologie reste a élucider. En tant qu'organismes immobiles, leur dispersion dépend des
vecteurs qui les transportent. Les insectes sont d'une importance exceptionnelle parmi les

vecteurs de levure (Buzzin et al,. 2017) .
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Tableau 01: Habitat de levure

‘ Habitat ' Référence ‘
Fromage | Binetti et al,. 2013
Jus de fruits Jairath et al,. 2012
Déchets industriels Ouédragao et al,. 2012

Spécimens cliniques Zhang et al,. 2010 et Lachanc, 2011
Cornichons, dattes Rezki et al., 2013
Grains de blé Dekhmouche, 2016
Sol Bennamoun, 2017

1.3 Caracteres des levures

Les levures se developpent, soit en surface, soit en profondeur des aliments (milieux
solides ou liquides). Certaines levures sont cultivées industriellement et commercialisees pour
leurs propriétés particuliéres de fermentation des sucres et leur transformations partielle en
alcool et en gaz (production de biére et d’autres boissons alcoolisées fermentées, production
de pain en utilisant la levure de boulangerie). En general, les levures ne provoquent pas de
dangers pour la santé, meme si certaines altérent les aliments en les rendant impropres a la

consommation (Fao, 2007).

1.4 Morphologie

Les cellules de levures (Figurel) sont generalement ovoides ou spheriques, parfois
cylindriques (Madigan et John, 2007). Leurs dimensions trés variables de 1 a 5 microns et
de diametre jusqu'a 5 a 30 p de longueur. Les dimensions et les aspects varient selon I'age,

I'environnement et le milieu de culture (Ati, 2008).

Figurel: Aspect morphologique d’une levure (Alberts, 2008).
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1.5 Reproduction

Les levures se reproduisent selon deux modes :

1.5.1 Reproduction asexuée

Le bourgeonnement est la forme de reproduction végetative qui se produit chez la
plupart des levures. La division de la levure bourgeonnante est asymétrique; la cellule fille est
plus petite que la cellule mére. Les bourgeons peuvent naitre de n'importe quel point de la
paroi cellulaire; cependant, ils ne proviennent pas plus d'une fois du méme point (Briggs,
2004). Au cours du processus de bourgeonnement, une nouvelle cellule se forme sous la
forme d'une petite excroissance de la cellule mére au cas ou les cellules méres atteignent une
taille de cellule critique. Apres l'agrandissement du bourgeon, la division nucléaire, la
formation de la paroi cellulaire et enfin, la séparation de la cellule fille de la cellule mére ont
lieu (Walker, 1998 et Briggs, 2004).

Selon Dickinson et al. (2004). Les haploides et les diploides ont un modele de
bourgeonnement différent. En milieu riche, les haploides et les diploides homozygotes
MATa/MATa et MATo/MATa) bourgeonnent selon un motif axial. Cependant, les cellules
diploides hétérozygotes (MATa/MATa) présentent un bourgeonnement polaire. Méme si les
nutriments sont fournis de maniére illimitée, une cellule de levure individuelle ne pourrait pas
continuer a produire de nouvelles cellules filles pour toujours. Chaque levure a une durée de
vie finie caractéristique.

Les cellules de levure bourgeonnent (figure2) pres de 20 fois au cours d'une période
de vie (Burke et al., 2000). L'age d'une cellule peut étre déterminé par le nombre de cicatrices

de bourgeons présentes sur la surface cellulaire d'une seule cellule de la levure.
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Figure 2: Types de division des levures et caractérisation de la cellule typique ,
1- Bourgeonnement simple, polaire (Saccharomyces), 2- Bourgeonnement bipolaire
(Saccharomycodesi), 3- Bourgeonnement multilatéral, 4 - Scissiparité, fission

(Scfzizosflccharomyces), (Walker et Stewart, 2016 et Schaechter, 2009).
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~1.5.2 Reproduction sexuée

Certaines cellules présentent une reproduction sexuée (figure3) via un processus
d'accouplement, dans lequel deux cellules de levure se réunissent et fusionnent. Il existe deux
types d'accouplement différents des haploides désignés par a et a. Les types d'accouplement
peuvent étre considerés comme analogues aux gameétes males et femelles. Les haploides de

type d'accouplement a produisent «facteur a».

De plus, les haploides de type d'accouplement a produisent un «facteur a ». Ces deux
facteurs sont des hormones peptidiques (phéromones) qui attirent les cellules du type
d'accouplement opposé. C'est-a-dire que les cellules de type a s'accouplent uniqguement avec
les cellules de type a. En raison de cette caractéristique, le type d'accouplement d'une cellule
peut étre déterminé génétiquement en croisant cette cellule avec une cellule dont le type

d'accouplement est connu (Madigan et al., 2009).

Mating betvweernt haploid
cells of opposite mating

type ¢ Vegetative growth
\. o o." diploid cells
Diploid cells (a!cx) :I:\/\
@C} R Bud

— @ @
=)~ & »)
O /@
Vegetative \\“‘/
growth
of haploid /
cells @ Four haploid
@ a
ocye ascospores . /_\

within ascus

Ascus ruptt:;k o® / Starvation causes
@O ascus formation,

spores germinate i
meiosis

Figure 3 : Cycle de reproduction sexuée de la levure (Aksit, 2012)
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1.6 Levures amylolytiques

Ce sont des levures productrices de différentes enzymes amylolytiques
(Tableau 2), leur facilité de culture a attiré l'intérét des chercheurs pour leur
application dans la bio-industries et c’est pour cette raison que leur utilisation dans la
production d'enzymes est de plus en plus demandée (Fossi et al., 2005). Tandis que
I'excrétion des amylases dépend de la composition du milieu de culture (Aiyer, 2005),
le systeme amylolytique de la levure est trés diversifié et les principales enzymes de ce
systéeme sont : o amylase, glucoamylase, pullulanase et cyclodextrinase (Ouédraogo

etal., 2012; Moubasher et al., 2013).

Tableau 02: Souches levuriennes amylolytiques

Levure Réference
Candida utilis,
Candida guilliermondi Ouédraogo et al., 2012

Candida famata
Trichosporon mucoides

Aureobasidium pullulans Gaur etal., 2010
Saccharomycopsis fibuliger Gonzalez et al., 2008
Saccharomyces cerevisiae Acourene et al., 2012
Clavispora lusitaniae Ouédraogo et al., 2012
Wickerhamia sp Hernandez et al., 2012

Lipomyces sp Wenderly, 2014
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1.7 Applications des levures

Les levures ont de grandes activités métaboliques et sont donc utilisées dans :

> Boissons alcoolisées

Le rble le plus ancien des levures est la fabrication de boissons alcoolisées (biere,
vin, cidre) (Deak, 2007). Cette fabrication repose sur la fermentation alcoolique, qui
consiste a transformer les sucres simples en alcool. Ainsi, elles interviennent au cours de
la vinification et de I'élaboration de la biére. L'espece la plus utilisée par I'hnomme est

Saccharomyces cerevisiae, appelée aussi levure de biére (Hencké, 2000).

> Panification

Une autre utilisation, connue depuis l'antiquite, est la fabrication du pain : Le
dégagement de gaz carbonique, qui accompagne la fermentation, permet de faire lever la

pate en lui conférant une texture légere (Cofalec, 2006).

> Production de protéines

Les levures constituent une source précieuse de protéines car elles sont le siege d'une
biosynthese protéique tres active. Elles sont utilisées dans la production de protéines
d'organismes unicellulaires, qui sont souvent incorporées a l'alimentation animale et
humaine. Cette production peut s'effectuer sur des substrats considérés comme des déchets

tels que le lactosérum et les résidus de pate a papier (Benaouid, 2008).
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1.2.1 Généralités

Ces derniére années, le développement industriel du domaine de la chimie
notamment les enzymes, est devenu une science de la technologie alimentaire, une
matiere essentielle dans notre vies. Les enzymes sont appliquées dans plusieurs
domaines tels que la fabrication d'aliments comme le pain et les boissons, elles ont été
développés pour I’intérét des consommateurs et de I'numanité en genéral, Elles sont
produites a partir de plusieurs sources comme les micro-organismes (levures,
moisissures et bactérie) (Spinnler, 2018 et Adhikari, 2019).

Les enzymes sont des protéines vitales, qui accélerent les réactions. Biologiques,
en forme de poche spéciale, chaque enzyme posséde un site actifs spécifique, forme

poche spécial au substrat pour libérer leur produit (figure 4) (Svenjer, 2016).

Substrates

‘ Product

Active site

Figure 4 : Fonctionnement de 1’enzyme ( Luo, 2018).
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1.2.2 Classification des enzymes

Le développement de la technologie a conduit a une explosion de nombreuses

données biologiques, notamment des informations sur les enzymes, grace aux études

menées et aux chercheurs scientifiques que les enzymes ont de nombreuses fonctions et

propriétés sur les réactions chimiques.

Par conséquent, les séquences de protéines et leurs applications dans diverses

réactions chimiques doivent étre connues et déterminées. Ainsi, cette grande variété de

protéines conduit a différentes actions et activités des molécules, ce qui a conduit a la

séparation et a la classification des enzymes (Zhiyutao, 2020 et Britannica, 2019).

Tableaux 03: Classification des enzymes (Bensafi, 2019 et Vandenberghe et al., 2020)

[EEN

(op]

~

Oxydoréductase

Transférase

Hydrolase

Lyase

Isomérisation
Ligase (synthése)

Translocases

Catalysent les oxydoréductions (transferts de
H+ et d’e - entre 2 substance)

Catalysent le transfert de groupements
moléculaires entre 2 substances

Catalysent hydrolyse de laissons diverses

Catalysent soit I’enlévement d’un groupe
(autrement que par hydrolyse) soit I’adition
d’un groupement moléculaire

Catalysent les isomérisations

Catalysent I’union de deux molécules en
utilisent de I’énergie
Catalyser le mouvement des ions ou des
molécules a travers les membranes

1.2.3 Enzymes amylolytiques

Catalase

Méthyle
transférase qui
transfere le
groupement
méthyle
I’a-amylase qui
hydrolyse

I’amidon

Adénylatecyclase
qui produit ’Amp
cyclique a partir
de Atp

Topo
isomérisation
ARN et ADN
polymérase
Transporteurs de
type ABC

Les enzymes amylolytiques sont largement appliquées a l'industrie papetiers,

alimentaire, pharmaceutique et sucriéres qui exigent un profil d'hydrolyse spécifique, et

dans les agro-industrielles comme substrat de fermentation, (Gandgadharan, 2009). Le

substrat classique de 1’a- amylases est I’amidon. C'est la molécule la plus utilisée depuis

11
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des milliers d'années, en particulier dans I'industrie. Se trouve largement dans les plantes
comme le blé, les fruits (banane), et le riz. Il est constitué de ’amylose et I’amylopectine
(figure 5) :

- L’amylose est un polymeére linéaire constitué d'un maximum de 6000 unités de glucose
avec des liaisons glycosidiques a-1,4.

- L'amylopectine est composée de courtes chaines linéaires de 10 a 60 unités de glucose
liées par a-1,4 et liées par a-1,6 a des chaines latérales avec 15 a 45 unités de glucose.
(Copeland et al., 2009).

Amylose
-
Amylopectin
| E—
[ a-amylase ]
1 o 1
: < E

CH,0H CH,OH (H,0H CH,0H

CH,O0H :
0 0 [ |
OH OH 0 0 0
| |
OH H
0 0 J 0 [\)H \ ?
OH OH ’ J
n CH, 0 =0 0
Amylopectin 0 OH 0H OH
& ' .
0 00—
% OH Amylose

Figure 5 : Structure de I’amylose et de I’amylopectine (Hii et al., 2012 et Ismail et al.,
2013)

Les enzymes amylolytiques tel que I’a-amylase, la f —amylase et la pullulanase

(Figure 6) dégradent spécifiquement le substrat au cours de la réaction, par exemple,
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I’a- amylase hydrolyse I’amidon pour la production de maltose (Marc et al., 2009).

O
@
e © ®
€] ® ®
%* ©
@
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® g O CGTase
© @
a-amylase ® @ (@) .
oe0® ‘ @
© ‘ e ©
[ @
O ..
® | e® ©
@
( 2 2 2 X J [
@ B-amylase . .
Y Enzymes débranchantes
Glucoamylase
a-Dextrines limites a-glucosidase E Pullulanase I1
“nzyme .
branchante - @ ®® Maltotriose
B pne Pullulanase |
(| X X X J
"Jsoamylase ®® Maltose
v ® .... @) ® Glucose
©
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) PP 1gosaccharides hneaires
Glucose  Maltose  Maltose et~ Glucose o0e
B-dextrines @
limites [ X X J

Figure 6 : Enzymes amylolytiques. (Dakhmouch-djekrif, 2016)

1.2.4 oa-amylase

> Définition

C’est une glycosidase (EC 3.2.1.1) qui hydrolyse les liaisons osidiques a-1,4 des
polysaccharides (amidon et glycogene) en libérant du glucose, du maltose et des
maltodextrines solubles de taille variable (Elleuche et Antranikian, 2013). Elle se trouve
dans la plupart des étres vivants (animaux, plantes et microorganismes). Cette enzyme
constituée d’une longue chaine d’acides aminés (figure 7), a été utilisée depuis des

années immémoriaux dans 1’industrie notamment 1’industrie alimentaire (Farooq et al,.

2021 et Dehkordi, 2012).
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Figure 7 : Structure de I’a-amylase (Subash, 2017)

1.2.4.1 Nomenclature

D’aprés Olempska, (2004), La take-amylase A est classée dans la famille
d’hydrolase, Elle a agit sur les polypeptides et les oligosaccharides, effectue de coupour
les liaisons a (1-4)-D-glucose des sucres de maniére aléatoire, le nomenclature de 1’a-

amylase et la suivant :

Tableau 04: Nomenclature de I’a-amylase

Terme(a) Nom codifié Nom Autre nom(s) Nom systématique
accepté
Rapporté a la EC (3,2,1,1) a-amylase glycogénese; 1-4-a-D-glucane
configuration a a-amylase; glucanohydrolase
numérique initial qui endoamylase ;
associer au carbone Maxilase ;
du sucre Take-amylase A

1.2.4.2  Structure d’a-amylase

L’o-amylase est une glycoprotéine, une métalloenzyme aux ions de Ca?*
(figure8), leur structure est constituée en chaine polypeptide de 471 a 483 résidus
d’acides aminés et quatre ou cinq ponts disulfure (Subash, 2017). L’enzyme posséde 3
domaines (Zhang et Xiao, 2016 et ben-abdelmalek et al,.&?2 2009) (figure8) :

14
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Domaine A : contient la terminaison N-terminale site catalytique dont il s'agit en repli
tres symetrique qui comprend 8 brins S paralléle disposé dans un tonneau entouré de 8

a-hélice.

Domaine B: posséde un grand partie de la liaisons avec le substrat selon leur spécificité

et enroulé autour le domaine A et C par liaison disulfate.

Domaine C : constitue de la terminaison C-terminale sous forme de feuille béta

antiparalléle, il joue un réle dans la reconnaissance et la liaison du substrat.

Ca2* : situé entre le domaine A et domaine B, possede un role important pour conserver

la stabilité de I’enzyme par 4 acide aminé lequel (His, Glu, Asp, Asn).

Domain C

Figure 8 : Domaines de structure de I’a-amylase (Zhang et Xiao, 2016 et ben-
abdelmalek et al,. 2009).

1.2.4.3 Mode d’action de I’a-amylase

En général, il existe plusieurs modes d’actions des a-amylases. Selon les

conditions (température, pH, taille et structure du substrat), ’enzyme peut utiliser 'un
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ou I’autre mode et méme une combinaison entre plusicurs modes (Nielson et al., 2001)

(figure 9).

e Attaque aléatoire ou au hasard : n’importe quelle liaison a-(1-4) peut étre
hydrolysée a partir de I’extrémité réductrice. Elle provoque la formation de
glucose, maltose et surtout du D-dextrine.

e Attaque préférée : I’a-amylase montre une préférence pour certaines liaisons
glucosidiques dans le substrat.

e Attaque multiple ou répétitive : elle implique le déplacement de I’enzyme tout
au long de la chaine du substrat et I’enzyme hydrolyse les liaisons glucosidiques
sans se dissocier du substrat.

e Attaque uni-chaine : I’enzyme dégrade une chaine avant de passer a I’autre.
Une fois que ’enzyme forme le complexe actif avec le premier substrat, elle
catalyse la réaction et ne forme pas un autre complexe actif avec d’autres
substrats jusqu’a I’achévement de la dégradation de la premicre chaine.

e Attaque multi-chaine : toutes les chaines sont dégradées parallélement (Bédou,
2019).

a) ATTAQUE A CHAINE UNIQUE

oo V “’1 w2 w:! WA W5 w6 w7 w8 w9 w10w11w12w‘|3
© " .
b) ATTAQUE MULTIPLE
o VMR A
® » 10 11 12-13 www*
. A 20 T
c) ATTAQUE MULT1ICHAINE
. -
Lo = \l'
Q w
d) ATTAQUE PREFERE
s %

o V¥

Figure 9 Différents modes d’action de I’a-amylase (Bijtebier, 2008)
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1.2.4.4 Meécanisme d’action

» Selon I’étude de Lim et Oslan (2021), le mécanisme de 1’a-amylase catalyse les
liaisons endo-hydrolyse de son substrat tel que I’amidon, et trois résidus des acide
aminés interviennent (figure 10):

v Le glutamate catalyse l'attaque nucléophile du C1.

v deux Aspartate, le premiére Asp joue un role de nucléophile et aussi il maintient
I’acide glutamique en protonosation correct pour 1’activité, et le deuxiéme Asp se
lie aux 2¢™ et 3¢™ groupe hydroxyle (OH-2, OH-3) du substrat via des liaisons
d’hydrogéne, déformant le substrat.

Le mécanisme se déroule en 02 étapes :

» Fixation de substrat dans le site actif induit ’acide Glu pour donner un proton a la

liaison glycosidique de I’oxygene au centre anomérique, successive avec 1’attaque

de I’acide aminé Asp nucléophile sur le C1 du sucre et réduit leur extrémité de
substrat

» Régénération de I’état initiale et libération d’autre substrat apres la formation de la

liaison covalente de la molécule de I’eau et départ de glycone (HCO) et pénétre

dans le site actif et attaque la liaison covalent entre le glucose, Asp et le Cl du sucre

- “
o OJ\Asp :SD
OH

0
% transition state OH i fransition state
—_—p ——
o HO '"‘\, HO
"1 0 OH HA- R _ OH OR
—0" 0 HO Asp . > N~
o0 o L o © "
}&u B

Figure 10 : Mécanisme de I’a-amylase (Lim et Oslan, 2021)

1.2.4.5 Origine de I'a-amylase

L'a-amylase provient de plusieurs sources telles que: les animaux, les plantes, les

bactéries et les champignons.
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1.2.45.1 a-amylase végétale

Il existe de nombreuses plantes (tableau.04) qui produisent de l'a-amylase par
exemple : Arabidopsis sp, elle joue un réle important dans la dégradation des liaisons
dans I'amidon présent dans les granules de germination en particulier (le riz, les céréales,
et le mais), ainsi que sur le métabolisme, tels que la régulation en cas de I’accumulation
dans la plaste et la phosphorylation d’amidon (Elspeth, 2014 et Stanley, 2005). Les a-
amylases d’origine végétale ne sont pas beaucoup utilisées dans le domaine industriel

elle est dépendante des contraintes géographiques et saisonnieres (John, 2017).

Tableau 05: Sources de I'a-amylase chez les plantes

Oryza sativa Dengqun., 2010
Carthamus tinctorius Ben el elarabi et al., 2009
Hylocereus polyrhizus Amidetal., 2014

Pachyrhizus erosus Noman et al. 2006
Triticum aestivum Singh et al., 2014
Malus pumila Kanwal et al., 2004

1.2.45.2  a-amylase animale

L'a-amylase chez les animaux est présente dans la salive et le pancréas des
mammiféres (Nouadri, 2011), elle n’est pas beaucoup utilisée dans I’industrie, car son
approvisionnement est limité et également son codt est élevé en termes de milieu ou de
type d'animal (Khairuddin et al., 2016).

Tableaux 06: Sources animales de la production de I'a-amylase

| Sources  Réferences |
Bacterocerra aleae Delkash-roudsari et al., 2014
Lutzomyia longipalpis Vale et al., 2012
Sparus aurata Ma et al., 2004
Salmo salar Froystadez et al., 2006
Scorpiones Louati et al., 2010
Suc sscrofa domesticus Tecles et al., 2011
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1.2.4.5.3 a-amylase microbienne

Les a-amylases microbiennes sont les plus utilisées dans les différents domaines
de I’industrie car elles ne sont pas colteuse, indépendante des contraintes geographiques
et saisonniéres, matiére premiére bon marché.Elles sont faciles a manipuler pour la
production d’enzymes extracellulaires donc cela évite quelques étapes comme
I’extraction (Lim et Oslan, 2021 et Paula et Lépez, 2018).

Les amylases bactériennes les plus utilisées sont celles de Bacillus sp comme
Bacillus lichenformis (Vaseekaram, 2010 et Bano et al., 2011), et Bacillus
staphylothermus (Li et al., 2010).

Chez les moisissures, /’Aspergillus sp est le plus utilisé pour la production de cette
enzyme tels que Aspergillus phoneonicis (Bennasi, 2013), et Aspergillus tubingensis
(Viktor et al., 2013). Aussi, il a été révélé que Peniciluim sp (Saleem et mohsen,
2014), ainsi que Cylindro cephalum (Sunitha et al., 2012) sont de bon producteurs

de I’ a-amylase.

Tableau 07: Sources microbiennes de la production d’a-amylase

Sources Origine Références
Tepidimonas fonticaldi Bactérie Allala et al., 2019
Bacillus pacificus Bactérie Alonazi et al., 2021
Bacillus subtilis Bacteérie David et al., 2017
Bacillus amyloliquefaciens Bactérie Duetal., 2018
Bacillus licheniformis Bactérie Wou et al. 2017
Anoxybacillus flavithermus Bactérie Aguloglu et al., 2016
E.coli Bactérie Emtenani et al., 2015
Geobacillus bacterium Bactérie Fincan et,Enez., 2014
Streptomyces fragilis Bactérie Nithya et al., 2017
Geobacillus bacteruim Bactérie Sudan et al., 2018
Penicillium chrysogenum Fongique Dar et al., 2015
Tricoderma pseudokoningii Fongique Abdulaal, 2018
Talaromyces pinophilus Fongique Xian et al., 2015
Aspergillus niger Fongique Oluwabunmi, 2019
Aspergillus flavus Fongique Karim et al., 2018
Rhizopus oryzae Fongique Hadef et al., 2017

Aspergillus terreus Fongique Kumar et al., 2016
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Peu étude ont été réalisées sur la production de a-amylase chez levures. Ces
microorganismes sont favorables dans le domaine de I’industrie a cause de leur
adaptation au milieu, croissance rapide, faciles a manipuler, avec des moyens et des
conditions simple et peu couteuses,

Différents travaux ont été réalisés sur la production de 1’ a-amylase levurienne par
Pichia pastori (Gandhi et al., 2015), Clavispora lusitaniae (Dakhmouche-Djekrif,
2016) et Talaromyces pinophilus ( Xian et al., 2015).

Tableau 08 : Levures productrices de I’a-amylase

Cryptococcus flavus Kenyaet al., 2004
P.membranaefacins Salah et al. 2021
Streptomyces sp Santos, 2012

Pichia pastoris Huang et al., 2017
Trichosporon cutaneum Wang, 2015
Candida tropicalis Hesham et al., 2020

Pichia Kluyveri
Candida parapsilosis

Rhodotorula mucilaginosa Aguero et al., 2015
Candida glabrata
Clavispora lusitaniae Dakhmouche, 2016
Lipomyces sp Wanderly, 2014

1.2.5 Production d’a-amylase

L'a-amylase alcaline est produite par les deux processus, la fermentation en
milieu solide (FMS) et la fermentation en milieu liquide (FML) (figure 11). Le substrat
peut étre issu des déchets agricoles et industriels comme les déchets bananes utilisé
comme source de nutriments, soit simplement un support imprégné par des nutriments
appropriés qui permettent le développement des micro-organismes et la production
d’enzymes utilisés dans les domaines industriels (Paula et al., 2010 et Couto et
Sanroman, 2006).

La production de I’a-amylase a été étudiée par FMS chez Candida glabrata
(Laiche et Siboukeur, 2018 et Aguero et al., 2015), et chez Pichia pastorie (Huang et
al., 2017) et par fermentation en milieu liquide (FML) chez Aspergillus sp (Aggarwal,
2019). Par ailleurs D’autres études ont comparé la production alpha amylasique par les

deux types fermentations chez Anoxybacillus amylolyticus (Finore et al., 2014).
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Figure 11: Production d’enzymes par fermentation en milieu solide (FMS) et
fermentation en milieu liquide (FML) (Schinkawa et Mitsuzawal, 2020).

1.2.5.1 Facteurs influencant la production de I’a-amylase

1.2.5.1.1 Source de carbone

Les levures sont des chimiohétérotrophes, elles ont besoin de composés
organiques carbonés, servant a la fois comme source de carbone et source d’énergie pour
leur développement. Toutes les levures sont capables de métaboliser le glucose, le
fructose et le mannose (Walker, 2009).

Selon Kutzman et Suzuki (2010) 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. Aussi, I'amidon et le glycérol étaient connus pour augmenter la
production d'enzymes par B. subtilis IMG22, Bacillus sp, PS-7 et Bacillus sp.1-3
(Maryam et al., 2010).

Des sources de carbone telles que le galactose, le glycogéne et l'inuline ont été

signalées comme des substrats appropriés pour la production d'amylases par
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B.licheniformis et Bacillus.sp.1-3 (Xusheng et al., 2011).

Les déchets agricoles sont également, utilisés pour la fermentation liquide et
solide afin de réduire le colt des milieux de fermentation, ils constituent une source de
carbones et d'azote nécessaire a la croissance et au métabolisme de I'organisme. Ces
sources de nutriments comprennent les déchets d'orange, de banane, I’amidon de millet,
la pomme de terre, le mais, le tapioca, le blé et le riz sous forme de farines (Lin Hui et
al., 2011)

Le glucose peut avoir un effet répressif et inhibiteur sur l'assimilation d’autres sucres par
les levures (Walker, 1998).

Les souches de Schwanniomyces castellii, S. fibuligera produisent la biomasse a
partir de I'amidon non hydrolysé (a partir des pommes de terre ou leurs pelures, I'amidon
soluble) (Ouédragao et al., 2012) et les hydrolysats de plantes et le molt de pomme,
(Bekatorou et al., 2006)

1.25.1.2 Source d’azote

Les levures poussent sur des milieux riches en sources azotées organiques
(peptone, extrait de levure et autres). L'extrait de levure constitue le principal stimulateur
de la croissance microbienne en particulier pour les levures (Deak, 2006).

Une grande variété de composes organiques azotes (glutamine, acide aspartique,
peptides, bases purines et pyrimidines, amines, peptone et urée...) peut couvrir

également les besoins azotés de la levure (Deak, 2006).

1.2.5.1.3 Oligoéléments et facteurs de croissance

Comme la plupart des microorganismes, les levures ont besoin d’éléments
nutritifs pour assurer un développement adéquat au cours de la producton d’enzyme I
s’agit des sels minéraux et d’oligoéléments nécessaires a de trés faibles concentrations,.
De plus, d’autres facteurs leur sont essentiels, comme les vitamines (la biotine, la
thiamine et 1’acide nicotinique, riboflavine, phosphate pyrodoxal) et les acides aminées,
(glycine, L-lysine) et aussi des sels de Mg?*et de Zn?*, Ces facteurs interviennent lors
des réactions enzymatiques, comme des élements constitutifs des coenzymes varies,

(Bhardwaj et Angayarkanni, 2015 et Walker et Stewart, 2016).
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1.25.1.4 Température

La levure, comme les autres microorganismes, ne peut se developper que dans
une gamme de température «optimale» située généralement entre 25°C et 30°C, jusqu’a une
température critique au dela de laquelle elle ne peut survivre. Dans la majorité des cas, la
température ne reste pas constante pendant la croissance. Les levures peuvent y résister,
mais cette derniére peut avoir des effets sur le métabolisme qui différent d’une souche a
une autre.

Certains travaux ont bien montré, chez certaines levures et en particulier chez S.
cerevisiae, qu’une température supérieure a 30°C accroit la vitesse de production de
certains métabolites comme1’éthanol (Aldiguier etal, 2004), mais augmente la sensibilitéet
accroit 1’effet néfaste des stress (chocs osmotiques, inhibition par 1’éthanol) en entrainant
une diminution de la viabilité (Beney et al., 2001) et de I’activité cellulaire (Maréchal et
al., 1999).

Toutefois, il a été démontré que la température de croissance influe sur la
composition en acides gras des membranes plasmiques (Watson et Rose, 1980). Ainsi
la membrane cytoplasmique des cellules cultivées a température élevée est plus
résistante aux dénaturations thermiques que celle des cellules cultivées a basse
température (Rezki ; 2014)

La température optimale dépend de si la culture est mésophile ou thermophile.
Parmi les champignons, la plupart des études sur la production d'amylase ont été
réalisées avec des champignons mésophiles dans une plage de températures de 25 a 37
°C (Takahiro et al., 2011). Une amylase brute dégradant lI'amidon a été produite par
Aspergillus ficum a 300C par Hayashida et al en 1986. La production d'amylase a un
niveau optimal a été rapportée entre 50-55 °C pour les cultures fongiques thermophiles
telles que Talaromyces emersonni, Thermomonospora fusca etc (Ahmad et al., 2010).
Les micro-organismes thermophiles poussent a des températures comprises entre 45-
80°C (Rudiger et al., 1995 et Madigan et Martino, 2006).

Dans une étude portant sur 600 souches et plus de 100 espéces des genres 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 Corée, croit a 51°C (Shin et al., 2001).
Contrairement aux procaryotes, la plupart des eucaryotes ne résistent pas a des

températures supérieures a 60 °C (Madigan et al., 1997).
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Raspor et Zupan (2006) notaient une survie des eucaryotes a des températures
élevées impliquant probablement la stabilité des membranes des organelles qui doivent

rester assez poreuses pour permettre le passage des molécules telles que I'ATP et I'ARN.

12515 pH

Les levures présentent une tolérance élevée aux pH extrémes. Elles tolerent des
gammes trés larges allant de 2.4 a 8.6. Entre ces valeurs, le pH intracellulaire est
compris entre 5.8 et 6.8 (Bouix et Leveau, 1991). Cependant, Phaff et ses collaborateurs
(1978) ont noté que la plupart des levures connues, ont une bonne croissance a des pH
proches de 3.

La nature de 1’acide (forme dissociée ou non) a une grande importance. Les
levures supportent la plupart des acides organiques et sont inhibées par les acides
lactique, citrique et acetique et elles le sont encore plus avec les acides sorbique et
propionique (Rezki, 2014).

1.2.5.1.6 Pression osmotique et activité de I’eau

L’effet de la pression osmotique varie d’une souche a I’autre. La plupart des
souches ne peuvent se développer pour des activités de 1’eau inférieures a 0,90, mais
certaines tolerent des pressions osmotiques plus élevées correspondant a une activité de

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

1.25.2 Type de fermentation pour la production d’a-amylase

Des I’a-amylase microbiennes sont maintenant industriellement produites, par
des espéces de Bacillus, Aspergillus et Rhizopus, par fermentation liquide ou solide
(Niehaus et al., 1999 et Belen et al., 2006).

1.25.21 Fermentation en milieu solide (FMS)

Selon Rahardjo et al (2006) la fermentation sur milieu solide est défini comme des
particules sur matiere solide avec l'absence d’eau, Cette technique est la plus adaptée
pour les microorganismes a savoir les levures (Gervais et al, 2003)

La fermentation en milieu solide est utilisée pour divers buts notamment la production
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d’enzymes (amylases, cellulases...), dans I’alimentation humaine (fromage, production
de champignons) (Cattalan et Sanchez, 2020).

FMS c'est une technique simple permettant une grande productivité et une meilleure
circulation de lI'oxygene, la matiere premiere utilisée est a faible codt, et elle ressemble a

I'habitat naturel de plusieurs micro-organismes (Couto et Sanroman, 2006).

1.25.2.2 Fermentation en milieu liquide (FML)

C’est la croissance microbienne dans un milieu nutritif contenant un grand
volume d’eau ( Dandey, 2003 et Francis, 2011).
Selon Mouas (2016), la fermentation en milieu liquide agité a été utilisée, dans la
production industrielle des enzymes en raison de la facilité du contrdle des différents
paramétres comme le pH, la température, ’aération et I’humidité.
Ces procédes sont aussi bien aérobiques qu’anaérobique mais ils nécessitent des
conditions de stérilisation strictes et ils sont particulierement bien adaptés aux cultures

de microorganismes unicellulaires comme les bactéries (Dhillon et al., 2010).

1.2.6  Purification d'a- amylase

La purification de 1’a-amylase se fait par plusieurs techniques telles que
précipitation par le sulfate d’ammonium, la dialyse, la chromatographie gel filtration,
échangeuse d’ions, et SDS-PAGE.

L’extrait brut peut étre utilisé directement sans le purifier ou partiellement
purifier si ’enzyme va étre utilisée dans 1’industrie du textilel, du papier et des
détergents par contre dans I’industrie pharmaceutique ou alimentaire, I’enzyme doit étre
complétement purifiée avec un taux de purification élevé. Kenya et al. (2004) pour
purifier I’a-amylase Cryptococcus flavus a utilisé la gel filtration sur sephacryl-S100 et
SDS-PAGE. Gauraw et al. (2011) ont juste précipité I’enzyme par le sulfate
d’ammonium (60%) et ont réalisé une SDS-PAGE, Celusk et al. (2015) ont utilisé la
précipitation par le sulfate d’ammonium et la chromatographie d’affinité pour I’ a-
amylase de Yarrowia lipolytica, et pour I’enzyme de Pichia burtonii. Takeuchi et al.
(2006) ont utilisé plusieurs méthodes a savoir, DEAE-sepharose, chromatographie sur
sephacrylS-300 et sur séphadex G-75 et aussi une SDS-PAGE.

1.2.7 Facteurs influencant I’activité amylasique
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1.2.7.1 pH optimum

Les a-amylases sont généralement stables dans une gamme de pH de 4 a 8 (Laiche
et Siboukeur, 2018), avec un pH optimum situé entre 4 & 5 pour les a-amylases
fongiques (Ait Kaki et al., 2012), 6 a 8.5 pour les a-amylases bactériennes e 6 & 7 pour
les a-amylases végétales (Saini et al., 2017).

Tandis que, Le pH optimum de ’enzyme des levures varie, généralement, entre 4 a
6,5 (Zoubiri, 2017)

1.2.7.2 Température optimale

En général, les a-amylases ont une température optimale comprise entre 25 °C et 70
°C (Toumi, 2018). Celle des a-amylases bactériennes varie de 50 °C a 90 °C
accompagnée avec une résistance thermique a des températures trés élevées chez des
souches thermophiles (Nouadri, 2011 et Zoubiri, 2017). Cependant, la température
optimale des a-amylases fongiques est de 40°C a 60°C (Bakri et al., 2009). Et pour la
température optimale de a-amylase végétale, elle differe d’une espéce a une autre et
varié entre 5 a 75°C (Saini et al., 2017).

Tableau 09 : Caractéristiques de 1I’a-amylase levuriennes

Especes pH Temperature Réference
optimum optimum
Endomycopsis capsularis 45 40-50 °C Panchal, 2020
Filobasidium capsuligenum 5,6 55°C Kar et Ray, 2008
Lipomyces kononenkoa 55 40 °C Ramachandran
et al., 2005
Pichia burtonii 5 40 °C Takeuchi et al.,
2006
Cryptococcus flavus 5 50 °C Barros et al.,
2009
Shwanniomyces occidentalis 55et6,5 70°C Fossi et al., 2004
Saccharomyces cervisia 5 55°C Sakwa et al.,
2018
Clavispora lusitaniae 9 75°C Dakhmouche,

2016
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1.2.7.3 Thermo stabilité

les amylases microbiennes ont une forte thermostabilité (30°C-60°C) (Park et
al., 1997), Les a-amylases bactériennes ont une grande stabilité thermique (Toumi,

2018), alors que celle des champignons est généralement assez faible (Nouadri, 2011).

1.2.7.4 Effecteurs

Toutes les a-amylases connues contiennent un ion calcique entre les domaines A

et B (Lindenetal., 2003). Cet ion de calcium est indispensable pour la stabilité et
I’activité des a-amylases. Si le calcium est éliminé expérimentalement, 1I’a-amylase perd
ses propriétés catalytiques d’une fagon réversible (Larson et al., 1994).
Le calcium est eloigné du site actif pour contribuer directement a la catalyse ce qui
explique son réle structural et il joue également un rdle dans la stabilisation de la
thermostabilit¢ d’une amylase. cela peut s'expliquer par le fait que le relargage des
résidus hydrophobes par I'ion calcium dans la structure protéique conduit a la formation
d'une structure compacte donc le calcium ne participe pas directement a la formation de
complexe enzyme-substrat mais il maintient I'enzyme dans une conformation optimale
pour un maximum d'activité et de stabilité vis a vis de la dénaturation thermique
(Savcheko et al., 2002 ; Peixoto-Nogueira et al., 2008).

Certaines a-amylases contiennent une triade métallique calcium—sodium—
calcium qui fait le pont entre les domaines A et B et contribue donc au maintien et la
stabilité conformationnelle des protéines ainsi que la résistance a l'inactivation
thermique de I'enzyme (Khajeh et al., 2001 et Goyaletal, 2005) d’autres a-amylases
possédent deux ions de sodium qui conservent la structure et la fonction de I’enzyme, au
lieu des ions calcium (Lee et al., 2006).

Les ions Cl~, Zn?*, Mg?*, Mn?*, Fe?* sont également des activateurs de 1’a-
amylase (Saini et al., 2017) car ils augmentent l'affinité de I'enzyme pour le calcium, par
conséquent, il est fort probable que la liaison de ces ions induisent également des
changements du conformation autour du site actif ou se situent au site actif ce qui
améliore l'efficacité catalytique de I'enzyme. ’activité reste intacte, en présence de K+,
Na*t, NH4* (Nouadri, 2011) mais elle est fortement inhibée par I’acide formique,
I’urée, I’acide oxalique, I’acide citrique et par 'EDTA et les métaux lourds (Amutha et
Jaya, 2011).

1.2.8 Applications industrielles de I'a- amylase
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Les amylases ont des applications potentielles dans un certain nombre de
processus industriels tels que dans les industries alimentaires, textiles, papetiéres,
panification, détergents, jus de fruits, boissons alcoolisées, édulcorants, aide digestive
et détachant dans le nettoyage a sec...etc. (figure 12) (Saranraj et Stella, 2013 et
Singh et al., 2011).

Actuellement, les a-amylases microbiennes sont parmi les enzymes les plus utilisées

en raison de leur productivité et thermostabilité (Mobini-Dehkordi et Javan, 2012).

1.2.9 Utilisation de I'a-amylase dans les industries alimentaires

L’a-amylase est utilisée dans les différentes industries alimentaires, (figurel?2) :

2. Glucoserie

Solubilisation de I’amidon, accompagné d’une importante viscosité
(liquéfaction) (Alais et al., 2008) .

3. Sucrerie
Réduction de la viscosité des sirops et de canne a sucre, en hydrolysant les

contaminants amylacé pour assuré le processus de cristallisation (van der et al.,
2002).

4. Biscuiterie

Amélioration des propriétés rheologique et fermentaires de la pate, ainsi que

le volume de la mie et la coloration de la croute (Pandey et al, 2000).

5. Boissons alcoolisées

Le role, le plus ancien des levures est la fabrication de boissons alcoolisées
(biere, vin, cidre), (Deak, 2007). Cette fabrication repose sur la fermentation
alcoolique, qui consiste a transformer les sucres simples en alcool. Ainsi, elles
interviennent au cours de la vinification et de I'élaboration de la biére. L'espece
le plus utilisée par I'hnomme est Saccharomyces cerevisiae, appelée aussi levure
de biere (Hencké, 2000).
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Figurel?2 : Répartion de I'enzyme dans le secteur agro-alimentaire (Spinnler et al,
2013).

1.2.10 Autres Domaines d’application de I’a-amylase

L’a- amylase est utilisée, aussi, dans d’autres secteurs industriels (figure 13)

A- Domaine pharmaceutique

Les a-amylases sont utilisées comme

= Agents anti- inflammatoires
Des aides pour le traitement des troubles digestifs (Mobini-Dehkordi et Javan,
2012), tels que : les dyspepsies et les fermentations intestinales (Nouadri, 2011)

e Traitement de diabéte et de I’obeisité (Niélson et al, 2001).

B- Domaine médical

Une concentration plus élevée que la normale des a-amylases peut refléter
plusieurs atteintes médicales, y compris une inflammation aigué du pancréas mais
également un ulcére gastroduodénal perforé, une torsion d'un kyste ovarien, un iléus
d'étranglement et des oreillons. L'amylase peut étre mesurée dans dautres fluides

corporels, y compris l'urine et le liquide péritonéal (Saranraj et Stella, 2013; Singh et
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al, 2011).

C- Domaine de biologie moléculaire

En biologie moléculaire, la présence de I’a-amylase peut servir comme cible
mutationnelle dans la méthode de sélection des cellules ayant inséré un gene étudié
(Mobini-Dehkordi et Javan, 2012). Une intégration réussie perturbera le géne de
I'amylase et empéchera la dégradation de lI'amidon, qui est facilement détectable par

coloration a l'iode (Singh et al., 2011).

D- Industrie de détergent

L'utilisation d'enzymes dans les détergents a augmenté avec les méthodes
changeantes de la vaisselle et de lessive. Les consommateurs préferent utiliser de I'eau
froide et des conditions douces. Plus t6t les produits chimiques utilisés dans les
détergents ont causé des dommages en cas d'ingestion et les conditions de la vaisselle
étaient trés dures. Cependant, les enzymes microbiennes ont montré a l'industrie un

chemin alternatif. car disponibles et facile a manipuler (Mitidieri et al., 2006).

E- Désencollage des textiles

L'amidon est un agent d'encollage préféré car il est facilement disponible, moins
colteux. La couche de I'amidon est soumise a une hydrolyse dans le procédé de
désencollage ou I’a-amylase est utilisée pour cliver des particules d'amidon au hasard en
composants solubles dans I'eau qui peuvent étre éliminés par lavage. L'enzyme agit
specifiqguement sur les molécules d'amidon seul, en laissant les fibres non affecté
(Ahlawat et al., 2009).

F- Industrie de biocarburant

L'amidon est un produit de départ économique, il est utilisé pour la production
d'éthanol en tant que biocarburant. (Moraes, et al., 1995).
Ceci est réalisé dans une série d'étapes. Tout d'abord, I'amidon est soumis a une
Gélatinisation pour former une suspension d'amidon visqueux. Ceci est suivi par le

processus de saccharification, ou I'amidon est hydrolysé par 1'a-amylase pour obtenir
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les sucres fermentescibles et pour produire de 1’éthanol. (Chi et al, 2009).
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Figure 13 : Application de I’a-amylase (Bhatt et al., 2020).
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1.3.1 Déchets agricoles

Les dechets agricoles appelés agro-dechet sont définit comme déchets
alimentaires ou de récolte (fruits, produits laitiers, dechets d’animaux, déchet
agriculture). Pami les fruits, la banane est trés consommée dans le monde, car elle n’est

pas cher et les récoltes sont abondantes (Obi et al., 2016)

1.3.2 Banane

Selon Arurore et al. 2009, le bananier (Musa sp.) n’est pas un arbuste mais une
plante herbacée car il ne posséde pas de tronc. On dit que c'est la plus grande herbe du
monde c’est un élément nutritionnel essentiel par rapporte a d’autre fruits, considéré

comme une source d’énergie

Plusieurs pays (figure 14) produisent et exportent des bananes comme I’Inde, le
Bresil, Equateur et la Chine. La production de bananes est de 32,8 % en Inde, de 11,4%
en China, 8,1% en Indonésie, 10,1% en Bresil, et 22.3% en Philippine.

production de banane dans le monde

Autres

v 4y
Costa Rica

China

Indonesia

Brazil

Mexico

Figurel4 : Production de banane dans le monde (Subagyo et Chafidz, 2018).
1.3.3 Origine

Selon Prabha et Kumar (2015), les bananiers sont originaires d’Asie et sont
cultivé depuis prés 1000 ans, la premiére trace en Guinée. La banane est reproduite par
les graines (Figure 16). La banane est le nom commun des plantes herbacées et des fruits
qu'elles produisent. Il existe plusieurs types de bananes avec une variété de tailles et de

couleurs & maturité, y compris le jaune, le violet et le rouge (figure15).
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Figurel5 : Bananier et banane de divers maturités (Sidhu et Zafar, 2018 et
Acevedo et al., 2021)
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Figure 16: Déchet de banane et I’amidon (Yang, 2018 et Li et al., 2018 et Osbay et
al., 2019)
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1.3.4 Caractérisation de déchet de banane

Selon Li et al. (2018) a été trouvé que le déchet de banane constitue une
ressource importante d’amidon, une matiére premicre pour 1’industrie et transformation
d’alimentaire, les granules d’amidon ont une structure semi-cristalline et stable, possede
plusieurs tailles et formes selon I’origine végétale, ’amidon de déchet de banane se

compose d’environ 56,95- 75% de glucides.

Kabenge et al. (2015), la composition de déchet de banane est la suivante: le
carbone entre 34 et 35%, 1’hydrogéne entre 4,5 et 9%, 1’oxygene de 40 & 45%, 1’azote

3% et soufre inferieur 1% (figurel?)

M carbone H hydrohéne I4 nitrogéne
H oxygéne i sulfure M cendre
H L'eau [ matiére organique
30% 18% [ 3%
/ 1%

23%

5%

Figure 17 : Composition chimique des déchets de banane (Kabenge et al., 2015).

D’aprés la composition chimique Samuel (2015) et Acevedo et al. (2021) ont
trouvé que les dechets de banane sont riches en fibre 5,82g en polysaccharide et en
glucide environ 22-88g, en phénol 1-8g, en proteine 1-2g, en lipide 0,3-1,78g, avec
d’autre élément essentiels tel que le magnésium, le calcium, le potassium, le sodium, la

vitamine C et la chlorine (figurel8).
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Figure 18: Composition nutritionnel chimique de déchet de banane (Samuel et al.,
2015).

1.3.4 Application de déchet de banane

D’aprés Padam et al. (2014), les déchets agricoles sont utilisés dans différents
processus tels que les biocarburants, le traitement des eaux usées, les bioplastiques, les

engrais organiques.

Ainsi les déchets de banane a faible colt, produits de I’agro-industriel ont été
utilisé dans la fermentation pour divers production enzymatique. Zehra et al. (2020) ont

utilisé le déchet de banane pour la production de la pectinase.

Krischna et al. (2012) ont produit 1’a-amylase d’Aspergillus niger par
fermentation en milieu solide et ils ont utilisé les déchets de banane comme substrat et

support.

Saccharomyces cervisia et Bacillus sp. ont été cultivé sur les déchets de banane
pour produir I’a-amylase (Guerrero et al., 2018). Aussi, Gana et al. (2014) ont étudié la

production d’enzymes amylolytiques sur les déchets de banane chez la levure Pichia sp.
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e Materiel biologique

2 Reéactivité de la levure

La souche de levure isolée et conservée dans la mycotheque du laboratoire de GMA

Souche conservée dans les cryobilles a (-80C°)

Milieu YPGA

|

Incubation a 28C° pendant 48h

2.1 ldentification de levure

» L’identification de levure se fait par la galerie ID 32C contenant 30 cupules,
chacune contient un substrat carboné sous forme déshydratée.

» Quelques colonies sont suspendues dans de 1’cau distillée stérile jusqu’a 1’opacité
Mac Ferland 2, 250 pl sont transferés dans une ampoule de milieu semi-solide
APIC fourni avec la galerie (figure 19).

> Apres homogénéisation, chaque cupule de galerie est ensemensée par 135ul du
milieu APIC. La galerie recouverte est incubée a 30C° pendant 48h.

> La lecture visuelle est réalisée apres 24h et 48h. Aprés comparaison au contrdl (O)
le test est positif si la capsule est plus trouble que le contrdl et le résultat de la
galerie est sous forme d’un code. L’identification de la levure a partir de ce code est

réalisée a 1’aide de site de donnée d’APIWEB,
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Figure 19: Identification de la levure (A) Protocol d’encemencement de la galerie API 32C
et (B) fiche de résultats

2.1.1 Preparation de inoculum

A partir d’une souche jeune, I’inoculum est préparé comme suit :
-40 ml du milieu de YPGA sont placés dans un erlen de 250 ml
-Aprés encemensement et incubation & 28C° pendant 48h, 50 ml d’eau distillée

stérile sont ajoutées, et les cellules sont suspendues par faible agitation manuelle.

2.1.2 Dénombrement

Il se fait par le comptage sur la cellule de Thoma (0,1 mm, 1/400 mm?) en
observation microscopique. Le nombre de cellules levuriennes dans la suspension est

déterminé.

2.2 Production de I’a-amylase par les déchets de banane

La production de I’a-amylase est réalisée en fermentation solide. Les déchets de
banane sont utilisés comme support et substrat et les étapes de la production de I’a-

amylase sont présentés dans la figure 20.
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2.2.1 Préparation de déchets de banane

Les déchets de banane, riches en carbohydrates surtout le glucose, sont des
déchets alimentaires de cuisine. Apres la collecte, ils sont séchés a 1’air libre (25 — 30°C)
pendant quelques jours. Aprés broyage et tamissage, la poudre est conservée dans des

boites hermétiquement fermees.
2.2.2 Fermentation en milieu solide

. La production de I’a-amylase est réalisée dans des erlenmeyers de 250 ml,
effectuée sur un milieu de déchets de banane préalablement optimisé. Dans chaque
erlens, on met 5g de déchets de banane, on enrichi avec 1% de glucose et 0.5% de
peptone, et le milieu est humidifié avec un taux de 60% a pH7. Aprés stérilisation a
120°C pendant 20 min, le milieu est ensemencé par 4.10° cellules/ml incubé a 37C°
pendant 48h (Anto et al., 2005).

2.2.3 Extraction

Aprés fermentation, la moitié du mlieu est utilisée pour la détermination de la
matiere seche. On ajoute de I’eau distillée a I’autre moitié¢ du milieu. Apres agitation, le
mélange est centifugé a 4°C et a 10000 rpm pendant 10 min. Le surnageant constitue

I’extrait enzymatique (Dutta et al., 2006) .

2.2.4 Détermination la matiére séche

La moitié du mileu de fermentation est mise dans des creusets en porcelaine

prepeseés et incubés a 105°C jusqu’au poids sec. (Martelli, 1963).
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|‘ Préparation de milieu culture
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Figure 20 : Schéma de Production et purification partielle de I’a-amylase
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2 Meéthode d’analytique

2.1 Dosage de I’activité enzymatique

Le dosage de I’activité enzymatique selon la méthode décrite par la Vazquez.
(2004) hydrolyse enzymatique pour détecter ’activité de a-amylase (figure 21), le
milieux contient 0,5 pl de extrait enzymatique et tamponné par favorable de ph c’est le
pH=8, Mélanger d’amidon (1%) et 0,5 ul de extrait enzymatique diluée agiter et incuber
au bain-marie a 40C° pendant 30min, selon Bernfeld. (1955) la réaction est arréte par
1ml de DNS qui réduction le sucre , puis incubé a 100C° au bain-marie pendant 10min,
Ensuite refroidis dans bain de glace avec I’ajout de 10ml de I’eau distillé, observer

I’absorbance a I’aide de spectromeétre a 580nm .

a-amylase + 1% de I’amidon + Tampon Phosphate a
pH7

Incuber a 40C° pendant 30 min

+

1 ml de DNSA

Mesure d’absorbance a 540nm par
spectrophotomeétre et calcul de I'activité en Ul/min

Figure 21: Protochole de mesure I’activité de 1I’a-amylase par DNSA
2.2 Purification pareille de I’enzyme

La purification de I’enzyme a-amylase est effectuée a partir de extrait brut de la
levure, la protéine de surnageant de volume totale a été 134,5 ml précipiter avec le
sulfate d’ammonium solide a 40% dans bécher de 200ml (Dutta et al., 2006) et placer
au bain de glace avec sous agitation pendant 1h jusqu’a dissous, aprées la centrifugation a
10000tour/min pendant 30min, on a obtient le culot aprés homogenése avec 0,5ml de
tampon pH 7, utilis¢é 0,5 ml pour mesure I’activité de extrait brut par la méthode

Bernfled, et dialysé leur extrait enzymatique brut qui placé dans un boudin avec le
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tampon pH=7, pendant la nuit au sous agitation jusqu’a purifier(Nabti et al., 2005 et
Dennason, 1999).

2.3 Dosage des protéines

Les protéines sont dosées selon la méthode de Lowry (1951), en utilisent la BSA
comme protéine de référence pour d’établir la courbe d’étalonnage. Ils sont coloré par le
réactif de Folin-Ciacaltaeu (Samain et Boucher, 1974), pour prépare la solution étalon
a eté dilué la solution mere BSA a 2g|L, donc on a dessous de 0,5 BSA dans 40ml pour

50ml de I’eau distillé.

Le réactifs de folin comercial a diluée 3 fois dans 1’eau distillé au moment de

I’emploi.

e Solution réactifs :
Solution A : Na2 CO3 a 2% dans NaOH 0,1 N
Solution B : tartrate double Na et Ka 20 g/L
Solution C : sulfate de cuivre CuSO4 a1 %
e Prépare exteporanément la solution réactifs en respectent I’ordre d’addition des
reactifs et en agitant bien aprés chaque adiition

Solution A : 0.5 cm?3
Solution B : 0.5 cm?3
Solution C : 50 ¢m?3

e Préparer le mélange a 1’aide des solutions de étalon

On mélanger 50 ml Na2CO3 de solution A, avec 0.5 ml tartrate de solution B et
0.5 ml CuSO4 de solution C

2.3.1 Dosage de BSA

Le dosage de BSA a été effectué par méthode de Bradford. (1976), pour établir un
courbe étalon (figure22), a partire de la solution étalon de sérum albumin borvine a 2g/
pour ’amener a2 0.5g / dm3, Dans un tube essai, réaliser le tableau de dilution :
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Tableau 10: Dosage de BSA

Tube N° blanc 1 2 3 4 5
BSA (pL) 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
ED (uL) 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0
Mélange 5ml 5 5 5 5 5
(ml)
Agiter et incubé ambiante pendant 10min
Folin (ml) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
dilué 1/3
Agiter et incubé a 30 min a I'obscurité
Lire I'absrbance par spectrophotométre de gamme 650nm
1.6
1.4
1.2
£
c
2 1
wn
g 0.8
E Y =53,136X
5 0.6 R2=0,999
K]
<
0.4
0.2
0
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03
mg/ml du glucose

Figure 22: Courbe étalon de BSA

2.3.2 Dosage de maltose

Le maltose est sucre produit de la réaction enzymatique de substrat et leur enzyme

a-amylase, mesure ’activité par méthode Bradford et établir leur courbe de maltose

(figure23), a partir de 2mg/ml de solution mere dissous 0,2g de maltose +dans 100ml de

I’eau distillé, a été réaliser au tableau suivant :

i)
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Tableau 11 : Dosage de maltose

Solution/ mg/ml  blanc

Solution mere 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Eau distillé (ml) 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0
DNSA (ml) 1 1 1 1 1 1

Agiter et et incubé a 100c° pendant 10 min ; puis déplacer dans bain de glace

Eau distillée 10 10 10 10 10 10
(ml)

Agiter et Mesure I'absarbance a 540 nm

0.9 y =0.3288x
0.8 R%=0.979
0.7
0.6
0.5

0.4

Absorbance a 540 nm

0.3
0.2

0.1

0 0.5 1 1.5 2 25 3
mg/ml

Figure 22: Courbe étalon du maltose

Figure 23: Courbe de maltose
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2.3.3 Détermination de pH

L’influence du pH sur I’activité enzymatique est déterminée par la mesure de
I’activité a différents pH variant de 3 a 9. Le tampon citrate-phosphate est utilisé pour la
zone de pH 3 a, le tampon phosphate dissodique et monossodique pour la zone de pH 6
a 8 et le tampon glycine-NaOH pour le pH 9. La mesure du pH est réalisée a I’aide d’'un

pH meétre (figure 24).

Shot on OPPO F5 Youth Shot on OPPO . F5 Youth Shot on OPPO F5 Youth

Figure 24: pH paramétre et mesure du pH

2.4 Etude physicochimique de I’activité de a-amylase

2.4.1 Effet du pH optimum sur Pactivité de a-amylase

Utilisé differents pH de 3 a 9 ont été étudiées sur Iactivité de a-amylase, le
tampon phosphate-citrate a été utiliseé pour les pH de 3 a 8 et le tampon glycine-
NaOH pour le pH 9. (Schafiei, 2010).

2.4.2 Etude de ’effet du température sur a-amylase

L’effet de 1a température a été étudié par ala mesure de ’activité a différentes
températures variant de 30°C a 80°C avec un incrément de 5°C et au pH optimum
(Karakas et al. (2010).

2.4.3 Etude de la thermo stabilité de a-amylase

L’étude de la thermostabilité de I’a-amylase a été effectuée par la mesure de

I’activité enzymatique résiduelle apres incubation de I’ extrait enzymatique a 70°C
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(température optimale de I’enzyme étudiée) et a 120°C et a différents temps variant
de 30 a 180 min.

La solution enzymatique est répartie en volumes identiques dans des tubes
séparés qui sont chauffés ensemble dans un bain-marie a une température
soigneusement réglée. Les différents échantillons sont retirés les uns aprés les autres
a des temps déterminés et refroidis instantanément dans un bain de glace. A chaque
échantillon enzymatique traité par la temprérature est appliqué le protocole de dosage
de I’activité amylasique (Dakhmouche, 2016).

L’activité résiduelle est déterminée comme suit :

Activité a (TO)- Activité a (T
ctivité a (T0)- Activité a ( X)X10O

Activité résiduelle = 100— Activité a (T0)

TO= activite initiale

Tx=activité de chaque incubation

2.4.4 Etude de P’effet des sels sur P’activité de a-amylase

Pour I’étude de I’effet des ions sur I’activité a-amylasique de Candida sp, on
utilise des sels tels que le FeCls, le ZnCl2, le CuSOs4, le MgClz, le CaClz, le NaCl et le
MnSOa4. Les échantillons d’amylase alcaline sont incubés avec chaque ion métallique
(5mM) séparément, a 60°C pendant 30 min dans le tampon pH7 puis lactivité a-

amylasique est mesurée.

2.4.5 Etude de I’effet des détergents sur I’activité de I’a-amylase

D’autres substances chimiques sont testées comme I’EDTA (2mM), I'urée (2M),
le SDS (1%, w/v) et le tween 80 (1%) sur I’a-amylase. L’activité enzymatique est
déterminée apres le traitement de 1’enzyme : une pré-incubation de I’enzyme avec

chaque réactifa 40°C a pH 7.
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3.1 Identification de levure

L’identification de la souche levrurienne a été réalisée par la galerie API 32C.
Les résultats ont procuré a la souche un code de 740777. D’apres I’identification de la
souche en utilisant le catalogue ou le téléchargement d’APIWEB, ce code correspond

au candida sp.(figure 25)
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Q)

Fgure 25: Lecture de la galerie APl 32C inoculée par Candida sp., apres
incubation a 37°C pendant 48h

3.2 Production de I’a-amylase par fermentation solide

La souche de candida sp a produit par la fermentation solide sur les déchets de
banane, source de polysaccharide notamment I’amidon, une activité amylasique
maximale de 6126,71 pM/min.

L’activité amylasique d’a-amylase produite par notre levure est tout a fait considérable
ce qui révéle I’induction efficace de la source de carbone fournie par le milieu de
culture.

Il est bon de noter que le déchets de banane ont servis de matiére premiére pour la
production des enzymes utiles comme 1’ o amylase.

Ce déchets est considérés comme un milieu tres riche en source de carbone et
d’azote (Nishio et Nagai, 1981 ; Mahmood et al., 1998) et d’amidon et c¢’est un bon
substrat avec un effet d’inducteur et de simulateur sur les a-amylases.

En effet, beaucoup de travaux de recherches se sont orientés vers 1’utilisation de déchets
de bananes comme substrat fermentescible citons :

La production d’ a-amylase par Bacillus subtilis (Mahmood et al., 1998),
Aspergillus niger (Djekrif-Dakhmouche et al. 2006 ; Mukesh et al., 2010),
Trichoderma reesei (Momein et al., 2003) et Aspergillus oryzae (Raviyan et al., 2003).
Notre résultat peut s’explique par le fait que les déchets de bananes renferment une

quantité suffisante en glucides (Belitz et Grosch, 1987). Ainsi, plusieurs espéces de
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Candida ont éte utilisees pour la production de I’a-amylase comme Candida utilis,
Candida guilliermondii, Candida lusitaniae, Candida famata (Ouédraogo et al., 2012)
Et chez Candida ontarionensi (Hernandez-Montanez. et al., 2010). Il a été noté que la
production optimale de la producton d’enzyme varie selon la souche (Jean-Paul et al.,
2016) .

3.3 Purification partielle de I’a-amylase

L’a-amylase produite par la levure candida sp en fermentation solide sur le milieu
optimisé, I'extrait enzymatique (enzyme brut) précipité par le sulfate d’ammonium a
40% suivi d’une dialyse pour le dessalage. Les résultats de purification sont montrés

dans un tableau (9).

La précipitation de I’a-amylase par le sulfate d’ammonium donne souvent un taux
faible de purification, mais offre I’avantage de concentrer I’enzyme. Elle constitue donc,
une technique de concentration et de conservation satisfaisante comme phase de
préparation dans une étude de precaractérisation et comme premiére étape de

purification.

Tableau 9: Etapes de purifucation partielle de I’a-amylase de Candida sp.

Etape Volume  Activité Protéine  Activité Degré  Rendement
Purification totale totale total spécifique de %
ml U/m urifier
Extrait brut 134 82097 97,82 839,27 1 100
Preécipitation 4 43973 14.892  2952,793 4 53.56
(NH4)2504
40%
Dialyse 3 38011 12.175  3122.053 3.72 46.30

La purification partielle a permis de récupéré 1’enzyme a 46.30% et avec un taux

de purification de 3.72.

Laiche et al. (2018) ont utilisé la méme technique de précipitation d’ammonium
mais a différentes concentration de 30%, 60% et 80%,, pour I’alpha amylase de

Candida glabrata avec des degrés purification successivement de 1,4 ; 2,73 ; 1,17.
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Chez Talaromyces pinophilus, Xain et al., (2015) ont récupéré 1’a-amylase a 80,13% par

la précipitation de sulfate d’ammonium avec un degré de purification de 1,77 .

Nouadri et al. (2010) ont purifié cette enzyme du Pénicillium camemberti avec un
degré de purification de 16,3 et un rendement de 49,5%. Chez Aspergillus flavus,
I’enzyme traité par le sulfate d’ammonium a été obtenue avec un degré de purification

de 1,84 et un rendement de 30, 69% (Karim et al., 2018).

Par ailleurs, pour une application dans d’autres domaines industriels (alimentaires
ou pharmaceutiques), il est nécessaire de pousser la purification plus loin en utilisant
d'autres techniques de purification tell que la chromatographie gel filtration, échangeuse
d’ions, HPLC, ...etc.

3.4 Caractérisation de ’a-amylase

3.4.1 Etude I’effet du pH sur I’activité de I’a-amylase

L’activité de I’enzyme depend de sa structure lorsque le pH du milieu change, la
forme de I’enzyme change aussi, car le pH affecte 1’état d’ionisation des acide aminée
(basique ou acides), ce changement de pH provoque une modification de la structure

de I’enzyme, Les résultats de I’effet du pH sur I’a-amylase sont presentés dans

la figure 26.
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Figure 26: Effet du pH sur I’activité enzymatique de Candida sp

50



3.4.2

RESULTATS ET DISCUSSION

L’a-amylase levurienne est trés sensible aux variations de pH. Une faible activité
est observée aux pH 3, 4 et 6 pour I’extrait enzymatique brut. L’activité amylasique est
affectée considérablement & pH acide suite a la dénaturation de 1’enzyme.

L’activité amylasique commence a évoluer jusqu’a pH 5 (2243 Ul) puis elle
diminue et remonte pour atteindre I’activité maximale de 2559,4 umol /min a pH 8, puis
elle baisse & pH9 ; cependant, nous remarquons qu’il a deux pH optimum un pH
optimum acide et et un autre alcalin le plus important est le pH alcalin de 8 et peut étre
que la souche Candida sp. isolée a partir de pelures de pomme de terre produit deux o-
amylase (isoenzymes) : une a-amylase acide et I’autre basique.

Cette sensibilité aux variations de pH est due a I’ionisation du substrat et de la
molécule enzymatique dont cet effet dépend des groupements ionisables participant a la
fixation du substrat et au maintien des structures secondaire et tertiaires de la protéine
(Mouas, 2016). Le pH optimum de 8 a été trouvé chez 1’a-amylase de Bacillus sp,
(Alamri, 2010) et chez la souche fongique Aspergillus niger (Unal, 2015). Par contre
le pH optimum de I’enzyme de la levure Ascomycetes sp (Fossi et al., 2005) de

Cryptococus flavus (Wanderly et al., 2004) est de 5.

Etude de I’effet de la température sur I’a-amylase

L’a-amylase est considérée comme conservatrice et résistante a la chaleur et sa
capacité a maintenir sa fonction et s’dapter a certaines température. Les résultats de
I’effet de la température sur 1’a-amylase de Candida sp. Sont présentés dans la figure 27.
Il ressot que la courbe de I’effet de la température sur 1’a-amylase de Candida sp. est
assez large. L’activité a ralenti entre 30°C et 45°C ou elle remonte pour atteindre son
maximun a 75°C (2409.35Ul1).

Selon les études précédentes, Saranraj et Stélla (2013), I’activité de a-amylase
dépend de I’espéce du microorganisme. Ozdemuim et al. (2011) et kumar-singh (2015)
révélent$ que a-amylase est trés sensible a la température et maintient une bonne
stabilité dans les conditions optimal. Et lorsque la température est élevee, elle provoque
la perte compléte de lactivité suite a la mauvaise conformation d’enzyme, due a

I’hydrolyse de la chaine peptide et destruction des acides aminés.
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Balkan et Ertan (2005) ont obesevé que I’activité d’ I’a-amylase maximale est
entre 30C°-40C° chez Pénicilluim sp. Chez Candida glabrata, elle est obtenue entre
50 et 55 °C (Toumi, 2016) et chez Saccharomyces cervisia, elle est observé entre 50C°
et 70C° (Favaro et al. (2015).

Par ailleurs, la température optimale de 75°C a été touvée pour I’a-amylase de
Rhizopus oryzae (Ferreira et al., 2014) et de Clavispora lusitania (Dakhmouche-
Djekrif, 2016).
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Figure27: Effet de la température sur 1’activité amylasique de candida sp

3.4.3 Etude la thermostabilité de I’enzyme

Les résultats de I’étude de la thermostabilité de 1I’a-amylase a 70°C et a 120°C

sont présentés dans la figure 28.
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Figure 28: Etude de la thermostabilité de Candida sp

D’aprés ces résultats, nous remarquons que 1’a-amylase de Candida sp. est
stable. Elle maintient environ 80% et 60% de son activité apres incubation de 120min et
70 % et 48% apres un traitement de 180 min a 70°C et 120°C, respectivement. Sa demi-

vie est de 170min a 120°C et elle n’est pas atteinte a 70°C apres 180 min.

Sharma et al. (2019), la caractérisation de la thermostabilité¢ de 1’enzyme dépend
de ses propriétés notamment la présence de calcium qui joue un rdéle important dans le
maintien de la structure de 1I’enzyme avec multi interactions des liaisons chimiques telles

que que les liaisons d’hydrogéne et d’électrostatique.

La thermostabilité est considérée comme un critere important et utile pour

I'application industrielle de I' o -amylase a partir de micro-organismes

L’a-amylase de Pichia pastorie conserve son activite maximale (50-80%) a 60 et
70 Cravec un demi-vie respectivement de 85min a 60C°, 55min a 65C°et 40min a
70C°(Gandhi et al., 2015) . Par contre chez Basillus sp montre une bonne stabilité a 50
a 60C° et maintien respectivement 56 et 40% de ’activité apres 2h d’incubation mais sa

stabilité a fortement diminue a température de 65C° (Carvalho et al., 2008).

L’a-amylase de Candida flavus était stable pendant au moins 60 minutes
lorsqu'elle était incubée & 50 °C et conservait 60 % de son activité maximale a 60 °C
(Wanderley et al., 2004).

53



RESULTATS ET DISCUSSION

3.4.4 Etude effet des sels et les détergents sur a-amylase
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Figure 29 : Effet des sels sur ’activité enzymatique de Candida sp
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Figure 30 : Effet des détergents sur 1’activité enzymatique de Candida sp
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Les sels minéraux sont tres importants pour 1’activité enzymatique. Cependant
l'activité amylasique montre que I'enzyme est inhibée par : le NaCl, le ZnCly, le CuSO4
et le MnSOa, le tween 80 et Urée). Alors que l'ajout des sels (figure 29) et des
détergents (figure 30) suivants (CaClz, MgSO. et FeSO4, EDTA, SDS) a un effet positif
significatif sur l'activité enzymatique de 1’a-amylase. L'activité résiduelle maximale a
été obtenue dans le milieu contenant du FeSO4 (129%). L’activité la plus faible est
obtenue lorsque I’enzyme est incubé dans le milieu contenant du CuSO4 (72.24%).

Les résultats sont en accord ceux avec Rahman et al. (1998) qui ont rapporté que

l'activité enzymatique est renforcée par l'ion Ca?*. Ils ont également signalé que
I’activité d’a-amylase e du Bacillus licheniformis est stimulée par la présence des
cations Ca?*, Fe?*, Mn3",
El-Banna et al (2008) ont également signalé que Cu?* et Fe?* protégent 1’a-amylase -
contre la perte d'activité induite par 'EDTA tandis qu'Agarwal et Henkin (1987) ont
rapporté que les ions calcium stabilisent la structure tertiaire de I’a-amylase, maintenant
ainsi I’enzyme dans la configuration correcte pour son activité

Des résultats similaires ont été rapportés par Ajayi et Fagade (2003) qui ont
trouvé que l'activité enzymatique est améliorée par les ions de calcium, de magnésium et
de sodium et que le NaCl est moins efficace pour I'enzyme. Fossi et al. (2004) indiquent
que ’enzyme de Cryptococcus flavus est activée par les ions de Mn?*, de Zn?* et de

Ca?*, et inihibée par Hg?*, Fe?* et Cu?* .
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Conclusion

Notre étude a demontré que les déchets de banane en fermentation solide
constituent une bonne source de carbone et d’énergie pour le développelment des
levures (Candida sp) et la production de I’a-amylase d’une importance a plusieurs
titres : écologique, économique, alimentaire et industriel.

Le recyclage de ce déchet permet, d’une part, de lutter contre la pollution de
I’environnement et d’autre part, de produire une enzyme a haiute valeur ajoutée et a
usage multiple dans I’industrie (alimentaire, pharmaceutique et autres).

La croissance de Candida sp en fermentation solide sur les déchets de banane
enrichis de 1% de glucose et 0.5% de peptone a donné une bonne production
a- amylasique de 6126.71 UI.

La purification partielle de I’amylase levurienne par la précipitation au sulfate
d’ammonium (NH4)2SO4 et une dialyse a permis la récupération de 46.30% de I’enzyme
avec un defré de purification de 3.51.

Le profil de I’étude des caractéristiques de I’activité a- amylasique de Candida
sp. mis enévidence ’existence de deux isoenzymes a activités enzymatiques qui se
distinguent entre elle par leurs propriétés physico-chimiques: la premiere activité
maximale est obtenue a pH acide de 5 (2443 Ul) et la deuxieme est la plus importante
observée a ph alcalin de 8. Quant & la température optimale de 1’a-amylase
de Candida sp., elle semble étre de 75°C.

L’a-amylase de Candida sp. est stable. Elle maintient environ 80% et et 60% de
son activité aprés incubation de 120min et 70 % et 48% aprés un traitement de 180 min
a 70°C et 120°C, respectivement. Sa demi- vie est de 170min a 120°C et elle n’est pas
atteinte a 70°C apres 180 min.

L'activité amylasique montre que I'enzyme est inhibée par : le NaCl, le ZnCl;, le
CuSO4 et le MnSOy, le tween 80 et Urée). Alors que l'ajout des sels et des détergents
suivants (CaCl,, MgSO4 et FeSO4, EDTA, SDS) a un effet positif significatif sur
l'activité enzymatique de I’ a-amylase. L'activité résiduelle maximale a été obtenue dans
le milieu contenant du FeSO4 (129%) et I’activité faible est obtenue lorsque 1’enzyme est
incubé dans le milieu contenant du CuSO4 (72.24%).
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Enfin, il serait souhaitable de continuer ce travail par :

-Une purification totale de I’amylase de Candida sp. et une SDS-PAGE afin d’améliorer

le rendement et le taux de purification de I’enzyme d’une part et de confirmer

I’existence des isoenzymes.

-Une étude cinétique en fermenteur de paillasse.
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Etude des proprietés physico-chimigues de

I’ a-amylase levurienne

Résume : Cette étude a été réalisée afin de connaitre les propriétés physico-chimiques de 1’a-amylase de Candida
sp. isolée a partir de pelures de pomme de terre. La production de I’a-amylase est réalisée par fermentation solide sur
un milieu, préalablement optimisé. Le milieu est & base de déchets de banane enrichie par le glucose 1%, la peptone
0,5%, I’humidité a 60%, I’'inoculum a 4,105 , la température de 37°C, le pH7 et le temps d’incubation 48h. La
production a atteint 6126,71 U/g de substrat. La purification partielle de I’a- amylase de Candida sp. Par le sulfate
d'ammonium a 40% et la dialyse a donné de degré de purification de 18,3 et 24,2 et un rendement de 35,3 et 13,4.
L’¢tude des caracteéres physico-chimiques de 1’a-amylase a montré que I’enzyme montre deux pH optimum de 5
(2443 UlI) et de 8 (2559,4 UIl) apparamment deux isoenzymess. Leur tempeérature optimale est de 75C°. Quant a la
stabilité thermique, I’enzyme maintient 80% de son activité initiale, aprés incubation de 120min a 70C° et perd 43%
apres 3h d'incubation a 100C°. L’effet des sels (MgS0O4, CaCl2 et FeSO4, NaCl, ZnCI2, CuSO4, MnSO4) a été aussi
étudié Les résultats montrent que MgS04, CaCl2 et FeSO4, sont des activateurs puisqu’ils ont augmenté ’activité de
114%, 101,2% et 129% respectivement. Tandis que NaCl, ZnCI12, CuSO4, MnSO4 sont des inhibiteurs. L’effet des
détergents (EDTA, SDS, urée et tween80) a été aussi, élaboré et il s’est avéré que I’activité a-amylasique a augmenté
en présence de ’EDTA et le SDS avec un taux de 110,065% et 115,152% respectivement alors qu’elle est diminuée
par I'urée et le tween 80. Ces résultats indiquent que 1'enzyme partiellement purifié peut étre utilisée dans plusieurs
applications industrielles notamment 1’industrie des détergents, du textiles, et du papier, mais pour les domaines
alimentaires et pharmaceutiques, elle doit étre totalement purifiée.
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