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Au cours des dernieres décennies, des recherches importantes ont été entreprises sur les
capacités des enzymes a €tre appliquées industriellement : forte thermostabilité et reproductibilité
dans le temps par le biais de la biotechnologie, la biochimie et la microbiologie qui assurent une
maitrise hautement qualifiée, répondant aux besoins industriels, industrie agro-alimentaire ou
pharmaceutique (Nassif et al,, 2015). Ceci offre de nombreuses possibilités de valorisation des
coproduits qui constituent une matieére premiere permettant de réduire les colits de production, dont
le lactosérum, le principal coproduit des industries laitieres (Moletta, 2002). Longtemps considéré
comme un sous-produit encombrant, sans intérét, dont il fallait se débarrasser au moindres frais, le
lactosérum est rejeté dans les eaux résiduaires de ces industries : rejet de plus de 145 millions de

tonnes de lactosérum liquide chaque année (Audic et al., 2003).

Le marché mondial des enzymes industrielles croit de 6,5% par an selon Reiss, 2007, en 2010
il devrait les 3,3 milliards USD. Pour certains pays, comme le Danemark ou la Finlande, la
production d'enzymes représente plus de 30 % de leur industrie nationale en biochimie. En 2015, les
lipases ont occupé 38,5 % du marché mondial, suivies par les amylases a 30,5 % (Morvan, 2010).
Parmi les hydrolases figurent les a-glucosidases et les a-amylases extracellulaires en particulier.
Elles sont commercialisées grace a la diversité de leur application (amidonnerie, glucoserie,
brasserie) (Monsan, 1982 et Pandey et al., 2000 ; Arikan, 2007; Carvalho et al/, 2008 et Khady,
2013). La production de ces enzymes par une grande variété de microorganismes existe depuis
longtemps (Gupta et al., 2003), tel que le genre bactérien Bacillus (Sivaramakrishnana et al., 2006)
et les microorganismes fongiques appartenant surtout aux genres Aspergillus et Penicillium, du fait

que la premicre production de I' a-amylase a été réussie par Takamine en 1894.

Actuellement, les levures, en tant qu’usine cellulaire, sont les sources les plus exploitées dans
une large gamme d’applications industrielles biotechnologiques (Mardo, Karin et al, 2016;
Dammak et al., 2016 et Singh et al., 2015), en raison de leur thermorésistance avérée et leur
caractere non pathogénes (GRAS) (Sindhu ef al., 2009). De nombreux travaux leur ont été consacrés
dont la production de maltase thermostable a partir des espéces Saccharomycopsis fibuligera
(Hostinova et al., 2005) et Saccharomyces cerevisiae (Zhang et al., 2015) et de 'a-amylase
thermostable (Arikan, 2007;. Carvalho et al., 2008) a partir de Candida utilis, Aureobasidium
pullulans (Ouédraogo et al, 2012), Wickerhamia sp. (Hernandez-Montanez et al., 2012),
Talaromyces pinophilus (Liang et al., 2015) et Clavispora lusitaniae (Djekrif, 2016 et Ranjan et al.,
2016).
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L’objectif principal de cette étude est la sélection de levures productrices de deux enzymes
amyllolytiques thermostables ; a-amylase et maltase de I’extrait brut et leur caractérisation (pH,
température et thermostabilité). Les levures sont isolées d’une niche écologique d’un milieu extréme
(Blé dur stocké a Biskra- Sahara- Sud Algérien). La production est faite sur un milieu optimisé¢ a
base de lactosérum.

Cette étude comporte une premicre partie consacrée a un état des lieux des connaissances sur
les levures, les enzymes et le milieu de production : le lactosérum. La deuxiéme partie renferme les

techniques et les méthodes et enfin la derniere partie récapitule les résultats et leur discussion.
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1. Les levures
1.1.Historique

Les levures sont les premiers microorganismes utilisées par ’homme depuis des millénaires,
en particulier dans la fabrication des boissons alcoolisées et de pain fermenté (Bouix et Leveau,
1991 et Pol, 1996). Elles sont également les premiers microorganismes a é&tre observés au
microscope par A.Van Leeuwenhoek en 1680 qui les a dessinées. Ce n’est qu’avec les travaux de
Pasteur (1866-1876) que le role des levures dans la fermentation alcoolique a été mis en évidence. A
la méme époque, la levure fut a I'origine du développement de la biochimie avec notamment les
travaux de Biichner. A I’heure actuelle, les levures constituent un matériel expérimental de choix en
raison de leur double état de microorganismes et d’eucaryotes (Pol, 1996) et leur caractére GRAS,
elles continuent d'étre utilisées pour le bénéfice de I'humanité dans la production de protéines
recombinantes et d'autres substances (Lachance, 2011a)(Tableaux 2,3).Cependant, certaines especes

sont pathogeénes comme Candida albicans (Kurtzman, 2011a).

1.2.Généralités
Selon Phaff et al. (1968), le mot levure provient du mot latin /evare qui se traduit par lever, a

été appliqué aux levures en raison de I’aptitude de ces microorganismes a produire du CO2 pendant
la fermentation et a lever la surface mousseuse d’un milieu liquide de fermentation (Oteng-Gyang,
1984). Les levures sont des eucaryotes hétérotrophes microscopiques avec un ADN double brin
(Kurtzman et al., 2011) faisant partie du groupe des champignons dont on les distingue par une
taxonomie basée a la fois sur des caractéres morphologiques et physiologiques (caractére
unicellulaire et ’absence de vrai mycélium)(Guiraud, 1998) (Figure 1). Elles se reproduisent par
bourgeonnement ou par fission binaire (Kreger-Van, 1984 ; Francois et al, 2001)(Figure2). Leurs
cellules sont ovoides ou sphériques, parfois cylindriques ou allongées se détachant facilement les
unes des autres et de ce fait bien adaptées a la propagation dans les liquides (Bouix et Leveau,
1991). Leur cytoplasme abrite I'ensemble des organites habituels des végétaux supérieurs non

photosynthétiques (Guiraud ,1998).

1.3.Habitat

Les levures sont des especes ubiquitaires. Elles se rencontrent sur les végétaux riches en sucre
directement assimilables (Bouix et Leveau, 1991).En effet, les milieux fortement concentrés en
sucre représentent un de leur environnements préférés (sirops, biere, miel, fleurs et de nombreux
fruits) (Oteng-Gyang, 1984 et Jimoh et al., 2012; Greppi et al., 2013; Adewara et al., 2013).D’autres
¢cosystemes ou se développent des levures : a la surface ou a I’intérieur d’autres étres vivants, dans

les eaux, dans ’atmospheére et dans le sol (Leveau et Bouix, 1993 ; Thanh, 2006).
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Vrai mycélium Pseudomycellium

Figure 01 : Filamentation des levures (Guiraud, 1998)

(2)

Asque a2 spores

(b)
Figure 02 : Reproduction chez Clavispora lusitaniae ABS7 ; (a) asexuée par bourgeonnement

(culture sur milieu YPGA) et sexuée avec formation d’asques a 2 et 4 spores. (Djekrif, 2016).
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1.4. Caractéristiques des levures
1.4.1. Caractéristiques Physiologiques et nutritionnels

Selon Beudeker et ses collaborateurs (1996) ; la notion de stress en biotechnologie peut étre
définie comme I’ensemble des conditions qui provoquent des changements de processus
physiologiques, inhibition de croissance ou du développement. Suite a cette définition, on pourrait
considérer le stress comme des variations effectuées dans le milieu de culture de la levure
(température, pH, apport d’oxygene, apports nutritionnels)qui peuvent, en fonction de leur
concentration, provoquer différentes «réponses dynamiques» du microorganisme a différents
niveaux (macroscopique, microscopique, moléculaire) (Sainz et al., 2003), comme par exemple une
modification du métabolisme cellulaire, des capacités de croissance et des fonctions physiologiques,
des rendements et des productivités. Les substances inhibitrices sont parfois difficiles a éviter
puisqu’elles sont souvent substrats ou produits de la réaction biochimique considérée (Gryta et al.,

2000). Une concentration ¢levée en éthanol inhibe I’activité enzymatique (Vincent T. et al., 2016).

1.4.1.1. Les besoins nutritifs
Pour se maintenir, croitre et se reproduire, la levure doit trouver dans son milieu externe les

¢léments nécessaires a la synthése cellulaire et des conditions physicochimiques favorables.

V' Sources de carbone

Les levures étant des chimiohétérotrophes ont besoin de sources carbonées (Walker, 2009) et de
précurseurs pour la biosynthése de constituants cellulaires variés comme les glucides, les lipides, les
protéines, les acides nucléiques... (Botton, 1991). Plus de 400 especes de ces microorganismes
identifiées dans la littérature sont capables de métaboliser le glucose, le fructose et le mannose (Pol,
1996 ; Walker, 2009), le glucose peut avoir un effet répressif et inhibiteur sur l'assimilation d’autres
sucres par les levures (Walker, 1998). Certaines d’entre elles utilisent des saccharides, des polyols,
des alcools (éthanol, méthanol, glycérol), des polysaccharides (amidon soluble, pectine), 1’acide

lactique et I’acide citrique grace aux enzymes de leur capital génétique (Kurtzman et Suzuki, 2010).
Les souches de Schwanniomyces castellii, S. fibuligera produisent la biomasse a partir de
'amidon non hydrolysé (a partir des pommes de terre ou leurs pelures, I'amidon soluble) (Ouédragao
et al., 2012), les hydrolysats de plantes, le moit de pomme,... (Halasz et Lasztity, 1991 ; Klein et
Fauveau, 1995 et Bekatorou et al., 2006). Ces données suggerent une capacité a disposer d’un

niveau ¢élevé d’enzymes glycolytiques et lipasiques.
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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 et al.,
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, 2006). Toutes les levures sont pratiquement capables d’utiliser ’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).

v Minéraux, oligoéléments et vitamines

Les minéraux sont importants pour les levures et constituent des facteurs de croissance ou des
cofacteurs pour les enzymes (Leblon , 1988). Pour un développement adéquat, elles ont besoin
d’oligo-¢éléments variés (Al, Cr, Br, Cu, Pb, Mn, Zn, Sn...) et en trés faible concentration servant de
stabilisateurs des biomolécules ou constituants essentiels des systemes enzymatiques (Larpent-
Gourgaud et Sanglier, 1992) (tableau 1). D’autres facteurs comme les vitamines (la biotine et la
thiamine...) peuvent étre des éléments constitutifs de coenzymes variés essentiels a la croissance des
levures (Riviere, 1975 ; Botton ef al., 1990 et Guiraud, 1998 ) comme pour Sacharomyces cerevisae
qui a besoin de biotine pour croitre. Par contre, certaines levures peuvent se multiplier en 1’absence
de vitamines comme la souche Candida lusitaniae qui n’a pas besoin de vitamines pour sa
croissance. Les besoins en vitamines varient selon I’espece. Les ions Ca2+ ont un effet significatif

sur le métabolisme et la physiologie des microorganismes (Sarikaya et Gurgun, 2000).

1.4.1.2. Caractéristiques physico-chimiques

v’ Effets de la température et du pH

Conformément aux lois thermodynamiques, la température influence les réactions
biologiques. La température de culture des levures se situe entre 35 et 45°C pour leur assurer une
croissance adéquate. Toutefois, ces températures ne sont pas rigoureusement les températures
optimales de croissance que les levures trouvent dans leurs habitats naturels (Leveau et Bouix,
1993).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 levuriens de

Saccharomyces, Kluyveromyces, Debaryomyces, Pichia, Candida, 98% des levures ont une
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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), certaines se développent a plus de 50°C :
Candida Slooffii, Saccharomyces telluris et Torulopsis bovina (Bourgois et al., 1988 et Leveau et
Bouix, 1993).

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 temprétatures 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).

Le pH a également une influence sur le développement des levures qui ont tendance a
coloniser des environnements acides et par leurs activités métaboliques (la respiration et la sécrétion
d’acide organique) acidifiant encore plus le milieu. 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 a 6,5 et beaucoup d’especes
tolerent de grandes variations de pH comme les levures du genre Candida qui se multiplient
activement en milieu acide, de pH2 a pH6 mais peuvent survivre a pH9. Les levures sont fortement

inhibées par les acides acétique, lactique citrique, I’acide ascorbique et propionique (Nancy, 1983).

Tableau 1: Intérét des vitamines et leurs coenzymes dans le métabolisme (Riviere, 1975)

Vitamines Coenzymes Réaction enzymatique produites
Acide nicotinique | Pyridine nucléotides Déshydrogénation.
(NAD " et NADP ')
Riboflavine (B2) Flavine nucléotides Déshydrogénation et transport d’électrons.
Thiamine (B1) Co-carboxylase Décarboxylation.
Pyridoxine (B6) Pyridoxalphosphate Metabolismes des acides aminés (transamination,
désamination, décarboxylation).
Acide Coenzyme A Oxydation des acides cétoniques, métabolisme des
pantothénique acides gras.

Acide folique

Acide tétrahydrofolique

Transfert des groupements a un carbone.

Biotine

Enzymes utilisant la

biotine comme cofacteur

Fixation du CO2 et transfert de groupements

carbonyles.

Cobamide (vit
B12)

Coenzyme a cobamides

Réaction de réarrangement moléculaire.
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v’ L’aération

Les levures peuvent étre classées selon leur mode de production énergétique, utilisant la
respiration ou la fermentation. Il est important de noter que ces processus sont principalement réglés
par des facteurs environnementaux (Walker ef al., 1997). En effet, toutes les levures sont capables
de se développer en présence d’oxygene ; 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 métabolisme soit fermentaire méme en
présence d’oxygeéne comme les Saccharomyces, Schizosaccharomyces et Brettanomyces ; soit
respiratoire en présence d’oxygene comme les Candida, les Kluyveromyces la plupart des Pichia et

des Hansenula et quelques Torulopsis (Bouix et Leveau, 1991).

V' La pression osmotique et activité d’eau (Aw)

La pression osmotique varie d’une souche a une autre. La plupart des souches ne peuvent se
développer a des activités de I’eau inférieure a 0,90. Certaines tolérent des pressions osmotiques
plus élevées correspondant a une activité de 1’eau de 1’ordre de 0,60 mais avec un métabolisme lent.
Ces levures sont dites xérotolérantes (Leveau et Bouix, 1979 et Larpent et Larpent Gaurgaud, 1997),

car elles sont capables de synthétiser des osmoprotecteurs (bétaine et glycérol).

1.5. 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 comme la composition en bases de ’ADN, la structure de la paroi,
le type de coenzyme Q sont pris en compte pour permettre des études plus rigoureuses. (Figure 3).
La classification actuelle répertorie 60 genres et 500 especes (Bouix et Leveau,1991).

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

eLes ascomycetes : se reproduisent par un processus sexu¢ dans un asque résultant de la
transformation d’une cellule aprés méiose.

¢ Les basidiomycetes : réalisent une reproduction sexuée avec formation de basidiospores sur
une baside.

e Les deutéromycétes : regroupent ’ensemble des levures ne présentant pas de mode connu

de reproduction sexuée, ne se multipliant que par reproduction végétative.
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Figure 3: Arbre phylogénique des genres des levures (Scannell et al., 2007).

1.6. Biotechnologie et levures

La plupart des levures sont de type GRAS (Generaly Recognised As Safe) pour leur innocuité

comme Saccharomyces cerevisiae (Leveau et Bouix, 1993). En plus de leur métabolisme diversifi¢,

ces microorganismes occupent une place essentielle dans I’industrie alimentaire, elles participent a

I’¢élaboration de nombreux produits alimentaires, la production des enzymes industrielles (tableau 2),

d'éthanol-carburant et de protéines unicellulaires pour I’alimentation animale (Simon et Meunier,

1970) du glycérol ainsi que certains solvants, vitamines, vaccins et caroténoides (Jacob, 1997 et

Buzzini, 2000); mais aussi a la revalor

isation de déchets agricoles (Scriban, 1984 et Lecterc et al.,

1995).Les biotechnologies et la recherche biomédicale exploitent également ces microorganismes

(Mattanovich et al., 2012), pour la production de molécules d'intérét médical (Johnson et Echavarri-

Erasum, 2011) (tableau 3).
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v" Boissons alcoolisées
Le role traditionnel des levures est la fabrication de boissons alcoolisées, dont la fabrication
repose sur la fermentation alcoolique, qui consiste a fermenter les sucres simples en éthanol. Cette
propriété, les fait intervenir dans la vinification et de 1'¢laboration de la bicre (Coulibaly et al.,

2014). La levure Saccharomyces cerevisiae, est la plus utilisée (Leveau et Bouix, 1993).

v" Panification
Une autre utilisation, connue depuis 1’antiquité, 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 légére (Urien, 2015). On utilise également Saccharomyces cerevisiae (levure de boulangerie)

(Simon et Meunier, 1970 et Cofalec, 2006).

v’ Affinage des fromages
Incapables d’utiliser les acides organiques comme source d’énergie et de carbone (Larpent,
1991), les levures participent a 1’affinage des fromages ; en consommant 1’acide lactique produit par
les bactéries lactiques a partir des composants du lait et contribuent ainsi a réduire I’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).

v Production d’enzymes et de protéines recombinantes

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. A 1’horizon 2015,
les lipases occupent 38,5 % du marché suivi par les amylases, 30,5 % marché européen des enzymes
dans les applications alimentaires (Morvan, 2010). Les levures constituent une des importantes
sources d’enzymes commerciales en raison de leurs capacités polyvalentes et de la frugalité de leurs
exigences permettant, d’obtenir une biomasse importante a bas prix (Pol., 1996). Comme exemples
nous citons, I’invertase ou la saccharase ou B-fructosidase ou invertase sécrétée par diverses levures
est utilisée industriellement pour produire du glucose et du fructose a partir de mélasses de betterave

ou de cannes a sucre (Simon et Meunier, 1970) (tableaux 3,5).

v Production d’alcools industriels
Depuis quelques temps, une nouvelle utilisation des levures est apparue. Les levures,
essentiellement des souches du genre Saccharomyces, grace a leur haute capacité fermentaire,
peuvent assurer la bioconversion de nombreux substrats saccharosés (jus de betteraves, sirop,

mélasse de sucrerie) en bioéthanol (Leveau et Bouix, 1993).

10
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Tableau 2: Quelques enzymes industrielles produites par les levures (Simon et Meunier, 1970 ; Sicard, 1982 ; Liese et al, 2000 ; Wong et a/., 2002 ; Pandey,
2006 ; Sikander et al., 2010 et Johnson et Echavarii, 2011).

Enzyme Code Type de liaison hydrolysée Levures Industrie
Amylase EC3.2.1.1 a 1-4 endogéne Lipomyces starkey Préparation des aliments,
Schwanniomyces castellii textile, papeterie, pharmacie
Chymosine EC3.423.4 Protéase Klyveromyces sp. Préparation des aliments
Saccharomyces cerevisiae
B-galactosidase | EC 3.3.1.23 3-1-4 du lactose Saccharomyces sp. Applications alimentaires
Glutaminase EC3.5.1.2 Peptidase désamine le groupement y-NH2 de la Zygosaccharomyces rouxii Thérapeutique analyse
glutamine
Inulinases EC3.2.1.7 Hydrolyse la liaison 2,1-B-D-fructose Candida sp.
Klyveromyces marxianus
Invertase EC3.2.1.26 Hydrolyse la liaison O—C(fructose) Saccharomyces cerevisiae Applications alimentaires
S.arlbergensie , Candida utilis
Lactase EC 3.2.1.108 | Hydrolyse la liaison B(1-4) du lactose en galactose et Candida pseudotropicalis Préparation des aliments
glucose. Klyveromyces fragilis , Candida | laitiers
Lipase EC3.1.1.3 Hydrolyse les liaisons sn/ et sn3 des triacylglycérols Candida lipolytica Thérapeutique
ou TG Candida rigosa Préparation des aliments
Saccharomycopsis lipolytica Aromes
Pseudozyma Antarctica
Trichosporon fermentum Dégraissage, biorestauration
Yarrowia lipolytica Thérapeutique, détergents
Phenylalanine | EC 4.3.1.24 catalyse la conversion de l'acide Rhodotorula sp.
Ammonia-lyase aminé phénylalanine en acide cinnamique, avec Rhodosporidium sp.
libération d'ammoniac(NHs3) Pharmaceutique
Phenylalanine | EC 1.4.1.20 L-phénylalanine , H,O et du NAD °, alors que les Candida boidinii
déshydrogénase 4 produits sont phénylpyruvate , NH; ,NADH et H *

11
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Tableau 3: Quelques enzymes et protéines recombinantes synthétisées par des levures utilisées en

thérapie.
Types Code Levures utilisées Pathologie | Références
d’enzymes a traiter
a-amylase EC3.2.1.1 | Saccharomyces carlgergensie | Aide Wong et al., 2002
Saccharomyces cerevisiae digestive

Beta- EC 3.2.1.21 | Clavispora lusitanie Maladie de | Lamers et al.,
glucosidase Gaucher 2016 ; Regenboog

etal, 2016
Glucose-6- EC 1.1.1.49 | Saccharomyces cerevisiae Le favisme | (Loiudice et al.,
phosphate 2001)
déshydrogénase
(G6PD)
Hémoglobine _ Pichia pastoris Anémie Huaxin et al.,

Thalassémie | 2007
Lipases EC3.1.1.3 | Candida lipolytica Aide Sikandar et al.,
Kluyveromyces marxianus digestive 2010 et Deive et

al., 2003
Protéines _ Sporidiobolus Prévention | Bitter ef al., 1984
vaccins des Blin., 2002

infections.

12
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1.7. L’espece Clavispora lusitaniae

Comme toutes les levures amylolytiques qui ont suscité l'intérét des chercheurs et envahi les
marchés de la bio-industrie par leur facilité de culture (Fossi et al., 2005), Clavispora lusitaniae,
s’est révélée capable de produire différentes protéines recombinantes et enzymes utilisées en
thérapie, en plus de I’a amylase (Djekrif, 2014 et 2016 ; Ranjan et Sahay 2015 et Ranjan et al.,

2016) (tableau 6). A ce jour, peu d’études ont été menées sur la levure Clavispora lusitaniae.

v' Taxonomie
Les Clavispora sp. sont des organismes eucaryotes appartenant au régne des champignons.

Kurtzman (2011) décrit la classification de Clavispora lusitaniae suivante :

Régne : Champignon
Sous-régne : Dikarya
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. (Rodrigues de Miranda, 1979)

La levure Candida lusitaniae est une espeéce cosmopolite ubiquiste dont la niche écologique
est mal connue (Lachance, 2011). C’est un organisme saprophyte (non pathogeéne) du tube digestif
de ’homme et de nombreux animaux (mammiferes, oiseaux) (Aoufi et al., 2001). Cette espece est
isolée dans plusieurs sites dans le monde : I’Europe, la Nouvelle Zélande, I’'Inde, le Mexique, les
Etats-Unis, le Venezuela, les Iles de Caimans, le Canada, les Bahamas (Lachance, 2011) et I’ Algérie
(Rezki et al., 2013 et Djekrif et al., 2014). Dans I’environnement, Clavispora lusitaniae est isolée a
partir d’'une large gamme de substrats: végétaux, animaux, déchets industriels et spécimens cliniques

(tableau 4).
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Elle pousse rapidement sur le milieu Sabouraud sous forme de colonies blanches d’aspect
crémeux, lisse et brillant (Figurel16). Chez les levures, la reproduction se fait selon deux modes : la
reproduction sexuée et la reproduction asexuée. Clavispora lusitaniae, adopte une reproduction
asexuée par bourgeonnement multilatéral et division transversale, qui aboutit a la forme anamorphe
ou forme imparfaite (hétérothallique tél€éomorphe), le pseudomycélium peut é&tre absent,
rudimentaire ou abondant, parfois la présence de vrai mycélium est notée (levures non pigmentées)
(Barnett et al., 2000) et une reproduction sexuée avec formation des ascospores (forme parfaite) sur
des milieux appropriés. Les asques sont ellipsoidaux a paroi évanescente et contiennent 1 a 4
ascospores, piriformes, a paroi lisse (Figure 2).Les cellules sont de formes variables rondes ou
allongées). Les souches de C. lusitaniae produisent les pseudohyphes avec des chaines de

blastoconidies développées (Lachance, 2011).

Toutes les levures, dont Clavispora lusitaniae, sont des chimiohétérotrophes et ont besoin de
composés organiques carbongés, servant a la fois comme de source de carbone et de source d’énergie
pour leur développement. En plus d’avoir la capacité de métaboliser le glucose, le fructose et le
mannose (Walker, 2009), les levures Candida sp. et Clavispora lusitaniae ont le potentiel de
fermenter le D xylose alors que pour les souches industrielles, il reste inutilisable (Nigam et al.,

1985). Les nitrates et I'urée ne sont pas assimilés par C. lusitaniae (Frangois et al., 2001).

Tableau 4 : Habitat de Clavispora lusitaniae

Habitat Références

Agave Pérez-Brito et al., 2015

BI¢ Djekrif et al., 2014

Cornichons Rezki et al., 2013

Dattes Rezki et al., 2013

Déchets de pomme de terre Ouédraogo et al., 2012

Déchets industriels Lachance, 2011 et Ouédragao et al., 2012

Ecorces d'arbres Rao R. S et al.,, 2008

Fromage Jacques et Caseregola, 2008 et Binetti e al., 2013

Jus d’orange et jus de fruits Covadonga et al., 2002 et Jairath et al., 2012

Lactosérum Jairath et al., 2012

Mezcal Verdugo Valdez et al., 2011

Pulque Ian Hornsey, 2012

Spécimens cliniques Zhang et al, 2010 ; Lachance, 2011 et
Ouédragao et al., 2012

Tube digestif de 'homme et de nombreux | Aoufi S. ef al., 2001

animaux (mammiferes)

Végétaux (légumes, fruits, feuilles, | Ranjan K. et al., 2015

graines)

Yaourt Lopandic et al., 2006

14
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Tableau 5 : Enzymes et protéines recombinantes dont le systéme d’expression est Clavispora lusitaniae ainsi leur usages thérapeutiques.

Proteines ou enzymes Code Intérét thérapeutique Références

1,2- a-L-fucosidase EC 3.2.1.63 | Fucosidose Wawron et al., 2011 ; B Jihene et al., 2014.

Aminopeptidase B EC3.4.11.6 | (Edeme angioneurotique Pfaller et al., 2015; Hofman et al., 2016.

Beta glucuronidase EC 3.2.1.31 | Syndrome mucopolysaccharidose de type VII Prajapati et al., 2014 ; Montafio et al., 2016.

Beta-glucosidase EC 3.2.1.21 | Maladie de Gaucher Lamers et al., 2016 ; Regenboog et al., 2016.

Candidapepsine EC 3.4.23.24 | Traitement des troubles liés a une déficience en Parra et al., 2009 ; Sandler et al., 2016.
testostérone.

Chymotrypsine EC3.4.21.1 | Activateurs protéasome, PA28y et PA200. Vinterova et al., 2011 ; Huang et al., 2016.
Indispensable dans la fertilit¢ masculine.

Cytosine deaminase EC3.54.1 | Le lymphome diffus a grandes cellules B. Sanglard et Dominique, 2016 ; Yamamoto et

al., 2016.

Glucose 1-dehydrogenase _ Syndrome néphrotique idiopathique chez les enfants. Koivistoinen et al., 2012 ; Guglani et al., 2016.

Peptidyl- dipeptidase A EC 3.4.15.1 | Inflammation néphrotique De Melo et al., 2007 ; Maleki et al., 2016.

Phosphopyruvate hydratase EC4.2.1.11 | Traitement du déséquilibre métabolique causé par la Funk et al., 2016 ; Long R. et al. 2016.
toxicité des ions et le stress osmotique.

Recepteur d’histidine kinase RTK _ Choléra (activation de la voie de signalisation anti Chapeland et al., 2007 ; Dorr et al., 2016
Vibrio choleraz).

Ribonuclease H EC3.2.1.4 | Régulation de la pression intraoculaire et inhibition de | Simitsopoulou et al., 2016 ; Kim et al., 2016
l'apoptose neuronale par la Ribonuclease 5.

Thrombine Facteur II _ Thrombose veineuse cérébrale en début de grossesse. | Manzoni et al., 2015 et Fall ez al., 2016..

UDP-3-O-acyl-N- EC 3.5.1.108 | Traitement des maladies neurologiques et des troubles | Dias et al., 2014 ; Falkenberg et al., 2016.

acetylglucosamine deacetylase immunitaires.

Urée carboxylase EC 6.3.4.6 | Insuffisance hépatique aigué. Cortis et al., 2015 ; Santra et al., 2016.

a-galactosidase EC 3.2.1.22 | Maladie de Fabry Orenga et al., 2015 ; Ugeyler et al., 2016.

a-mannosidase EC 3.2.1.24 | Cardiomyopathie Prajapati et al., 2014 ; NA Bergin et al., 2016.
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2. Enzymes et substrats

2.1. L’e-amylase, enzyme hydrolysant I’amidon
2.1.1. Généralités et nomenclature

L’o-amylase (EC 3.2.1.1) est une macromolécule appartenant a la classe des protéines
globulaires, famille des glycosides hydrolases nommée GH13, regroupant prés de 28 000 séquences
de protéine avec différentes spécificités (Janecek et al., 2014 et 2015). Elle clive les liaisons a-1,4-
glycosidiques de glucides et oligosaccharides (Zhang et al., 2013) fournissant ainsi a la fin de la
réaction du glucose et des résidus correspondant aux liaisons a (1-6) situées aux points de

ramification des chaines (Raimbault, 1981; Alais et al., 2008).

Sa répartition est ubiquitaire (Xie et al., 2014). Chez les mammifeéres, I'a -amylase est présente
principalement dans les sécrétions salivaires et pancréatiques. Celle d’origine microbienne
(bactéries, moisissures et levures) est exocellulaire, exceptées certaines especes comme Bacillus
subtilis et Pishia burtonii (Moulin et al., 1978 et Mantsala et al., 1979 ; Saleem et al., 2013, Foresti
et al., 2014 et Tran et al., 2014 ). La production d'a-amylase microbienne s’est révélée étant la plus

efficace (Niehaus er al., 1999 et Bel'en et al., 2006).

En plus d’étre ’enzyme la plus ancienne, I’a-amylase est considérée comme I'une des plus
importante enzymes industrielles (Gupta et al., 2008). Aujourd’hui, les a-amylases détiennent la
principale part du marché mondial d’enzymes en raison de leur productivité et thermostabilité
(Behal et al., 2006), déclenchant ainsi leur industrialisation, dont différentes préparations sont
disponibles avec de divers fabricants d'enzymes pour [’utilisation spécifique dans plusieurs
industries : alimentaire, pharmaceutique, textile, papeterie, détergent, brasserie et la bioconversion

des déchets solides (Pandey et al., 2000, Gupta et al., 2003).

v Nomenclature
Il existe plusieurs nomemclatures pour I’a-amylase :

o Nom systématique : a (1 - 4) D-glucane glucanohydrolase

o Nom codifié¢ : E.C .3.2.1.1

o Nom recommandé : a-amylase

o Synonymes : glycogenase, endoamylase, maxilase, taka-amylase A, takatherm,
thermolase, amylotherm, clarase, amylopsin, spitase CP1, G995, kleistase L1, THC
250, maxamy, ptyalin (Graber et Combes, 1989 , Schamburg et Slzmann, 1991 et
Dauter et al., 1999 ,Foresti et al., 2014 , Tran et al., 2014).
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2.1.2. Origine des a-amylases
Les a-amylases sont des enzymes abondantes dans tous les régnes. Cependant, les sources

microbiennes sont les plus préférées pour la production a grande échelle (Haq et al., 2002).

v Origine animale : Généralement extraite de la salive humaine et du pancréas des
mammiferes, tels que les porcs et les veaux (Bertheau et al., 1985; Chatterton et al.,
1996).

v Origine végétale : L’o-amylase joue chez les plantes un role important dans le
métabolisme glucidique, ou elle participe a ’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 bl¢, 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 trés importante pour la mobilisation des
réserves et le développement de 1'embryon (Brawn et Kelly, 1993 ; Charles et al., 2003).

v" Origine microbienne : Deux types sont distingués : les a-amylases bactériennes et les a-

amylases fongiques.

» Les a-amylases bactériennes

Ce type d'enzymes est obtenu principalement par fermentation de Bacillacées
(Milner et al, 1997). 1l s’agit de Bacillus subtilis et Bacillus damyloliquefaciens
(Tanyildizi et al., 2005 ; Haq et al., 2002 et Umamahheswari et al., 2010). De
nombreuses amylases aux propriétés industrielles ont été découvertes chez des
bactéries acidophiles ; Penicillium grisofulvum (Ertan et al., 2006), alcalinophiles ;
Thermobifida fusca (Yang et al., 2010) et thermophiles ; Bacillus cohnii (Fogarty et
Kelly, 1980 et Panchal, 1990) 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 par fragmentation rapide en

clivant les liaisons o (1—4) (Nadirman et al., 2006).

» Les a-amylases fongiques
La production industrielle d'enzymes a partir des microorganismes fongiques
appartenant surtout aux genres Aspergillus et Penicillium, existe depuis longtemps,
du fait que la premicre production d' a-amylase a été réussie par Takamine en 1894.
Les levures sont les organismes les plus employées dans la production de biomasse, a
valeur nutritive élevée (Yanez et al., 1972 ; Imrie et al., 1975 et Leveau et

Bouix, 1993), des levures productrices d’a-amylase sont rapportés dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Quelques levures productrices d’a-amylase

Genre de Levure

Références

Lipomyces kononenkoae

Spencer- Martins et Van Uden, 1979

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomycopsis fibuligera
Lipomyces kononenkoa

Fogarty et Kelly, 1980 et Panchal, 1990

Filobasidium capsuligenum

De Mot et Varachtert, 1985

Saccharomyces castelli

Kelly et al., 1985

Schwanniomyces castelli

Sills et al., 1984 ; Clementi et Rossi, 1986 ;
Fogarty et Kelly, 1980 et Panchal, 1990

Trichosporon pullulans

De Mot et Varachtert, 1986

Candida antartica CBS 6678

De Mot et Varachtert 1987

Candida spp

Schwanniomyces alluvius

Moranelli et al., 1987

Candida edax

Ettalibi et Beratti, 1988

Schwanniomyces occidentalis

Dohmen et al., 1989 et Wang et al., 1989

Lipomyces sp

Prieto et al., 1995

Cryptococcus sp. S-2

lefuji et al., 1996

Saccharomycopsis capsularis

Soni et al., 1996

Pichia burtonii 15-1

Acourene et Ammouche, 2001 ; Kato et al,
2007

Schwanniomyces alluvius

Kelly et al., 1985 ; Panchal, 1990 et Kang et
al., 2004

Cryptococcus flavus

Wanderly et al., 2004

Saccharomyces kluyveri YKMS

Moller et al., 2004

Pichia burtonii

Takeuchi et al., 2006

Saccharomyces alluvirus

Merabti, 2006

Schwanniomyces sp

Haifeng et al., 2006

Pichia polymorpha

Gonzalez et al., 2008

Lipomyces starkey

Benaouida, 2008

Saccharomycopsis fibuligera

Chi et al., 2009

Candida utilis
Aureobasidium pullulans

Ouédraogo et al., 2012

Candida guilliermondi
Candida famata
Trichosporon mucoides

Acourene et Ammouche, 2012

Wickerhamia sp.

Hernandez-Montanez et al., 2012

Lipmyces kononenkoa

Boukhennane et Boudebza, 2014

Talaromyces pinophilus

Liang et al., 2015

Clavispora lusitaniae

Djekrif et al., 2014 et 2016 ; Ranjan et Sahay,
2015 ; Ranjan et al., 2016

Debaryomyces occidentalis

Kregiel, 2016
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2.1.3. Structure de I’ a-amylase

L’o-amylase fongique est une glycoprotéine monomérique (De Souza et al., 2010 et Ernest et
al., 2014) comportant trois domaines globulaires (A, B et C) (Li et al., 2014). Elle renferme une
partie glucidique formée principalement, de D-mannose, D-glucose, D-galactose, D-xylose et D-
glucosamine (Stefanova et Emanuilova ,1992) associés chimiquement a la chaine polypeptidique
constitué¢e de 471 a 483 résidus d’acides aminés, avec 4 ou 5 ponts disulfures (Heslot, 1996). Le
domaine central A, forme un tonneau (B / o) 8 contenant 8 feuillets B plissé€s et qui se disposent de
facon parallele et de 8 hélices, il porte le site actif a la partie C-terminale des feuillets (Burhan,
2003). Le domaine B est formé d’une boucle de 64 résidus d’acides aminés reliant A-a 3 avec A-f3 3
et constitue une sorte de « couvercle » au-dessus du site actif et le domaine C (Figure 8), jugé par
Doyon et ses collaborateurs (2002) essentiel pour le repliement post-traductionnel de 1’a-amylase
pancréatique de rat, il est constitué¢ d’un tonneau de 8 feuillets antiparalleles (Kadziola et al., 1994,
Horvathova et al., 2001) (Figure 4a).

En dehors de ces trois domaines, certaines enzymes de la famille GH13 possédent aussi des
modules supplémentaires dont «E » a leur extrémité C-terminale, jouant un role dans 1’adsorption

d’amidon (Bodri ef al., 1997, Jemli et al , 2008).

(a) (b)
Figure 4 : (a) Structure monomérique de I’a-amylase (Li ef al., 2014) Les domaines A, B et C sont

indiquées en vert, orang, et bleu, respectivement. Les ions calcium sont présentés dans le magenta. (b) les

sites de fixation des ions Calcium dans a -amylase de Anoxybacillus (GH13).
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En outre, I’a-amylase est une métallo-enzyme a calcium (Comi ef al., 2000 et Savcheko et al.,
2002). Buisson et ses collaborateurs (1987), ont décrit un site de fixation de I’ion Ca2+ dans
I’enzyme du pancréas du porc. L’ion se lie entre les domaines A et B et joue un role stabilisateur du
site actif. Selon Boel et ses collaborateurs (1990), ce site a forte affinité, existe aussi dans 1’a-
amylase d’Asppergillus oryzae, mais il en existe un deuxi¢me, d’affinité plus faible, localis¢ au rond
de la poche de fixation du substrat. L’existence de ce deuxi¢me site explique que le calcium exerce
un effet inhibiteur de I’activité enzymatique a haute concentration (Boel et al., 1990). Pour certaines
a-amylases, la présence d’un site de fixation du CI est également signalée (Graham, 1996 et Hwang

et al., 1997) et pour d’autres , I’ion Zn>* (Comi et al., 2000) (Figure 4b).

2.1.4. Mode d’action de I’a-amylase

Le mécanisme d'action de I' a-amylase nécessite la participation de trois fonctions du site
actif impliquant un attaquant nucléophile (Asp 231), un stabilisateur de la charge positive de I'atome
attaqué (Asp328) et un donneur de proton au groupe déplacé (Glu 261) (Mc carter et Withers, 1996
et Uitdehaag et al., 1999); ceci signifie que la rupture de la liaison osidique fait intervenir une série
d'échanges d'¢lectrons et de protons entre certains résidus de l'enzyme et du substrat. Les groupes
impliqués dans la réaction du site actif sont deux acides carboxyliques et un noyau imidazole (Parck

et al., 1997)(Figure 05).

I A 1 oy I -

Figure 05 : Mécanisme catalytique des hydrolases glycosyliques (Nielsenet et a/.,2001):
(1) Protonation de l'oxygene glycosidique par le donneur d'hydrogéne (Glu 261) et attaque
sur le glucose (C1) par le nucléophile (Asp 231). Départ de la fin réductrice du substrat.(2)
L'activation d'une molécule d'eau, clivage de la liaison covalente C1 Asp 231. (3)
Régénération des états initiaux de protonation.

Ce mécanisme est une caractéristique de l'enzyme et selon les conditions expérimentales
(température, pH, taille et structure du substrat), I’enzyme utilise 'un des mécanismes ou peut
combiner entre plusieurs mécanismes dont les plus importants sont : (Mazur et Nakatani, 1993 et

Nielson et al., 2001) :
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v’ Attaque aléatoire ou au hasard: n’importe quelle liaison a-(1-4) peut étre hydrolysée a
partir de ’extrémité réductrice. Elle provoque la formation de glucose, maltose et surtout
de dextrines (Scriban, 1999).

v Attaque préférée: I'o-amylase montre une préférence pour certaines liaisons
glucosidiques dans le substrat (Berry et Paterson, 1990).

v' 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 (Kandra et al., 1997).

2.1.5. Température et pH optimum

En général, les a-amylases ont une température optimale comprise entre 25 °C et 70 °C, avec
une grande stabilité thermique pour les a-amylases bactériennes. Vertiani ef al. (1998), signalent que
la température optimale des a-amylases bactériennes varie de 50 °C a 90 °C avec possibilité de
résistance a des températures dépassant 100 °C, pour celles isolées des souches hyperthermophiles.
Cependant la température optimale des a-amylases fongiques varie selon leur origine de 40°C a
60°C avec un optimum plus ¢élevé (70°C) pour I’a-amylase de la souche Lipomyces starkey (Kang et
al., 2004) et un optimum d’action se situant entre 50 et 60°C pour d’autres souches (Fogarty et
Kelly, 1994 ; Duo-Chuan et al., 1997 ; Wanderly et al., 2004 ; Haifeng et al., 2006 et Benaouida,
2008 ) (Tableau 07).

Actuellement d’autres genres de moisissures dont Rhizopus Alternaria, Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae et Aspergillus tamarii ont été utilisées pour la production d’a-amylase
relativement thermostable (Lateef er al., 2004 ; Ait-Kaki et al, 2012 ; Khan et Yadav, 2011 ;
Adekunle et al., 2013 ; Benamoun, 2001 ; Swetha et al., 2006 et Moreira et al., 2004).

L'a-amylase est trés sensible au pH. Par conséquent, le choix du pH optimum est trés essentiel
pour la production de cette enzyme (McMahon et al., 1999). Selon Kindle (1983), I'optimum
d’activité peut étre obtenu a des pH compris entre 4 et 8. Les a-amylases bactériennes, ont un
optimum supérieur a la neutralité¢ (Tanyildizi et al., 2005, Haq et al., 2002 et Umamaheswari et al.,
2010), alors que les fongiques, ont des pH optimum compris entre 4 et 6 (Moreira et al., 2004 et
Khan, 2016 ). Pour les levures, ’enzymes requiert selon les espéces des pH entre 4 et 6 (Fogarty et
Kelly, 1980 et Panchal, 1990 ; Kang et al., 2004 ; Benaouida, 2008 et Merabti, 2006). Le tableau 08

rapporte quelques propriétés de I’a-amylase acide et neutre (Archana et Satyanarayana, 2013).
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Tableau 07 : Caractéristiques physico-chimiques de quelques espéces productrices d’a-amylase.

Origine T pH thermo- Références
CO) stabilité (°C)
Levures

Clavispora lusitaniae 37 6.8 4- 45 Ranjan et al., 2015

Saccharomyces alluvirus 40 6.3 40 Fogarty et Kelly, 1980 et Panchal,
1990

Filobasidium capsuligenum 50 5.6 50 De Mot et Verachlert, 1985

Cryptococcus flavus 50 5.5 50 Wanderly et al., 2004

Schwanniomyces alluvius 50 9 50 Moranelli et al., 1987

40 6.3 40 Fogarty et Kelly, 1980 et Panchal,

1990

Schwanniomyces 50 5.5 50 Wang et al., 1989 et Kim et al., 2010

occidentalis

Lypomyces sp 55 6 80-90 Merabti, 2006

Schwanniomyces sp 60 6 60-70 Benaouida, 2008

Lipmyces kononenkoa 60 4.5-5 - Kelly et al., 1985 ; Prieto et al., 1995

Saccharomyces castelli 60 6 _ Fogarty et Kelly, 1980 et Panchal,
1990

Pichia polymorpha 70 4 _ Fogarty et Kelly, 1980 et Panchal,
1990

Lipomyces starkeyi 70 6 _ Kelly et al. ,1985 ; Panchal, 1990 et
Kang et al., 2004

Clavispora lusitaniae 54 8 85 Djekrif et al., 2014 et 2016

Moisissures

Aspergillus tamarii 50-55| 4.5-6.5 50-65 Moreira et al., 2004

Aspergillus oryzae 30-55 1 5.0-6.9 _ Bennamoun, 2001 ; Swetha ef al.,
2007 ; Ait Kaki, 2012 ; Yoon et al.,
2005 et Patel et al., 2005

Aspergillus niger 28-35 | 5.5-6.5 _ Murado et al., 1997 ; Van der kaaij
et al., 2007 ; Khan et Yadav, 2011,
Adekunle et al., 2012 ; Djekrif et al.,
2016

Tableau 08: Quelques propriétés de I’a-amylase acide et neutre (Archana et Satyanarayana, 2013).

Propriétés ag-amylase acide o-amylase neutre
Gamme de pH 3-6 6.5- 8
Température (°C) 40-115 37-90
Masse moléculaire 41 - 160 12.5-70

Pi 34-48 5-7.1
Thermostabilité (°C) 60 — 80 Instable
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2.1.6. L’amidon, substrat de I’a-amylase
L’amidon est un polysaccharide d’origine végétale composé de l’assemblage de deux

homopolymeres de glucose : ’amylose et I’amylopectine.
v' L’amylose
Représente 15-a 25% de l'amidon. Il est constitué¢ de longues chaines linéaires d’unités D-
glucopyranosyle liées par des liaisons a-(1,4) pouvant aller de 5 .105 a 106 Da en masse moléculaire
(Figure06). L'amylose présente une structure hélicoidale renfermant de 6 a 8 résidus
glucopyranosyle par tour de spire (pas de I'hélice 10,6 A) et est localisé dans la zone amorphe du

granule d’amidon (Malumba et al., 2011).
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Figure 06 : Structure de ’lamylose (Malumba ef al., 2011)

v L'amylopectine

Grand polymére d’unités glucosyle ayant un poids moléculaire compris entre 107 et 10° Da. Il
est principalement constitué d’une chaine linéaire de résidus D-glucopyranosyle liés en a-(1,4), et 5
a 6% de ramifications en o(1,6). L’ensemble confere a 1'amylopectine une structure arborescente
constituée par 3 chaines différentes : les chaines B les plus internes, les chaines A plus courtes et qui
viennent se greffer sur les chaines B, et les chaines C. Les chaines A ont la possibilité de s'associer
entre elles pour se mettre sous la forme de double hélice. L'étude de l'amylopectine par diffraction
des rayons X montre que la zone de ramification est une région amorphe alors que la région

renfermant les enchainements en o-(1,4) présente une structure semi-cristalline (Parada, 2012).
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Figure 07: Structure de ’amylopectine (Parada, 2012)
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2.1.7. Applications de I’c-amylase en industrie

Commercialisées pour la premiére fois en 1984 (Gupta et al, 2003), les amylases sont d’une
grande importance en biotechnologie, leur marché représentant environ 25% du marché mondial des
enzymes (Rajagopalan and Krishnan, 2008 et Reddy et al., 2003). Par leur capacité¢ a modifier un
certains nombre des propriétés de I’amidon (Palmer, 1975), elles trouvent des applications trés
diverses dans les secteurs de la détergence, de I’alimentaire, des bioénergies, de I’industrie du papier, des
colles, ou encore de I’industrie pharmaceutique (Tableau(9).

Actuellement, la production d’a-amylase met en jeu des procédés biotechnologiques a
moindre colt, utilisant comme substrat de fermentation des déchets organiques. tels que la pulpe de
betterave (Baldwin ef al., 1986), les déchets d’oranges (Diomi et al., 2008 ; Mahmoud et al., 1998 et
Hart et al., 1991), les produits céréaliers (Pascal et Thomas, 1990 ), les rebuts des dattes (Acouréne

et Ammouche, 2011) et le lactosérum (Ait Kaki ez al., 2012).

v a-amylase recombinante utilisée en thérapie
Elle est utilisée dans le diagnostic médical pour détecter certaines pathologies. Elle est élevée
dans le sérum de patients atteint d'une pancréatite aigué, de certains cancers digestifs et d’oreillons
(Lo et al., 2001). L’a-amylase recombinante sert d’aide digestif pour éviter les dyspepsies et les

fermentations intestinales (Lo ef al., 2001 et Yihan et al., 2010)(Tableau05).
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Tableau 09 : Divers domaines d’application des a-amylases.

Industries

Applications

Références

Biocarburants

Développement des biocarburants de
premiere génération a production de

bioéthanol

Oner, 2006

Biscuiterie et

-Régulation des activités diastasiques des

Pandey et al., 2000 ;

planification farines. Malhotra et al., 2002 et
-Formation de la mie souple en boulangerie. | Azizi et al., 2003
-Amélioration de la texture des gateaux
patissiers et des biscuits.

Boissons -Fabrication d'alcool éthylique, de boissons Mamo et al., 1999
sucrées non alcoolisées et de jus de fruits.
-Obtention des biéres sans dextrines, dites
bieres a basses colories.

Détergents -Augmentation du pouvoir blanchissant. Gupta et al., 2003
-Dégradation des résidus de féculents tels
que les pommes de terre, les sauces, créme,
chocolat.

Environnement Traitement des eaux résiduaires pour Malhotra et al., 2002
I’¢élimination de I'amidon.

Industrie Aide digestive. Yolande Gauthier et al.,

pharmaceutique Anti-inflammatoire et anti-cedémateuse. 2014

Textile, la Désencollage des tissus ainsi que dans les Teodoro et al., 2000

tannerie, de la

papeterie

domaines de papeterie et tannerie

Sucrerie

-Facilité des opérations d'extraction et de
raffinage du saccharose a partir de la
betterave ou de la canne a sucre pour
¢liminer des traces d'amidon génant la
purification.

-Préparation des sirops sucrés a base

d'amidon de mais et de sirops de chocolats.

Van der maarel et al.,
2002 et Martin et al.,
2003
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2.2. La maltase, enzyme hydrolysant le maltose
2.2.1. Généralités et nomenclature

Les Maltases sont des a-glucosidases spécialisées (hydrolases qui libérent 1’a-D-glucose de
l'extrémité non réductrice de leurs substrats) (Andriotis et al., 2016), leur substrat préféré est le
maltose (Choi et al., 2013).

Les a-glucosidases microbiennes sont habituellement classées en deux types (I et II) sur la

base de leurs spécificités de substrat: le Groupe I est capable de libérer I’a-D-glucose de
l'extrémité non réductrice du substrat spécifique tel que le 4-nitrophény et 1’a-D-glucopyranoside(p-
NPG), mais a des taux inférieurs a celui de I'hydrolyse du maltose (Frandsen et Svensson et al.,
1998; Andriotis, 2016). Par ailleurs le groupe II, agit sur I’extrémité terminale en position réductrice
du substrat(Yoshikawa et al., 1994; Andriotis et al., 2016). Ce type d’enzyme est largement réparti
entre les microorganismes aérobies et anaérobies, ou il peut étre soit extracellulaire li¢ a la cellule ou
intracellulaire (Eichler ef al., 2001; Ilavenil et al., 2016).
La maltase est codé par le gene MALx2 (Musa et Marina et al., 2016) et le gene MAL’A chez S.
acidocaldarius (Choi et al., 2013). C’est une enzyme ubiquitaire présente dans tous les tissus
(Scheen et al., 2008): les vertébrés, les plantes, les bactéries, les champignons, les moisissures et les
levures comme Isaria fumosorosea (Linxia Liuet al., 2015) ; Cordyceps brongniartii (Sasaki et al.,
2015), Moesziomyces antarcticus(M. Wanget al., 2015) Grosmannia clavigera (Riken Yokohama et
al., 2016) et Candida sp. (Boukail et Maazi et al., 2015).

v Nomenclature
o Nom systématique : a-(1,4) D-glucosidase (Salafsky; Ira S. et al., 1971)
o Nom codifi¢ : EC 3.2.1.20
o Nom recommandé : maltase (A. Dahlqvist, 1961).
o Synonymes :

e glucoinvertase (Acourene Said et al., 2014; Olivia et al., 2005).
e glucosidosucrase (Satoshi Kitao et al., 1993).

e maltase-glucoamylase (R. Quezada Calvillo et al., 2015).

e o-glucopyranosidase (M. D. Ogunbadejo et al., 2015).

e ¢lucosidoinvertase (M. D. Ogunbadejo et al., 2015).

e 0o-D-glucosidase (A. Sieczko et al., 2013).

e a-glucoside hydrolase (V. J. Akshatha et al., 2014).

e o-D-glucoside glucohydrolase (H. Husebye et al., 2002).

e glycosidases (Peumans et al., 2006).

e o-Glucosidase (P. B. Agrawal et al., 2003).
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2.2.2. Structure de la maltase
Les maltases ont une structure qui différe selon leurs origines :

v" Homodimérique : comme celle extraite de la bactérie Geobacillus sp. (Vo Si Hung
et al, 2005); des moisissures commeXanthophyllomyces dendrorhous(Gutiérrez-
Alonso et al., 2015), et de la levure Pichia pastoris. La masse moléculaire de
I’enzyme est variable selon la souche : 97Kda pour Pichia pastoris (Henrik Naested
et al., 20006) et Ophiostoma piceae (Haridas et al., 2013), 430Kda chez la levure
Candida guilliermondii (H. Nadeem et al, 2016) et 130Kda pour la moisissure
Xanthophyllomyces dendrorhous(Gutiérrez-Alonso et al., 2015) .

v' Monomérique :chez les bactéries thermophiles comme Thermus caldophilus
(Oyekanmi  Nashiru, Sukhoon Koh et al, 2001); chez les Ilevures
commeSaccharomyces cerevisiae(PM 13Kda) (Katrin Viigand et al, 2016),
Lipomyces starkeyi , (PM 35Kda) (Z. Gong et al., 2012),Candida albicans(PM
50Kda) (Zheng-xin et al., 2015) (Figure 08).

Figure 08 : Structure monomérique de la maltase liée a 4-O-a-D-Glucopyranosyl-D-
glucose (C12H2,011), chez Saccharomyces cerevisiae (diffraction par les rayons X, la
structure est représentée a une résolution de 2 A) (Barker et al. 2013) .

2.2.3. Mode d’action

La maltase est une hydrolase amyllolytique glycolytique qui permet 1’obtention du Glucose a
partir de I’extrémité terminale non réductrice du substrat des oligosaccharides ou des
polysaccharides (Muhammad Asif Nawaz et al., 2016)(Figure 09). L’enzyme exerce deux types de

réactions catalytiques :
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v" Réaction d’hydrolyse : transfert d'un résidu de glycosyle a partir d’un oligosaccharide ou
plysaccharide a une molécule d’H,O, ce résidu glycosyle est obtenu par ¢limination du

groupe hydroxyle hémiacétal de la forme cyclique (Marija Pavlovi¢ ef al., 2014).

v Réaction de transglucosylation : transfert d’un résidu glycosyle a partir d’un

oligosaccharide a une autre molécule réceptrice (G. Styevko et al., 2013).

CH_-OH . CH_OH
o héemiacetalique o
H H
H & H
HO i OH o Ho i i H

H oH alcool H oH

a-p-Glucose B-op-Glucose

hydrolyse condensation
H>O H-O

SCH-OH SCH->OH carbone
= O acetal =3 O heémiacétalique

on

OH

Maltose
ce-pD-glucopyranosyl-(1—4)-p-glucopyranose

Lefrri Frrei istry. Fifth Editicon
© 2008 W. H. Freeman and Comparny

Figure 09 : Mode d’action de la maltase (Amit Kessel et al., 2012).

Elle a deux mécanismes de configuration anomérique : un mécanisme d'inversion et un
mécanisme de rétention (Figure 10).

v’ Inversion de configuration anomérique: Les enzymes qui libérent un sucre de
configuration opposée, agissent avec inversion de configuration anomérique (par simple
substitution). Elles utilisent un mécanisme catalytique non-covalent pour exploiter la
catalyse acido-basique générale. Une molécule d'eau est activée par un acide carboxylique
déprotonné (Asp ou Glu) de l'enzyme afin de générer un hydroxyle qui attaque le carbone
anomérique (Figure 10a) (Sinnott, 1990; Mccarter et al., 1994; Davies et al., 1995; S. Maicas et al.,
2016).

v’ Rétention de configuration anomérigue: Les enzymes agissant avec rétention de
configuration anomérique, libérent un produit dont la stéréochimie du carbone anomérique
est la méme que celle du substrat (aprés deux inversions successives). Dans ce cas, le
nucléophile effectuant la premicre attaque sur le carbone anomérique est l'acide carboxylique
déprotoné de l'enzyme (Asp ou Glu), formant un intermédiaire covalent. Par conséquent, le
substituant du glucoside est relaché a cette premiére étape. Par la suite, un deuxiéme résidu
acide active une molécule d'eau qui, en attaquant le carbone anomérique, libére le glucide de

I'enzyme (Henrissat et al., 1995). (Figure 10b).
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Figure 10 : Mécanisme de configuration anomérique de la maltase : (a) mécanisme d’inversion ;
(b) mécanisme de rétention. (Henrissat ez al., 1995 ; Davies et al., 1995 ; S. Maicas et al., 2016 ;

D. H. Kwan et al., 2016).

2.2.4. Caractéristiques physico-chimiques

Les maltases se distinguent par le type de leurs substrats, exemple chez les micro-organismes

comme Thermus caldophilus I’enzyme hydrolyse la fonction non réductrice de la liaison o-1,6-

glycosidique de I’isomaltosaccharose et le panose, la liaison a-1,3-glycosidique des oses suivant :

nigerose et turanose respectivement (Oyekanmi Nashiru et al., 2011) et la liaison a-1,2-glycosidique

du sucrose (Majzlova et al., 2013). L’a-glucosidase qui posséde une large gamme de spécificités de

substrat est rapporté de Bacillus sp qui agit sur la liaison a-1-glucosidique de I’a-trehalose, ainsi que

les liens o-1,3 et 0-1,4 et a-1,6 et a-1,2 de nigerose, maltose, isomaltose, 1-O-aryle-a-glucosides

respectivement, (Oyekanmi Nashiru et al., 2001). Le mécanismes moléculaire qui aboutit a la

multispécificité de reconnaissance des substrats résulte de la séquence d'acides aminés du site actif

de ’enzyme (Oyekanmi Nashiru ef al.,, 2001).
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v' Température optimale et la stabilité thermique
La température optimale de la maltase est un parameétre variable selon I’origine de
I’enzyme c'est-a-dire le type d’espece et les conditions de son écosystéme (TableaulO) :
» Chez les moisissures : 50°C Trichoderma harzianum (Griin C. H. et al., 2006); 45°C et
stable a 50°C, Mortierella alliacea (Tanaka et al., 2002), 45°C, Orpinomyces sp. (Yo-Chia
Chen et al., 2014) et 60°C Aspergillus niveus (Da Silva et al., 2009)
» Chez les levures : 60°C, Neurospora crassa dans Pichia pastoris (Xue Pei et al., 2016) ,

45°C , Culex quinquefasciatus dans Pichia pastoris (Akinloye et al., 2012).

v" pH optimum

Le pH est I'un des critéres variables de la maltase, elle a un pH optimum d’action acide et
neutre : GANAB et GANC (K. Ghédira et al., 2016). L’intervalle de variation est entre pH 4 et pH 9
selon le type des microorganismes (Tableau 10):

» Chez les champignons : le pH optimum de la maltase d’origine fongique est variable : pH 5
Mortierella alliacea (Tanaka et al., 2002), pH 5.5 Paecilomyces thermophila (Huiyong Jia
etal, 2012) et pH 7 pour Chaetomium thermophilum (Giannesi et al., 2006).

» Chez les levures : la littérature rapporte différents pH ; pH 4.5 pour Schizosaccharomyces
pombe (Okuyama et al., 2001); pH 6 pour Pichia pastoris (Qiaojuan Yan et al., 2006) et pH7
pour Saccharomyces cerevesiae (Liu Z. L. et al., 2012 et Zhang et al., 2015).

2.2.5. Le substrat de production de la maltase, le maltose

Le maltose ou a-D-glucopyranosyl (1—4)-D-glucopyranose, de masse molaire342,297 g.mol’!
(IUPAC. 2015; Brongijk et al., 2001) possede un pouvoir glycémique trés élevé, supérieur a celui
du glucose. Il est considéré comme une trés bonne source d’énergie rapide (A. Cracco, R. Caiazzo et
al., 2011). On le trouve dans les céréales, les graines germées, il entre dans la composition des
confiseries, des confitures, du ketchup, de la bicre et la fermentation des pates levées
(M. Abdulkhair, M. A. Alghuthaymi, 2016). Le maltose est une substance métabolique primordiale
chez divers micro-organismes : les bactéries Bacillus stearothermophilus (Yecheng Sun et Xuguo
Duan et al., 2016), Bacillus Subtilis (Tingting Tan et al., 2015); les mycetes Aspergillus Oryzae
(Tetsuya Hiramoto et al, 2014) et chez les levures Saccharomyces cerevisiae (Xue Lin et al.,
2015), Saccharomyces sp.(Vassilios Ganatsios et al., 2014), Clavispora lusitaniae (Ranjan et al.,
2016). Ce disaccharide provient de I’hydrolyse de I'amidon sous I’action des amylases, posséde un
pouvoir réducteur avec un carbone hémiacétalique libre dans un glucose et hydrolysable par une
enzyme spécifique de la classe des hydrolases appelée maltase (D-glucoside glucohydrolase)

(Bharathiraja ef al., 2016).
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Tableau 10 : Les caractéristiques physico-chimiques de la maltase chez les levures et les

moisissures. (T : température)

Espéces pH T (°C) | Thermostabilité Références
O
Levure
Saccharomyces cerevisiae 4.2 30 30-50 Tdera et al., 2006
Clavispora lusitaniae 6 45 50-60 Z. Lewis et al., 2013
Clavispora lusitaniae 6 35 35-37 Pedro Garcia-Martos et
al., 2005
Clavispora lusitaniae 5.5 60 60 Z. Lewis Liu et al., 2015
Clavispora lusitaniae 5 50 50-60 Xu Wang et al., 2016
Candida guilliermondii 5 38 40-80 Iwona Gientka et al.,
2016
Candida sp. 5 40 70 Boukail, 2015
Candida albicans 7 48 50 Frade Perez et al., 2016
Pichia kudriavzevii 6.9 50 50-80 Silvana M. et al., 2016
Saccharomyces cerevisiae 7.5 42 42 Pascal R. et al., 2010
Saccharomycopsis fibuligera 5.5 42.5 >30 Reiser V. etal, 1995
Saccharomyces cerevisiae 6.3-7 52.5 >40 Matsusaka et al., 1999
Saccharomyces logos 6.9 40 40-60 Chiba, S. et al.,, 2003
schizosaccharomyces pombe 4.5 35 35-50 Okuyama et al., 2005
Saccharomyces carlsbergensis | 6.7-6.8 48 43 Needleman et al., 2014
Wickerhamomyces 8.5 35 37 Restuccia et al., 2011
anomalus (Pichia anomala)
Xanthophyllomyces 6.5 60 60-80 Gutierrez et al., 2015
dendrorhous
Lipomyces staekeyi 4-4.5 60 60-70 Kelly et al., 1995
Moisissure
Aspergillus niger 4.3 40 40-50 Kita A. et al., 2009
Trichoderma viride 5.3 43 40-47 Cuil. et al., 2016
Aspergillus nidulans 5.5 45 40-50 Kato N. et al., 2002
Aspergillus fumigatus 4.5 50 50 Pinghua Cao et al., 2015
Lentinula edodes 5 50 40 Yamasaki ef al., 2008
Cryptococcus curvatus 6 50 40-60 Zhiwei Gong et al., 2015
Ganoderma lucidum 5.5 80 80 Guizhi et al., 2016
Ganoderma lucidum 5.5 60 55-70 Zhao X. etal., 2015
Aspergillus awamori 5.9 55 45-55 Singh B et al., 2016
Thermoascus aurantiacus 4.5 80 80-100 Carvalho A. et al, 2010
Fusarium oxysporum 5 70 80 Folasade M. et al., 2016
Sporotrichum thermophila 5 60 60-85 Bala A. et al., 2016
Alaromyces thermophilus 5 60 60 Malek F. et al., 2016
Thermotoga naphthophila 6-9 97 60-90 Kaleem Igbal et al. 2016
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2.2.6. Applications de la maltase en industrie

v" Biotechnologie et biothérapie

Les maltases sont des biocatalyseurs de réactions biochimiques au sein des organismes
vivants, elles sont utilisées en biotechnologie pour catalyser les réactions de dépolymérisation des
macromolécules et de synthése en raison de leur spécificité et de leur efficacité (Assoi Yapi et al.,
2008).Chez ’homme, la maltase joue un role important dans :

» La production de glucose dans la lumiére intestinale. L’inhibition de I’enzyme constitue
une cible de médicament efficace pour le diabete de type 2 et pour l'obésité.

» La maladie de Pompe est une maladie autosomique récessive qui se manifeste par un
trouble métabolique attribu¢ a un déficit en a-glucosidase. Le glycogéne s’accumule
dans les lysosomes, ce qui entraine une faiblesse musculaire progressive, une
insuffisance cardiaque et d'autres symptomes neurologiques. L’a-glucosidase
recombinante dont le systéme d’expression est Pichia pastoris constitue un traitement
envisageable (Meng P. et al., 2010).

» Le diagnostic biochimiques de certaines pathologies (Biomarqueur) : des études
suggerent que la maltase peut €tre utile pour évalution des fonctions de 1'épididyme, et
en particulier I’exclusion de l'obstruction épididymaire, cela se manifeste chez les
patients ayant une: leucocytospermie, oligozoospermie et azoospermie (Sorokin

Konstantin et al., 2016).

v" Industries alimentaires

Les oligosaccharides et les monosaccharides a usage nutritionnel connaissent un
développement important en raison de leur aptitude a favoriser la croissance de la flore bactérienne
intestinale humaine ou animale, ils sont utilisés dans la formulation de nombreux produits
alimentaires (confiseries, gommes, boissons, fromagerie). Ces oses sont obtenus soit par extraction
de sources végétales, soit par hydrolyse de polyosides, soit par synthése enzymatique (Talantikite ez

al., 2015 et Pierre-Louis Bombeck et al., 2016).

v Industrie des détergents

les enzymes sont également utilisées dans les détergents afin d’éliminer les taches tenaces
pour la lessive et le lavage et dégrader les lipides les protéines des aliments (Markku Vanhanen et
al., 2000) de nouvelles méthodes de protection environnemental et allergique sont additionnés aux

détergents (Elyse A. Dunn et al., 2016 et Sanja Grbav¢ic ef al., 2015).
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3. Autres enzymes glycolytiques : Cellulases et Pectinases
3.1. Les pectinases, enzymes hydrolysant les pectines
Les pectines sont des polysaccharides hétérogeénes complexes (Figurell) présents dans les
fruits et les légumes, en particulier : écorce d’oranges, citrons, fruits de la passion, pommes,

bananes, mires, tomates, carottes, mangues (Ognyanov et al., 2016).

Figure 11 : Structure de I’acide_polygalacturonique (pectine) (Christiaens et al., 2016).

Les pectines ont un poids moléculaire de 50 a 150 Kda et sont constituées d’une zone lisse
formée d’homogalacturonanes (HG) et d’une zone hérissée composées de rhamnogalacturonanes
(RG) et de chaines latérales (Christiaens et al., 2016). Ces complexes de polysaccharides ont une
forte teneur en acide galacturonique et une faible quantité de rhamnose et d’oses neutres (Alazi et
al., 2016). Dans la nature, la pectine est une source importante de carbone pour de nombreux
champignons : les levures Candida macedoniensis, Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces
paradoxus, Saccharomyces uvarum (Call et al., 1995 ; Serrat et al,, 2004; Eschstruth A. et al,
2011 et Naumov et al., 2016) et les moisissures, en particulier Mucor et Aspergillus (Thakur et al.,
2010 et Biz et al., 2016).

Les pectinases ou polygalacturonases (EC 3.2.1.15) constituent deux catégories importantes
d'enzymes:

v Les dépolymérases, les estérases (polygalacturonases) agissent au niveau des zones
lisses des pectines (Combo et al., 2011).
v' Les rhamnogalacturonases, les arabinanases, les galactanases et parfois les

férulatestérases interviennent au niveau des zones hérissées (Voragen et al., 2013).

Les polygalacturonases (Pgases) classés en deux endopolygalacturonase (EC3.2.1.15) ou
exopolygalacturonase (EC 3.2.1.67) hydrolysent de facon aléatoire les liaisons a-D 1,4 de I’acide
galacturonique dans les régions lisses de la pectine (Figurel2) (Parenicova ef al., 2000 et Torres et
al., 2013) et sont d'une importance particuliére par leur implication dans la biodégradation aisée des
liaisons glycosidiques internes et externes présentes dans la pectine, ce qui réduit sa taille
moléculaire et diminue ainsi la viscosité et le rendement industriel du produit fini (Torres et al.,

2013).
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Figure 12 : Mode d’action des pectinases PMGL : polyméthylgalacturonate lyase ; PMG :
polyméthylgalacturonase ; PE : pectinestérase ; PGL : polygalacturonate lyase ; PG :
polygalacturonase. (Kouhounde et al., 2014).

Différentes espeéces de levures productrices de polygalacturonase sont utilisées

industriellement pour améliorer la qualité des jus de fruits, telles que : Rhodotorula, Saccharomyces,

Candida, Cryptococcus et Geotrichum sont citées par plusieurs auteurs (Merin Maria Gabriela et al.,

2015 ; Naumov et al., 2016 ; Pagani ef al., 2016 ; Belda ef al., 2016 ; Moubasher ef al., 2016). Le

tableau ci-dessous rapporte les propriétés physico-chimiques de quelques polygalacturonase.

Tableau 11 : Propriétés physico-chimiques de quelques polygalacturonase (PG).

Source Nature PM Pi AE (U) | T (°C) | pHyp
Moisissures
Aspergillus japonicus EndoPG 38 5.6 30 [4-5.5]
Aspergillus oryzae EndoPG 41 - - 45 5
Aspergillus niger EndoPG 61 582 43 [3.8-4.3]
Aspergillus awamori EndoPG 41 6.1 487 40 5
Aspergillus alliaceus ExoPG 40 5.9 35 5.5
Levures
Saccharomyces cerevisiae | EndoPG 39 - 2870 45 5.5
Rhodotorula dairenensis | EndoPG 40 - - 12 3.5
Saccharomyces uvarum EndoPG 20 - - 29 5
Candida haemulonii EndoPG - - - 37 7
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3.2. La cellulase, enzyme hydrolysant la cellulose

La cellulose est I’hydrate de carbone le plus abondant dans la nature. C’est un polymeére
linéaire de résidus de D-glucose liés par des liaisons B-1,4-glucosidiques et le constituant principal
de la paroi cellulaire végétale. Grace a sa structure semi-cristalline, il est plus récalcitrant a la
dégradation enzymatique (Schulz et al, 2000) que d'autres polysaccharides de la paroi cellulaire
végétale.

Les cellulases (EC 3.2.1.4) dont le nom systématique est 1,4 - (1,3 ; 1,4) - beta-D - Glucan4-
glucanohydrolase sont des enzymes glycosylées de masses moléculaires trés variables selon
I’origine de la souche microbienne. Elles sont largement répandues dans la nature (Xu et al., 2000).
Les bactéries sont les principlaes souches productrice de cellulases : Erwinia chrysantharum
(Schwarz, 2001) et les archéobactéries telle que Pyrococcus orikoshii (Ando et al., 2002) qui
constituent une source importante de cellulases thermostables. Chez les levures, les genres pouvant
présenter une activité cellulasique, sont beaucoup plus rares, néanmoins on peut citer les genres cités

dans le tableau ci-dessous :

Tableau 12 : Quelques levures productrices de cellulase.

Levures

Références

Torulopsis wickerhamii

Himmel et al., 1986

Saccharomyces cerevisiae

Merja et al., 1987

Candida wickerhamii

Gunata et al., 1990

Candida peltata

Saha et Bothast, 1996

Trichosporon

Scriban, 1999

Khryveromyces lactis

Hasper et al., 2002

Candida bombicola

Lo Chi-Ming et al., 2009

Yarrowia lipolytica

Boonvitthya et al., 2013

Candida konsanensis

Sarawan et al., 2013

Candida easanensis

Thongekkaew et al., 2014

Candida tropicalis

Hao Zhou et al.,, 2014
Zhou et al., 2015

Pichia stipitis

Bhatia et al., 2015

Pichia pastoris Araujo et al., 2015
Siadat et al., 2016
Clavispora NRRL Wang et al., 2016

Saccharomyces cerevisiae

Van Zyl et al., 2016
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Il existe 04 classes de cellulase. Le systeme de dégradation de la cellulase chez les
champignons comprend trois classes d'enzymes hydrolytiques: B-1,4-endoglucanases (EGL) et
exoglucanases / cellobiohydrolases (CBH) qui hydrolysent la cellulose en gluco-oligosaccharides,
qui sont ensuite dégradées en d-glucose par l'action des B-glucosidases (BGL) (van den Brink et de
Vries, 2011). Une quatriéme classe d'enzymes oxydatives a ¢été décrite récemment: les
polysaccharides mono-oxygénases lytiques (Morgenstern et al., 2014).

Le champignon filamenteux industriel, 7Trichoderma reesei, a été largement étudi¢ pour la
fabrication de préparations de cellulase. Il produit des niveaux élevés d’endoglucanases et
cellobiohydrolases, mais de faibles niveaux de B-glucosidases qui sont essentiels pour hydrolyser

completement la cellulose (Singhania et al., 2013).

Contrairement aux cellulases bactériennes dont le pH optimum est proche de la neutralité
(Buchholz et al., 1983) , pH7 pour Achromobacter xylosoxidans (Mahalakshmi and Jayalakshmi,
2016) et Streptomyces griseorubens (Zhang et al., 2016) et la température varie entre 50 et 100°C
(Irfan, 2012), les cellulases fongiques ont une gamme plus limitée, pH de 4 a4 6 et une température
optimale dans la gamme 40 et 70°C, Trichoderma sp. (Bensmira, 2006 et Leghlimi, 2013),
Aspergillus sydowii (Ketna et al., 2013), Aspergillus sydowii (Ketna et al., 2013). Ainsi, I’industrie
du textile s’intéresse aux cellulases bactériennes (Gusakov et al., 2000 et Ando et al., 2002).

Les cellulases sont ¢galement employées dans différentes industries : la production de produits
chimiques, le biocarburant, la brasserie et le vin, les aliments pour animaux, la lessive et les pates et

les papiers (Receveur et al., 2002).
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4. Les protéases, enzymes hydrolysant les protéines

Les protéines sont des macromolécule biologiques formées d'une ou de plusieurs chaines
polypeptidiques (Fournier ef al., 2014). Chacune de ces chaines est constituée de résidus d'acides
aminés liés entre eux par des liaisons peptidiques (Fournier et al., 2014). Au-dela de quelques
dizaines de résidus il s’agit de peptides (Charmot ef al., 2008) et de protéines lorsqu’elles dépassent
une cinquantaine de résidus (Petsko ef al, 2008). Les protéines sont codées par des genes, qui
spécifient 22 acides aminés, dits protéinogeénes, qui sont incorporés directement par les ribosomes
lors de la biosynthése des protéines (Malinge et al., 2016).

Les protéases (ou peptidase) sont des enzymes qui hydrolysent les liaisons peptidiques des
protéines, il s’agit de la protéolyse (Hornebeck ef al., 2009). Elles impliquent plusieurs mécanismes
d’action, ce qui permet de distinguer les grandes familles mécanistiques, selon la nature des acides
aminés du site actif (Veyradier et al., 2011) :

v’ Les proteases a serine : telles que la trypsine (EC 3.2.21.4), spécifique des liaisons
peptidiques dans lesquelles I’acide aminé engagé par son carboxyle est une lysine ou une
arginine (Tapdiqov et al., 2015); la chymotrypsine (EC 3.4.21.1), s’attaque a des liaisons
peptidiques ou le carboxyle engagé est un acide aminé hydrophobe ou aromatique et la
thrombine qui clive le fibrinogeéne en fibrine lors de la coagulation sanguine (Ovaere ef al.,
2009 et Matsuo et al., 2012).

v" Les protéases a cystéine (ou protéases a thiol) : qui possédent une cystéine dans leur sites
actifs comme la papaine (EC 3.4.22.2), spécifique des liaisons peptidiques dans lesquelles
I’acide aminé engagé par son carboxyle est un acide aminé basique, aromatique ou apolaire
(Shokhen et al, 2011), les caspases; protéases qui interviennent dans le processus
d'apoptose (Jegham et al., 2009 et Cabon ef al., 2013).

v' Les protéases acides : agissent a pH acide et possédent un acide aspartique sur leur site
actif (Groeme et al., 2015), telle que la pepsine ; spécifique des liaisons peptidiques dans
lesquelles est engagé un acide aminé aromatique (fonction amine) (Xuesong et al., 2016).

v" Les métalloprotéases : qui possédent un cation métallique, en général un atome de zinc,

telle que la thermolysine (Tauzin et al., 2014).

Ces enzymes sont isolées des microorganismes, tels que les levures : Candida albicans,
Pichias pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Candida lusitaniae qui produisent les enzymes
respectives : caspase, papaine, caspase, une protéase aspartique (Gabrielli e al., 2015; Werner et al.,
2015; Higuchi et al., 2016 et Theron et al, 2014). Elles sont largement utilisées en industrie
(présure, lessives, détergents, produits pharmaceutiques...) (Khan et al., 2013; Baglini¢re et al.,

2013; Souza et al., 2015).
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5. Le milieu de base pour la production des enzymes : le lactosérum

Le lactosérum est le liquide jaune pale qui provient de la fabrication du fromage ou de la
caséine ; ou I’on retrouve la majeure partie de I’eau avec toutes les substances du lait ; pour chaque
kilogramme de fromage fabriqué a partir de 10 litres de lait, 9 litres de lactosérum sont produits
(Kosikowski, 1979). Selon son degré d’acidité et le coagulant, deux grandes classes de lactosérums
sont souvent distinguées ; le lactosérum acide obtenu par coagulation du lait par acidification
provoquée par le métabolisme des bactéries lactiques ou par acidification chimique et le lactosérum
doux obtenu par coagulation du lait avec de la présure (ableau 13). Leur composition chimique varie
considérablement d’un lait & un autre ; selon la source du lait, les traitements chimiques et les
procédés de fabrication (Laplanche, 2004).

Sa principale caractéristique est sa composition en lactose (Nakais et Modler, 2000), qui se
trouve en proportions plus élevées dans le lactosérum doux et constitue la principale source de
carbone et d’énergie pour le développement adéquat de nombreux microorganismes possédant le
systetme [-galactosidase dont les levures (Trystram et al, 1991 et Lejeune et Baron, 1995) qui
intéresse 1’industrie agroalimentaire. Il contient également des protéines solubles ou protéines
sériques qui restent en solution quand on précipite le lait, avec en plus des substances azotées non
protéiques en concentration plus élevée dans le lactosérum doux, résultant de ’action des enzymes
coagulantes ou du métabolisme des bactéries qui se développent dans le lait ou dans le coagulant.
Par ailleurs, la matiére minérale s’aveére plus riche en chlorure et potassium dans le lactosérum
doux ; le calcium est plus important dans le lactosérum acide. (Tableaul3)(Alais, 1981).

Les usines laitiéres déversent plus de 145 millions de tonnes de lactosérum liquide par année
(Audic et al., 2003), ce sous produit jeté dans la nature devient un facteur de pollution redoutable.
Il est devenu indispensable de le recycler et de valoriser ces tonnages ¢élevés pour éviter la menace
polluante (Nakais et Modler, 2000).

Depuis 1994, plusieurs laboratoires de recherches, dans la plupart des pays laitiers, se sont
intéressés a sa valorisation. De ce fait, le commerce international du lactosérum a connu une hausse
annuelle de prés de 25% (Nakais et Modler, 2000). La production de levures ou protéines
d’organismes unicellulaires par fermentation constitue une des voies les plus attractives.

La disponibilit¢ de cette ressource en grande quantité, présente des avantages nutritifs,
technologiques, et commerciaux indéniables. Il est utilisé comme substrat de fermentation pour la
production de différents produits : levure de boulangerie (Gana et Touzi, 2001), acide lactique
(Mehaia et Cheryan, 1986), éthanol (Tin et Mawson, 1993) et enzymes (protéase, amylase,
pectinases, o-galactosidase et cellulase)(Miyakawa, 1992) et matiére grasse (Luquet et Boudier,

1984).
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Tableau 13 : Composition chimique du lactosérum (Alais, 1981)

Parametres Lactosérum doux (g/l) Lactosérum acide (g/l)
Acidité 13,83, 67,16,
Humidité 93,5, 93,
Maticres seches 55-175 55-65
Cendres 4-6 6-8
Lactose 40 - 57 40 -50
Matiere azotée totale 7-11 4,8 -10,5
Matiere grasse 0-5 0-2
Acide lactique 0-0,3 7-8
Chlorure 23-29 2,0-2,2
Calcium 0,4 -0,6 1,2-14
Phosphore 0,4-0,7 0,5-0,8
Potassium 1,4-1,6 1,2-1,5

(1): Degré DORNIC. (2) : %

Synthése bibliographique
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1. Matériel biologique et repiquage des souches sur boites de pétri

Le travail porte sur la production d’enzymes thermostables secrétées par des levures isolées
par Dr Dakhmouche-Djekrif Schehrazad a partir des grains de blé d’une région du Sahara Algérien
« Biskra » située a I’Est et considérée comme un écosysteme extréme (température maximale:
49.5°C, pluviosité annuelle: 120-150 mm). Les souches ont ét¢ conservées a (-80°C) dans des
cryobilles.

Une seule bille de chaque souche est plongée dans de I’eau distillée stérile avec une agitation
modérée afin d’obtenir des suspensions cellulaires. Pour chaque souche, trois boites (avec deux
répétitions) sont ensemencées en surface sur des milieux de culture puis incubées pendant 48h a

40°C (Annexe 1). Chaque opération est réalisée en triple.

2. Sélection de la souche la plus performante dans la production d’enzymes

A partir des boites initiales, des colonies levuriennes sont récupérées dans des tubes a vis
contenant de 1’eau distillée stérile afin de préparer les solutions de suspensions cellulaires. Apres
une agitation légere, une goutte de chaque suspension est déposée au centre des dix boites de pétri
(avec deux répétitions).

La sélection est effectuée sur un milieu additionné de substrat spécifique a 2% servant de
source de carbone pour la mise en évidence de Iactivité de chaque enzyme. Le milieu de sélection
des protéases est additionné de lait UHT (Annexe 2). Les boites sont ensuite incubées a 40, 42, 45,
47 et 50°C pendant 24 a 48h. Apres incubation, une lecture est effectuée toutes les 24heures par

observation de la zone de croissance. Chaque opération est réalisée en triple.

3. Mise en évidence sur boites des activités enzymatiques

Le principe de la mise en évidence est la détection des zones de lyse par I'utilisation de
réactifs spécifiques.

3.1.La mise en évidence de ’activité de I’alpha amylase

Le réactif utilisé est le lugol qui donne une coloration bleue avec 1’amidon (Tatsinkou F.B. et
al., 2005). L’hydrolyse de ’amidon par I’a- amylase produite par la levure se visualise par une zone

de lyse. Les produits sont les dextrines, le maltose et le glucose (Zareian et al., 2005 ).

3.2.La mise en évidence de Pactivité de 1a maltase et de la cellulase

Afin de visualiser les activités cellulolytique et maltasique des souches repiquées, les boites
sont couvertes avec la solution de Rouge Congo a 1% pendant 20minutes permettant au colorant de
se fixer. L’excédant de colorant non fix¢é est éliminé et remplacé par une solution de NaCl (5N)
pendant 30minutes. Finalement, le NaCl est ¢liminé et les boites rincées délicatement a 1’eau

distillée.
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Les plages de lyse apparaissent alors décolorées (un jaune-orange) par rapport au reste du
milieu qui est rouge (Moubasher ef al., 2010). Une collection des souches ayant une activité

cellulolytique et/ou maltasique est ensuite constituée.

3.3.La mise en évidence de ’activité de la pectinase
Les boites sont recouvertes par une solution d’iodine potassium iodide (lg iodine, 5g

potassium iodide et 330 ml H,O) et laissées a température ambiante pendant 20 minutes. L’activité
pectinolytique est mise en évidence par I’apparition de zones claires autour des colonies (Fernandes-

Salomao TM et al., 1996).

3.4.La mise en évidence de I’activité des protéases

L’activité protéasique est estimée par la mesure des diametres des zones de lyse de la caséine
autour des zones de croissance sur gélose additionnée de lait UHT (annexe 2). (Ronald et Harold,
1970).

4. Cinétique de production enzymatique de la souche d’intéreét
L’étude de la cinétique de I’a-amylase et de la maltase a été réalisée pendant 84 heures pour la

souche L5 répondant positivement aux tests amylolytique, maltasique et pectique.

4.1.Préparation de ’'inoculum
La souche d’intérét (L5) conservée au réfrigérateur a une température de 4°C est repiquée sur
milieu YPGA a 40°C pendant 48h. Une suspension de la souche est ensuite préparée dans un flacon

d’eau distillée stérile (20 ml).

4.2. Dénombrement des cellules

Le dénombrement cellulaire se fait par comptage sur la cellule de Thomas
(0.100mm/0.0025mm?) par observation optique aprés une dilution de 1/10 de la solution mére de
fagon a obtenir une densité optique mesurable par spectrophotométre. La densité optique de la

suspension est déterminée a 600nm (Abs < 0.500). (Annexe 4).

4.3. Milieu de base pour la production des enzymes

Le milieu choisi pour la culture de la levure sélectionnée est a base de lactosérum déprotéiné
dans le but de revaloriser ce déchet de I'industrie fromageére. Le lactosérum est déprotéiné par la
technique de précipitation des protéines apres ajustement du pH a 4.6 puis chauffé a 100°C pendant
45 min dans un bain-marie. Apres filtration avec papier Whatman, le surnageant obtenu est stocké a

4 °C dans des flacons fermés hermétiquement.
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4.3.1. Préparation du milieu
Le milieu de base est additionné de substrat inducteur, extrait de levure, une solution de sels et

une solution d’oligoéléments (Annexe 5). Le pH est ajusté a 5 et le milieu réparti dans vingt huit
Erlen-Meyers de 250 ml chacune contenant 50ml, fermée avec du coton cadré et du papier
aluminium. Apres stérilisation a 120°C pendant 20minutes et refroidissement, les milieux sont
ensuite ensemencés avec un taux de 2.5x10° cellules/ml et incubés a 40°C avec une agitation de 100
rpm dans un bain Marie agitateur pendant 84 heures.

Afin de déterminer le temps optimal de production des deux enzymes, des prélévements sont
effectués toutes les 12 heures suivis d’une série de centrifugations des échantillons a 7000rpm
pendant 20 minutes dans le but de séparer la biomasse du surnageant qui est récupéré par la suite

pour le dosage des activités a-amylasique et maltasique et le dosage des protéines.

4.4.Dosage des activités enzymatique
4.4.1. Dosage de ’activité a-amylasique (méthode de Bernfeld 1955)
L’activité amylasique est évaluée par 1’hydrolyse enzymatique de 1’amidon qui libére du

maltose. Ce dernier est dosé par la méthode de Bernfeld (1955) qui utilise I’acide3-5
dinitrosalycilique (DNSA) comme inhibiteur de I’a- amylase.

La réaction est colorimétrique et I’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité du
maltose libérée (Bernfeld, 1955). La concentration des sucres réducteurs correspondants est
déterminée a partir de courbe étalon établie avec des concentrations de maltose variant de 0.4mg/ml
a 2 mg/ml. (Figurel3). L’activité enzymatique est exprimée par unité internationale (U/ml),

correspondant a une p mole de maltose libérée par minute et par millilitre du milieu a 40°C et a pHS.
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0 0,4 0,8 1,2 1,6 2
Concentration maltose [2mg/ml]

Figure 13 : Courbe étalon maltose
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4.4.2. Dosage de I’activité maltasique
L’activité de la maltase est mesurée a 1’aide du réactif glucose oxydase selon la méthode de

Dingeon, 1975), le kit est fourni par (SPINREACT S.A.U) (Annexe 4).

Le principe de cette méthode est basé sur la mesure du pouvoir réducteur du glucose libéré lors de
I’hydrolyse enzymatique du maltose. La réaction est colorimétrique, 1’intensité de la couleur est
directement proportionnelle a la quantité¢ du glucose libéré. L’activité enzymatique est exprimée en
unité internationale qui correspond a une pumole du glucose libérée par minute et par litre de milieu a

40°C et a pH 5. (Figure 14).
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Concentration glucose [2mg/ml]

Figure 14 : Courbe étalon glucose.

4.5.Dosage de protéines
Les protéines sont dosées par la méthode de Lowry et ses collaborateurs (1951). Cette

méthode, a pour principe de mesurer la densité optique de la coloration bleue du complexe
Folin-ciocalteu (acide phosphomolybdo-tungstique), réduit en présence de protéines. La méthode de
Lowry est la résultante de deux réactions :
e Réaction de Biuret qui, en présence de sulfate de cuivre et en milieu alcalin, permet le
dosage des liaisons peptidiques des protéines.
e Réaction du réactif de Folin sur la tyrosine, le tryptophane et dans une moindre mesure la
cystine, la cystéine et I’histidine. Elle entraine une réduction, par perte d’un a trois atomes
d’oxygene et la fixation du cuivre par chélation, facilitant ainsi le transfert d’électrons vers

ce réactif.
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Figure 15 : Courbe étalon des protéines.

5. Etude des propriétés de I’a-amylase et de la maltase de I’extrait brut

5.1. Effet du pH
L’influence du pH sur I’activité est déterminée dans un intervalle de pH [3 a 7] avec des

variations de 1 unité, en utilisant les tampons citrate et phosphate :
e Acide citrique (0.5M) / phosphate de sodium dibasique (0.5M) : pour pH 3 et pH 4.
e Phosphate monopotassique (M/15) / phosphate disodique (M/15) pour pH 5, pH 6 et pH 7.

Cette manipulation permet la détermination du pH optimal.

5.2.Effet de la température
L’effet de la température d’incubation est étudié¢ dans I’intervalle de 40 a 100° C (avec un pas

de 10°C) en mesurant I’activité enzymatique de I’extrait brut incubé pendant 30 min au pH optimal.

5.3. Stabilité thermique
L’activité résiduelle de ’enzyme est estimée a 70, 80, 90 et 100° C chaque 30 min durant 120

minutes. La courbe de I’activité enzymatique en fonction du temps permet le calcul de la demi-vie

de I’enzyme pour chaque température testée.

6. Traitement statistique
Les courbes et tableaux ont été réalisés avec le logiciel Excel (2007).
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1. Repiquage des souches et sélection des levures ayant une meilleure croissance

(b)

Figure 16 : Repiquage des quatre souches levuriennes T, L1, LS et L10 isolées du blé
d’écosystemes  arides (Sud algérien, Biskra), aspect macroscopique aprés 48h
d’incubation a 4°C. (a): T, L1 et L10 sur milieu YPGA; (b): L5 sur milieu PDA et
Sabouraud.

Les quatre souches testées: L1, L5, L10 et T (isolées d’écosystémes arides, région de
Biskra, Sud Algérien) sont cultivées a 40°C sur des milieux de repiquage et de conservation :
YPGA, PDA et Sabouraud dont le substrat commun est le glucose a 2%, comme seule source de
carbone pour la croissance de la levure. Les souches L5 et L10 témoignent une bonne croissance,
quand aux souches L1 et T, elles présentent une croissance assez faible et ce aprés plusieurs jours
d’essai. Les souches L5 et L10 sont donc sélectionnées pour le test screening afin de sélectionner de
la souche la plus performante pour la production des enzymes : a-amylase, maltase, pectinase,
cellulase et maltase. D’aprés I’identification faite par le laboratoire, les souches L5 et L10

s’apparentent a la levure Clavispora lusitaniae.

45



Résultats et discussion

2.Mise en évidence des activités enzymatiques sur milieu de base solide (boite
de pétri)

Test screening : la sélection de la souche la plus performante pour les activités

maltasique, amylolytique, pectique, cellulosique et protéasique

Nous avons réalis€¢ des tests pour mettre en évidence la production de 05 enzymes (o-
amylose , maltase, pectinase, cellulose et protéase) par deux souches de levure L5 et L10 isolées
du blé stocké dans une niche écologique aride (Biskra, Sud Est, Algérie). L’induction de chaque

enzyme est faite par un substrat (2% de substrat) (Annexe2) approprié pour chaque enzyme.

Apres révélation spécifique (voir chapitre matériel et méthodes), les résultats sont rapportés

dans les tableaux ci-dessous.
L’examen des tableaux rapportant les photos des zones de lyse montre que :

v' La croissance de la levure L10 et la production de ’a-amylase (YPSA) et de la maltase
(YPMA) sont possibles a des températures ne dépassant pas les 45°C. La température

optimale de croissance et de production est de 42°C.

v La croissance de la levure L5 et la production des enzymes : a-amylase (YPSA) et
maltase (YPMA) sont possibles a des températures ne dépassant pas les 45°C. La

température optimale de croissance et de production est de 40°C.

v La croissance de la levure L5 et la production de la pectinase est possible dans
I’intervalle de température allant de 40 a 47°C, avec une meilleure activité a 47°C et

des activés relativement faibles sont observées en dehors de cette température.
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Tableau 14 : Mise en évidence des activités enzymatiques de la souche L10 sur milieux solides et

spécifiques aprés 48 h d’incubation a différentes températures. (YPMA: Yeast Peptone-extract-

Maltose-Agar;, YPSA: Yeast Peptone-extract-Starch-Agar;, YPPA: Yeast Peptone-extract-Pectin-

Agar; YPCA: Yeast Peptone-extract-Cellulose-Agar et Gélose caséinée).
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Tableau 15 : Mise en évidence des activités enzymatiques de la souche L5 sur milieux spécifiques
aprés 48h d’incubation a différentes températures. (YPMA: Yeast Peptone-extract-Maltose-Agar,
YPSA : Yeast Peptone-extract-Starch-Agar ; YPPA : Yeast Peptone-extract-Pectin-Agar ; YPCA :

Yeast Peptone-extract-Cellulose-Agar et Gélose caséinée).
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Aprés 48 h d’incubation a différentes température dans une gamme allant de 40 a 50°C en

fonction du milieu, on a pu constater les diamétres de zone de lyse suivants pour les deux souches :

Tableau 16 : Diamétres de zones de lyse des souches L5 et L10.

Souche L10/Diamétre | 40 °C 42 °C 45°C 47 °C 50°C
zonedelyseenmm 110 L5 |L10 L5 L10 L5 |L10| L5 |L10| L5
a-amylase 83 | 8 | 8 & | 2 | 43 | 0 0 0 0
Maltase 2 45|10 | 4 4 4 0 0 0 0
Pectinase 0 1 0 4 0 4 0 48 0 0
Cellulase 0 0 0 0] 0 0 0 0 0 0
protéase 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

La lecture du tableau confirme les observations faites a partir des tableaux rapportant les

photos des zones de lyse et montre que :

e A 40°C : lactivité a-amylasique est mieux exprimée par la souche L5 avec une zone de
lyse de 85 mm.

e A 40°C : l’activité maltasique est mieux exprimée par la souche L5 avec une zone de
lyse de 45 mm.

e A 47°C : I’activité pectique est exprimée uniquement par la souche L5 avec une zone de
lyse de 48 mm.

e Les deux souches L5 et L10 ne sont pas productrices de cellulase et de protéases.

En conclusion, la souche L5 est productrice des trois enzymes : o-amylase, maltase et
pectinase avec une activité o-amylasique et pectique relativement plus importantes que ’activité
maltasique apres 48 h d’incubation a des températures de croissance dépassant les 40°C. Les deux

souches de levures L5 et L10 ne sont pas productrices de cellulase et de protéase.

Par conséquent, la souche L5 de Clavispora lusitaniae, par sa performance dans sa production
de 'a-amylase et de la maltase sera donc sélectionnée pour la suite des études sur la production des

enzymes par culture en batch et leurs caractérisations
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3.Cinétique de production en batch de I'c-amylase et de la maltase par
Clavispora lusitaniae

La cinétique de croissance de Clavispora lusitaniae nous a permis de suivre I’évolution les
activités enzymatiques et la concentration en protéines durant 84 heures d’incubation. Les résultats

de la cinétique de ’a-amylase et la maltase sont représentés respectivement dans la figure ci-

dessous.
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Figure 17 : Evolution cinétique des activités a-amylasique et maltasique au cours de la fermentation

par Clavispora lusitaniae (sur milieu optimisé a base de lactosérum a 100%, pH 5, 40°C, 100 rpm).

La levure présente donc une cinétique classique de croissance. La synthése de I’enzyme
commence en faible quantité des le début de la fermentation, permettant une adaptation de la levure
au milieu de culture. L’a-amylase est synthétisée d’une facon précoce par rapport la production des
protéines avec des pics atteint a 24 h et 60 h respectivement, quant a la maltase, la synthése de
I’enzyme et des protéines se fait simultanément, soit des pics observés apreés 60 h d’incubation. A

ces temps optimums, les activités spécifiques respectives sont 1545,85 U/mg et 144,8 U/mg.

Ce décalage dans la synthése de I'a-amylase permet une séparation aisée de I’enzyme,
contrairement a la maltase ou le taux de protéines augmente rapidement durant la phase
exponentielle (de 7,2 a 16,37 mg/ml), expliquée par la synthése d’enzymes et en particulier les
hydrolases (Arnaud et Guiraud, 1999). Ensuite, il décroit et se stabilise a une concentration
minimale évaluée a 8,69 mg/ml. Cette baisse des protéines s’explique probablement par 1’attaque
des protéases libérées lors de la lyse cellulaire (Bouix et Leveau, 1999) ou par la variation du pH au
cours de la fermentation, qui affecte la perméabilité membranaire entrainant un ralentissement de

’activité enzymatique et de la croissance (Boiron, 1996).
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L’évolution rapide de la reproduction cellulaire, caractérisée par une phase d’accélération, puis
une phase exponentielle, permet d’atteindre une activité maximale de 17,68.10° U pour ’a-amylase
au bout de 24 h de fermentation et 2,37.10° U pour la maltase aprés 60 h. La période, au cours de
laquelle une enzyme est obtenue a partir de la culture, est un facteur important dans la production
d'enzymes. La plupart des rapports de la littérature ont confirmé que la sécrétion maximale
d'enzymes se produit généralement a la fin de la phase exponentielle et au début de la phase
stationnaire. Ce taux semble faible mais relativement satisfaisant tant que le milieu n’est pas encore
optimisé. Nous constatons que la croissance de la souche pour les deux enzymes varie avec la durée
d’incubation. Comparativement a d’autres études portées sur des souches de levure productrices

d’a-amylase et de maltase, ces quantités d’enzymes sont trés importantes :

v L’a-amylase : les activités maximales de la méme espéce rapportées par Ranjan et Sahay
(2015) et Djekrif (2016) a des temps optimums respectifs de 24 et 28h qui corroborent avec
celui constaté pour la souche de la présente étude (24 h) sont : 76.96 U et 22038U. Par ailleurs,
des activités beaucoup moins importantes ont été constatées sur d’autres souches levuriennes
telles que : lipomyces sp. avec 6582 U cultivée sur un milieu a base de déchets de dattes
(Merabti, 2006), Candida guilliermondii LGZ 14, Candida famata LGZ et Candida sp. LGZ
12 sur un milieu synthétique liquide avec des activités respectives de 88 U, 17 774 U et 575
U (Lagzouli M. et al., 2007), Candida tropicalis LVX8 avec 171.33U (Maizan et al., 2016) et
Candida guilliermondii CGL-A10 avec 2,304.19 + 31.08 U (Acourene et Ammouche, 2012).
De plus, comparée aux a-amylases recombinantes ayant un systéme d’expression de levure,
I’activité maximale de 1’enzyme produite par Clavispora lusitaniae & savoir : 17,68.10° U ; est
supérieure a 2838 U de Pichia pastoris apreés 144 h de fermentation (Zeng et al., 2011) et
65.6.10” U de Candida albicans aprés 105 min.

v/ La maltase : la production de la maltase est faible comparée a 1’a-amylase de la méme
souche : 17,68.10°U vs 2,37.10°U a 24h et & 60h respectivement. Mais également inférieure a
celle produite par d’autres souches levuriennes comme : Saccharomyces sp. (Claude, 1985 ;
Sablayrolles et al., 2007 et Blanc, 2008) et Candida sp. avec une activité maximale de 72,56U.
(Boukail et Maazi, 2015). En revanche, comparée aux maltases recombinantes ayant un
systéme d’expression de levure, I’activité maximale de I’enzyme produite par Clavispora
lusitaniae A savoir : 2,37.10° U ; est supérieure aux activités maximales respectives de : 0.6 U,
0,107 U et 0,0025 U de : Schizosaccharomyces pombe a 37°C aprés 24h (Okuyama et al.,
2005), Ogataea polymorpha aprés 24h (Viigand et al., 2016) et Saccharomyces cerevisiae
aprés 36h (Zhang et al., 2015) mais inférieure a 3810U de Saccharomycopsis fibuligera a
25°C apres 2h de fermentation.
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Selon Gupta et al. (2003), la sécrétion d'enzymes se produit au maximum a la fin de la phase
de la croissance en raison de la réduction de la répression catabolique car les nutriments sont épuisés
dans le milieu de croissance, ce qui laisse suggérer que ’o-amylase ainsi que la maltase sont
produites aux dépens de la dégradation de ’amidon et des oligosaccharides. Le méme constat a été
signalé par Djoulde (2004), suite a la fermentation du manioc par sa propre microflore (levures,
moisissures et bactéries). Ce type de profil, a également été rapporté par Tatsinkou et ses
collaborateurs (2005) et par Kocher et Katyal (2003), Aspergillus niger pour des levures
ascomycetes cultivées respectivement, sur des milieux a base de blé et de pomme de terre ainsi que

pour la levure Saccaromyces cerevisae cultivée sur un milieu a base de jus de raisin (Nehme, 2008).

A partir de la 24éme heure pour I’a-amylase et la 60°™ heure pour la maltase , les activités
enzymatiques ralentissent, puis arrive la phase stationnaire (d’une durée de 48h et 24h,
respectivement) ou la croissance exponentielle s’arréte et les cellules conservent une activité
métabolique, mais leur structure biochimique subit des modifications (Leclerc et al., 1995 et Bouix et
Leveau, 1999) entrainant ainsi une baisse progressive de I’activité arrivant a la phase de déclin
(décroissance) caractérisée par une diminution de la concentration cellulaire et donc du poids sec des
cellules productrices d’enzymes qui résulte de I’inactivation des enzymes, due aux conditions
défavorables du milieu (épuisement en source d’énergie), a l'interaction avec d’autres métabolites
secrétés dont certains peuvent avoir un effet inhibiteurs (enzymes telles que les protéases ou
substances toxiques : l’eugénol 4-allyl-2-méthoxyphénol, 1,2,4-triazine Carbazole...) (Priyanka
Singh et al, 2016 ; Guangcheng Wang et al., 2016), ou aux changements de pH affectant
négativement le rendement en enzymes ; jusqu’a atteindre des activités minimales respectives de
11,2 .10°U et 550U a la fin de la fermentation. (Hesseltine et al., 1976 , Leclerc et al., 1995 ,
Romero et al., 1998, Scriban., 1999, Haq et al., 2002 , Ramachandran et al., 2004, Nehme et al.,
2008).

En conclusion, en batch (Erlen de 250 ml contenant 50 ml de milieu de production), dans des
conditions de température a 40°, pHS et une agitation de 100 rpm, apres 24h et 60h d’incubation, la
souche Clavispora lusitaniae produit respectivement, des activités de 1’ordre de 17,68.10°U pour
’a-amylase et de 2,37.10°U pour la maltase. Le décalage dans la synthése de I’a-amylase permet
une séparation aisée de 1’enzyme, contrairement a la maltase. Ce résultat indique que les deux
enzymes ne sont pas associées en un complexe binaire, cette hypothése doit étre vérifiée par

I’¢lectrophorése PAGE et SDS PAGE.
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4.Etude physico-chimique de I’a-amylase et de la maltase de Clavispora
lusitaniae de I’extrait brut

4.1.Effet de la variation du pH sur les activités a-amylasique et maltasique de
Clavispora lusitaniae

La courbe de l’activité a-amylasique et maltasique de Clavispora lusitaniae en fonction du
pH, dans une gamme de 3 a 7,a l'allure d’une cloche indiquant des valeurs maximales de
96,77.10° U a pH 6 et 23,9.10° U a pH 5, respectivement. (Figurel8).
Les deux enzymes sont actives dans les intervalles respectifs de pH 5-6 et pH 4,5- 6, avec des
optimums a pH 6 et 5. Au dela de ces valeurs, on remarque une nette réduction respective de
I’activité¢ de 74% et 71%. Cette perte est certainement due a I’effet du pH sur I’ionisation des
groupements des chalnes latérales qui maintiennent la structure de I’enzyme d’une part et
interviennent dans 1’activité du site actif d’autre part (Save, 2011,Giancarlo Viberti et al., 1994 et

Soro, 2007).
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Figure 18 : Effet du pH sur I’activité de I’a-amylase et la maltase de Clavispora lusitaniae.

Le pH optimum de 6 de I’a-amylase produite par Clavispora lusitaniae se rapproche du pH
6.8 rapporté par Ranjan et Sahay (2015) pour la méme espece, mais également de celui de
I’enzyme produite par les levures : pH 6.3 pour Schwanniomyces alluvius (Moranelli et al., 1987),
pH 6.2 pour Pichia burtonii (Moulin et al., 1978) et pH 5.6 pour Filobasidium capsuligenum (De
Mot et Verachlert, 1985) et les moisissures Aspergillus tamarii (Moreira et al., 2004) et Aspergillus
niger (Khan et al., 2011 et Djekrif et al., 2016) avec pH 6.5. Ce pH est identique a celui d’autres
levures, soit un pH 6 pour : Schwanniomyces sp. (Benaouida, 2008), Lipomyces sp (Merabti, 2006),
Lipomyces starkeyi (Kang et al., 2004) et Saccharomyces castelli (Fogarty et Kelly, 1980 et
Panchal, 1990).
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Par ailleurs, ’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 occidentalis (Wang et al.,
1989 et Kim et al., 2010). En revanche, il est plus acide que le pH 9 trouvé chez : Schwanniomyces

alluvirus (Moranelli et al., 1987) et candida sp. (Boukhennane et Boudebza, 2014).

La figure 18 montre également que la maltase de ’extrait brut de Clavispora lusitaniae a un
pH optimum acide de 5 avec une activité correspondant a 23,9.10° U. Ce pH acide limite les

contaminations bactériennes.

Le pH optimum de 5 est signalé¢ par un certain nombre d’études sur les levures telles que :
Candida guilliermondii (Iwona Gientka et al, 2016), Candida sp. (Boukail et Maazi, 2015) et
Clavispora lusitaniae (Xu Wang et al., 2016). Ce pH est légérement inférieur & ceux constatés par
Pedro Garcia-Martos et al., 2005 et Z. Lewis et al., 2013 et 2015 pour la méme espéce ; mais aussi
pour des genres levuriens : pH 8.5 pour Wickerhamomyces anomalus (Restuccia et al., 2011), pH7.5
pour Saccharomyces cerevisiae (Pascal et al.,, 2010), pH 7 pour Candida albicans (Frade-Perez,
2016), pH 6.9 pour Pichia kudriavzevii (Silvana et al, 2016), pH 6.7-6.8 pour Saccharomyces
carlsbergensis (Needleman et al., 2014), pH 6.5 pour Xanthophyllomyces dendrorhous (Gutiérrez-
Alonso et al., 2016) et pH 5.5 pour Saccharomycopsis fibuligera (Reiser V. et al., 1995).

Au contraire, un pH plus acide est enregistré chez quelques levures telles que: pH 4.2 de
Saccharomyces cerevisiae (Tdera et al., 2006), pH 4.5 de Schizosaccharomyces pombe (Okuyama et

al., 2005) et un pH variable de 4 a 4.5 chez Lipomyces staekeyi (Kelly et al., 1995).

Ces différences sont probablement dues a une variation de la composition en acides aminés et
donc de la conformation structurale du le site actif (Giancarlo Viberti et al., 1994 et Soro, 2007) qui
différe d’une souche a une autre (Vijai K. Gupta et al. 2016) ou chaque enzyme pour une activité
optimale, développe un état de protonation spécifique (Save, 2011) et d’une niche écologique a une
autre, si bien que les caracteristiques physicochimiques de Clavispora lusitaniae isolée
d’écosysteémes différents sont variables (Z. Lewis et al., 2013, Z. Lewis Liu et al, 2015, Ranjan et

Sahay 2015, Diekrif, 2016).

En conclusion, ’a-amylase de Clavispora lusitaniae a un pH optimum de 6, semblable a celui
des a-amylases fongiques mais différent de celui des a-amylases bactériennes, qui ont parfois des
pH optimums plus alcalins (pH 8) (De Souza et Martins, 2000 et Cordeiro et al., 2002) quant a la
maltase, elle a un pH 5 acide, proche de celui d’autres levures et moisissures (Vijai K. Gupta et al.,

2016). Clavispora lusitaniae produit donc une a-amylase neutre et une maltase acide.
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4.2.Effet de la température sur les activités a-amylasique et maltasique de
Clavispora lusitaniae

La courbe de P’activité amylasique et maltasique de la souche Clavispora lusitaniae en
fonction de la température dans une gamme de 40 a 100°C a pH optimum, a I’allure d’une cloche.

(Figurel9).
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Figure 19 : Effet de la température sur I’activité de 1’a-amylase (pH 6) et la maltase (pH 5) de

Clavispora lusitaniae.

De 40 a 50°C, Dl’activité reste relativement faible, ’enzyme est active dans D’intervalle de
températures de 65 a 80°C avec un optimum a 70°C avec une activité maximale de 150,64.10° U. En
effet, la température optimale des amylases levuriennes varie entre 40°C a 60 °C et peut atteindre les
70°C (Panchal, 1990). Quant a la maltase, 1’activité augmente négligemment, I’enzyme est active
entre 75 et 90°C et atteint une activité maximale (260 U) a 80°C, cette température élevée est
directement corrélée a la source de croissance de la levure (Daniel et al., 2009) ; Biskra, Sahara, Sud

Algérie dans la présente étude.

Au dela de ces valeurs, une baisse progressive de l’activité maltasique est enregistrée a
100C° : variation de 200 U soit une perte de 77% ; et une chute brutale de 74% pour 1’a-amylase,
lorsque la température passe de 70°C a 90°C et reste stationnaire au-dela de 90°C. Ces résultats
montrent que la température exerce un effet significatif sur ’activité des enzymes. 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 ef al., 2004 et Qiao W ef al.,

2014).
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Des études menées sur I'a-amylase de la méme souche montrent une variation de la
température optimale : 54° C (Djekrif et al., 2014) ou 37°C (Ranjan et Sahay, 2015). Malgré une
température optimale ¢levée (60 °C), elle demeure inférieure a celle d’autres especes de levures :
70°C pour Pichia polymorpha et Lipomyces starkeyi (Kelly et al., 1985, Panchal, 1990, Kang et al.,
2004). Par ailleurs, I’a-amylase de certaines souches levuriennes a une température optimale
moyennement inférieure a ’enzyme de notre souche ou la température optimale varie entre 40 et
60°C : 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),
Schwanniomyces occidentalis (Wang et al., 1989), 55°C pour Lipomyces sp (Merabti, 2006) et 60°C
pour Schwanniomyces sp (Benaouida, 2008) , Lipomyces kononenkoa et Saccharomyces castelli

(Kelly et al., 1985 et Prieto et al., 1995).

Comparés aux bactéries et moisissures productrices d’a-amylases, cette température est proche
des bactéries thermophiles, Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Thermonospora
viridis et Bacillus cohnii (Fogarty et Kelly, 1980 ; Panchal, 1990 ; Cordeiro et al., 2002 et Yasser et

al., 2013) avec des températures optimales oscillant de 65 a 76°C.

Les résultats obtenus pour la maltase, montrent que la température optimale de cette enzyme
produite par Clavispora lusitaniae, de 80°C, dépasse largement les valeurs rapportées par la
littérature sur la méme espéce a savoir : 35, 45, 60 et 50°C (Pedro Garcia-Martos et al., 2005 ; Z.
Lewis et al., 2013 et 2015 et Xu Wang et al., 2016) mais aussi celles d’autres genres levuriens ayant
des optimums compris entre 30 et 60°C : 30°C pour Saccharomyces cerevisiae (Tdera et al., 20006),
35°C pour Schizosaccharomyces pombe (Okuyama et al., 2005), 38°C pour Candida guilliermondii
(Iwona Gientka et al., 2016), 40°C pour Candida sp.(Boukail, 2015), 40°C Saccharomyces logos
(Chiba et al., 2003), 42.5°C pour Saccharomycopsis fibuligera (Reiser et al., 1995), 45°C pour
Culex quinquefasciatus dans Pichia pastoris (Akinloye et al., 2012), 48°C pour Candida albicans
(Frade Perez et al., 2016) et Saccharomyces carlsbergensis (Needleman et al., 2014), 50°C pour
Pichia kudriavzevii (Silvana et al.,2016), 52.5°C pour Saccharomyces cerevisiae (Matsusaka et al.,
1999) et 60°C pour Xanthophyllomyces dendrorhous (Gutiérrez et al., 2016), Lipomyces staekeyi
(Kelly et al., 1995) et Neurospora crassa dans Pichia pastoris (Xue Pei et al., 2016).

Le comportement thermique des enzymes de notre souche peut étre expliqué par la

caractéristique du climat aride (Biskra, Algérie) (Daniel ef al., 2009 et Bhalla_et al., 2013).
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Nous pouvons conclure que Clavispora lusitaniae a un potentiel de produire une a-amylase et
une maltase thermostables, que 1’on peut qualifier de thermophiles ; car elles conservent leur
intégrité structurelle et par conséquent, leur activité dans un intervalle de 65°C a 80°C pour I’a-
amylase et 75°C a 90°C pour la maltase, température pas en dessous de 50°C, caractéristique des
enzymes thermophiles (Vieille et Zeikus, 2001). Ces températures optimales élevées nous ont

motivées a étudier la stabilité des enzymes a des températures supérieures.

4.3.Effet de la thermostabilité sur les activités a-amylasique et maltasique de
Clavispora lusitaniae

L’étude de la stabilit¢ thermique de I’o-amylase et la maltase produites par Clavispora
lusitaniae isolées de Biskra (Sud Algerien), est testée a différentes températures : 70, 80, 90 et

100°C. Les résultats sont représentés dans les figures 20 et 21.

4.3.1. Effet de la thermostabilité sur ’activité a-amylasique
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Figure 20 : Effet de la thermostabilité sur I’a-amylase de Clavispora lusitaniae.

L’analyse de la figure 20 montre qu’a 70°C, I’enzyme est pratiquement stable et conserve 79%
de son activité pour un traitement de 2heures. Une exposition de I’a-amylase a des températures de
80°C et 90°C pendant 90 min lui fait perdre 24% et 23% de son activité initiale, respectivement. A
100°C, I’enzyme perd progressivement son activité jusqu'a 61% pour un traitement thermique de

120 min. Les demi-vies sont les suivantes :
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- Supérieure a 120 min a 70°C.
- Supérieure a 120 min a 80°C.
- Supérieure a 120 min a 90°C.
- Estde 120 min a 100°C.

En effet, 'a-amylase de plusieurs souches isolées du blé de la méme région que Clavispora
lusitaniae , montre une stabilité relativement semblable a la notre, des demi-vies de 150 min a 80°C
et de 90 min a 90°C pour la moisissure Rhizopus oryzae (Ait kaki, 2004) et 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 thermostabilit¢ relativement faible a 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 écosystémes extrémes) montrent une thermostabilité assez élevée, voisine

de celle de Clavispora lusitaniae a 100°C avec une demi-vie de 120 min (Benaouida, 2008).

Nos résultats se rapprochent également de ceux obtenus a partir des levures : Schwanniomyces
alluvius jugées par Moranelli et al., 1987 productrices d’a-amylases trés thermostables, Lipomyces
kononenkoae (Prieto et al., 1995) et certaines bactéries telle que Bacillus sp. (Cordeiro et al., 2002),
mais différents de ceux des levures non productrices d’a-amylases thermostables (Barbier, 1997),
exceptées celles qui sont génétiquement modifiées. Par ailleurs certaines levures et moisissures
comme : Pichia burtonii (Powers et al., 2001) et Paecilomyces sp. (Zenin et al., 1993), possedent a
45°C (température assez faible) une thermostabilité inferieure a celle enregistrée chez Clavispora

lusitaniae avec des demi-vies respectives de : 10 min et 120 min.

En revanche, la thermostabilité de notre enzyme dépasse largement les valeurs rapportées par
Ranjan et ses collaborateurs (2015) sur la méme levure dans une gamme de température de 5 a 40°C
ou 'o-amylase est stable a 37°C pendant 48h ; celle de Cryptomyces sp. (Lefuji et al.,1996) ou
I’enzyme conserve uniquement 20% et 10% de son activité apres des traitements thermiques de 30
min a 80°C et a 90°C. A 45°C, Pichia burtonii a une demi-vie de 120 min (Powers et al., 2001).
L’alpha amylase recombinante de Pichia pastoris est thermostable a 60°C pendant 60 min avec une
conservation de 80% de son activité initiale, les demi-vies sont de : 40 min a 80°C et 10 min a 90

(Chen et al., 2007).
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4.3.2. Effet de la thermostabilité sur I’activité maltasique
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Figure 21 : Effet de la thermostabilité sur la maltase de Clavispora lusitaniae.

D’apres la figure 23, la maltase de Clavispora lusitaniae reste stable a 80C° aprés 30min de
traitement thermique ou la levure conserve 86% de son activité initiale et perd 41,6% aprés un
traitement thermique de 2heures. L’enzyme conserve 38 et 35% de son activité initiale a 90 et
100C°, respectivement, aprés 120min d’incubation. Cela indique qu’au dela de sa température

optimale, la maltase commence a perdre sa stabilité progressivement. Les demi-vies sont de :

- 85 mina 100°C.
- 100 min a 90°C.

- Supérieure a 120 min a 80°C.

Comparée a des ¢études antérieures, des similitudes de thermostabilit¢ de 1’enzyme sont
signalées chez la maltase recombinante de Clostridium acetobutylicum GXO01 dont le systéme
d’expression est Thermoascus aurantiacus QS 7-2-4 (Pang ZW et al, 2016) et la maltase de :
Ganoderma lucidum ou I’enzyme possede une demi-vie de 10 min a 80°C (Guizhi Liu et al., 2016),
Pichia kudriavzevii (Silvana et al., 2016), Xanthophyllomyces dendrorhous (Gutiérrez et al., 2016),
Candida guilliermondii (Iwona Gientka et al., 2016) et Candida sp (Boukail et Maazi, 2015) ainsi
que chez les moisissures : Thermotoga naphthophila (Kaleem Igbal et al., 2016) et Thermoascus
aurantiacus (Carvalho et al., 2010), Sporotrichum thermophila (Bala et al., 2016) et Sporotrichum
thermophila (Bala et al., 2016). Chez Fusarium oxysporum, I’enzyme montre une stabilité¢ a 80°C

avec une demi-vie de 180 min et conserve 83% de son activité initiale (Folasade M et al., 2016).
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Les résultats obtenus se rapprochent de ceux de Lipomyces staekeyi (Kelly et al., 1995) et
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 espece des thermostabilités

inférieures a celle de notre souche.

Cette thermostabilité a une température ¢élevée (80°C) et une demi-vie de 120 min dépasse
largement celle enregistrée chez un certain nombre de levures avec des températures beaucoup
moins importantes dont: Saccharomycopsis fibuligera, Schizosaccharomyces pombe et
Saccharomyces logos avec les demi-vies respectives de : 60 min a 25°C (Reiser et al, 1995),
480 min a 40°C (Okuyama et al,, 2005) et 2160 min a 27°C (Chiba et al, 2003) et d’autre part, les
moisissures : Aspergillus niveus, avec des demi-vies de 104 et 78 min a 60 et 65°C respectivement
(Da Silva et al, 2009) et Xanthophyllomyces dendrorhous, Aspergillus niveus et Thermus
thermophilus avec les demi-vies respectives de : 60 min a 40°C (Marin et al., 2006) et 78min a
65°C (Tony Marcio da Silva et al., 2009) et 195 min a 70°C (Cheng Zhou et al., 2015).

En revanche, d’autres études rapportent une maltase plus thermostable a des températures
supérieures a celle de Clavispora lusitaniae telles que : Thermococcus sp qui reste stable a une
température tres €levée : 130C° avec une demi-vie se situant entre 30min et 60min (Kay Terpe et al.,
2013), Sulfolobus acidocaldarius, Pyrococcus furiosus, Pyrococcus woesei, Thermotoga
naphthophila et Pyrococcus furiosus avec les demi-respectives de : 108 min a 105°C (Chen L. et al.,
2005), 60 min a 105C° (Gal et al., 2013), 15 min a 98°C (Freddy Boehmwald et al., 2016), 15 min a
98°C ( Freddy Boehmwald et al., 2016), 5.21 min a 97 (Kaleem Igbal et al, 2016) et 12h a 95C°
(Ping Wang et al. 2016).

Ces différences de comportement vis-a-vis du traitement thermique s’expliquent probablement
par le patrimoine génétique particulier a chaque espece, leur origine, I’influence du biotope (zone
aride désertique et semi-aride) ainsi que les conditions expérimentales (la température, le pH et la
composition du milieu de fermentation) qui font que les souches développent des mécanismes de
lutte et d’adaptation, spécifiques a leur niche écologique (Hasper et al., 2002 et Michele Michelin et
al., 2010) entrainant la sécrétion d’enzymes dont la structure particuliere est en lien avec la
thermostabilité, en particulier grace la richesse en résidus cystéines et en glucides (une glycosylation
excessive) (Xu et al, 2002 ; Prakash et Jaiswal, 2010 et Vieille et Zeikus, 2011).

Les levures ne sont pas connues par leur résistance a la température élevée, alors que certaines
bactéries sont considérées comme thermorésistantes. Des études ont montré que la cohabitation des
bactéries et des levures dans le méme milieu peut avoir pour conséquence un transfert de génes des
bactéries vers les levures, justifiant ainsi le comportement thermique inhabituel des deux enzymes
de la souches levurienne étudiée, Clavispora lusitaniae, comparables a celui des amylases

bactériennes (Fossi et al., 2005). En effet, la transformation génétique se produit lorsque différents
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microorganismes sont cultivés sur le méme milieu (Gasson et Davies, 1984 ; Hofer, 1985; Deak et
al., 1986 ; Cocconcelli et al., 1986). La composition du milieu et les conditions environnementales

sont des facteurs qui régissent ce processus (Fossi et al., 2005).

Par ailleurs, d’autres facteurs, comme la composition en acides aminés, les interactions
hydrophobes (Dill, 1990), la présence de certaines liaisons dans la structure secondaire et tertiaire
des protéines enzymatiques : liaisons hydrogénes, liaisons secondaires, liaisons ioniques et ponts
disulfures (Matsumura et al., 1989 et Boel et al., 1990, Mallick et al., 2002 ; Roovers et al., 2004 et
Elleuche et Antranikian, 2013), ponts salins et cofacteurs (Vieille et al., 2001), permettent de
consolider la structure de I’enzyme et donc sa résistance au traitement thermique (Scriban, 1999).
D’autres paramétres 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 Ca2+ et Zn2+
participent a la structure des amylases (métallo-enzyme a Ca2+ et Zn2+) et augmentent
considérablement leur stabilité (Saxena et Singh, 2011 et Smitha ez al., 2015).

La thermostbilit¢ de nos enzymes s’explique probablement par I'un ou I’ensemble des facteurs
évoques.

En conclusion, les pourcentages particulierement élevée de conservation des deux activités
enzymatiques et dépassant largement les valeurs rapportées par la littérature sont des indices qui
qualifient les enzymes produites par la levure Clavispora lusitaniae isolée du bl¢ d’une région du
Sahara Algérien (Biskra) parmi les enzymes thermostables. L.’ a-amylase semble étre plus stable que

la maltase produite par la méme souche.

Cette propriété thermique, confere aux enzymes une grande stabilité, une activité élevée et
donc un meilleur rendement pendant des durées prolongées d’hydrolyse. De plus, le risque de
contamination par des bactéries mésophiles communes diminue ; un avantage important du point de
vue de la production enzymatique ainsi que la purification (Vieille et Zeikus, 2001) ce qui offrent

des aptitudes industrielles.
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Le Laboratoire dans lequel est fait ce travail, a fait plusieurs études sur la production
d’enzymes diversifiées a partir de souches fongiques. Ainsi, il dispose d’une mycothéque enrichie
en moisissures et levures vivant dans plusieurs niches écologiques arides en Algérie (SAHARA,
SUD ALGERIE). Aussi, les souches levuriennes utilisées pour cette étude sont gracieusement
offertes par le Docteur DJEKRIF-DAKHMOUCHE S. qui les a isolées du blé dur stocké a Biskra
(Sud-est Algérie).

L’objectif principal de cette étude est la sélection de levures productrices d’enzymes
thermostables. Quatre souches : T, L1, L5 et L10 ont été repiquées sur milieux solides ; les souches
L5 et L10 ont donné une meilleure croissance et ont été sélectionnées pour un screening réalisé sur
milieu solide (Boite de Pétri) pour la mise en évidence de 05 enzymes: a-amylase, maltase,
pectinase, cellulase et protéase. Les deux souches testées, L5 et L10 sont cultivées sur un milieu a
base de substrat inductible pour chaque enzyme. Ces milieux solides sont incubés dans une gamme
de température allant de 40°C a 50°C. Apres plusieurs jours de culture, les levures ont montré une
bonne croissance et ont produit 02 enzymes amyllolytiques (a-amylase et maltase dans I’intervalle
de température 40 — 45°C) et la pectinase a 47 °C pour la L5. Cependant, la souche LS5 s’avere plus

performante.

La production est ensuite réalisée sur un milieu liquide (en batch). Une cinétique de production
de l'o-amylase et de la maltase par la levure LS, Clavispora lusitaniae, sur une durée de
fermentation de 84 heures a 40°C et a 100 rpm, est menée sur un milieu optimisé a base de

lactosérum ajusté a pH 5. Les profiles cinétiques montrent que les deux enzymes ne sont pas

. oy . e s 3 \
produites en quantité égale et en méme temps : ’a-amylase a une activité de 17,68.10" U apres 24

heures d’incubation alors que la maltase a une activité de 2,37.103 U apres 60 heures de

fermentation. La production de I’a-amylase est précoce par rapport a la maltase, cependant les deux
produits sont associés (I’activité maltasique est directement corrélée a I’activité amylasique).
L’extrait brut de Clavispora lusitaniae a un pH optimum de 6 pour l'a-amylase et une
température optimale de 70°C et un pH optimum de 5 et une température optimale de 80°C pour la
maltase. Ces caractéristiques de cinétiques, de pH et de températures optimales laissent supposer
que les deux enzymes ne constituent pas un complexe binaire. Cette hypothése doit étre vérifiée par

I’¢lectrophorése PAGE et SDS PAGE.

Ces températures optimales ¢levées nous ont motivées a étudier la stabilité¢ des enzymes a des

températures supérieures.
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v' L’o-amylase de I’extrait brut demeure pratiquement stable a 70°C pendant toute la
durée du traitement thermique (2 heures). Une exposition de I’enzyme a des
températures de 80°C et 90°C pendant 90 min, lui fait perdre 24% et 23% de son
activité initiale, respectivement. A 100°C, I’enzyme perd progressivement son activité,
sa demi-vie est de 120 min. A 70 °C, I’ a-amylase de Clavispora lusitaniae a une

demi-vie illimitée (a voir au-dela de 84 Heures).

v' La maltase de Clavispora lusitaniae reste stable a 80°C aprés 30min de traitement
thermique : conservation de 86% de son activité initiale. Aprés un traitement
thermique de 2 heures, la maltase perd 42 % avec une demi-vie d'environ 120min a
80°C. A 90 et 100°C, I’enzyme conserve 38 et 35% de son activité initiale
respectivement aprés 120 min d’incubation : demi-vies respectives de 100 et 90min. A
80 °C, les deux enzymes (a-amylase et la maltase) ont des demi-vies supérieures a
120 min.

v I’ a-amylase de Clavispora lusitaniae semble étre plus stable que la maltase

produite de la méme souche.

Avec ces  quantités appréciables d’enzymes et ces propriétés physico-chimiques

exceptionnelles, I’a-amylase et la maltase de la levure Clavispora lusitaniae peuvent étre utilisées

en industries pharmaceutiques ou autres apres leur purification et leur immobilisation pour les

rendre encore plus stables et les et recycler les enzymes en fin de processus.

Au terme de cette étude, nous envisageons les perspectives suivantes :

v
v

Une optimisation du milieu de production, pour un meilleur rendement.

Une culture en semi-pilote pour vérifier 1’adaptation de la souche aux conditions
industrielles.

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.
Produire ces enzymes par la méme souche, par fermentation solide (SSF pour se rapprocher
des conditions initiales de vie de la levure) et choisir le procéd¢ le plus rentable.

Produire la pectinase, autre enzyme glycolytique par la souche Clavispora lusitaniae, la
purifier et la caractériser.

Rechercher chez Clavispora lusitaniae d’autres enzymes d’intérét, pouvant ouvrir a d’autres

applicationsindustrielles.
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Abstract

Yeast Producer of Glycolytic Extracellular Thermostable Enzymes, Production (Solid
Media and Batch Mode) and Characterisation of Produced Enzymes.

The main aim of this study is to select yeasts which produce two thermostable enzymes. We
have proceeded by monitoring 2 yeast strains in solid media (cell-culture dish) and brought out 5
enzymes: a-amylase, maltase, pectinase, cellulase and protease. The two tested strains: L5 and L10
(isolated from an arid ecosystem, Biskra, south Algeria) are cultured in media essentially made of
substrate which is inducible for each enzyme. The temperature at which these solid media are
incubated range from 40°C to 50°C. After a few days of culture, L5 and L.10 have grown well and
produced 2 amyllolytic enzymes (a-amylase and maltase in temperatures ranging from40°C to
50°C) as for the pectinase, it was produced at 47°C by L5. This L5 strain proved to be more
efficient. According to the lab identification, the latter strain is linked to the yeast called Clavispora
lusitaniae. Then, the strain in question is cultured in batch mode in 100% acid lactoserum media
(deproteinised, enriched and supplemented with inducing substrates for a-amylase and maltase) in
order to keep track of the two enzymes’ excretion kinetics in the following conditions: 50 ml of
deproteinised lactoserum adjusted to pH 5 put inside a 250 ml conical flask and incubated at a
temperatureof 40°C with a stirring speed of 100 rpm. The results show that the two enzymes are not
synthesised at the same time i.e. 24 hours for the a-amylase with 1545.85 U and 60 hours for the
maltase with 144.8 U. This result indicates that the two enzymes are not linked in a binary complex.
However this hypothesis should be verified using electrophoresis type PAGE and SDS PAGE. Upon
studying pH and temperature effects on both enzymes, we have concluded that a-amylase produced
by Clavispora lusitaniae is active at a pH range of 5/6.5 and a temperature range of 65°C/85°C
reaching optimum state at pH 6 and 70°C whereas maltase is active at a pH range of 4.5/5 and a
temperature range of 75°C/90°C reaching optimum state at pH 5 and 80°. Both enzymes have
undergone a 120-minute thermal treatment with different temperatures: 70°C, 80°C, 90°C and
100°C. At 80°C the half-lives of both enzymes are longer than 120 minutes, at 100°C the half-life of
a-amylase is 120 minutes whereas the maltase is less stable with a 90 minute half-life. The
Clavispora lusitaniae’s o-amylase is then more stable than maltase produced by the same strain.
With these noticeable quantities of enzymes and these exceptional physicochemical properties, the
a-amylase and the maltase of the yeast Clavispora lusitaniaecan be of great use in pharmaceutical
and other industries when they are made more stable and recyclable by purification and

immobilisation

Keywords: Yeast, Clavispora lusitaniae, o-amylase, Maltase, Thermostability, Arid Ecosystem
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Annexes



Annexe 1 : Milieux de repiquage et de conservation des souches

o YPGA (Yeast Extract Peptone Glucose Agar)

Utilisé pour la conservation de la souche. Il contient le glucose comme source de carbone.

Extrait de levure : 5g

Peptone : 10g

Glucose : 20g
Eau distillée : 1000ml

o PDA (Potato Dextrose Agar)
Utilisé pour I’adaptation de la souche a I’amidon.

- Extrait de pomme de terre : 1000ml
- Glucose : 20g
- Agar: 20g

Préparation de I’extrait de pomme de terre :

200g de pomme de terre non pelés, lavés et découpés en petits dés sont portés a ébullition dans un
litre d’eau distillée pendant lheure. Ils sont ensuite écrasés, filtrés et I’extrait récupéré est complété

a un litre d’eau distillée.
o Sabouraud
Un flacon de 200ml du milieu Sabouraud a été fourni par le laboratoire Pasteur d’Alger.

- Eau distillée : 1000ml
- Glucose : 20g

- Agar: 15¢g

- Peptone : 10g



Annexe 2 : Milieux de la mise en évidence des activités enzymatiques

YPMA ( Yeast Peptone Maltose Agar)
Extrait de levure : 15g

Peptone : 20g

Maltose : 20g

Agar : 20g

Eau distillée : 1000ml

YPSA (Yeast Peptone Starch Agar)
Extrait de levure : 15g

Peptone : 20g

Amidon : 20g

Agar : 20g

Eau distillée : 1000ml

YPPA (Yeast Peptone Pectin Agar )
Extrait de levure : 15g

Peptone : 20g

Pectine : 20g

Agar : 20g

Eau distillée : 1000ml

YPCA (Yeast Peptone Cellulose Agar)
Extrait de levure : 15g

Peptone : 20g

Cellulose : 20g

Agar : 20g

Eau distillée : 1000ml

Gélose Caséinée

Caséine : 100 g

Agar:20 g

Eau distillée : 1000 ml. Stériliser par autoclavage a 115° C/ 10 min.



Annexe 3 : Préparation des réactifs révélateurs

o Rouge Congo pour les milieux YPMA et YPCA
- 1% de poudre de Rouge Congo dans 100ml d’eau distillée.

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

- Jlode métalloide I, : 1 g

o Lugol pour le milieu YPPA
- lgde diiode (I2)
- 5g d’iodure de potassium (KI)

- Eau distillée : 330ml

Annexe 4 : Le dénombrement cellulaire par comptage sur la cellule de Thomas

Carrée 3
Aire = 0,05 mm x 0,05 mm = 0,0025 mm?2

Volume = 0,0025mm2 x 0,1 mm = 2,5 x 10-4 mm3 = 2,5 x 10-7 ml

nombre de cellules comptées X le facteur de dilution X le facteur de convertion

[Concentration cellulaire] = - , -
nombres de carrés X le volume d un carré

136x10%x10°
128x%0.00025

[Concentration cellulaire] = = 42.5 X 10° cellules/ml

. . 6 . . , . .
Pour une concentration cellulaire de 2.10° et par application numérique, nous aurons besoin de :
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Annexe 5 : Milieux de production des enzymes dans les Erlen-Mayers

o Milieu de production complexe de I’alpha amylase
Dans 500 ml de lactosérum (LAUNALAIT) traité, ajouter :
- Extrait de levure : 2.66 g/L
- Amidon : 2.66 g/L.
- Solution de sels : 8.75 ml/L
v' KH2PO4 : 8.5g/100ml
v' K2HPO4 : 1.5 g/100ml
v' MgS04 7H20 : 5g/100ml
v' CaCI2 6H20 : 1g/100ml
- Solution d’oligo elements : 4.3 ml/L
v" CuS04 5H20 : 0.0004g/100ml
v" MnS0O4 4H20 : 0.004g/100ml
v' KI:0.001g/100ml
v FeCl3 6H20 : 0.002g/100ml
- Traitement de lactosérum :
v" Ajuster le pH du lactosérum a 4.6 avec 1’ajout de NaOH 2N
v" Chauffer a 100°C pendant 45 minutes

v’ Filtrer a I’aide du papier filtre whatman

Compléter le volume a 1000ml.



1. Dosage

Annexe 6 : Méthodes de dosage

de P’activité amylasique

Les réactifs

v DNSA

Dissoudre 1g d’acide 3,5-dinitrosalycilique dans 20ml de NaOH 2N et 50ml d’eau
distillée.

Ajouter 30g de tartrate double de sodium et de potassium.

Compléter a 100ml avec de I’eau distillée.

Filtrer et conserver a I’abri de la lumiére dans un flacon fumé.

v" Substrat : Dissoudre 1g d’amidon soluble dans 100ml de tampon phosphate pH5.

Protocole courbe étalonnage :

Concentration mg/ml 0 0.4 0.8 1.2 1.6 2
Solution mére maltose (2mg/ml) 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Eau distillée (ml) 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0
DNSA (ml) 1 1 1 1 1 1

Incuber pendant 10 minutes a 100°C

Refroidir dans un bain de glace

Eau distillée (ml) 10 | 10 10 10 10 | 10

Lire ’absorbance a 540nm

Protocole expérimental

0.5 ml de I’extrait enzymatique dilué dans le tampon phosphate a pHS est ajouté a 0.5 ml de la

solution du

substrat, apres agitation le mélange est incubé a 40°C pendant 30 minutes avec un tube

témoin représenté¢ par le blanc. La réaction est arrétée par 1’addition de 1 ml d’acide 3,5

dinitrosalycilique (DNSA), suivie d’un chauffage a 100°C pendant 10 minutes. Apres

refroidissement dans un bain de glace, 10 ml d’eau distillée sont ajoutés. L’absorbance est déterminé

a 540 nm contre le blanc.



2. Dosage de ’activité maltasique
Les réactifs
Réactif 1 : Tampon Tris pH= 7 100 mmol/l Solution tampon Phénol 0,3 mmol/1
Réactif 2 : Glucose oxydase 10 000 U/l - Enzymes Péroxydase 1000 U/l - Amino 4 -
Antipyrine 2,6 mmol/l
Substrat : Dissoudre 1g de maltose soluble dans 100ml de tampon phosphate pHS.

Le protocole
e Dissoudre le Iyophilisat R2 dans le tampon R1. Protéger de la lumicre.
e Préparer la solution mere : 0,5ml extrait enzymatique + 0,5ml du substrat.
¢ Incubation 40°C pendant 30 min.
e 500 micros litre de la solution mere + 1 ml réactif
e Incubation 37°C pendant 10 min.

e Lire ’absorbance a 505 nm.
Protocole courbe étalonnage du glucose

e Ajouter 0.5 ml de I’extrait enzymatique dilué¢ dans le tampon phosphate a pHS a 0.5 ml de la
solution du substrat.

e Agiter le mélange et incuber a 40°C pendant 30 minutes avec un tube témoin représenté par
le blanc.

e  Arréter la réaction par ’addition de 1 ml d’acide 3,5 dinitrosalycilique (DNSA).

e Incuber au bain marie a 100°C pendant 10 minutes.

e Refroidir dans un bain de glace.

e Ajouter 10 ml d’eau distillée.

e Lire ’absorbance a 540 nm contre le blanc.

3. Dosage des protéines
Les réactifs

Réactif de Folin-ciocalteu commercial a diluer 3 fois dans I’eau distillée au moment de
I’emploi.
Solution réactive
- Solution A : Na2CO3 a 2% dans NaOH 0.1 mol/dm?®.
- Solution B : Tartrate double de Na et K a 20g/dm’.
- Solution C : Sulfate de cuivre CuSO4, 5SH20 a 1%.



Préparation extemporanée de la solution réactive (M) en respectant 1’ordre d’addition des
réactifs et en agitant aprés chaque addition :
- Solution C : 0.5 cm?®.
- Solution B : 0.5 cm?®.

- Solution A : 50 cm?.

Le protocole
-Ajouter a 1ml d’échantillon, 5 ml de la solution M.
-Agiter et laisser reposer 10min a température ambiante.
-Ajouter 0,5 ml de réactif de Folin et agiter, laisser la réaction colorée se développer 30 min a
I’obscurité.

- Lire I’absorbance a 650 nm.

N.B: la courbe étalon est établie avec une solution de sérum albumine bovine (BSA) dont les concentrations

varient de 0-500 pg/ml.

Protocole courbe étalon du BSA

Solution étalon (ml) 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Eau distillée (ml) 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0

Agiter et attendre 10min a température ambiante

Réactif de Folin a 1/3 (ml) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

-Agiter immédiatement chaque tube.

-Lire I’absorbance contre le blanc de gamme a 650 nm.
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Intitulé : Recherche de levures productrices d’enzymes glycolytiques exocellulaires et
thermostables : Production (milieu solide et en batch) et caractérisation des enzymes produites.

L’objectif principal de cette étude est la sélection de levures productrices de deux enzymes
thermostables. Un screening portant sur 02 souches de levures est réalis¢ sur milieu solide (Boite de
Pétri) pour la mise en évidence de 05 enzymes : a-amylase, maltase, pectinase, cellulase et protéase.
Les deux souches testées : LS et L10 (isolées d’écosystémes arides, région de Biskra, Sud Algérien)
sont cultivées sur un milieu a base de substrat inductible pour chaque enzyme. Ces milieux solides
sont incubés dans une gamme de température allant de 40°C a 50°C. Aprées plusieurs jours de culture,
les levures ont montré une bonne croissance et ont produit 02 enzymes amyllolytiques (a-amylase et
maltase dans I’intervalle de température 40 — 45°C) et la pectinase a 47 °C pour la L5. Cependant, la
souche L5 s’avere plus performante. D’aprés I’identification faite par le laboratoire, la souche L5
s’apparente a la levure Clavispora lusitaniae. La souche est ensuite cultivée en batch sur un milieu
a base de lactosérum acide a 100% (déprotéiné, enrichi et supplémenté de substrats inducteur pour I’
a-amylase et la maltase) pour suivre la cinétique d’excrétion des deux enzymes dans les conditions
suivantes : 50 ml de milieu de lactosérum déprotéiné, ajusté a pH 5, mis en Erlen-Meyers de 250 ml
et incubé a 40° C et sous une agitation 100 rpm. Les résultats montrent que les deux enzymes ne sont
pas synthétisées en méme temps : 24 heures pour I'a-amylase a 1545.85 U et 60 heures pour la
maltase a 144.8 U. Ce résultat indique que les deux enzymes ne sont pas associées en un complexe
binaire. Cette hypothése doit étre vérifiée par I’électrophorése PAGE et SDS PAGE. L’étude des
effets du pH et de la température sur les deux enzymes révéle que I’a-amylase produite par
Clavispora lusitaniae est active dans un intervalle de pH de 5 - 6.5 et dans un intervalle de
température de 65 - 80°C, avec des optimums respectifs 8 pH 6 et a 70° C. Quand a la maltase, elle
est active dans une plage de pH de 4.5 - 6 et de température de 75 - 90°C, avec des optimums
respectifs 2 pH 5 et a 80°C. Les deux enzymes amyllolytiques ont subi un traitement thermique
pendant 120min a différentes températures : 70, 80,90 et 100°C. A 80°C, les demi-vies sont
supérieures a 120min pour les deux enzymes. A 100°C, I’a-amylase a une demi-vie de 120min et la
maltase posseéde une stabilité moindre, avec une demi-vie de 90min. L’a-amylase de Clavispora
lusitaniae semble donc étre plus stable que la maltase produite par la méme souche. Avec ces
quantités appréciables d’enzymes et ces propriétés physico-chimiques exceptionnelles, I’a-amylase et
la maltase de la levure Clavispora lusitaniae peuvent étre utilisés en industries pharmaceutique ou
autres apres leur purification et leur immobilisation pour les rendre encore plus stables et les recycler
en fin de processus.
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