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Production et caractérisation de I’a-amylase et de la pullulanase de la levure Clavispora
lusitaniae ABS?7 isolé de blé cultivé et stocké en zones arides

Résumé : Cette étude vise a produire deux enzymes amylolytiques (a-amylase et pullulanase) thermostables
par des levures contaminant le blé récolté dans des zones semi arides et arides (Biskra - Sahara, Sud Algérien)
et capables d’hydrolyser a la fois les liaisons a-1-4 et a-1-6 de polysaccharides comme I’amidon et le
pullulane, molécules d’intérét industriel. Aprés isolement et caractérisation de colonies levuriennes, la
méthode de plate-test-agar permet d’isoler des souches amylolytiques et de montrer que la souche L7 est la
plus performante dans la production enzymatique parmi une douzaine de souches de levures productrices d’a-
amylase et de pullulanase thermostables. L’identification des souches, basée sur les -caractéres
morphologiques, les tests biochimiques et la biologie moléculaire a permis de répartir la population comme
suit : 50% Clavispora lusitaniae (forme anamorph Candida lusitaniae), 25%, Pichia guilliermondii, 8%
Pichia carribbicca, 8% Meyerozyma guilliermondii et 8% Rhodotorula rubra. Par sa richesse en amidon, le
biotope du blé est favorable a la survie des levures amylolytiques. La majorité de ces souches dont la souche
L7 est productrice de pseudo ou vrai mycélium et est tolérante a certains parametres comme la température, la
salinité, les stress osmotique et éthanolique. La souche de levure L7, Clavispora lusitaniae ABS7, semble étre
la plus performante dans la production d’enzymes thermostables. Son identification moléculaire a montré deux
bandes avec I’endonucléase HAE III alors que les autres souches de la méme espeéce de Clavispora lusitaniae
(LS5, L9, L10, L11 et L12) présentent une seule bande.

En conditions optimales (agitation 136,56 rpm, température54,14°C, amidon 2,66g/l, extrait de levure
0,365g/1, sels 8, 75ml/l et oligo-¢léments 4,3ml/l en erlenmeyers de 250 ml), la production maximale atteint
les valeurs suivantes : 13456,36+300 Ul pour I’ a-amylase et 12611, 6+154 UI pour la pullulanase. Ces
performances sont en accord étroit avec la prédiction du modéle statistique évaluée a 13231UI pour
I’a-amylase et 12825,5 UI pour la pullulanase. La production optimisée a pratiquement doublé¢ par rapport a la
production avant I’optimisation (6639,16 Ul pour I’a-amylase et 6308,5 UI pour la pullulanase). En conditions
optimales et en fermenteur de 2 L, la production maximale pour les deux enzymes de la levure Clavispora
lusitaniaeABS7 est obtenue au bout de 28 h avec un optimum de croissance obtenu a 40 heures. La production
des deux enzymes n’est donc pas associée a la croissance. La production maximale des deux enzymes
s’effectue a pH 8. La cinétique est caractérisée par I’augmentation des glucides et une substance nappant la
paroi du fermenteur, probablement un exo-polysaccharide. Le profil chromatographique sur Séphacryl S200
révele deux activités a-amylasique et pullulanasique ¢luées en méme temps que le pic protéique. L élution sur
DEAE-cellulose confirme la présence des deux activités dans la méme fraction. Les deux enzymes sont donc
présentes sur la méme molécule. L’a-amylase et la pullulanase sont purifiées avec un taux de purification de
50,5 et 44,6 respectivement et des rendements respectifs de 23,9% et 21,1%. L’extrait purifi¢ montre une
seule bande sur le gel de SDS-PAGE avec un poids moléculaire estimé a 75KDa et une activité amylolytique
contenant a la fois les activités o-amylasique (indépendante de Ca*") et pullulanasique (une métalloenzyme a
calcium). La souche de la levure Clavispora lusitaniae ABS7 posséde donc une enzyme amylolytique avec
deux sites actifs. La CCM révele une enzyme qui hydrolyse 1’amidon en maltose et glucose et le pullulane en
maltotriose, maltose et glucose, ce qui montre que I’enzyme est saccharifiante et correspond a une pullulanase
de type II (amylopullulase). L’optimisation de I’immobilisation de I’enzyme a permis 1’amélioration de
I’activité: a-amylasique a 4907,75 UI (rendement 72,3 %) et celle de la pullulanase a 4491,83 UI (rendement
70,1%) avec un pH optimum de 8,5.

Il ressort de notre étude que I’amylopullulanase type II libre de Clavispora lusitaniae ABS7 est thermostable
puisqu’elle résiste a un traitement thermique de 75°C pendant 3 heures d’incubation et conserve 88% de son
activité initiale. L’immobilisation a amélioré la thermostabilité des deux activités. Une incubation de 180 min
a 85°C a permis de conserver sensiblement la méme activité résiduelle pour les deux enzymes: 94,33% pour
I’a-amylase et 94,2 pour la pullulanase. Les performances des enzymes amylolytiques de cette souche de
levure (isolée d'un environnement saharien aride) la qualifient de souche d'utilité¢ industrielle en particulier
dans les industries de 1’amidon, du textile et des détergents puisque les enzymes alcalothermostables
de Clavispora lusitaniae ABS7 ont démontré une excellente stabilité et une compatibilité avec les détergents
a lessive commerciales.

Mots Clé: a-amylase, pullulanase, levure, Clavispora lusitaniae optimisation, purification et immobilisation.




Production and Characterization of the a-amylase and pullulanase of yeast Clavispora
lusitaniae ABS7 isolated of wheat cultivated and stored in arid zone

Abstract :This study aims to produce two amylolytic enzymes (a-amylase and pullulanase) by thermostable
wheat contaminant yeast harvested in semi arid and arid zones (Biskra, Sahara, Algeria SUD) and capable of
hydrolyzing both the a links 1-4 and 1-6 of polysaccharides such as starch and pullulan, molecules of
industrial interest. After isolation and characterization of levuriennes colonies, the test method of agar-plate
allows to isolate amylolytic strains and show, that the L7 strain is the most effective, in the enzymatic
production of the 12 yeast strains producing a-amylase and pullulanase the thermostable. The identification of
strains, based on morphological, biochemical tests and molecular biology has helped spread the population as
follows: 50% Clavispora lusitaniae (anamorph form Candida lusitaniae), 25%, Pichia guilliermondii, 8%
carribbicca Pichia, 8% Meyerozyma guilliermondii and 8% Rhodotorula rubra. By its high starch, the wheat
biotope is favorable to the survival of amylolytic yeasts. Most of these strains, including the strain L7,
is producer, pseudo or true mycelium and is tolerant to certain parameters such as temperature, salinity,
osmotic stress and ethanolic stress. The yeast strain Clavispora lusitaniae ABS7 (L7) seems to be the most
efficient in the production of thermostable enzymes. Its molecular identification showed two bands with the
endonuclease HAE III while other strains of the same species Clavispora lusitaniae (L5, L9, L10, L11 and
L12) have a single band. In optimal conditions (agitation 136.56 rpm, temperature 54.14 ° C, starch 2,66g /1,
yeast extract 0,365g / 1, salts 8 75ml / I and trace elements 4,3ml / liter Erlenmeyer flasks into 250 ml), the
maximum production reached: 13456.36 + 300 IU for the a-amylase and 12611, 6 + 154 IU for pullulanase.
This performance is in close agreement with the prediction of the statistical model 13231UI evaluated for
a-amylase and 12825.5 U for pullulanase. The optimized production almost doubled compared to production
before optimization (6639.16 IU for the a-amylase and pullulanase for 6308.5 IU). In optimal conditions, and
2 L fermenter, the maximum production for the two enzymes of Clavispora lusitaniae ABS7 obtained after 28
hours, with an optimum of growth obtained at 40 hours. The production of both enzymes is thus not associated
with growth. The maximum production of both enzymes is obtained at pH 8. The kinetics are characterized by
an increase in carbohydrate and a substance spooning the wall of the fermenter, probably an exo-
polysaccharide. The chromatographic profile on Sephacryl S200 reveals two a-amylase and pullulanase
activities eluted along with the protein peak. Elution DEAE cellulose confirms the presence of both activities
in the same fraction. Both enzymes are present on the same molecule. The a-amylase and pullulanase were
purified with a purification rate of 50.45 and 44.59 respectively and respective yields of 23.88% and 21.11%.
The purified enzyme showed a single band on SDS-PAGE gel with a molecular weight estimated at 75 KDa
and an amylolytic activity containing both the a-amylase activities (independent of Ca*") and pullulanase (a
calcium metalloenzyme). The strain of the yeast Clavispora lusitaniae ABS7 therefore has an amylolytic
enzyme with two active sites. TLC reveals an enzyme which hydrolyzes starch into maltose and glucose and
pullulan into maltotriose, maltose and glucose, which shows that the saccharifying enzyme, and corresponds to
a pullulanase type II (amylopullulase). The optimization of the immobilization of the enzyme enabled the
improvement of the activity: a-amylase to 4907.75 U (yield 72.3%) and pullulanase to 4491.83 IU (yield 70,
1%) with a pH optimum of 8.5. It appears from our study that amylopullulanase type II free is thermostable to
heat treatment of 75 © C for 3 hours of incubation, and retains 88% of its original activity. The immobilization
improved thermostability of the two activities. An incubation period of 180 min at 85 © C made it possible to
retain substantially the same residual activity for both enzymes: 94.33% for a-amylase and 94.2% for
pullulanase. The performance of the amylolytic enzymes of the yeast strain (isolated from an arid Saharan
environment) qualify the strain of industrial utility particularly in starch industries, textiles and detergents
since the alcalothermostables enzymes Clavispora lusitaniae ABS7 have demonstrated excellent stability and
compatibility with the commercial laundry detergents.

Keywords: o-amylase, pullulanase, yeast, Clavispora lusitaniae, optimization, purification and
immobilization.
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ABREVIATIONS

ADN: Acide deoxyribonucléique.

ANOVA: Analyse of Variance.

Aw: Activité de I’eau.

BET : Bromure d’éthidium

C : Celcius

CCM : Chromatographie sur couche mince.
CD: Cyclodextrine.

CGT: Cyclodextrine glycosyltransférase.
CIRM : Centre international de ressources microbiennes.
ClL.: Clavispora.

DEAE: Diéthylaminoéthyle.

DNSA: 3,5 dinitrosalicylique acide.

EDTA: Ethyléne diamine tétraacétique acide.
F: Statistique test Fisher.

h: Heure

IAA: Industrie Agro-Alimentaire.

ITS: Internal Transcribed Spacer.

L: Levure.

Min: minute

MM: Matiére minérale

MS: Matiere séche

NCBI: National Center for Biotechnology Information.
P: Probabilité

PCR: Polymerase Chaine Reaction.

PDA: Pomme de terre-Dextrose-Agar.

PEG: Polyéthyleneglycol.

RAT: Rice-Agar-Tween.

RFLP: Restriction fragment length polymorphism.
Rpm: revolutions per minute (tours par minute).
S: Substrat.

SCP: Single Cell Protein.

SDS: Sodium dodécylsulfate.

TAE: Tris Acétate EDTA.

UL Unité interationale.

USD: United States Dollar.

UV: Ultra-violet.

V: Volte

Vmax: Vitesse maximale.

YCB: Yeast Carbone Base.

YNB: Yeast Nitrogen Base.

YPG: Yeast extract-Peptone-Glucose.
YPGA: Yeast extract-Peptone-Glucose-Agar.
YPPA: Yeast extract-Peptone-Pullulan-Agar.
YPSA: Yeast extract-Peptone-Starch-Agar.
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Les coproduits organiques des industries agroalimentaires (IAA) menacent 1I’environnement
par leur richesse en glucides fermentescibles (lactosérum, marcs de raisin, vinasses, déchets
de légumes ou de fruits, ...). Leur valorisation énergétique recommandée par la REME
(Réseau des entreprises Maghrébine pour 1I’environnement) répond aux différents arguments :
1- La biomasse produite peut étre utile a I’alimentation humaine et animale ; 2- Leur
méthanisation, sous l'action de bactéries appropriées et en l'absence d'oxygene, produit des
biogaz, source de chaleur ou d’¢lectricité ou de carburant pour certains véhicules ; 3- Le
recyclage des co- produits des [AA permet la préservation de 1’environnement.

Les pays en développement, a I'instar de 1’Algérie, rejettent la plupart des déchets dans une
décharge a ciel ouvert. Il devient donc urgent de mettre en place de nouvelles technologies
permettant leur valorisation. Dans le cas particulier de I’industrie fromageére, le lactosérum
représente 90% du volume original du lait utilisé ; il en est ainsi le principal coproduit
(Moletta, 2002). Par sa richesse en protéines et en lactose, il devient un polluant, en particulier
pour les écosystemes aquatiques (Linden et Lorient, 1994) d’ou la nécessité d’essayer de le
valoriser.

Par ailleurs, I’emploi d’enzymes est trés souvent nécessaire dans le domaine des
biotechnologies et offre de multiples possibilités de valorisation des co-produits. Dans
I’industrie de I’amidon, la transformation des produits amylacés par des enzymes
amylolytiques et des processus industriels spécifiques, permet, suivant les cas, la production
de dextrines, de maltose, de glucose et la fabrication de boissons alcoolisées ainsi que des
détergents, des biocapteurs, des biocarburants et des kits de diagnostic et de gestion de
polluants de I’environnement (Khady, 2013). Afin de permettre une optimisation des
processus ainsi qu’une réduction des colits énergétiques et une amélioration de la sécurité
alimentaire et de la qualité des aliments (Minussi et al. 2002), I’utilisation d’enzymes est tres
recommandée.

D’apres les estimations de Reiss (2007) le marché mondial des enzymes devait croitre de 6,5
% par an ; les ventes mondiales en 2015 s’¢levent a 7,4 milliard USD. En 2015 les lipases
constituent 38,5 % du marché mondial, suivies par les amylases a 30,5 % [Marché européen
des enzymes dans les applications alimentaires (Morvan, 2010)]. Les enzymes d’applications
industrielles sont caractérisées par une forte thermostabilité¢ et une reproductibilité dans le
temps. Les amylases sont utilisées dans différents secteurs industriels (IAA, textiles,
papeterie, détergents.....) ainsi que dans le domaine de la santé (aides digestifs). Les amylases
industrielles sont d’origine microbienne, en particulier issues des levures caractérisées par une
thermorésistance avérée.

La demande des enzymes amylolytiques a augmenté suite aux crises énergétiques
pétrolieres. En effet, pour faire face a la raréfaction du pétrole, une troisieme révolution
industrielle est défendue par J. Rifkin depuis 2006 (Rifkin, 2012). Il s’agit de la bioraffinerie
(ou raffinerie du végétal) dont le concept se base sur I'hydrolyse enzymatique totale des
polysaccharides en glucose (comme la cellulose et 'amidon). Le glucose est transformé a son
tour et utilisé pour la fabrication des films agricoles et coating ou de plastifiants et de
matériaux de performances (Octave et Thomas, 2009).
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Pour permettre I’essor des bioraffineries, des efforts de recherche sont encore indispensables.
Il s’agit d’augmenter la productivité des enzymes commerciales, notamment les enzymes
amylolytiques thermostables, et de réduire les colits de production en utilisant notamment des
matieres premicres bon marché et en production continue.

L’objectif principal du présent travail est d’étudier et de caractériser la production de deux
enzymes amylolytiques : I’a-amylase et la pullulanase issues de levures prélevées en milieu
extréme (Biskra- Sahara- Sud Algérien). L optimisation de leur production sur un milieu a
base de lactosérum, est réalisée par des plans statistiques. Par ailleurs, les caractéristiques
cinétiques et physico-chimiques des enzymes amylolytiques (pullulanase et a-amylase) sous
forme libre ou immobilisée ont été déterminées.

Ce manuscrit comprend une premiere partie relatant I’état des connaissances sur les levures et
les enzymes glycolytiques (I’a-amylase et la pullulanase).

La deuxiéme partie expérimentale renferme les techniques et les méthodes ainsi que les
résultats et leur discussion.
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1. Levures
1.1. Généralités

Les levures sont des organismes qui se distinguent des autres champignons par une taxonomie
basée a la fois sur des caractéres morphologiques et physiologiques. Ce sont des
microorganismes eucaryotes avec un ADN double brin (Kurtzman et al., 2011b).

Les levures forment un groupe de champignons eucaryotes avec une paroi cellulaire bien
définie dont la croissance est soit entiérement unicellulaire, soit offrant une combinaison des
hyphes et reproduction unicellulaire. Les 1500 espéces de levures connues appartiennent a
deux phyla fongiques distinctes : Ascomycota et Basidiomycota. Dans chacun de ces phyla,
les levures se différencient selon plusieurs lignées, reflétant ainsi la grande diversité de leurs
origines évolutives et leurs propriétés biochimiques (Lachance, 2011a).

Dans la nature, les levures se trouvent principalement en association avec des plantes ou des
animaux, dans le sol et dans les milieux aquatiques. Leurs faibles exigences en nutriments
permettent un développement rapide. Ainsi, elles sont utilisées comme systémes modeles en
Biochimie, en Génétique et en Biologie Moléculaire. Les levures sont les premiers micro-
organismes a étre domestiqué pour la production de la bicre, du pain ou du vin et continuent
d'étre utilisées pour le bénéfice de I'humanité dans la production de protéines recombinantes
et d'autres substances (Lachance, 2011a). Cependant, certaines espeéces sont pathogénes
comme Candida albicans (Kurtzman, 2011a).

1.2. Taxonomie du modele biologique : Clavispora lusitaniae

Les Clavispora sp. sont des organismes eucaryotes appartenant au régne des champignons.
Kurtzman (2011a) décrit la classification de Clavispora lusitaniae suivante :
Régne : Champignon

Phylum : Ascomycota
Subphylum : Saccharomycotina

Classe : Saccharomycetes

Ordre: Saccharomycétales

Famille: Metschnikowiaceae

Genre: Clavispora

Espéce : lusitaniae

Synonyme : Candida lusitaniae (forme anamorphe)

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

1.3. Caractéristiques des levures
1.3.1. Caractéristiques €cologiques

Les levures sont thallophytes, absorbotrophes hétérotrophes capables de provoquer la
fermentation de matieres animales ou végétales. Dans la nature, elles se trouvent
principalement dans le sol (Thanh, 2006), dans 1’air ( Iefuji et al., 1994) et sur les végétaux
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riches en sucres facilement assimilables tels que les fruits (pommes, raisins (Oteng-Gyang,
1984), les jus de fruits, les légumes, les fruits secs, les sirops, les confiture, etc.... Les levures
des produits alimentaires ne sont pas pathogeénes (pas de production de toxines) mais peuvent
produire, par leur développement, des altérations de la qualité des produits commercialisés
par la formation de troubles, d’odeurs ou de gotits anormaux (éthanol, variation de pH).

La levure Candida lusitaniae est une espece cosmopolite ubiquiste dont la niche écologique
est mal connue (Lachance, 2011b). C’est un organisme saprophyte du tube digestif de
I’homme et de nombreux animaux (mammiferes, oiseaux)
(http://coproweb.free.fr/mycoweb/texte/153.htm) :  06/03/2009. Dans [’environnement,
Clavispora lusitaniae est isolée a partir d’une large gamme de substrats (Tableau 1):
végétaux, animaux, déchets industriels et spécimens cliniques.

Tableau 1: Habitat de Clavispora lusitaniae

Habitats Références

Cornichons Rezki et al., 2013

Dattes Rezki et al., 2013

Ecorces d'arbres RaoR. S. etal., 2008

Déchets de la pomme de terre ~ Ouédraogo et al., 2012

Fromage Prillinger et al, 1999; Jacques et
Caseregola, 2008 et Binetti et al., 2013

Lactosérum Jairath et al., 2012

Yaourt Lopandic et al., 2006

Jus d’orange Covadonga et al., 2002

Jus de fruits Jairath et al., 2012

Mezcal Verdugo Valdez et al., 2011

Pulque lan Hornsey, 2012

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

Agave Pérez-Brito et al., 2015

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

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, 2011b) et I’ Algérie (Rezki et al., 2013 et Djekrif et al., 2014).

1.3.2. Caractéristiques biologiques

Une levure est un mycete unicellulaire avec un cycle biologique comportant une phase
unicellulaire prépondérante. Généralement, les cellules des levures sont plus grandes que
celles des bactéries (de taille de quelques microns a 30 p) avec une forme sphérique ou
ovoide. A certains stades de leur vie, elles peuvent parfois former des filaments et constituer
un pseudo-mycélium (Figure 1) ou un vrai mycélium (Barnett et al., 2000).

Les souches de C. lusitaniae produisent les pseudohyphes avec des chaines de blastoconidies
développées (Lachance, 2011b).
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Figure 1: Pseudomycélium chez Candida lusitaniae
(Pastor-Pascual et al.. 2007)

La reproduction se fait selon deux modes :

- Certaines levures adoptent une reproduction asexuée, par bourgeonnement
multilatéral et division transversale, qui aboutit & la forme anamorphe ou forme imparfaite
(hétérothallique téléomorphe). Les cellules sont ovoides, allongées ou ellipsoidales :
Clavispora lusitaniae est le représentant de ce groupe.

- D’autres se reproduisent de fagon sexuée : certaines arrivent a faire la méiose
comme Candida lusitaniae. Aprés la méiose, les asques s’ouvrent par déliquescence pour
libérer 1 a 4 ascospores de forme conique (Frangois et al., 2001).

1.3.3. Caractéristiques nutritionnelles
1.3.3.1. Nutrition carbonée

Les levures sont des chimiohétérotrophes et ont besoin de composés organiques carbongs,
servant a la fois comme de source de carbone et de source d’énergie pour leur développement.
Toutes les levures sont capables de métaboliser le glucose, le fructose, le mannose (Walker,
2009). Les levures Candida sp. et Clavispora lusitaniae sont capables de fermenter le D-
xylose alors que pour les souches industrielles, il reste inutilisable (Nigam et al., 1985).
D’autres saccharides, des polyols, des alcools (éthanol, méthanol, glycérol), des
polysaccharides (amidon soluble, pectine), ’acide lactique et 1’acide citrique peuvent étre
utilisés par les levures grace aux enzymes de leur capital génétique (Kutzman et Suzuki,
2010). Le glucose peut avoir un effet répressif et inhibiteur sur 1'assimilation d’autres sucres
par les levures (Walker, 1998).

Plusieurs Candida sp. (Candida tropicalis, C. maltosa, C. guilliermondii, C. rugos, C.
lusitaniae et C. utilis) se développent sur une diversité de substrats comme les n-alkanes, les
huiles, les acides gras, le xylose et les glucides (Tanaka et Ueda, 1993; Klein et Favreau, 1995
et Wolf, 1996). Les souches de Schwanniomyces castellii, S. fibuligera produisent la biomasse
a partir de I'amidon non hydrolysé (a partir des pommes de terre ou leurs pelures, 1'amidon
soluble) (Ouédragao et al., 2012) et les hydrolysats de plantes, le motit 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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1.3.3.2. Nutrition azotée
e Sources azotées organiques
Les levures poussent sur des milieux riches en sources azotées organiques (peptone, extrait de
levure et autres). L'extrait de levure constitue le principal stimulateur de la croissance
microbienne en particulier pour les levures (Deak, 2006).

e Une grande variét¢ de composés organiques azotés (glutamine, acide
aspartique, peptides, bases purines et pyrimidines, amines et urée...) peut
couvrir également les besoins azotés de la levure (Walker et al., 1998 et
Deak, 2006). Sources azotées inorganiques.

Toutes les levures sont pratiquement capables d’utiliser 1’azote minéral comme les sels
d'ammoniumu 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).

Généralement, les nitrates et 1’urée ne sont pas assimilés par C. lusitaniae (Frangois et al.,
2001).

1.3.3.3. Effet des facteurs de croissance et des oligo-¢éléments

Les besoins en vitamines varient selon 1’espéce. La levure peut se multiplier en 1’absence de
vitamines ou peut en exiger une ou plusieurs dans le milieu de croissance comme la biotine, la
thiamine, 1’acide pantothénique (Guiraud, 1998). La souche Candida lusitaniae n’a pas besoin
de vitamines pour sa croissance. Par contre, la levure Sacharomyces cerevisae a besoin de
biotine pour croitre. Pour un développement adéquat les levures ont besoin d’oligo-éléments
variés et en trés faible concentration (Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992). Les ions Ca”" ont
un effet significatif sur le métabolisme et la physiologie des microorganismes (Sarikaya et
Gurgun, 2000).

1.3.4. Caractéristiques physiologiques
1.3.4.1. Effet de la température sur la croissance des levures

Les micro-organismes thermophiles poussent a des températures comprises entre 45-80°C
(Rudiger et al., 1995 et Madigan and Martino, 2006). Leur température minimale de
croissance se situe entre 20°C et 50 °C.
Les micro-organismes capables de se développer a des températures comprises entre 50 °C et
60°C sont désignés comme thermophiles modérés : étroitement liés phylogénétiquement aux
microorganismes mésophiles, ils peuvent résulter d’une adaptation secondaire a la vie dans
des environnements chauds de certains mésophiles (Bertoldo et Antranikian, 2002).
La température maximale de la croissance des levures se situe classiquement entre 35°C et
45°C. D’autres levures peuvent se développer a 0°C (Oteng-Gyang, 1984) ou a plus de 50°C:
Candida Slooffii, Saccharomyces telluris et Torulopsis bovina (Bourgois et al., 1988 et
Leveau et Bouix, 1993). Par leur température de croissance, les levures sont classées en :

e Levures psychrophiles : la température maximale de croissance se situe entre 5°C et

20°C.
e Levures mésophiles peuvent se développer entre 0 a 50°C.
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Dans une étude portant sur 600 souches et plus de 100 espéces des genres de Saccharomyces,
Kluyveromyces, Debaryomyces, Pichia, Candida, 98% des levures ont une température de
croissance comprise entre 24 et 48 °C (Deak, 2006). La levure Candida thermophila, isolée
du sol en Corée, croit a 51°C (Shin et al., 2001). Contrairement aux procaryotes, la plupart
des eucaryotes ne résistent pas a des températures supérieures a 60 °C (Madigan et al., 1997).
Raspor et Zupan (2006) notaient une survie des eucaryotes a des températures ¢levées
impliquant probablement la stabilit¢ des membranes des organelles qui doivent rester assez
poreuses pour permettre le passage des molécules telles que I'ATP et ' ARN.

1.3.4.2. Effet du pH et de I’oxygene

Les levures tolérent une large gamme de pH allant de 2,4 a 8,6. L’optimum de pH varie de 4
a 6,5. Les levures du genre Candida se multiplient activement en milieu acide, de pH 2 a pH
6 mais peuvent survivre a pH 9. (http://fr.wikipedia.org/wiki/Candida genre): 20/05/2008.
Toutes les levures sont capables de se développer en présence d’oxygeéne ; il n’y a pas de
levures anaérobies strictes, certaines sont aérobies strictes : Rhodotorula, Rhodosporidium,
Lipomyces, Saccharomyces, Cryptococcus, Sporobolomyces, Hansenula, Pichia, Torulopsis et
Debaryomyces (Bouix et Leveau, 1991). D’autres sont aéro-anaérobies facultatives :

- des levures avec un métabolisme fermentaire méme en présence d’oxygene :

Saccharomyces, Schizosaccharomyces et Brettanoyces et quelques especes de Torulopsis.

- des levures avec un métabolisme respiratoire en présence d’oxygene : Candida,
Kluyveromyces, la plupart des Pichia et Hansenula et quelques especes de Torulopsis (Bouix
et Leveaux, 1991).

1.3.4.3. Influence de I’activité de I’eau et de la pression osmotique

La pression osmotique intervient également sur le développement des levures dont 1’effet
varie d’une souche a une autre. La plupart des souches ne peuvent se développer qu’a des
activités de I’eau inférieure a 0,90. Certaines toleérent des pressions osmotiques plus ¢élevées
correspondant a une activité¢ de I’eau de I’ordre de 0,60 (Tableau 2) 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 (glycérol et
bétaine).

Tableau 2: Activité de I’eau (Aw) minimale pour la croissance de quelques
micro-organismes (Beuchat, 1983 ; Chirife and Maria, 1994)

Microorganismes Aw
Levures
S.cerevisiae 0,90-0,94
Rhodotorula sp. 0,90
Levures osmophiles 0,62
Moisissures
Botrytis cinerea 0,93
Fusarium 0,90
Mucor 0,80-0,90
P. expansum 0,85
A.flavus 0,70
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1.4. Utilisation industrielle des levures ou de leurs enzymes

Les levures sont utilisées par ’homme depuis des millénaires avec une large application, a la
fois fondamentale et industrielle, dans les disciplines scientifiques, alimentaires, médicales et
agricoles., Les levures sont traditionnellement impliquées dans de nombreuses fermentations
alimentaires et la fabrication de produits tels que les biéres, les cidres, les vins, le saké, les
produits de boulangerie, le fromage, les saucisses et autres aliments fermentés. Des procédés
industriels impliquent, depuis longtemps, des levures dans la production d'éthanol-carburant,
de protéines unicellulaires (SCP) pour I’alimentation animale ou d’enzymes industrielles, la
production de vaccins et de caroténoides (Jacob, 1991 et Buzzini, 2000) (Tableau 3).

Tableau 3: Enzymes industrielles produites par les levures (Liese et al., 2000 ; Pandey,2006
et Johnson et Echavarii, 2011).

Chymosine Klyveromyces sp. Préparation des aliments
Saccharomyces cerevisiae
Galactosidase Saccharomyces sp. Applications alimentaires
Glutaminase Zygosaccharomyces rouxii Thérapeutique analyse
Inulinases Candida sp. Applications alimentaires
Klyveromyces marxianus
Invertase Saccharomyces cerevisiae Applications alimentaires
Lactase Candida pseudotropicalis Préparation des aliments
Klyveromyces sp.
Lipase Candida rigosa Préparation des aliments
Pseudozyma antarctica Aromes
Trichosporon fermentum dégraissage
biorestauration
Yarrowia lipolytica thérapeutique
Détergents
Phenylalanine Rhodotorula sp. pharmaceutique
Ammonialyase Rhodosporidium sp.
Phenylalanine Candida boidinii pharmaceutique
déshydrogénase
Phytase Ogataea polymorpha fourrage nutritionnelle

L’extrait de levure constitue un ¢lément nutritionnel important (source azotée et apport en
vitamines du groupe B indispensable), favorable en particulier a la croissance de la plupart
des microorganismes. Les levures participent également a la valorisation des déchets agricoles
et industriels pour la production des protéines, des enzymes et de « SCP » (Spencer-Martins et
Van Uden, 1979).

Les enzymes de levures sont de plus en plus utilisées en industries pour faciliter les procédés
et diminuer le colt énergétique du produit fini en particulier dans les IAA. La recherche de
nouvelles enzymes de levures possédant un potentiel d’application industrielle continue a se
développer. Des levures comme Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae et Hansenula
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polymorpha sont utilisées actuellement pour la production industrielle de protéines et
d’enzymes, y compris les protéines pharmaceutiques (Johnson et Echavarri-Erasum, 2011).
Les levures Yarwinia lipolytica et Rhodotorula glutinis sont utilisées grace a leur capacité a
produire des lipases, dans les industries du pétrole, en blanchisserie, en industrie des
détergents et dans les IAA (Burden et Eveleigh 1990 and Gholam and Sahebeh, 2013). Dans
notre étude, 1'accent sera mis sur la production d’enzymes amylolytiques en particulier, I’a-
amylase et la pullulanase chez la levure Clavispora lusitaniae. A ce jour, peu d’études ont été
menées sur la levure Clavispora lusitaniae.

1.5. Levures amylolytiques

Par leur facilité¢ de culture, les levures amylolytiques ont suscité 'intérét des chercheurs pour
leur application dans les bio-industries (Fossi et al., 2005). Les levures amylolytiques sont
capables de produire différentes enzymes amylolytiques (Tableau 4). Pour cette raison, leur
utilisation dans la production enzymatique est de plus en plus sollicitée (Fossi et al., 2005).

Par ailleurs, I'excrétion des amylases dépend de la composition du milieu de culture (Oteng-
Gyang et al., 1980 et Aiyer, 2005).

1.5.1. Levures productrices d’amylases extracellulaires

Les amylases extracellulaires d’origine levurienne sont trés peu répertoriées: Cryptococcus
heimaeyensis HA7 (Hossam et al., 2011), Trichosporon pullulans, Saccharomycopsis bispora,
Saccharomycopsis capsularis, Saccharomycopsis fibuligera (Endomycopsis fibuligera)
(Gonzalez et al., 2008), Lipomyces starkeyi NCYC 1436 (Graham et al., 2000), Candida sp.
(Hernandez-Montanez et al. 2010) et Candida parapsilosis, Candida glabrata, Rhodotorula
mucilaginosa (De Oliveira et al., 2015) (Tableau 4). Contrairement aux amylases, peu
d’études sont menées sur la production de la pullulanase par les levures. Cependant, depuis
les années 80, 1’activité pullulanasique est mis en évidence chez Candida, Cryptococcus,
Pichia,  Schwanniomyces,  Torulopsis,  Lipomyces,  Trichosporon,  Endomycopsis,
Leucosporidium et Filobasidium (De Mot et Varachtert1984), Aureobasidium pullulans
(Moubasher et al. 2013).
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Tableau 4: Production d’enzymes amylolytiques par les levures

Filobasidium capsuligenum

a-amylase, glucoamylase

De Mot et Varachtert, 1985

Schwanniomyces castelli

a-amylase, glucoamylase

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

Candida utilis, a-amylase Ouédraogo et al., 2012
Candida guilliermondi
Candida famata
Trichosporon mucoides
C. famata et C. guilliermondii Glucoamylase Lagzouli et al., 2007

Candida edax

a-amylase, glucoamylase

Ettalibi et Beratti, 1988

Candida antartica CBS 6678

a-amylase, glucoamylase

De Mot et Varachtert 1987

C.antartica et C. rugosa

Lipases

Jaegar et Reetz, 1998

Wickerhamia sp.

a-amylase

Hernandez-Montanez et al. 2012

Saccharomycopsis capsularis

a-amylase, glucoamylase

Soni et al., 1996

Trichosporon pullulans

a-amylase, glucoamylase

De Mot et Varachtert, 1986

schwanniomyces alluvius a-amylase Moranelli et al., 1987
Schwanniomyces occidentalis a-amylase Dohmen et al., 1989
Invertase Alvaro-Benito et al., 2010
Cryptococcus flavus a-amylase Wanderly et al., 2004
Cryptococcus sp. S-2 a-amylase Iefuji et al., 1996
Saccharomyces diastaticus Glucoamylase Verma et al., 2010
et Endomycopsis capsularis
Aureobasidium pullulans Pullulanase Moubasher et al., 2013
Glucoamylase Federici et al. 1990,

a-glucosidase, o-amylase

Li Haifeng et al., 2007

Amylase

Gaur et al., 2010

Cellulase

Walker, 1998

Lipomyces kononenkoae

a-amylase, glucoamylase

Spencer- Martins et Van Uden, 1979

Pichia burtonii a-amylase Takeuchi et al., 2006
Candida guilliermondii a-amylase Acourene et Ammouche, 2012
Inulinase Gao et al., 2007
Esterase Basaran et Hang, 2000
Saccharomyces cerevisiae a-amylase Acourene et Ammouche, 201

Saccharomycopsis fibuligera

a-amylase, glucoamylase

Gonzalez et al., 2008

Pichia burtonii 15-1

a-amylase

Kato et al., 2007

Kluyveromyces fibuligera

Inulinase et Pectinase

Almeida et al., 2003 et Jain et al., 2012

Yarrowia lipolytica Lipase Fickers et al., 2004
Clavispora lusitaniae a-amylase Ouédraogo et al., 2012
B-glucosidase Freer et Greene, 1990
Phytase Greppi et al., 2015
Naringinase (a-L- Sahota et Kaur, 2015
rhamnosidase

et B-D-glucosidase)
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1.5.2. Systeme amylolytique chez les levures
Le systéme amylolytique des levures est trés diversifié : les principales enzymes de ce

systeme sont 1’a-amylase, la glucoamylase, la pullulanase et la cyclodextrinase (Sills et al,
1984 ; De Mot et Verachtert, 1987; Horn et al., 1988 ; Ouédragao et al., 2012 et Moubasher et
al., 2013).

2. Enzymes amylolytiques et thermostabilité

L’application industrielle d’enzymes amylolytiques nécessite des enzymes thermostables dont
la température optimale est supérieure ou égale 70°C. Aujourd'hui, le marché annuel des
enzymes thermostables représente environ 250 millions de dollars et les amylases
thermostables en occupent une bonne part (Prakash et Jaiswal, 2010).

Ces dernieres années, beaucoup de recherches ont été faites sur la production d'amylases par
les microorganismes thermophiles (Gomes et al., 2007). Leur utilisation dans les procédés
industriels offre les avantages de diminuer le risque de contamination, de réduire le temps de
la réaction, le colt du refroidissement de I’extérieur (Brown et Kelly 1993; Mobini et Javan,
2012 et Nisha et Tulasi, 2013) et d’augmenter la vitesse de diffusion (Lin et al., 1998). Les
principales enzymes amylolytiques utilisées dans 1’industrie de ’amidon sont 1’a-amylase, la
B-amylase, la glucoamylase, la pullulanase, la maltase et ’a-1,6 glucosidase.

La plupart des amylases commerciales sont d’origine bactérienne (Gomes et al, 2003 et

Saxena et al, 2007) pour leur intérét dans la saccharification de I’amidon pour la production,
du glucose, du maltose, du maltotriose et des dextrines (Gomes et al, 2003 et Saxena et al,
2007).
Aussi, Il serait judicieux de trouver des levures a production mixte de I’amylase et de la
pullulanase thermostables capables d’hydrolyser les liaisons a-1, 4 de I’amidon et I’amylose
et a-1, 6 du pullulan et des polysaccharides ramifiés. Ce couple d’endo amylase est désigné
sous le nom « amylo-pullulanase » (Mrudula, 2010; Zareian et al., 2010 et Mrudula et al.,
2011a).

2.1. Classification des glycosides hydrolases (ou amylases)

Selon Gupta et al., 2003, Michelin et al., 2010 et I'Union Internationale de Biochimie et de
Biologie Moléculaire (UIBMB), les glycosides hydrolases (GH) sont classées en trois grands
groupes selon leur mode d’action (Figure 2) :

- Les endoamylases qui hydrolysent les liaisons a-1,4 de I’amylose et de
I’amylopectine (les deux constituants de I’amidon) libérant ainsi des oligosaccharides et des
dextrines. Dans ce groupe, nous retrouvons principalement I’a-amylase (EC 3.2.1.1.

- Les exoamylases, elles regroupent la B-amylase (EC 3.2.1.2), ’a-glucosidase (EC
3.2.1.20) et la glucoamylase ou I’amyloglucosidase (EC 3.2.1.3). Leur action libére des sucres
de faibles poids moléculaires comme le glucose, le maltose et des oligosaccharides.

- Les enzymes débranchantes, elles, hydrolysent les liaisons a-1,6 de 1’amylopectine.
La pullulanase (EC 3.2.1.41) et I’isoamylase (EC 3.2.1.68) appartiennent a ce groupe.

L'action synergique trouvée dans les complexes amylolytiques est bénéfique pour

I'hydrolyse totale de 1'amidon, du pullulane et des polysaccharides ramifiés.
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Figure 2: Modes d'action des enzymes amylolytiques (Bertoldo et Antaranikian, 2002).

2.2. Structure des enzymes de la famille des amylases

Les amylases appartiennent a la famille 13 des hydrolases glycosidiques (GH) (Henrissat et
Davies, 1997). L’a-amylase et la pullulanase posseédent trois domaines A, B et C dans leur
structure spatiale, (Figure 3):

Figure 3 : Structure des amylases
a : Structure de I’a-amylase (De Souza and De Oliveira, 2010).
Le domaine A est indiqué en rouge, le domaine B en jaune et le domaine C en violet. Dans le centre
catalytique, I'ion Ca ** est représenté dans la sphére bleue et 1'ion chlorure dans la sphére jaune.
Les structures vertes sont liées au site actif et aux sites de liaison de surface
b : Structure monomérique de la pullulanase de Klebsiella pneumoniae
www.resb.org/pdb/images/2fh8)



http://www.rcsb.org/pdb/images/2fh8
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- Le domaine A est le plus long et renferme le site actif et le site de fixation du
substrat. Il a la forme d’un cylindre appelé cylindre TIM (Banner et al., 1975 et Mobini-
Dehkoedi et Javan, 2012) et contient les acides aminés Glu et Asp de la catalyse (Fujimoto et
al., 1998). Ces deux acides aminés jouent aussi un role important dans la thermorésistance
(Larpent et Larpent-Gourgaud, 1997).

- Le domaine B a une structure irréguliere (riche en feuillets B) et variable selon la
famille des amylases (Jespersen et al., 1993). Il est impliqué dans la liaison des ions Ca*" qui
jouent un role structural et participent a la stabilité de I’enzyme (Boel et al., 1990, Mobini-
Dehkoedi et Javan, 2012, Elleuche et Antranikian, 2013). Le calcium est également
indispensable pour préserver I’enzyme de 1’attaque des protéases (De Souza et De Oliveira,
2010 et Ozdemir et al., 2013).

- Le domaine C, coté C-terminal et a une structure dite en sandwich de feuillets 8
(Brayer et al., 1995 et Qian et al., 1993) qui participe au repliement post-traductionnel de
I’amylase pancréatique de rat, garantissant ainsi I’activité et la sécrétion de cette enzyme
(Doyon et al., 2002).

Comme toutes les enzymes, les a-amylases et les pullulanases sont des glycoprotéines
(Stefanova et Emanulilova, 1992, Ara et al., 1995) de structure, généralement, monomérique
mais certaines peuvent Etre tétramériques ou dimériques (Kennedy, 1979). La partie
glycosylée des enzymes proteége les enzymes contre la dénaturation et la protéolyse
(Mouranche et Costes, 1985).

La thermorésistance des amylases peut étre expliquée en partie par leur richesse en acides
aminés acides (Asp et Glu) (Larpent et Larpent-Gourgand, 1997).

La fonction thiol des a-amylases n'est pas présente dans le site actif (Kennedy, 1978) mais
impliquée dans la liaison du calcium a I’enzyme (Mouranche et Costes, 1985).

2.3. a-amylase

C’est une glycosidase (EC 3.2.1.1) qui rompt des liaisons osidiques a-1,4 des
polysaccharides (amidon et glycogéne) en libérant du glucose, du maltose et des
maltodextrines solubles de taille variable (Elleuche et Antranikian, 2013). Ces maltodextrines
renferment des points de ramification car l'enzyme ne peut pas hydrolyser les points de
branchement a-1,6 (Hii et al., 2012a). Le substrat classique de 1’a-amylase est 1’amidon,
constitué¢ de I’amylose et I’amylopectine (Figure 4) :
- L’amylose est un polymere linéaire constitué d'un maximum de 6000 unités de glucose
avec des liaisons glycosidiques o-1,4.
- L'amylopectine est composée de courtes chaines linéaires de 10 a 60 unités de glucose
liées par a-1,4 et liées par a-1,6 a des chaines latérales avec 15 a 45 unités de
glucose.
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Figure 4 : Structure de ’lamidon, A Amylose, B : Amylopectine

2.3.1. Sources de I’a-amylase

Les o-amylases sont universellement distribuées a travers les régnes animal, végétal et
microbien (Gupta et al., 2003).

Certaines levures produisent industriellement de ’a-amylase : Candida tsukubaensis CBS
6389, Filobasidium capsuligenum, Lipomyces kononenkoae, Saccharomycopsis capsularis,
Saccharomycopsis  fibuligera, Schwanniomyces alluvius, Schwanniomvces casteilli,
Trichosporon pullulans et Candida isikubaensis (Tableau 4).

2.3.2. Caractéristiques de I’ a-amylase
2.3.2.1. Masse moléculaire

Malgré la grande différence de caractéristiques des a-amylases microbiennes, leurs masses
moléculaires sont généralement dans la méme gamme de 40 a 70 kDa (Gupta et al., 2003). Il a
été rapporté que 1’a-amylase de Chloroflexus aurantiacus possede le poids moléculaire le plus
¢levé des a-amylases avec 210 kDa (Ratanakhanokchai et al., 1992). Gupta et al., 2003, ont
signalé que 1’a-amylase de Bacillus caldolyticus a un poids moléculaire de 10 kDa
représentant la valeur la plus faible. Cette masse moléculaire peut étre augmentée en raison de
la glycosylation comme dans le cas de I’enzyme de 7. vulgaris qui atteint 140 kDa (Omar et
al., 2011). En revanche, la protéolyse diminue la masse moléculaire. L’a-amylase de T.
vulganis 94-2A (AmyTV1) est une protéine de 53 kDa (Hofemeister et al., 1994).
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2.3.2.2.pH

Selon I’origine les a-amylases levuriennes présentent, généralement, des pH optimum entre 4
a 6 (Panchal, 1990). Les pH optimum des amylases levuriennes sont récapitulés dans le
tableau 5.

2.3.2.3. Température

La température optimale des a-amylases varie également selon I’origine du microorganisme.
Elle varie de 30 a 70°C (Tableau 5). Elle est souvent supérieure a celle de la croissance de la
bactérie productrice de l'enzyme. L’enzyme la plus thermostable est celle de la bactérie
Bacillus licheniformis CUMC 305 qui demeure stable a un traitement thermique a 100°C
pendant 4 h (Krishman et Chandra, 1983).

2.3.2.4. Métaux

Les ions Cu®’, Hg”", Ag’" et Zn®" diminuent Dactivit¢ de ’a-amylase de la levure
Cryptococcus sp. (Iefuji et al., 1996), alors que les ions Mg**, Ca**, Na* et PEDTA n’ont
aucun effet sur I’activité de I’enzyme de la méme levure.

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

Candida antarctica 50 62 4.2 De Mot et Varachtert,
CBS 6678 1986
Saccharomyces kluyveri - 30 5 Moller et al., 2004
YKMS
Cryptococcius flavus 75 50 5,5 Wanderly et al., 2004
Saccharomycopsis 54 - - Chi et al., 2009
fibuligera
Lipomyces kononenkoae 38 50 5,5 Spencer-Martins et Van
Uden., 1979
Panchal, 1990
Lipomyces kononenkoae 76 70 4,5-5 Prieto et al., 1995
Wickerhamia sp. 54 50 5-6 Hernandez-Montanez
etal., 2012
Talaromyces pinophilus 58 55 4-5 Liang et al., 2015
1-95
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2.4. Pullulanase

2.4.1. Définition et nomenclature

La pullulanase (pullulan o-glucano hydrolase) (EC 3. 2. 1. 41) est une enzyme de
déramification, capable d’hydrolyser les liaisons o-1,6 contenues dans [’amidon,
I’amylopectine, le pullulane et les oligosaccharides apparentés. Comme la plupart des
enzymes amylolytiques, la pullulanase est une carbohydrase extracellulaire employée dans les
processus de saccharification de 1'amidon (Ara et al., 1995). De nombreux microorganismes
mésophiles, thermophiles et hyperthermophiles sont capables de secréter ce type spécifique
de glucanase (Gomes et al., 2003).

La pullulanase est également connue sous le nom de: dextrinase, amylopectin
6-glucanohydrolase, enzyme debranchante, alpha- dextrine endo-1,6-alpha-glucosidase, R-
enzyme, pullulane alpha-1,6- glucanohydrolase.

2.4.2. Sources de la pullulanase

Les pullulanases sont produites par les plantes (l'albumen des semences de riz ; Yamasaki,
2008) et Sorghum bicolor var. F-2-20 (Ba et al., 2010) et par les microorganismes comme les
bactéries, les champignons et certaines levures (Nisha and Tulasi, 2013).

2.4.2.1. Source bactérienne

De nombreuses bactéries et les archées (mésophiles, thermophiles et hyperthermophiles) sont
productrices de pullulanases (Gomes et al., 2003). Les bactéries anaérobies thermophiles
synthétisent principalement des amylopullulanases: Clostridium thermosulfurogenes (Spreinat
et Antranikian, 1990; Antranikian et al., 1987), C. thermohydrosulfuricum Z 21-109 (Saha et
al., 1990), Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum (Ganghofner et al., 1998) et
Thermococcus profundus (Kwak et al., 1998).

Les bactéries aérobies et thermophiles, comme les especes de Bacillus et Geobacillus, sont
identifiées comme productrices d’amylopullulanase: Bacillus sp. 3183 (Shen et al., 1990),
Bacillus circulans F-2 (Kim et Kim, 1995), Bacillus sp. TS-23 (Lin et al., 1998), Bacillus sp.
KSM-1378 (Ara et al., 1995), Bacillus sp. DSM 405 (Brunswick et al., 1999), Geobacterium
thermoleovorans NP33 (Noorwez et al., 2006). Bacillus sp. US 149 (Roy et al., 2003) et G.
stearothermophilus 1.14 (Zareian et al., 2010). Les archées hyperthermophiles Pyrococcus
furiosus, P. woesei, Thermococcus litoralis et Thermococcus hydrothermalis sont ¢galement
capables de produire des amylopullulanases trés thermostable (Koch et al., 1990; Brown et
Kelly 1993; Rudiger et al., 1995; Dong et al., 1997 et Erra-Pujada et al., 1999,).

2.4.2.2. Source fongique
Peu d’études sont consacrées a des pullulanases fongiques :

- Chez les levures, De Mot et al., 1984 ont étudi¢ la production d'enzymes
extracellulaires dégradant le pullulane par plusieurs souches de levures amylolytiques.
L'activité¢ pullulanasique, la plus élevée, est obtenue avec des especes d’Endomycopsis, de
Lipomyces, de Filobasidium, de Leucosporidium et de Trichosporan. Moubasher et al., 2010,
ont également purifié la pullulanase de type I chez la levure Aureobasidium pullulans.
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- Chez les moisissures Mizuno en 2008 a mis en évidence chez Aspergillus niger
ATCC 9642 la présence d’une isopullulanase qui hydrolyse le pullulane a 40°C et produit de
I’isopanose.

2.4.3. Les types de pullulanase et leur substrat

Le pullulane est un glucane extracellulaire synthétis¢é par le champignon Aureobasidium
pullulans, lorsqu’il est cultivé sur un milieu contenant du glucose ou du saccharose (Kim et
al., 1990a). Ce polysasaharide est composé d'unités polymérisées de maltotriose (liaison a-1,
6) sous forme linéaire (Figure5) (Catley et Whelan, 1971) avec un ratio 2 : 1 de liaisons a-1,4-
glucano et a-1,6-glucano (Kim et al., 1990a). Le plus souvent il est employé comme substrat
modele pour le dosage des enzymes déramifiantes (Plant et al., 1986).

Figure 5 : Structure du pullulane

Le pullulane est uniquement soluble dans l'eau pour former une solution transparente,
incolore et visqueuse (Shingel, 2004). Il a des applications potentielles dans les IAA, les
produits pharmaceutiques et les industries biomédicales (Shingel, 2004 et Singh et al., 2008).
La masse moléculaire du pullulane varie de 1,5 a 8§10 kDa.
La pullulanase attaque le pullulane par l'un des deux modes d'action (représenté sur la figure
6):

- Une exo-action dans laquelle I'hydrolyse est limitée a la liaison glycosidique a-1, 6, la
plus proche de l'extrémité non réductrice, avec la libération progressive du maltotriose.

- Une endo- action ou I’enzyme hydrolyse les liaisons glycosidiques a-1, 6 interne et
externe, avec la production mixte de I'hexa-, nona- et des oligosaccharides plus grands, en
plus de maltotriose (Drummond et al., 1969).
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Figure 6: Modes d’action possibles de la pullulanase

La pullulanase hydrolyse l'amidon ou le glycogéne, par rupture de liaisons o -1,6
glycosidiques. La pullulanase type II est également capable d'hydrolyser les liaisons a -1, 4
(Tableau 6) (Malakar et al 2010).

Tableau 6: Spécificités d’action des pullulanases

Type de pullulanase = Nombre Liaisons Substrat Produits Références
EC hydrolysée préféré formés
Pullulanase type I 3.2.1.41 a-(1,6) Oligo- et Maltotriose Kim et al.,
polysaccharides 1996 et
Bertoldo et
antranikian,
2002
Pullulanase type I1 3.2.141 a-(1,6) Pullulane, Malotriose, Duffner et al.,
(amylopullulanase) Poly- et M¢élange de 2000;
a-(1,4) oligosaccharide | glucose, maltose, | Leveque al.,
(Amidon) et maltotriose | 2000 et Roy
et al., 2003 ;
Zareian et al.,
2010
Pullulan hydrolase | 3.2.1.135 a-(1,4) Pullulane Panose Araet al.,
type I 1995 et Sunna
(neopullulanase) etal., 1997
Pullulan hydrolase | 3.2.1.57 a-(1,4) Pullulane Isopanose Van der
type 11 Maarel et al.,
(isopullulanase) 2002
Pullulan hydrolase | 3.2.1.— a-(1,4) et Pullulane M¢élange de Niehaus et
type 111 a-(1,6) Amidon, panose, maltose, al.,2000
amylose, et et maltotriose
amylopectin Maltotriose et
maltose
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2.4.4. Régulation de la production de la pullulanase : Induction/ répression

Comme la plupart des enzymes, la régulation de la pullulanase est régie par des systémes a
induction / répression et une connaissance de ce meécanisme pourrait contribuer a la
conception d'un milieu efficace d'induction rapide et économique de 1’enzyme (Nair et al.,
2007). L’enzyme est inductible par des polysaccharides avec des liaisons d'a-(1, 6), le maltose
(Antranikian, 1992). Le pullulane peut améliorer la synthése de la pullulanase chez B. cereus
(Nair et al., 2007) ou I’inhiber (Asha et al., 2013), ce qui suggere la répression de 1’enzyme
par son substrat.

2.4.5. Effet de la composition du milieu sur la production de la pullulanase
2.4.5.1. Source de carbone

La source de carbone varie selon les microorganismes. La farine de la pomme de terre a 20%
est la meilleure source pour la production de la pullulanase de C. thermosuifurogenes SV2
(Swamy et Seenayya 1996 et Ramesh et al. 2001). L'amidon, la dextrine et le pullulane
stimulent la synthése de la pullulanase (Melasniemi 1987). Le pullulane montre un effet
inhibiteur pour 1’enzyme de 7. thalpophilus, B. stearothermophilus KP1064 (Suzuki et
Chishiro 1983) et A. aerogenes (Ohba et Ueda, 1973) et un effet activateur pour I’enzyme
d’A. aerogenes (Nisha et Tulasi, 2013).

2.4.5.2. Source azotée

La source azotée est un facteur important pour la croissance et la production de la
pullulanase. L’activité de la pullulanase semble étre également induite par 'extrait de levure
(Nair et al., 2006) et la limitation sévére de 1'azote déprime 1’induction de la pullulanase (Nair
et al. 2007). La tryptone est utilisée pour la production de cette enzyme chez P. furiosus
(Brown et Kelly, 1993), P. woesei (Rudiger et al., 1995), T. ethanolicus 39E (Mathupala et
al., 1993), T. thermosaccharolyticum (Ganghotner et al. 1998) et C. thermohydrosulfuricum
(Melasniemi 1987). La peptone est employée pour la production maximale
d’amylopullulanase par C. thermosulfurogenes SVM17 (Mrudula 2010).

2.4.6. Caractéristiques des pulluanases
2.4.6.1. Masse moléculaire

Contrairement a la masse moléculaire de 1’a-amylase, celle de la pullulanase est plus élevée
et varie de 55 a 450 kDa selon les souches (Tableau 7) : 90 a 450 kDa pour la pullulanase type
II. L’amylopullulanase de T. thalophilus a une masse moléculaire de 79 a 210 kDa (Odibo et
Obi, 1988). A travers ces valeurs nous pouvons déduire que certaines pullulanases sont
monomériques et d’autres oligomériques.
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Tableau 7 : Quelques propriétés des pullulanases

Micro-organisme PM pl pH Température Référence
(kDa) optimal | optimale (°C)
Type I
Bacillus flavocaldarius KP 55 - 7 75-80 Suzuki et al., 1991
1228
Fervidobacterium 240 - 6 85 Bertoldo et al. , 1999
pennavorans Ven 5
Aureobasidium pullulans 73 - - - Moubasher et al., 2010
Type 11
Thermoanaerobacter sp. 450 4.5 5 75 Saha et al., 1990
B6A
Pyrococcus furiosus 110 - 5.5 98 Brown et Kelly, 1993
Pyrococcus woesei 90 - 6 100 Rudiger et al., 1995
Desulfurococcus mucosus - - 5 100 Canganella et al., 1994
Isopullulanase
Aspergillus niger ATCC 69-71 - 3.5 40 Mizuno, 2008
9642
Bacillus sp. US 149 200 - 5 60 Roy et al., 2003
amylopullulanase alcaline
Bacillus sp. KSM-1876 120 5.2 10-10.5 50 Ara et al., 1992
Bacillus sp. KSM 1378 210 4.8 9.5 50 Ara et al., 1995
Pullulane hydrolase type 111
Thermococcus aggregans - - 6.5 95 Niehaus et al., 2000
expressed in E. coli

2.4.6.2. pH

Le pH a une grande influence sur le métabolisme de I'amidon. La plupart des pullulanases ont
des pH optimum acides ou neutres, mais certaines ont des pH optimum alcalin (Tableau 7).

2.4.6.3. Température

La température est le paramétre le plus important qui affecte, a la fois, la croissance et la
sécrétion des enzymes extracellulaires. La température optimale de la pullulanase se situe
entre 40°C et 50°C (Tableau 7). La température optimale des pullulanases thermoactives des
archées hyperthermophiles est de 85 °C pour Pyrococcus woesei (Rudiger et al, 1995) et
105°C pour Pyrococcus furiosus (Brown et al. 1990 et Brown and Kelly, 1993). La
thermostabilité de la pullulanase est maintenue, méme en absence de substrat et des ions Ca*"
(Bertoldo and Antranikian, 2002).

2.4.6.4. Minéraux et certains oligoéléments

Ces ¢léments sont indispensables a la croissance des microorganismes et a la production
d’enzymes. Les sels minéraux comme le chlorure d'ammonium, le nitrate d’ammonium et le
sulfate d'ammonium constituent une source d’azote utilisée pour la culture et la production de
l'enzyme de bactéries: Bacillus sp. 3183 (Saha et al. 1989 b), Bacillus sp. DSM 405
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(Brunswick et al. 1999), Bacillus sp. KSM-1378 (Ara et al.1995), Bacillus sp. TS-23 (Lin et
al. 1998), B. circulans F-2 (Sata et al.1989) et G. thermoleovorans NP33 (Noorwez et
al.2006). L'activité¢ de la pullulanase est fortement inhibée par certains cations a 0,2 mM :
Ni**, Co*", Mg*", Cu®’, Zn*". Par contre, les cations Ca’" augmentent l'activité de la
pullulanase de Bacillus cereus HI5 de 179%. (Hii et al., 2009 b).

2.5. Aspect économique des enzymes

En 2015, Le marché globale pour les enzymes est d’environ de 7,4 milliard $ et il est prévu
d’avoir un taux de croissance annuel moyen de 6,5 % ( Reiss, 2007). Les amylases sont I'une
des enzymes industrielles les plus importantes couvrant, en 2015, 30,5% du marché mondiale
des enzymes apres les lipases qui constituent 38,5 % de ce marché (Morvan, 2010).

La part des carbohydrases constituées d’a-amylases, d’isomérases, de pectiques et de
cellulases est environ de 40 %. Les secteurs de 1’alimentation et les boissons utilisent 90 %
des carbohydrases produites. La vente annuelle des a-amylases dans le marché est estimée
d’étre de 11 millions $. Et la production mondiale des a-amylases de B.licheniformis et
d’Aspergillus sp. est environ de 300 tonnes d’enzymes pures par an (Swetha et al., 2000).

2.6. Application industrielle de la pullulanase et de I’a-amylase

La pullulanase est 1'une des enzymes débranchantes largement utilisée avec I’a-amylase
dans l'industrie de 'amidon pour la production de différents sirops de sucre (Parakash et al.,
2012). Par les progres biotechnologiques, 'application de la pullulanase est étendue a la
chimie pharmaceutique, a I’industrie chimique (détergents pour lave-vaisselle automatique), a
la panification et a la production de cyclodextrines, molécules a intérét pharmaceutiques
(Prakashe et al., 2012).

2.6.1 En glucoserie

Dans les industries de sirop de sucre, I’a-amylase conduit a la préparation de mélanges
d'oligosides lin€aires et ramifiés connus commercialement sous le nom de maltodextrines ou
de sirop de glucose. Quant a la pullulanase, elle acheve I'hydrolyse de I'amidon initiée par I’a-
amylase ce qui augmente la qualité des sirops de sucre. Le traitement de 1’amidon
simultanément avec l’a-amylase et la pullulanase stimule I'efficacité de la réaction de
saccharification et génere des rendements plus élevés du produit final (Saha et al., 1988;
Silva, 2005 et Nair et al., 2006). Les amylases (o-amylase et pullulanase), ayant des pH
supérieurs a 8.0, ont des applications potentielles pour la saccharification de I'amidon dans les
industries de I'amidon (Kim et al., 1995). La pullulanase permet la déramification de 1'amidon
de mais dans la production de certains édulcorants a base de mais (Bertoldo et Antranikian,
2002 et Haki et Rakshit, 2003).

2.6.2. En industrie de la transformation de 1'amidon

La pullulanase est utilisée pour préparer les amidons a haute teneur en amylose. Ils font
I’objet d’'une demande énorme sur le marché (Vorwerg et al., 2002). Les amidons a haute
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teneur en amylose sont d'un grand intérét et peuvent étre transformés en «amidon résistanty
qui présente des avantages nutritionnels (Bird et al., 2000). Contrairement a I’amidon normal,
I'amidon résistant est non digéré dans l'intestin gréle mais il est fermenté dans le gros intestin
par des bactéries de l'intestin pour former des acides gras a chaine courte (butyrate),
bénéfiques pour la santé du colon (Jobling, 2004 et Hii et al., 2012a).

2.6.3. En panification

L'amidon et les enzymes responsables de sa modification sont utilisés par les industries de
cuisson en grande quantité dans le monde entier. L'un des problémes majeur auquel est
confronté l'industrie de cuisson est l'effet de rassissement (Zobel et Kulp, 1996). Ce dernier
conduit & une augmentation de la fermeté de mie, une perte de netteté de la croite, une
réduction de la teneur en humidit¢ de la mie et de la saveur du pain. Ceci réduit
considérablement la qualité du pain et autres produits (Hug-Iten et al., 2003). Ce probléme est
essentiellement résolu par les traitements chimiques. Mais de nos jours, les consommateurs
préférent le traitement enzymatique, donc biologique, avec moins d’effets néfastes sur la
santé. De plus, la pullulanase supprime le brunissement enzymatique anti-rassissement
(Noorwez et al., 2006), ce qui améliore la qualité organoleptique du pain. L'addition d'une
petite quantité de I’a-amylase dans la farine augmente la production de gaz carbonique apres
fermentation et conduit ainsi a l'obtention d'un pain aéré et trés 1éger (Pandey et al., 2000).

2.6.4. En brasserie

Pendant le brassage de la biere, I'amidon est décomposé par I’a-amylase en dextrines et en
sucres fermentescibles pour former un moft sucré. Le houblon est bouilli avec le mott sucré
pour produire le molit houblonné. Les levures agissent alors sur le mofit houblonné
ultimement pour produire de la bicre (Prakash et al., 2012). La pullulanase est ajouté pendant
|'é¢tape de brassage de la production de biere pour rompre les points de branchement de
I'amidon a-1,6, ce qui conduit a la fermentescibilit¢ maximale du mott (Klosowski et al.,
2010). En conséquence, on enregistre une augmentation du rendement en pourcentage de la
production de la bicre a faibles calories (Gaouar et al., 1998).

2.6.5. En industrie des détergents

Divers enzymes alcalines (pH > 8.0) (protéases, a-amylases, pullulanases, lipases cellulases)
sont utilisées comme additifs dans les détergents (Kim et al., 1995 ; Hatada et al., 2001 et
Schallmey et al., 2004). L'utilisation d'enzymes dans les détergents a augmenté ces dernicres
années. De nos jours, 90 % de tous les détergents contiennent ces enzymes (Gupta et al., 2003
et Mitidieri et al., 2006). Les amylases (o0-amylase et pullulanase a pH > 8.0) ont des
applications potentielles pour la saccharification de I'amidon et les textiles et sont également
utilisées dans I’industrie des détergents pour les lave-vaisselles automatiques et les
blanchisseries (Kim et al., 1995; Hatada et al., 2001; Schallmey et al., 2004 et Mukherjee et
al., 2009).
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L'efficacité des enzymes de déramification alcaline peut étre améliorée dans l'eau de lavage
quand elle est utilisée en combinaison avec 1'a-amylase alcaline (Ara et al., 1995), car le
chlore est un activateur de I’enzyme (Aghajari et al., 2002).

2.6.6. En industrie du textile

- Il forme une couche protectrice entourant les fils afin d’éviter leur désagrégation au
cours du tissage.
- Il est utilisé pour la finition des vétements afin de les rendre plus fermes, plus
rigides et plus lourds.
- Il permet I’impression du tissu ou la création de certaines couleurs sur la surface du
textile.
Les amylases alcalines (a-amylase et pullulanase a pH > 8.0) et thermostables conviennent
parfaitement a l'industrie du textile pour la saccharification de I'amidon, en blanchisserie pour
¢liminer l'apprét amylacé et les taches (De souza and De Oliveira, 2010).

2.6.7. En industries des cyclodextrines (CD)

La production de CD est trés simple et comprend un traitement de I'amidon ordinaire avec un
ensemble d’enzymes de modification de I’amidon. Communément, la cyclodextrine
glycosyltransférase (CGTase) est utilisée avec des a-amylases, mais les liaisons osidiques o-
1, 6 d'amylopectine bloquent I'action de la CGTase (Szejtli, 1998 et Prakash et al., 2012). Ces
liaisons sont rompues par la pullulanase et par conséquent, le rendement de la production de
cyclodextrines augmente (Jacob et Rendleman, 1997). Ces produits sont utilisés dans le

domaine médical et pharmaceutique comme stabilisants pour les odeurs de masquage
(Prakash et al., 2012).

2.6.8. Dans le diagnostique et en industries pharmaceutiques

Dans le domaine de diagnostic médical le taux de l'a-amylase dans les liquides biologiques
est un marqueur pour déceler certaines pathologies : insuffisance rénale, insuffisance
cardiaque, oreillons, cancer du pancréas, etc..... (Panday et al., 2000).

Dans le domaine pharmaceutique l'a-amylase est un anti-inflammatoire (Pandey et al., 2000).
Les a-amylases fongiques (résistantes a l'acidité) en association avec des cellulases sont des
médicaments aides digestifs pour éviter les dyspepsies et les fermentations intestinales
(Riviére, 1975).

Les cyclodextrines (CD), produites apres action des pullulanases, permettent d’augmenter la
solubilité et I’absorption des médicaments. La quantité nécessaire de produit €tant ainsi tres
réduite, elle entraine une diminution des effets indésirables (irritations d’estomac) et des cofits
financiers (Prakash et al., 2012).
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2.6.9. Dans la production des gommes alimentaires

Des gommes alimentaires sont des polysaccharides obtenus a partir de sources naturelles. Ces
substances, ajoutées méme en faible concentration aux solutions, provoquent une
augmentation de la viscosité. Elles sont donc utilis€es comme agents épaississants, agents
gélifiants, agents émulsifiants et des stabilisants dans les IAA (Prakash et al., 2012). En outre,
elles sont utilisées dans d'autres industries comme agents liants des adhésifs, agents de
clarification, agents d'encapsulation, agents floculant, stabilisateurs de mousse et agents
gonflants (Prakash et al., 2012). Une des gommes naturelles est la gomme de caroube (LBG:
locust bean gum). 11 s’agit d’un galactomannane (Springer, 1990) extrait des graines de
caroubier dont ’extraction est difficile d’ou son prix élevé.

Ce probleme est résolu par I'utilisation de la pullulanase sur le galactomannane de guar. La
pullulanase supprime les résidus de galactose provenant de la galactomannane de guar pour
produire des galactommananes de guar modifiés (Mysore et al., 2008). Ces derniers ont les
mémes propriétés fonctionnelles que la gomme de caroube avec de meilleures propriétés
rhéologiques comme la viscosité et I'¢lasticité (Shobha et Tharanathan, 2009). Ces
galactomannanes modifiés peuvent étre ainsi utilisés pour diverses applications alimentaires
et non-alimentaires de la gomme de caroube.

2.6.10. En bioraffinerie

La demande des enzymes amylolytiques a augmenté suite aux crises énergétiques pétrolieres.
Pour faire face a la raréfaction du pétrole, la bioraffinerie est apparue depuis 2006 (Rifkin,
2012).

Le concept de bioraffinerie ou raffinerie du végétal se base sur I’hydrolyse enzymatique totale
des polysaccharides, cellulose et amidon, en glucose. Le glucose sera ensuite transformé en
acide succinique pour la fabrication des films agricoles et en coating ou en sorbitol puis en
1sosorbides pour la fabrication des plastifiants et les matériaux de performances (Figure 7).
Pour permettre 1’essor des bioraffineries, des efforts de recherche sont encore indispensables
pour augmenter la productivité des enzymes commerciales, notamment celles des enzymes
amylolytiques thermostables (a-amylase et pullulanase) et réduire le colit de production des
enzymes, en utilisant des matiéres premicres abondantes et bon marché (Octave et Thomas,
2009).
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Figure 7: Exemples d’innovation pour de nouvelles bio raffineries (Ritkin, 2012)

2.6.11. En papeterie

Les amylases solubilisent I'amidon servant a I'encollage et au couchage du papier (Larpent et
Larpent-Gourgand, 1997 et Van Der Maarel et al., 2002). Les amidons a haute teneur en
amylose, obtenus grace a I’action de la pullulanase, sont utilisés dans les produits adhésifs et
dans la production de carton ondulé et de papier (Hii et al., 2012 a).

2.6.12. Dans la production du bioéthanol

La teneur totale des lentilles d'eau en amidon peut varier de 3 a 75% du poids sec en fonction
des especes des lentilles d'eau (Landolt et Kandeler, 1987). Certaines especes comme
Spirodela polyrrhiza, cultivées sur les eaux usées, peuvent contenir une teneur en amidon de
pres de 59% (Cui et al., 2011). La biomasse de la lentille d'eau est hydrolysée par 1’action de
I’enzyme pullulanase et I’amyloglucosidase pour produire des sucres réducteurs (Chen et al.,
2007). Ces sucres sont ensuite convertis en bioéthanol. Le taux global de la conversion de
I’amidon, par l'action de la pullulanase, est tres €levé (Prakash et al., 2012).

2.6.13. En industrie des boissons

Dans l'industrie des boissons, I’a-amylase et la pullulanase hydrolysent 'amidon en sucres
fermentescibles dans la fabrication d’alcool éthylique, de boissons sucrées non alcoolisées et
de jus de fruits (Mamo et Gessesse, 1999 et Olsen et al., 2000).
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1. Isolement des levures
1.1. Echantillonnage

Les microorganismes sont isolés a partir de trois échantillons des grains de blé dur (77iticum
turgidum var. durum) stockés dans trois régions distinctes climatiquement (aride et semi-
aride) Constantine, Oum EIl Bouaghi et Biskra (Figure 8).

Les grains de blé sont fournis par I’Institut Technique des Grandes Cultures (I.T.G.C.) de
Constantine et I’Institut Technique du Développement des Agricultures Sahariennes
(LT.D.A.S.) de Biskra (région aride) et de Oum El Bouaghi.

Pour disposer d’un lot homogene, un échantillon global est constitué¢ par plusieurs
prélévements élémentaires que 1’on mélange.

1.2. Caractéristiques des régions des prélévements

- Biskra : Selon la classification de Koppen-Geiger, le climat est de type Bwh. Il
s’agit d’un climat désertique ; sec et chaud appelé climat aride. Il est caractérisé par une
sécheresse permanente qui dure toute lI'année, un manque important d'eau liquide ; on parle
plus précisément d'aridité.

La moyenne annuelle des précipitations est de 130 mm (Station météorologique de Biskra).

Figure 8: Climatogramme de I’Est algérien

- Constantine : d’apres la classification de Koppen-Geiger, le climat est de type Ctb,
tempéré et chaud. Des précipitations importantes sont enregistrées toute 1'année a Constantine,
y compris lors des mois les plus secs. Les précipitations annuelles moyennes sont de 940 mm.
La température moyenne annuelle est de 8.6 °C a Constantine.



http://fr.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9cheresse
http://fr.wikipedia.org/wiki/Aridit%C3%A9

Matériel et Méthodes

- Oum El Bouaghi : cette région est caractérisée par un climat tempéré chaud ; les
précipitations sont plus importantes en hiver qu'en été. Selon la classification de Koppen-
Geiger, le climat est de type Csa. Sur l'année, la température moyenne est de 13,6 °C et les
précipitations sont en moyenne de 462 mm.

1.3. Traitement des grains

Le traitement des grains et l’isolement des souches microbiennes sont réalisés selon
Moreau, 1996 et Malloch, 1997.
- Triage
Le changement de couleur, de taille ou d’aspect général de la graine permet de suspecter sa
contamination intérieure et le triage des grains se fait en fonction de la taille, la couleur et
’aspect de la graine.
- Stérilisation des grains
Une désinfection superficielle des grains est réalisée afin de récupérer spécifiquement la
microflore interne, installée dans les tissus profonds.
* Les grains sont immergés dans une solution de HgCl, a 2% v/v (HCI concentré)
pendant 1 a 2 minutes.
* Trois ringages successifs sont effectués dans 1’eau distillée stérile (1 ringage: 5
min; 2° ringage : 10 min et 3° ringage : 15 min).
* Enfin, les grains sont séchés avec du papier filtre stérile.

1.4. Isolements

Les isolements sont faits a partir des grains de blé désinfectés. Les boites de pétri, contenant
du sable stérile humecté d’eau distillée stérile, sont ensemencées avec 10 grains (Figure 9).
Les boites sont incubées a 30 °C jusqu'a la germination et I’apparition des mycéliums.

1.4.1. Traitement du sable

Le sable est préalablement traité et stérilisé par :
- Trempage dans du HCl a 3 % pendant 24 h
- Ringage a I’eau de robinet
- Ringage a I’eau distillée
- Séchage a l’air libre
- Stérilisation a ’autoclave a 120° C pendant 30 min.
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Figure 9: Isolement des souches microbiennes

1.5. Repiquage des souches

Les grains sont transférés apres germination sur des milieux nutritifs tels que le milieu
Sabouraud et le milieu YPGA (annexe 1). Le chloramphénicol est ajouté aux milieux de
culture afin d’inhiber la croissance bactérienne. Des observations microscopiques sont
réalisées sur les petites colonies qui apparaissent sur les boites de pétri. Le repiquage de ces
colonies est effectu¢ sur de nouveaux milieux de Sabouraud et YPGA. Les boites sont
incubées 2-3 jours a 30°C.

1.6. Purification des souches

Les colonies de levures prélevées sont repiquées en milieu riche, le Yeast Extract Peptone
Glucose (YPGQG) liquide (annexel).
Apres incubation pendant 3 jours a 30°C, la pureté des souches est vérifiée par des :
e ¢talements par épuisement sur milieu YPGA (annexel) et examen des cellules au
microscope.
e culture sur milieu Chromagar Candida contenant des substances chromogenes et ou
apparaissent des colonies de couleurs différentes suivant les souches.
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1.7. Conservation des souches

Pour leur conservation, les souches pures retenues sont ensemencées en tubes YPGA inclinés
et stockées a + 4°C.

Un autre lot de souches est conservé a -20° C en milieu YPGA avec glycérol comme
cryoprotecteur ou entre -20 et -70°C dans des Cryo-Billes.

2. Sélection des levures amylolytiques

La sélection des levures amylolytiques est réalisée par la méthode de diffusion sur gélose
(plate-test-agar). Cette méthode est une méthode semi quantitative qui est décrite comme suit:

- Préparer les milieux YPSA et YPPA (annexe 1) Rajouter le chloramphénicol a 0,05%
pour éviter toute contamin ation.

- Stériliser et repartir, ensuite, le milieu dans des boites de Pétri, a raison de 40 ml de
milieu par boite. Aprés solidification, un puits de 6 mm de diameétre est creusé dans la
gélose a I’aide d’un bout revers de la pipette Pasteur.

- Mettre 60 pl de I’échantillon dans le puits.

- Incuber les boites a 40°C pendant 48 heures.

La révélation des zones d’hydrolyse se fait apres 1’addition de :

- 10 ml de lugol qui donne une zone transparente par rapport aux zones bleues.
Contenant I’amidon non hydrolysé.

- 10 ml Rouge Congo 1%, laissé agir 15 min. Des ringages successifs avec le NaCl (IN)
pour

¢liminer 1’exces du colorant, jusqu’a I’apparition d’une zone transparente; les zones contenant
le pullulane non hydrolysé apparaissant rouge (Moubasher et al., 2010).

Les diametres des zones d’hydrolyse sont mesurés dans chaque boite. Les boites qui montrent
un diametre d’hydrolyse < 0,5 cm sont négligées.

3. Identification des levures

Elle comprend [I’identification phénotypique (morphologiques et physiologiques) et
génotypique des souches levuriennes sélectionnées (Guiraud, 1998; Barnett et al., 2000 et
Kurtzman et al., 2011b).

3.1. Identification phénotypique des souches

L’identification phénotypique des isolats est basée surles criteres morphologiques,
culturaux et biochimiques.

3.1.1. Caractérisations morphologiques
3.1.1.1. Etude de caractéres macroscopiques

- Aspects en milieu liquide
Les souches pures sont ensemencées sur milieu YPG liquide et incubées 3 jours a 30°C. Au
cours de cette incubation on vérifie la présence d’un trouble ou non, d’un voile, d’un anneau,
de dépdt granuleux poussiéreux et la formation de gaz.
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- Aspects en milieu solide
Les souches pures sont repiquées sur YPG gélosé par la méthode des stries par épuisement.
Les boites sont incubées 3 jours a 30°C puis laissées a la lumiére et a la température ambiante
pour favoriser I’apparition éventuelle de pigment.
L’observation des colonies se fait par une loupe binoculaire, leur forme (contour régulier ou
irrégulier, convexes ou concaves), leur aspect (brillant ou mat) et 1’observation de la
chromogenése sur milieu Chromagar.

3.1.1.2. Etude de caractéres microscopique

- Forme et taille des cellules
L’examen microscopique a 1’état frais (grossissement x40 et/ou grossissement x100) a permis
I’étude de la forme des cellules et leur taille, ainsi que les différentes organisations des
levures. Cette étude est réalisée sur des cultures jeunes en milieu YPG liquide et YPGA.
- Mode de reproduction
e Reproduction asexuée (végétative)
Le mode de reproduction végétative est observé sur une lame a 1’état frais ou fixée par
coloration au bleu de méthylene.
e Reproduction sexuée
Les tubes de milieu de sporulation MacClary’s acétate gélosé incliné (annexel) sont
ensemenceés par la levure Clavispora lusitaniae ABS7. 1ls sont incubés de 1 semaine a 1 mois,
a 30°C. Un étalement sur lame a été effectué a partir de ces tubes de gélose de sporulation
inclinée. Ces lames sont ensuite observées au microscope a 1’état frais ou colorées au bleu de
méthylene.

- Test de filamentation
Deux méthodes sont utilisées pour déterminer le type de filamentation:

- Culture sur lame : La levure est inoculée sur un petit carré (1 cm x 1 cm) de milieu PDA
ou CMA (annexel) déposé sur une lame, par strie. La lame est déposée en boite de pétri
stérile sur un support (une baguette de verre en U) et recouverte d’une lamelle stérile. Les
boites de Pétri sont incubées a 30° C pendant 3 jours (Guiraud 1998 et Zaitlin et al.
2003).L’observation microscopique se fait aux grossissements x 40 et x100. La bordure de la
culture est examinée.

- Milieu R.A.T.: Le test de filamentation est aussi effectué¢ sur milieu R.A.T. (Rice Agar
Tween) (annexel). Cette manipulation s’est déroulée au sein du laboratoire GEIHP (Groupe
d’Etude des Interaction Hote Pathogene) du professeur J. P. Bouchara, de la manicre
suivante :

* - Couler le milieu R.A.T. dans de petites boites de Pétri,
* - Une fois solidifié, faire des stries a I’aide d’un bistouri,
* - Préparer une suspension de cellules McFarland 2,

* - Ensemencer le milieu au niveau des stries,

* - Incuber a 30°C pendant 48h a 72h.

* - Faire les observations microscopiques.
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3.1.2. Caractéristiques physiologiques
3.1.2.1. Fermentation des sucres

L’¢tude du métabolisme des glucides par la voie de la fermentation est réalisée en tubes de
milieu liquide renfermant chacun une cloche de Durham.

L’utilisation de dix sucres a fermenter est expérimentée. Il s’agit du : D-glucose, D-galactose,
D-maltose, D-saccharose, D-lactose, D-raffinose, Tréhalose, M¢libiose, Cellobiose et
Me¢lézitose a une concentration finale en sucre de 2% et du raffinose a 4 %. Les solutions de
sucres sont stérilisées par filtration sur membrane (Guiraud, 1998).

Les tubes contenant le milieu de Wickerham (annexe 1) sont ensemencés avec une goutte
d’une suspension de la levure a tester. Les cultures sont incubées a 40°C pendant 48 heures a
3 semaines (a raison d’une lecture tous les deux jours). La présence de gaz dans la cloche, et
éventuellement le virage au jaune de I’indicateur coloré, témoignent d’une fermentation du
sucre incriminé.

3.1.2.2. Assimilation des composés carbonés

- Galerie API1ID32C
La galerie ID 32C est un systéme standardisé pour I’identification des levures, contenant 32
tests d’assimilation miniaturisés. Cette manipulation a été effectuée au sein du Laboratoire de
Parasitologie et de Mycologie de I’hdpital d’ Angers.

- Principe de la galerie API
La galerie 32C comporte 32 cupules contenant chacune un substrat carboné sous forme
déshydraté, remplies d’un milieu semi-solide (API C Medium) préalablement inoculé.
Quelques colonies sont transférées dans de 1’eau distillée stérile jusqu’a une opacité Mac
Farland 2. 250 pl de cette suspension sont transférés dans une ampoule de milieu semi-solide
API C fournie par le fabriquant. Aprés homogénéisation, chaque cupule de la galerie est
inoculée par 135ul de milieu ensemencé. La galerie recouverte d’un couvercle est mise a
incuber a 30°C pendant 48h.
Des lectures visuelles sont réalisées aprés 24 h et 48 h d’incubation. La présence éventuelle
d’un trouble est notée aprés comparaison au controle (O) (position 1.F sur la galerie).Une
cupule plus trouble que le témoin indique une réaction positive et la fermentation du composé.
La composition de la galerie et le mode opératoire sont présentés en annexe. Les résultats
obtenus de 1'API 32C ont ¢été interprétés en utilisant le téléchargement d’APIWEB fourni par
le fabricant.

- Me¢éthode classique

Les tests d’assimilation s’effectuent en milieu solide et supposent 1’étude de 27 sources de

* - Préparer le milieu YNB gélosé

* - Mélanger 1ml de suspension dense et 50 ml de milieu & 50°C

* - Couler le milieu dans des boites de pétri de 140 mm

* - Déposer, apres la prise en masse, les disques imprégnés des solutions carbonées
suivantes a 4g/ 50ml : Cellobiose, 2-céto-D-Gluconate, D-Gluconate, D-Glucosamine, D-
Glucuronate, Mannitol, D-Ribose, Sorbitol, D-Xylose, D-Galactose, D-Glucose, Glycérol, L-
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Arabinose, L-Rhamnose, L-Sorbose, Erythrytol, Tréhalose, Lactose, Maltose, Myo-inositol,
Me¢élibiose, M¢élézitose, Méthyl-Glucoside, Raffinose, Saccharose, Esculine et DL-Lactate
(2ml/50ml). L’incubation s’effectue a 28° C. Apres quelques jours, 1’apparition des colonies
révele une assimilation positive du composé carbongé.

Le glucose est toujours assimilé par les levures et sert de témoin de vitalité des souches.

3.1.2.3. Assimilation des composés azotés

L’assimilation des composés azotés s’¢tudie par la méthode de I’auxanogramme.
L’assimilation des nitrates comme seule source d’azote est un critére taxonomique tres
important; beaucoup de microorganismes ne peuvent pas 1’assimiler (Barnett et al., 2000).
Différentes sources azotées sont testées a savoir: le nitrate de sodium (3,2 %), le nitrite de
sodium (1,6%), le chlorhydrate d’éthylamine (1,2%), la lysine (2%), la cadavérise (2%), la
créatine (6%, suspension dans de 1’éthanol), la créatinine (6%) et le sulfate d’ammonium (6%)
comme témoin.

Une suspension de 3 ml de la levure a tester est introduite en masse dans une boite de pétri
avec le milieu de base YCB (annexe 1).

Lorsque le milieu a pris en masse, les disques imprégnés des solutions azotées
susmentionnées sont déposés. Apres 3 jours d’incubation a 28°C, on observe la croissance de
la levure autour du composé azoté. La peptone est utilisée comme témoin positif.

3.1.2. Croissance a différentes températures (thermorésistante)

Elle s’effectue sur milieu YPGA coulé en boite de Pétri, chaque souche étant ensemencée par
strie. Les boites sont incubées 3 jours a 25°C, 30°C, 35°C, 37°C, 40°C, 42°C, 45°C, 47°C et
50°C. Une culture positive se traduit par la présence de colonies.

3.1.2.5. Résistance aux antibiotiques

La croissance des souches sur les concentrations de 0,01 % et 0,1 % de cycloheximide (ou
actidione) ont été évaluées. Ceci dans le but de détecter la résistance des souches aux
antibiotiques selon le protocole suivant :
- Préparer en boite de Pétri, des milieux YNBA-glucose (annexe 1)
- Ajouter le cycloheximide 0,1% pour un milieu et pour un autre milieu YNBA,
ajouter le cycloheximide a 0,01%.
- Préparer, a partir d’une culture de 48h maximum, une suspension dense dans de I’eau
stérile.
- Ensemencer les boites avec une goutte de la suspension et incuber a 30°C.
-Lire apres 3 jours puis une semaine.

3.1.2.6. Résistance au NaCl

- Préparer des milieux YNBA-glucose, contenant respectivement 5, 10 et 16% de
NacCl en concentration finale.

- Inoculer a I’aide d’une goutte d’une suspension dense.

-Incuber de 3 a 7 jours a 30°C.




Matériel et Méthodes

3.1.2.7. Influence de 1’éthanol
Le protocole d’étude est le suivant :

- Préparer le milieu YNBA (annexel), ajouter I’éthanol ou de méthanol a 7,5%.

- Préparer a partir d’une culture de 48h maximum, une suspension dense dans 1’eau
stérile.

- Ensemencer les boites avec une goutte de la suspension et incuber a 30°C.

- Lire aprés trois jours et une semaine.

3.1.2.8. Croissance sur 50 ou 60% de glucose

- Préparer le milieu YNBA (annexel), ajouter le glucose 50% ou 60%.

- Préparer a partir d’une culture de 48h maximum, une suspension dense dans de
I’eau stérile.

- Ensemencer les boites avec une goutte de la suspension et incuber a 30°C.

- Lire aprés trois jours, puis une semaine.

3.1.2.9. Lecture et analyse des résultats

La croissance des levures sur les milieux d’étude est considérée comme un résultat positif.
Les résultats de I’ensemble des tests physiologiques et morphologiques sont ensuite analysés
a I’aide des clés dichotomiques du livre « Yeast » (Barnett et al. 2000).

3.2. Identification génotypique des souches

L’identification génotypique est réalisée au Laboratoire de GEIHP d’Angers et a la
Plateforme de I’ADN d’Angers.

L’identification nécessite 1’extraction de I’ADN a partir d’une culture pure. Elle repose sur
I’amplification de régions spécifiques des unités de répétition de I’ADNr, tel que le géne
imbriqué codant pour I’ARNr 18S. Cette région comporte des séquences fortement
conservées et des séquences qui présentent un fort degré de variabilité génétique entre des
souches d’especes différentes (Las Heras-Vasquez et al., 2003).

Les douze souches pures ont été utilisées pour la caractérisation moléculaire. Il est a signaler
que des souches de référence ont été aussi utilisées: Debaryomyces hansenii, Candida

glabrata et Saccharomyces cerevisiae fournies généreusement par le laboratoire GEIHP
d’Angers).

3.2.1. Extraction de ’ADN

L’ADN génomique des 12 souches levuriennes sélectionnées et celui des 03 souches de
référence est extrait a partir d’une culture liquide de chaque levure.

Les cultures levuriennes sont incubées 24h sur milieu YPG (annexe 1) avant 1’extraction de
I’ADN. Le Kit utilisé pour I’extraction de I’ADN est le kit QITAGEN.

L’extraction de ’ADN est réalisée selon les étapes suivantes:
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Lyse des cellules

Les cultures levuriennes sont centrifugées a 13000 g pendant 3
min. Apres 1’élimination du surnageant, le culot récupéreé et
resuspendu de fagon énergique dans 400 uL de AP1 (solution
de lyse contenant de ’EDTA le SDS). Ajouter 4ul RNase (pour
détruire I’ARN), agiter et incuber a 65°C pendant 15-20 min
(afin de créer une pression pour faire éclater les cellules).

La fixation de ’ADN génomique du lysat cellulaire a la
membrane d’une colonne de centrifugation

Ajouter a un volume de surnageant, 1,5 volume de tampon AP3
(400ul de surnageant+ 600ul de AP3); le tampon AP3 contient
de I’isopropanol, pour précipiter I’ADN. Laisser reposer 5 min
puis, transférer vers une colonne DNASY (blanche): ’ADN se
fixe sur la membrane de la colonne. Centrifuger a 6000 g
pendant 1 min et éliminer le surnageant

Le lavage de la membrane

Ajouter 300pnl de Aw (tampon de lavage : 1’éthanol) pour laver
la colonne, centrifuger a 6000g pendant 1 min, éliminer le
surnageant et conserver la colonne. Répéter le lavage avec 400
ul de Aw.

L’élution de ’ADN génomique a partir de la membrane
Eluer I’ADN avec 60ul de tampon AE (tampon d’élution) a
65°C pour l’activer. Laisser réagir 5 min. Centrifuger 1 a 2 min
a 8000g. Répéter I’opération avec 60ul de tampon AE.
Centrifuger et récupérer 120ul de filtrat contenant I’ ADN.
Conserver au réfrigérateur pendant 24 h avant la manipulation
ou au congélateur -20°C.

3.2.2. Amplification par la PCR (Polymerase Chain Reaction)

La PCR est une réaction biochimique pour la synthése de I’ADN (annexe 2).
Le produit de ’amplification est purifié puis il subit une électrophorese sur agarose a 1,5%.
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3.2.3. Purification du produit de la PCR

Le produit de la PCR est purifi¢ pour le séquengage selon les étapes suivantes :

Ajouter a un volume de Membrane Binding Solution
(Promega) méme volume du produit de la réaction de la PCR.

Fixation de I’ADN sur le gel (Binding of ADN)

- Insérer la SV Minicolonne dans le tube de la collection

- transférer le produit de la PCR dans la minicolonne et
incuber a température ambiante une minute

- Centrifuger a 16000 x g pendant une minute, Réinsérer les
micro- colonnes dans de nouveaux tubes de collection.

Lavage

- Ajouter 700ul de Membrane Wash Solution

- Centrifuger a 16000 x g pendant une minute, Réinsérer les
micros colonnes dans de nouveaux tubes de collection

- Répéter I’étape précédente avec 500ul de Membrane Wash
Solution. Centrifuger a 16000 x g pendant Smin

- Enlever le tube de collection et recentrifuger la colonne
pendant 1 minute

Elution

- Transférer délicatement la mini colonne au tube micro
centrifuge de 1,5 ml

- Ajouter 50 pl de Nuclease- free water a la mini colonne.

Incuber a température ambiante pendant 1 minute. Purification du produit de
- Se débarrasser de la minicolonne et conserver ’ADN a la PCR pour le séquencage
4°C ou —20°C

3.2.4. Visualisation des produits de PCR par €lectrophorese

L’¢lectrophoreése est réalisée sur le gel d’agarose a 1,5% dans le tampon TAE a 0,5X
V. Une fois solidifié, les puits sont emplis par 6ul de I’échantillon. La migration s’effectue a
135 v pendant 23 min. La révélation se fait par le bromure d’éthydium (10 & 15 min) suivie
par une illumination par UV.

3.2.5. Polymorphisme RFLP et PCR-RFLP

Apres D’extraction, I’ADN est soumis a des enzymes de restriction qui coupent la molécule a
des endroits précis, définis par une séquence de bases appelée sites de restriction.

L’ADN purifié est digéré par les enzymes de restriction : Hae III, Dde I, SAV3AI et MSP 1
[des endonucléases de restriction (Promega, Madison, WI)] a savoir 10 U.

Apres une incubation a 37°C durant toute une nuit, les fragments résultant de la restriction
sont analysés par électrophorese gel Agarose (2%). Le polymorphisme de la position et du
nombre de bande est visualisé par une réaction colorée (Bromure d’éthydium, BET).
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Les séquences de reconnaissance des enzymes de restriction sont :

MSPI: 5’...CC€G...3’

3’...GGCC‘.5’

Ddel: 5’...CTI¥AG...3’

3 ...GANTC‘.S

Haelll 5°...GGC(...3°

3’...CCG(i...5’

Sau3Al 5°...GATC...3
3...CTAG...§’

3.2.6. Séquencage de gene de I'ARNr 26S de la levure sélectionnée

La confirmation de I’identification de la levure sélectionnée est réalisée par le Centre
International de Ressources Microbiennes (CIRM, Thiverval Grignon, Paris). L’amplification
et le séquencage du domaine D1/D2 de la région 26S de I'ADN ribosomique sont réalisés en
utilisant la procédure mise au point par Kurtzman et Robnett (1998). Les amorces utilisées
sont NL1 (5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3") et NL4 (5'-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3").

3.2.7. Analyse des données

Les séquences obtenues sont comparées aux séquences des bases de données du NCBI. Les
comparaisons de séquences sont effectuées en utilisant 1'outil de recherche d'alignement local
de base de programmation (BLAST) dans la base de données GenBank. Un isolat est attribué
a l'espece présentant une identité de séquence la plus haute identifiée.

L’analyse phylogénétique a été exécutée sur la plate-forme phylogeny.fr (Dereeper et al.,
2008). Elle a été réalisée par la méthode Neighbor-joing (Nj) (Saitou et Nei 1987).

4. Sélection de la souche la plus performante

4.1. Présélection de souches selon la croissance a 40°C

La premiere sélection est basée sur la croissance des souches a 40°C sur les milieux YPSA et
YPPA (annexe 1) contenant I’amidon comme source carbonée.
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4.2. Sélection de la souche selon la production et la thermostabilit¢ des enzymes
amylolytiques

L’¢étude de la quantité¢ de production et de la thermostabilité des enzymes (o-amylase et
pullulanase) est effectuées sur les 12 souches de levures présélectionnées afin de sélectionner
la plus performante.

4.2.1. Etude de la production enzymatique et de biomasse

Afin de réaliser cette sélection les différents isolats ont été cultivés sur trois milieux liquides
différents. Les fermentations ont été réalisées dans des erlensmeyers de 250 ml contenant 50
ml de milieu. La composition des milieux utilisés est la suivante :

- Milieu 1 : lactosérum 100% (traité)

- Milieu 2 : lactosérum 100% (traité) + amidon (1%)

- Milieu 3 : YNB (0,67% dans le tampon phosphate) +Amidon (1%).
Apres I’ajustement du pH a 6,5, les milieux sont stérilisés a 110°C pendant 15min. IIs sont
ensemencées avec 2,5 x 10° cellules /ml. Les cultures sont incubées a 40°C pendant 40h et
sous une agitation de 100 rpm.
A la fin de la fermentation, la culture est centrifugée a 8000 rpm pendant 15 min.
La biomasse levurienne est mise a I’étuve a 105°C une nuit afin de déterminer son poids sec.
Le surnageant est utilisé pour la détermination des activités enzymatiques et I’é¢tude de la
thermostabilité. Il constitue 1’extrait enzymatique brut.

4.2.2. Détermination des activités a-amylasique et pullulanasique

L'activité des amylases est évaluée par la capacité de 1’extrait enzymatique brut a hydrolyser
I’amidon et le pullulane (annexe 2).
Le dosage de ’activité amylasique est déterminé comme suit:
- Ajouter 0,5 ml de I’extrait enzymatique brut respectivement a 0,5ml d’amidon ou de
pullulane a 1% dans du tampon (phosphate pH 6,5 et Tris HCI pH 8 selon 1’étude).
- Incuber le mélange réactionnel a 40°C pendant 30 min et refroidir immédiatement.
- Stopper la réaction par addition de 1 ml de solution DNSA et incuber a 100°C pendant
10 minutes.
- Lire I’absorbance des échantillons a 540 nm.
La réaction est colorimétrique et l'intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de
sucre réducteur libéré par la réaction d’hydrolyse. Les activités a-amylasique et
pullulanasique sont définies comme la quantité d'extrait enzymatique nécessaire pour produire
1 umole de sucre réducteur (équivalent au maltose) par min (Bernfeld, 1955).

4.2.3. Etude de la thermostabilité enzymatique

Seules les souches levuriennes dont I’extrait enzymatique brut présente des activités
enzymatiques €levées, sont retenues pour 1’étude de la thermostabilité enzymatique et ceci
dans le but de sélectionner les souches productrices d’o- amylase et de pullulanase
thermostables.

La thermostabilit¢ des enzymes est ¢étudiée a 90°C. La mesure de l'activité enzymatique
résiduelle est effectuée apres incubation de l'extrait enzymatique brut pendant une durée
variable, allant de 0 a 120 min.
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L’extrait enzymatique est réparti en volumes égaux dans des tubes placés au bain marie 90°C
(Pelmont, 2000). Les différents échantillons sont retirés les uns apres les autres, a des temps
déterminés et refroidis instantanément dans un bain de glace. Le protocole de dosage de
l'activité amylasique est appliqué a chaque échantillon.

5. Etude de I’inoculum
5.1. Préparation de I’inoculum

Elle s’effectue comme suit: 40 ml du milieu YPGA sont coulés en erlens meyers de 250 ml et
ensemenceés ensuite avec une souche pure. Aprés une incubation de 48h a 40°C, 50ml d’eau
distillée stérile sont ajoutées et les cellules sont homogénéisées par agitation manuelle.

5.2. Dénombrement

Le dénombrement des cellules s’effectue par comptage direct a 1’aide d’une cellule de Thoma
(0.1mm, 1/400mm?).

5.3. Densité de I’inoculum de cellules

Pour déterminer la quantité adéquate de cellules a apporter, la production enzymatique (o-
amylasique et pullulanasique) est dosée dans des échantillons ayant recu, a partir d’une
culture de 48h, des doses de 2,5 x 10*2 2,5 x 107 cellules /ml

6. Milieux de culture
6.1. Milieu de base

Le milieu de culture utilisé est a base lactosérum a pH 4,46, issu de la fabrication des
fromages. Le lactosérum renferme les composants solubles du lait : lactose, protéines, sels
minéraux et des traces de matiere grasse (Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992).

Celui qui est utilis€ dans notre travail, est fourni par la laiterie des fréres Rkima, zone
industrielle Palma, Constantine. Il est conservé a 4°C pour une courte durée de 24-48h ou a -
20°C pour une durée plus longue.

6.1.1. Traitement du lactosérum

Le lactosérum est filtré a travers la gaze afin d’éliminer les impuretés. Avant son utilisation, le
lactosérum subit un traitement de thermocoagulation sous I’action combinée du pH (ajusté a
4,6) et de la température a 100°C pendant 30 min afin de précipiter les caséines qui seront
ensuite éliminées par centrifugation a 4000 g pendant 15 min (ou par filtration). Le surnageant
ou le filtrat constitue le milieu de base et sert a préparer le milieu de culture (Lorient et al.,
1991).

Différentes concentrations de lactosérum traité (décaséiné) a 20%, 40%, 60%, 80% et 100%
(non dilué) sont testées afin de déterminer la concentration permettant d’obtenir une meilleure
production de I’a-amylase et de la pullulanase.
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6.1.2. Composition physico-chimique du lactosérum
6.1.2.1. Dosage des protéines (Lowry et al., 1951)

Le principe de la méthode consiste a réduire le réactif de Folin-Ciocalteu (acides
phosphomolybdique et phosphotungstique) en présence de protéines en un complexe bleu de
molybdene. La réaction est précédée d’un prétraitement par un réactif de cuivre en milieu
basique, ce qui permet d’en augmenter la sensibilité. Deux colorations sont mises en jeu :

- celle donnée par le réactif Folin-Ciocalteu (réactif des phénols)

- celle donnée par le sulfate de cuivre (CuSQy).
La lecture de la coloration s’effectue a 650 nm et la valeur rapportée a une gamme étalon de
Sérum Albumine Bovine (BSA) (annexe 2).

6.1.2.2. Dosage des sucres (Dubois et al., 1956)

L’acide sulfurique concentré provoque a chaud la déshydratation des oses avec la formation
d’hydroxy-méthyl furfural (cas d’un hexose) et d’un furfural (cas d’un pentose). Ces
composés se condensent avec le phénol pour donner des composés colorés ; 1’intensité de la
coloration est proportionnelle a la concentration en oses (annexe2).

6.1.2.3. Mesure du pH

Apres filtration et traitement, le pH du lactosérum est mesuré a 1’aide d’un pH métre.

6.1.2.4. Détermination de la matiere seche (AFNOR 1980)

La détermination de la matiére séche consiste a sécher a 105°C dans une étuve isotherme
jusqu’a poids constant environ 10 ml d’échantillon (annexe 2).

6.1.2.5. Dosage des cendres (AFNOR 1980)

Les cendres totales représentent la partie minérale d’un produit et permettent d’avoir une idée
sur son apport en sels minéraux. Elles sont quantifiées par la méthode décrite dans Afnor
(1980). Les échantillons de 10 ml sont incinérés completement jusqu’a obtention des cendres
blanches dans un four a moufle réglé a 550°C (annexe 2).

6.1.2.6. Détermination de 1’azote total (AFNOR 1980)

L'échantillon est minéralisé par I’acide sulfurique concentré a chaud, en présence d’un
catalyseur. L’azote organique est transformé en azote ammoniacal. L’alcalinisation et la
distillation du minéralisat liberent de I’ammoniac. Enfin I’ammoniac est titré dans une
solution d’acide borique (annexe 2)

6.1.2.7. Dosage de la matiere grasse par la méthode de Wisman (Le Coq R., 1965)
Apres une hydrolyse acide, la mati¢re grasse est extraite a I’éther de pétrole dans un Soxhlet.
Le solvant est ensuite evapor¢ et les extraits lipidiques sont séchés puis pesés (annexe 2).

*Dosage des sels (calcium, phosphore, sodium, potassium, magnésium et chlore) a été réalisé

par le Laboratoire Départemental d’ Analyse d’Ille et Vilaine, France.
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7. Détermination des conditions optimales de culture

La conception optimale du milieu de culture est un aspect trés important dans le
développement de procédés de fermentation. La méthode classique d'optimisation un milieu
de production consiste a changer un parameétre a chaque fois, tout en gardant constant tous les
autres. Cette méthode peut étre extrémement longue et coliteuse a cause du nombre ¢élevé de
variables. En outre, elle ne parvient pas a déterminer 1'effet combiné de différents facteurs
(Khairu et al., 2015 et Mohagir et al., 2015). Les méthodes statistiques fournissent une autre
méthode pour résoudre ces problémes et optimiser un processus particulier.

Dans la présente étude effectuée en erlen meyers, une conception Plackett-Burman (1946) est
utilisée pour le screening des variables importantes qui affectent la production de 1’a-amylase
et de la pullulanase ainsi que la détermination de leurs niveaux de signification. L’étude des
effets de l'interaction entre les facteurs est réalisée par le plan composite centré (CCD) de Box
et Wilson (1951) couplé a la méthodologie de surface de réponse (RSM). Le CCD et le RSM
sont des outils efficaces et ont été largement utilisés dans l'optimisation du processus de
fermentation ou de nombreux facteurs et leurs interactions affectent la réponse souhaitée telle
que la production de I'enzyme (Bennamoun et al, 2004; Djekrif et al, 2006; Zhang et al, 2013;
Djekrif et al., 2014 et Vimal et al., 2015), la production des exopolysaccharides (Kwon et al,
2009) et la production de I'acide citrique (Bari et al, 2009).

7.1. Sélection des composants du milieu

Les matrices de Plackett et Burman fournissent une méthode efficace pour sélectionner un
grand nombre de variables et identifier les plus importantes. Ces plans ont été déja utilisés
dans d'autres travaux pour la sélection des facteurs influengant la production des enzymes
coagulantes du lait chez Bacillus amyloliquefaciens (Zhang et al., 2013), la B-galactosidase
chez Talaromyces pinophilus (El Nagar et al.,, 2015) et D'a-amylase de Bacillus
amyloliquefaciens KCP2 (Vimal et al., 2015).

Ces plans permettent de mettre en évidence l'effet de k facteurs a deux niveaux (Tableau 9)
sur la production enzymatique €étudiée avec un nombre d'expériences minimales N tel que N =
k + 1 (Zhang et al., 2013). Ce sont des matrices carrées €tablies a partir d'un générateur de
base (Tableau 8), la derniere ligne du plan d'expérience étant toujours au niveau inférieur
(Tableau 9). Chaque ligne représente une expérience et chaque colonne représente une
variable.

Tableau 8: Générateurs des matrices pour N= 8, 12, 16, et 20 essais de Plackett et Burman

N=8 + + + - + - -

N=12+ + - + ++ - - -+ -

N=16+ + + +- +- ++--+- --

N=20+ ++ + + -+ -+ +--++--+-+----

Niveau supérieur +, niveau inférieur —




Matériel et Méthodes

Pour la constitution d'une matrice quelconque, on procéde de la maniére suivante : la 1
ligne correspond a celle du générateur choisi selon le nombre de facteurs étudiés (par
exemple, pour 7 facteurs on utilise la matrice N = 8), pour la seconde ligne, le 1 signe doit
étre obligatoirement le dernier signe de la 1% ligne et les signes suivants sont ceux de la 1°°
ligne et ainsi de suite (Tableau 9).

Tableau 9 : Matrice de Plackett et Burman pour I’étude de 11 variables avec 12 expériences.

Expériences Variables

A B C D E F G H I J K
1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1
2 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1
3 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1
4 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1
6 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1
7 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1
8 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1
9 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1
10 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1
11 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

D, H et K sont les variables erreurs : +, niveau supérieur ; -, niveau inférieur

Dans notre cas, la matrice est composée de 11 facteurs (soit 12 combinaisons) dont 3 sont
désignées comme variables erreurs afin de garder une réserve statistique pour I'évaluation de
l'erreur expérimentale.

Le nombre de variables réelles est donc réduit a N-3, soit I'¢tude de 8 facteurs qui sont
I’amidon, ’extrait de levure, le NH4SO,, les sels (KH,PO4 850 mg/l, KoHPO4 150 mg/l,
MgSO4 7TH,0 500 mg/l et CaCl, 6H,O 100 mg/l), la solution d’oligo-¢éléments (CuSO4 5H,0
40 pg/l, KI 100 pg/l, FeCl; 6H,O 200 pg/l et MnSO4 4H,0 400ug/l) et les parametres de
culture (I’agitation, le pH et la température). Les différents niveaux de chaque variable sont
consignés dans le tableau 10.

Tableau 10 : Relation entre les niveaux codés et les niveaux réels des facteurs utilisés dans
les matrices de Plackett et Burman.

Niveaux
Code Variables Unité Inférieure (-1) Supérieure (+1)
A Agitation rpm 50 200
B pH - 3 6
C Température °C 30 50
D Erreur - - -
E Amidon g/l 0 10
F Extrait de levure g/l 0 1
H Erreur - - -
1 Sels ml/l 0 10
J Oligo-¢éléments ml/l 0 10
K Erreur - - -
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Le traitement de la matrice est réalisé par Minitab 17; ’analyse statistique consiste a identifier
les variables qui ont un effet significatif positif ou négatif sur la production de I'a-amylase et
de la pullulanase.

a / ’effet de chaque variable est déterminé comme une différence entre la moyenne de
réponses au niveau supérieur (+) et la moyenne des valeurs de réponses au niveau inférieur (-)
(Vimal et al., 2015):

EA =R (#)/r - R()/r

EA est ’effet de la variable A, R (+) est la valeur de réponse observée au niveau R (+) et

R (-) est la valeur de réponse au niveau (-).

r est le nombre d'apparition du facteur au niveau (+) ou (-), dans notre étude r = 6.

L’erreur expérimentale est définie comme la moyenne des effets des erreurs (Ed) :

VE =X (Ed)/n
VE est la variance des effets et n est le nombre des variables erreurs.

L’erreur standard SE est déterminée comme la racine carrée de la variance

SE eff = YVE
b / la signification de chaque facteurs est déterminée par le test de Student :

T = E/SE eff

E est I’effet et SE eff est ’erreur standard.

Si le test t est significatif, 1'effet est vraiment di au changement du niveau de la variable et
non pas au hasard ni aux erreurs expérimentales. Autrement dit, le changement de la variable
du niveau (-) au niveau (+) entraine un effet positif ou négatif sur la réponse.

La probabilit¢ minimale de signification est de 70%. Toutes les variables ayant une
probabilité inférieure a 70% sont rejetées et considérées sans effet sur la réponse.

7.2. Optimisation des composants sélectionnés

Les niveaux de six variables indépendantes : 1’agitation (A), la température (C), la quantité
d'amidon (E) et d’extrait de levure (F), le volume des solutions standard de sels (I) et d’oligo-
¢léments (J), sélectionnées par le plan de Plackett et Burman, sont optimisés par le plan
composite centré (CCD) en combinaison avec la méthodologie de surface de réponse (RSM).
Chaque facteur dans le plan est étudié a cinq niveaux (Tableau 11).

Tableau 11 : Relation entre les niveaux codés et les niveaux réels des facteurs utilisés
dans le plan composite centré.

Facteurs Niveaux
-a (-2,828) -1 0 +1 +o (+2,828)
A : Agitation 23,44 60 80 100 136,56
C : Température 25,86 35 40 45 54,14
E : Amidon 1,172 3 4 5 6,828
F : Extrait de levure 0,117 0,3 0,4 0,5 0,682
I: Sels 4,344 8 10 12 15,65
J : Oligo-¢éléments 1,172 3 4 5 6,828
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Agitation : x; = (Agitation — 80)/20
Température : x; = (Température — 40)/5
Amidon : x3 = ([Amidon] —4)/1

Extrait de levure : x4 = ([Extrait de levure] - 0.4)/0.1
Sels : x5 = (Sels—10)/2

Oligo-¢élément : x¢ = (Oligo-¢léments — 4)/1

X 1,X2,X3, X4, X5 sontles solutions des dérivés des équations obtenues apres le traitement de
la
matrice du plan composite centré : ils nous permettent de déterminer les positions des
extremums de ces fonctions.

X = ([Concentration ou la valeur du facteur étudié] — y)/z

y est la valeur au niveau 0 du facteur étudié

z est le pas choisi par le manipulateur.
Ce plan de 82 expériences (Tableaul annexe 3) permet d'étudier chaque facteur a cinq
niveaux. Il est composé de trois parties :

- 64 points de coordonnées (-1, +1) qui forment un plan factoriel complet 2 * (k dans
notre étude égal a 5) soit 32 combinaisons.

- 12 points en étoile avec deux niveaux + a. et - o correspondant au plan factoriel 2° :
-2.378 et +2.378.

- 6 répétitions du point central (niveau 0).
Un tel plan permet d'obtenir 1'équation du deuxiéme degré et les dérivés par rapport a 0,
permettant de déterminer les coordonnées codées des extremums qui seront ensuite
transformées en valeurs réelles.

7. 3. Analyse statistique et modélisation

Les données obtenues a partir de CCD sur la production a-amylase sont soumises a l'analyse
de variance (ANOVA). Les résultats du CCD ont été utilisés pour s'adapter a un polynome du
second ordre de 1'équation (1) qui représente le comportement d'un tel systeme de manicre
plus appropriée:

Y=o + T BiXi +X By Xi2 X BijXiXj

Ou Y représente la réponse, B0 est la réponse moyenne (constante), Bi est le coefficient
linéaire, Bii est le coefficient des carrés, Bij est le coefficient d'interaction, et XiXj sont des
variables indépendantes qui influencent la réponse.

Le traitement statistique de la matrice est réalisé par le logiciel Minitab 17 pour le calcul des
coefficients de régression, l'analyse de la variance (ANOVA), déterminer les valeurs de la
probabilité de signification (p), le test de Fisher ainsi que les graphiques des isoréponses.

8. Fermentation

La fermentation est effectuée dans des erlen meyers de 250 ml contenant 50 ml du milieu de
production. Apres stérilisation a 110°C pendant 15 min les milieux sont ensemencés avec de
2,5 x 10° cellules /ml de Clavispora lusitaniae ABS7. Les cultures sont incubées sous
agitation et a la température correspondante (selon le plan statistique) pendant 40 h.
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&.1. Milieu de Culture

Pour la production enzymatique, C. lusitaniae ABS7 est cultivée sur un milieu optimisé a
base de lactosérum. Différentes substances sont ajoutées au milieu de base a savoir I’amidon
(substrat et inducteur de I’enzyme) a raison de 3,34 g/1, I’extrait de levure (0,429 g/1), 9,5ml/l
de la solution de sels (KH,PO4 850 mg/l, K;HPO,4 150 mg/l, MgSO,4, 7H,O 500 mg/l and
CaCl, 6H,0 100 mg/l), 4,65 ml/l de la solution d’oligo-¢léments (CuSO4, SH,O 40 ug/l, KI
100 pg/l, FeCls, 6H,0 200 pg/l et MnSOq4, 4H,0 400ug/1).

8.2. Fermentation en erlenmeyer et en fermenteur

La fermentation est réalisée, dans un premier temps, en erlen meyers de 250 ml afin de
vérifier le résultat de 1’étude statistique et, dans un deuxiéme temps, en fermenteur New
Brunswick Scientific de 2 L. L’incubation s’effectue a 54°C avec une agitation de 135 rpm
afin d’¢étudier la cinétique de la production d’enzymes et de la biomasse ainsi que 1’évolution
de la quantité de protéines et de glucides et la variation du pH pour une durée de 72h. Dans le
cas de la biomasse, la fermentation est poursuivie jusqu’a 96h du fait de I’absence de la phase
de déclin a 72h.

9. Purification des amylases
La purification de I'enzyme est réalisée selon les étapes suivantes :
9.1. Préparation de I'extrait enzymatique

A la fin de la fermentation en batch, le jus de la fermentation est centrifugé a 8000 g pendant
20 min. Le surnageant constitue l'extrait enzymatique brut. Ce dernier est lyophilisé. La
lyophilisation de D’extrait enzymatique a été réalisée au Laboratoire d’Hydrologie et
d’Hygiene d’Angers. Le lyophilisat est hydrolysé dans le tampon Tris HCI 0,2M pHS8 et
constitue 1’extrait brut utilisé en vue de la purification.

9.2. Précipitation des protéines par 1’acétone

Le protocole consiste a mettre sous agitation un volume de lyophilisat hydrolysé et quatre
volumes d’acétone. Le mélange est mis a 4°C pendant 1h avant d’étre centrifugé a 12000 g
pendant 20 min (Singh et al., 2012 et Asha et al., 2013).

9.3. Concentration par le PEG 20000

La solution enzymatique est placée dans un boudin de dialyse. Ce dernier doit étre couvert
pendant quelques minutes de cristaux de PEG 20000, en vérifiant I’humidité des cristaux. Une
fois que les cristaux sont humides et que le volume de 1’échantillon dans le boudin a diminué,
on récupére 1’échantillon pour poursuivre la purification.

9.4. Chromatographie

Afin de purifier ’a-amylase et la pullulanase, I’échantillon est soumis a une chromatographie
d’exclusion et a une chromatographie échangeuse d’ions.
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9.4.1. Chromatographie d'exclusion

Un échantillon de 2,7 ml de 1’échantillon concentré est chargé sur un gel de séphacryl S200
dans une colonne de Im x 1.6 cm, équilibré avec un tampon Tris HCI 0,2M a pH 8. Le débit
d'¢lution est réglé a 0.5 ml/mn. L'éluat est collecté par fraction de 2 ml. Sur chaque fraction
collectée, la densité optique a 280 nm et les activités a-amylasique et pullulanasique sont
mesurées. Les fractions ayant des activités enzymatiques élevées sont rassemblées.

9.4.2. Chromatographie échangeuse d’ions

Les fractions ayant 1’activité a-amylasique et pullulanasique élevées sont rassemblées, puis
concentrées contre le PEG 20000. Un ml de 1’échantillon concentré est appliqué a la colonne
de DEAE Cellulose (10 x 1 cm) équilibrée auparavant avec le tampon Tris HCI 0,2M a pH 8.

L’¢lution est réalisée par un gradient de NaCl 1,5M dans le tampon Tris HC1 0,2M a pH 8.
Des fractions de 2 ml sont collectées avec un débit de 0.5 ml/mn. Les fractions actives sont
ensuite réunies et concentrées par le tube filtrant (Asha et al., 2013).

9.4.3. Ultrafiltration

Des tubes d’ultrafiltration AMICON 10 KD, permettant une concentration des protéines dont
le poids moléculaire varie entre 30 et 90 KD, de 15 ml sont utilisés. Ce sont des dispositifs de
filtre qui fournissent une ultrafiltration rapide, avec une concentration ¢levée et une
récupération facile du concentré a partir d’un échantillon dilué. Le concentrat est obtenu apres
une centrifugation a 7000 g pendant 30 min.

10. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM, en anglais TLC Thin layer chromatography) est
une technique analytique qui a pour but la séparation des différents constituants d’un mélange
contenus dans une phase homogeéne liquide (chromatographie en phase liquide). Apres
séparation des différents solutés, la chromatographie permettra 1’identification et la

quantification de chacun des solutés initialement présents dans la solution a analyser (annexe
2).

11. Electrophorese SDS PAGE

La technique du gel d’¢lectrophorese en conditions dénaturantes (Sodium Dodecyl Sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis ou SDS page) est utilisée pour déterminer le nombre de
sous unités des protéines et leur masse molaire (Laemmli, 1970).

L’échantillon protéique est traité avec un agent réducteur (f-marcaptoéthanol) qui rompt les

ponts disulfures et un détergent anionique (SDS) qui dénature les protéines et leur confeére une
enveloppe de charges négatives (Hames et al., 2000).

L’échantillon est fractionné par une électrophorese sur gel de polyacrylamide a 10%.

Tous les fragments protéiques sont séparés selon leur poids moléculaire, déterminé grace a
des marqueurs. Cette technique permet de déterminer le poids moléculaire des sous-unités
formant une protéine.

Le mode opératoire ainsi que la composition des différentes solutions et gels d’électrophorese
sont détaillés en annexe 2.
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12. Immobilisation des enzymes
12.1. Optimisation de I’immobilisation

Les effets des conditions de 1I’immobilisation comme la concentration du gel d’alginate de
sodium, de la quantité de I’enzyme et du pH sur I’activit¢ enzymatique ainsi que leurs
interactions ont ét¢ étudiés. Pour cela, le plan de Box-Behnken (BBD) combiné a la méthode
de surface de la réponse (RSM) est employé. L’analyse statistique du plan expérimental est
faite par le logiciel Statgraphics plus V5.1 (Statsoft, USA) au laboratoire d’hydrologie et
d’hygieéne d’ Angers.

Trois facteurs [concentration du gel d’alginate de sodium (A), quantité¢ d’enzyme (B) et pH
(C)] sont utilisés pour 1’optimisation statistique. Ces variables sont étudiées a trois différents
niveaux : niveau faible (-1), niveau moyen (0) et niveau élevé (+1) (Tableau 12).

Tableau 12 : Relation entre les niveaux codés et les niveaux réels des facteurs utilisés dans le
plan pour améliorer I’immobilisation de 1’a- amylase et la pullulanase

Facteurs Niveaux
-1 0 +1
[Gel d’alginate] (%) 20 30 40
Quantité d’enzyme (g) 3 6 9
pH 3 7 9

Pour cela, un plan de 15 expériences est utilisé¢ (Tableau 13) et les activités a-amylasique et
pullulanasique sont déterminées comme réponses. Un modele polynomial explique la relation
entre les variables indépendantes et les activités enzymatiques dans I’équation suivante (1) :

Y=o + X B:iXi +Z Bii Xi’ T BijXiXj

La significativité statistique des coefficients de régression est déterminée par le test de Fisher
alors que le la qualité du modéle est fixée par le coefficient de détermination R
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Tableau 13: Plan expérimental de Box- Behnken pour I’étude de trois facteurs.

N°¢ |[Alginate] Quantité pH
essai % d’enzyme (g)
1 0 0 0
1 0 1
3 -1 -1 0
4 0 -1 -1
5 -1 0 -1
6 0 -1 +1
7 +1 0 -1
8 0 0 0
9 -1 1 0
10 0 1 -1
11 0 1 +1
12 +1 1 0
13 -1 0 +1
14 0 0 0
15 +1 -1 0

12.2. Différentes étapes de I’immobilisation

12.2.1. Préparation du gel
Trois g d’alginate de sodium (pour le plan statistique, cette valeur varie de 2 a 4%) sont
dissous dans 100 ml dans le tampon pH 7 a 50-60°C. La solution est dégazée toute une nuit a
4°C (ou 20 min en cuve a ultrasons).

12.2.2. Inclusion de I’enzyme

Dix ml de I’enzyme purifiée sont mélangés, sous agitation, avec 90 ml de la solution
d’alginate de sodium.

12.2.3. Polymérisation

Le mélange homogene (gel d’alginate-enzyme) est introduit dans une burette & ouverture
assez large (Figure 10). Les billes sont obtenues par goutte a goutte dans une solution de
CaCl; 1,5 M en agitation modérée a 4°C.
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Figure 10 : montre A : Formation des billes contenant I’enzyme immobilisée dans la
solution de CaCl,
B : Billes d’alginate de calcium solidifiées
C : Préparation del’enzyme immobilisée pour 1’étude du plan

Les billes sont conservées dans cette solution, pendant 2h, pour poursuivre la gélification. Les
billes formées sont récupérées par filtration et lavées a fond avec le tampon a pH
correspondant pour étre séchées sur papier filtre (Whatman n°1) avant d’étre utilisées dans un
réacteur Air-lift (Figure 11). La solution de chlorure de calcium filtrée et I’eau de lavage sont
recueillies pour la détermination de I'activité enzymatique (Talekar et al., 2012).

Figure 11: Fermenteur Air Lift pour la réutilisation des billes de
I’amylopullulanase immobilisée de Clavispora lusitaniae ABS7
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12.3. Détermination du rendement d'immobilisation de I'enzyme

Le rendement d'immobilisation est défini comme la rentabilité de I’enzyme immobilisée dans
les billes d'alginate de calcium et exprimé par I'équation suivante :

Rendement d'immobilisation (en%) = (Activité de 1'enzyme immobilisée / AB) x 100
Ou A est l'activité de 1'enzyme libre ajouté et B est I'activité de 1'enzyme restant dans I'eau de
lavage et la solution de chlorure de calcium filtrée.

12.4. Réutilisation des amylases immobilisées

L’avantage de l'utilisation de biocatalyseurs immobilisés est la possibilité¢ de les utiliser a
plusieurs reprises sans perte sensible d'activité. Chaque cycle dure 30 min a 60°C. Les perles
obtenues sont lavées avec de I'eau distillée pour I'utilisation suivante et le processus est répété
pour plusieurs cycles jusqu'a ce que l'activité enzymatique diminue. L'activité résiduelle est
calculée en prenant compte de 1'activité enzymatique du premier cycle a 100%.

13. Détermination des propriétés physico-chimiques et cinétiques des enzymes
partiellement purifiées
13.1. Détermination du pH optimum

L'influence du pH sur les activités enzymatiques est déterminée par la mesure de 1'activité a
différents pH, variant de 5 a 12. Le tampon citrate phosphate 0,5 M est utilisé pour le pH 5, le
tampon phosphate 0,02 M est utilisé pour la zone de pH 6 a pHS8 et le tampon glycine-NaOH
0,1M pour les pH de 8,5 a 12 (Kamoun, 1997 et Hii et al, 2009 b).

13.2. Détermination de la température optimale

L'effet de la température a été étudié par la mesure des activités enzymatiques a différentes
températures variant de 20°C a 100°C avec un incrément de 5°C (Arikan, 2007).

13.3. Détermination de la thermostabilité des enzymes

L'é¢tude de la stabilité a la température de I’activité a-amylasique libre est étudiée a 75°C et a
100°C et celle de la pullulanase libre a 80°C et a 100°C a diftérents temps, variant de 0 a 180
min. Tandis que la thermostabilité des deux enzymes immobilisées est testée a 85°C et a
100°C.

La solution enzymatique est répartie en volumes identiques dans des tubes séparés qui sont
chauffés ensemble dans un bain marie, a une température soigneusement réglée. Les
différents échantillons sont retirés les uns apres les autres a des temps déterminés et refroidis
instantanément dans un bain de glace. Apres chaque traitement thermique, les activités o-
amylasique et pullulanasique sont mesurées (Pelmont, 2000, Arikan, 2007).

13.4. Détermination des caractéristiques cinétiques (Km et Vmax) des enzymes

Différentes concentrations du substrat variant de 1 a 5 % d'amidon soluble et de pullulane
sont testées afin de déterminer respectivement les parametres cinétiques de I’a-amylase et la
pullulanase.

14. Effet de différents métaux et réactifs chimiques sur les activités enzymatiques

Pour I’¢tude de I’effet des ions sur ’activité a-amylasique et I’activité pullulanasique, on
utilise des sels tels que le FeCls, le ZnSO4, le HgCl,, le CuSOy, le MgCl,, le CaCl,, le NaCl et




Matériel et Méthodes

le MnCl,. Les échantillons d’amylopullulase alcaline sont incubés avec chaque ion métallique
(5mM) séparément, a 60°C pendant 30 min dans le tampon Tris HCI 0,2M, pH 8 puis les
activités a-amylasique et pullulanasique sont mesurées.

D’autres substances chimiques sont testées comme ’EDTA (2mM), I’'urée (2M), le SDS (1%,
w/v), le B-marcaptoéthanol (1%) et le tween 80 (1%) sur les deux activités enzymatiques. Les
activités enzymatiques sont déterminées apres le traitement de 1’enzyme : une pré-incubation
de I’enzyme avec chaque réactif a 40°C a pH 8.

15. Test de la compatibilité de ’amylopullulanase de Clavispora lusitaniae ABS7 avec
divers détergents a lessive commerciaux

Le potentiel de 1'amylopullulanase de Clavispora lusitaniae ABS7 comme additif détergent
dans les lessives, sa compatibilité et sa stabilité envers certains détergents commerciaux
disponibles sur le marché local (Ariel, le Chat, Test, Omo et Isis) sont testés. Pour stimuler
I'état de lavage, les solutions aqueuses de détergents (7 mg/ml) sont chauffées a 100 °C
pendant 60-90 minutes pour dénaturer 'activité enzymatique endogene. Ensuite, le détergent
et I’enzyme sont mélangés dans un rapport de 1:1 (v / v) et incubés a 45 ° C pendant 1 h, suivi
par la mesure de I'activité de I'a-amylase résiduelle par la méthode standard et par rapport au
témoin (enzyme dilué a 1: 1 dans l'eau du robinet sans détergent). L'activité relative de 1'a-
amylase en présence d'un détergent est exprimée en pourcentage d'activité par rapport a
l'activité de controle prise a 100 %.

16. Analyse de la performance de lavage

Dans le but de déterminer l'efficacité de I’amylopullulanase alcaline purifiée pour une
utilisation comme additif bio-détergent, une performance de lavage a ¢été évaluée par la
détermination de la capacité de I’enzyme d’éliminer la tache de chocolat sur des tissus de
coton (Hmidet et al., 2009). Le chocolat est chauffé a 70 -C et est utilisé avec de la confiture
pour application sur des tissus de coton propres (7 cm x 7 cm) séchés pendant une nuit dans
un four a air chaud (Hmidet et al., 2009).
Pour tester la performance de lavage, chaque morceau de tissu sale est plongé dans des
erlens contenant :
(a) 25 ml d'eau du robinet (t¢émoin),
(b) 20 ml d'eau du robinet et 5,0 ml de I’amylopullulanase alcaline purifiée (500
U/ml),
(c) 20 ml d'eau du robinet et 5 ml de détergent chauffé (7 mg/ml),
(d) 20 ml d'eau du robinet et 5 ml de détergent chauffé (7 mg/ml) contenant 500 U/ml
de I’enzyme alcaline purifiée.
Tous les erlens sont incubés a 37°C pendant 60 min sous agitation 200 rpm. Apres incubation,
les morceaux de tissu sont retirés et rincés a l'eau puis séchés (Hmidet et al., 2009 et
Rameshkumar et Sivasudha, 2011).




Chapitre 3
Résultats et discussion



Résultats et discussion

Ce travail s'inscrit dans la production combinée de I’a-amylase et la pullulanase levuriennes
a application variée dans des différents secteurs industriels. Nous allons présenter, dans un
premier temps, les résultats de 1’isolement, I’identification des levures amylolytiques
provenant de grains de blé des zones semi aride (Constantine et Oum El Bouaghi) et arides
(Biskra) et la sélection de la souche levurienne la plus performante pour la production d’alpha
amylase et de la pullulanase thermostables. Dans un deuxi¢éme temps, nous exposons les
résultats de la production enzymatique, son optimisation et son étude cinétique. = Aussi, nous
montrons  les résultats de la purification des enzymes étudiées, de leur immobilisation, de
I’étude des caractéristiques biochimiques et les parametres cinétiques des enzymes libres et
immobilisées.

1. Isolement et identification des souches
1.1. Isolement et purification des levures

L’isolement des levures a partir des grains de blé a permis 1’obtention d’une trentaine de
souches levuriennes. Ces souches ont donné une bonne croissance sur les milieux YPGA et
Sabouraud (supplémenté par 1 % de chloramphénicol), incubés a 30°C pendant 48 heures.

Par sa composition riche en amidon, en matiére azotée et en matiére minérale (Feillet P., 2000),
on peut en déduire que le grain de blé constitue une bonne source d’isolement de levures
amylolytiques.

1.2. Présélection des levures amylolytiques

Une présélection sur la vitesse de croissance a ¢té faite dans un premier temps. Tous les
1solats a croissance lente ont été éliminés, soit au total une dizaine de souches. Dans un
deuxiéme temps, une nouvelle présélection a été effectuée sur la capacité des levures a
produire des enzymes amylolytiques (a-amylase et pullulanase). Aprés culture des souches
sur milieux YPSA et YPPA incubés a 40 °C pendant 72 heures, des colorations a 1’iode
(Figure 12A1 et 12A2) et au rouge de Congo (Figure 12 B) ont été réalisées.

Al A2 B

Figure 12 : Zones de lyse de I’amidon et du pullulane sous 1’action des enzymes
amylolytiques libérées par la levure. Al : Zone de lyse de ’amidon moins importante.
A2 : Zone de lyse de I’amidon trés importante.
B : Zone de lyse du pullulane importante
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Les souches sélectionnées et productrices d’activités a-amylasique et pullulanasique sont
celles ayant provoqué une zone d’hydrolyse de diametre > 0,5 cm.

Une vingtaine de souches de levures sont ainsi répertoriées et dites amylase positive
(Tableaul4). Douze souches se sont montrées plus compétitives : SOS12, SOSS, ABS7,
ABS6, SCS3, ABS5, ABS4, SCS1, S0S9, SOS11, SCS2 et SOS9. On remarque que la levure
n°7 (L7), ayant le code ABS7, présente la meilleure zone de lyse pour les deux enzymes.

Tableau 14 : Screening primaire pour I’isolement des souches levuriennes amylases positives.

o . Diametre des zones claires (cm)
N Souche Location YPSA YPPA
3 SOS12 Oum el Bouaghi 2,25 1,5
5 SOS8 Oum el Bouaghi 2,2 1,8
7 ABS7 Biskra 4,5 3,5
8 ABS6 Biskra 3,4 3,1
11 SCS3 Constantine 3.8 2.8

12 | SOS20 Oum el Bouaghi 0,2 -

14 ABS5 Biskra 2,5 1,8
16 | ABSI19 Biskra 0,3 0,28
18 | SCS18 Constantine - -

19 ABS4 Biskra 4 3,5
20 | ABS17 Biskra 0,4 0,45
21 SCS1 Constantine 2,8 2,5
22 | SCS15 Constantine 0,15 0,11
23 | ABSI15 Biskra 0,09 0,08
25 SOS9 Oum el Bouaghi 1,4 1,2
26 | SOS11 Oum el Bouaghi 1,3 0,8
27 | SOS14 Oum el Bouaghi 0,46 0,3
28 SCS2 Constantine 3,45 2,6
29 SCS13 Constantine 0,34 -

30 | SOS10 Oum el Bouaghi 1,45 1,40

L’amidon constitue I’inducteur de I’activité a-amylasique (milieu YPSA) et le pullulane celui
de la pullulanase (milieu YPPA). En leur présence les levures amylolytiques secretent 1’a-
amylase et la pullulanase qui vont diffuser et hydrolyser I’amidon (milieu YPSA) et le
pullulane (milieu YPPA) pour former un halo clair autour des colonies (Moubasher et al.,
2010).

Ramachandran et al., 2005, ont répertorié 150 levures qui assimilent I’amidon dans la nature,
avec quelques souches seulement capables de couper a la fois les liaisons a-1,4 et a-1,6 des
polymeéres glucidiques.

Les amylases extracellulaires sont relativement rares chez les levures contrairement aux
bactéries. Ces enzymes sont mis en évidence chez certaines souches de levures :
Cryptococcus heimaeyensis HA7 (Hossam et al., 2011), Filobasidium capsuligenum (De Mot
et Verachtert, 1987), Lipomyces kononenkoae (Wanderly et al., 2004), Lipomyces starkeyi
(Kang et al., 2004) Trichosporon pullulans, Saccharomycopsis bispora, Saccharomycopsis
capsularis, Saccharomycopsis fibuligera (Endomycopsis fibuligera) (Nigam et Singh, 1995 et
Gonzalez et al., 2008), Candida tsukubaensis CBS 6389 (De Mot et Verachtert, 1985). Le
systtme amylolytique des especes du genre Schwanniomyces (S. Castellii, S. Alluvius et S.
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Occidentalis) a été bien étudié (Oteng Gyang et al., 1981 ; Sills et Steward, 1982 ; Wilson et
Ingledew, 1983 ; Clementi et Rossi, 1986 et Nigam et Singh, 1995).

1.3. Production d’amylases par le genre Candida

Plusieurs espéces de Candida ont fait I’objet d’études quant a la production de différentes
amylases.

Ouédraogo et al, 2012, ont isolé plusieurs souches levuriennes du genre
Candida, productrices de ’a-amylase, Candida utilis, Candida guilliermondii, Candida
lusitaniae et Candida famata a partir de déchets des pommes de terre. Cette enzyme a été
¢galement étudiée chez d’autres Candida tels que Candida ontarionensis (Hernandez-
Montanez Z. et al., 2010) et Candida guilliermondii (Acourene et Ammouche, 2012).
Comme I’amidon est trés répandu dans les produits végétaux, il serait intéressant de
rechercher de nouvelles souches levuriennes pour la caractérisation du complexe d’amylases
extracellulaires (Ouédraogo et al., 2012 et Moubasher et al., 2013).

Les especes Candida famata et Candida guilliermondii sont des levures productrices de la
glucoamylase (Lagzouli et al., 2007).

Par contre, certains espéces de Candida ont une production mixte de I’a-amylase et de la
glucoamylase comme Candida edax (Ettalibi et Beratti, 1988), Candida antartica CBS 6678
(De Mot et Varachtert, 1987), Candida fennica et Candida famata (Linardi et al., 1993).

1.4. Production de pullulanase par les levures

Par rapport aux bactéries, peu d’études ont été consacrées aux pullulanases chez les levures.
Cependant, nous pouvons citer les travaux de De Mot et Verachtert (1984) portant sur la
production de pullulanase extracellulaire chez plusieurs espeéces de Candida, Cryptococcus,
Pichia,  Schwanniomyces,  Torulopsis,  Lipomyces,  Trichosporon,  Endomycopsis,
Leucosporidium et Filobasidium. Parmi ces souches, les genres Endomycopsis, Filobasidium,
Lipomyces, Trichosporon et Leucosporidium sont plus performanes pour la production de
cette enzyme amylolytique.

D’autres études (Gaur et al., 2010 et Moubasher et al. 2013) ont ¢été faites sur la production
de la pullulanase chez Hypocrea jacorina QM9414, forme imparfaite de Trichoderma reesei
(Nurdagul et al. 2014) et aussi chez la levure Aureobasidium pullulans qui s’est révélée
¢galement productrice d’a-amylase. Linardi et al., 1993 ont découvert chez Candida fennica
et Candida famata, la présence d’une enzyme débranchante, active sur le pullulane, qui
pourrait étre une pullulanase.

1.5. Identification des levures

1.5.1. Identification phénotypiques
Les résultats des caractéristiques macroscopiques et microscopiques sont récapitulés dans le
tableau 15. L’observation microscopique révele une structure apparentée a celle des
levures dont certaines sont en mode de reproduction par scissiparité : SCS2, SCS3, ABS4 et
ABS7.




Tableau 15 : Caractéres macroscopiques et microscopiques des 12 souches de levures
sélectionnées, cultivées sur milieu YPGA et YPG et incubées a 30°C pendant 48-72h.
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Origine Code

Aspect
macroscopique sur
YPGA

Aspect microscopique

SCS1
(L8)

Colonie rondes,
plates, humides,
lisses et de couleur
créme.

Cellules sphérique ou
subsphériques, 2,0-4,0 x
3,0 2 6 um en taille.

Constantine
(Zone semi-
aride)

SCS2
(L9)

Colonies blanches,

crémeuses, lisses,

bombées d’aspect
brillant.

Cellules ovoides, leur
taille est de 4-10 x3-6pm
en taille

SCS3
(L10)

Colonies blanches,

crémeuses, lisses,

bombées d’aspect
brillant.

Cellules globuleuses a
sub-globuleuses
2-6X 2-3 en taille

ABS4
(L11)

Colonies blanches,

crémeuses, lisses,

bombées d’aspect
brillant.

Cellules subglobuleuses,
2-5,5 x 2-9 en taille
Bourgeonnement mono, bi
et multilatéral

Biskra ABS5
(Zone aride) (L6)

Colonies plates,
humides, lisses et de
couleur créme.

Cellules sphériques ou
subsphériques, 2,0-4,0 x
3,0 a 6 um en taille.
Cellules séparées ou en
paires. Bourgeonnement
monolatéral ou
multilatéral

ABS6
(L12)

Colonies plates,
humides, lisses et de
couleur créeme.

Cellules sont ellipsoidales,

ovoides,
2,0-4,0x 3,026 pumen
taille.
Reproduction végétative
par bourgeonnement
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ABS7
(L7)

Colonies blanches,
crémeuses, lisses,
bombée d’aspect

brillant.

Cellules rondes a
allongées.
Cellules séparées ou en
paires

Bourgeonnement
multilatérale

NOM
(L3)

Colonies blanches,

crémeuses, lisses,

bombées d’aspect
brillant.

Cellules ovoides
Production végétative par
bourgeonnement

S0S9
(L4)

Colonies plates,
humides, lisses et de
couleur créme.

Cellules sont ovoides, 2,0-

4,0x 3,026 um en taille.

Production végétative par
bourgeonnement

SOS10
(LD

Oum
ElBouaghi
(Zone semi-

Colonies plates,
humides, lisses et de
couleur créme.

Cellules sphériques ou
subsphériques, 2,0-4,0 x
3,0 2 6 um en taille.
Production végétative par
bourgeonnement

aride)

SOS11
(L2)

Colonies plates,
humides, lisses et de
couleur créme.

Cellules sphériques ou
subsphériques, 2,0-4,0 x
3,0 a 6 um en taille.

SOS12
(L3)

Colonies de couleur
rose-orange, lisses,
brillantes
Contour entier

(régulier),

Cellules ovoides a
sphériques, 3-6x2-10 pm
en taille
Bourgeonnement
multilatéral et
scissiparité
Isolées ou en paires




Résultats et discussion

1.5.2. Assimilation des substrats carbonés (Galerie API 32C)
Les composés carbonés sont les substrats le plus fréquemment utilisés par les levures.
Certaines levures ont la capacit¢ d’utiliser une large gamme des composés carbonés
contrairement a d’autres qui en assimilent moins. Vue I’'importance de ce critére dans la
physiologie des levures nous avons utilisé la galerie API 32C pour I’identification des 12
souches sélectionnées. Les résultats sont interprétés en utilisant le téléchargement d’APIWEB
fourni par le fabricant (récapitulés dans le tableau 16).
Parmi les 12 souches isolées et sélectionnées, une souche appartient au genre Rhodotorula, six
appartiennent & Candida guillermondii et cinq a Candida lusitaniea (Tableau 16). Ces espéces
ont pu s’adapter aux conditions extrémes qui dépassent les 50°C au mois de Juillet a Biskra
(400 Km au Sud Est d’Alger, Sahara Algérien).

Tableau 16 : Identification a partir de caractéres biochimiques (ID 32C) et microscopiques

Caractéres
Origine Levure Code biochimiques (ID | Filamentation sur R.A.T. Sporulation Identification
32C) et
Pseudohyphes courts et des
filaments assez longs avec
L8 SCS1 71773521 17 des verticilles de + Candida guillermondii.
lac- et ESC+ .
blastospores au niveau des
septa
Constantine 51573701 17
L9 SCS2 lac- et ESC+ Petits pseudohyphes + Candida lusitaniea
(GNT-)
51573701 17
L10 SCS3 lac- et ESC+ Petits pseudohyphes + Candida lusitaniea
(GNT-)
L12 ABS4 | 51773521, ESC+ Vrai mycélium + Candida guillermondii
ou famata
51573703 17
L11 ABSS lac- et ESC+ Vrai mycélium + Candida lusitaniae
_ (GNT +)
Biskra
71773521 15 Pseudohyphes assez courts et . . "
L6 ABS6 lac- et ESC+. Vrai mycélium + Candida guillermondii
51573703 17
L7 ABS7 lac- et ESC+ Vrai mycélium + Candida lusitaniae.
(GNT+H)
515737011
LS SOS8 lac- et ESC+ Vrais filaments + Candida lusitaniae.
(GNT-)
7177 3521 15 Pseudohyphes et vrais . . ..
L4 SOS9 lac- et ESC-. filaments - Candida guillermondii
Oum El 75773501 17
Bouaghi L1 SOS10 lac -, ESC+: Pseudomycélium + Candida guillermondii
(ARA+, MEL-)
7177 3521 17
L2 SOS11 Lac- et ESC + Pseudohyphes courts - Candida guillermondii
(ARA-, MEL+)
5461 7401 17
L3 SOS12 lac- et ESC+ Pas de filaments - Rhodotolrutl.a " ubra ou
(GNT-) glutinis.
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D’autres résultats complémentaires selon Barnett 2000 indiquent que la majorité des souches
(L1, L2, L3, L4, L5, L6, L8, L9, L10) poussent sur le méthanol et I’éthanol tandis que L7
poussent uniquement sur le méthanol (Tableau 17).

Sur un milieu contenant 0,1% de cycloheximide, seules les souches L4 et L6 présentent un
bon développement (Tableau 17).

Sur un milieu contenant 15% de NaCl, aucune croissance n’a été observée pour toutes les
souches testées (Tableau 17). A 10% de NaCl, les souches L1, L2, L4, L6, L8 et L9 tolérent
cette concentration.

Par contre, toutes les souches poussent sur le milieu contenant 50% ou 60% de glucose. La
résistance des levures aux changements de la pression osmotique du milieu extérieur peut étre
due a ’accumulation dans la cellule de polyols (Rose, 1987).

Apres une incubation pendant 48 heures a différentes températures allant de 30°C a 47 °C, la
majorité des souches a bien poussé sauf la souche L3 qui n’a pu résister a 47°C. Ces
caractéristiques de croissance permettent de classer ces levures parmi les microorganismes
thermophiles osmophiles modérés. Selon Rudiger et al. (1995) et Madigan et Martino (2006),
les micro-organismes qui poussent entre 45°C et 80°C sont appelés micro-organismes
thermophiles.

Tableau 17 : Résultats des tests complémentaires.

Q Q

2 2 N N o °
8|5 | BlEcELR |3 | 8|82
S| £ E|ES|ES| gl gl 2| =122 |2|9|F9

v—i“ — p— O

| E|B|83|ES| 8| 8| B R ||| = |F|F |+
A = S S = = Z Z Z.
L1 + + + + + + + - + + + +
L2 + + + + + + + - + + + +
L3 + + + + + + - - + + + + -
L4 + + + ++ + + + + - + + + + +
L5 + + + + + + + - - + + + + +
L6 + + + ++ + + + + - + + + + +
L7 - + + + + + + - - + + + + +
L8 + + + + + + + - + + + + +
L9 + + + + + + + - + + + + +
L10 | + + + + + + + - - + + + + +
LIl | + + + + + + + - - + + + + +
Li12 | + + + + + + + - - + ++ + + +

1.5.3. Identification génotypique des isolats
1.5.3.1. Caractérisation des souches levuriennes par PCR.

L’amplification de I’ADN des levures isolées avec des amorces ITS1/ITS4 a donné des
bandes (une pour chaque ADN) de taille entre 400-800pb (Figure 17). Nous avons comparé
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nos souches a trois souches de référence (S. cerevisiae, C. glabrata et K. lactis). Les amorces
ITS1 et ITS4 sont utilisées pour amplifier la région entre 18S et 28S d’ARNr. Les isolats ont
montré des produits de la PCR de différentes tailles, allant de 400 pb a 800 pb (Tableau 18).

Tableau 18 : Taille des fragments (produits de la PCR).

N° de piste Référence des souches Taille de fragment

(pb)
1 Klyveromyces lactis (témoin) 600
2 Saccharomyces cerevisiae (témoin) 800
3 L12 400
4 L11 400
5 L1 600
6 L2 600
7 L4 600
8 L5 400
9 L6 600
10 L7 400
11 L8 600
12 L9 400
13 L10 400
14 Candida glabrata (témoin) 800
15 L3 800

La taille et la pureté des produits de PCR sont confirmées par 1’¢lectrophorese d’agarose.
L’ADN est visualisé apres coloration au bromure d’éthidium par illumination avec de la
lumiere UV (Figure 13).

Figure 13 : Résultats du test PCR avec ITS1/ITS4

La comparaison de séquences avec la base de données NCBI aboutit a :
- 11 souches appartiennent a la classe d’ Ascomycetes et sont identifiées ainsi :
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- La souche (L1) a un ADN de taille de 600 pb correspondant a Pichia caribbica
-Les souches (L5, L7, L9, L10, L11, L12) ont un ADN de taille de 400 pb
correspondant a Clavispora lusitaniae
-Une souche a un ADN de taille de 600 pb et est identifiée a Meyerozyma
guilliermondii
-Les souches (L2, L4, L8) ont un ADN de taille de 600 pb et correspondent a Pichia
guilliermondii.
-La souche (L3) a un ADN de 800 pb appartenant a la classe des Basidiomycétes et
identifiée comme Rhodotorula rubra.
La fréquence des isolats obtenus a partir des grains de blé est présentée dans la figure
14.

Pichia caribbica
Rhodotorula rubra 8,33%

8,33

Pichia guilliermondii
25%

Clavispora lusitaniae
8,33 %

Meyerozyma guilliermondii
Figure 14 : Fréquences des levures dans les grains de blé

Il ressort de la figure 14 que I’espéce Clavispora lusitaniae est I’espéce dominante dans nos
¢chantillons puisqu’elle présente 50% du biotope des grains de blé prélevés pour notre étude.
Les groupes de souches sont classés en fonction de la taille du fragment générée par PCR :

- Groupe A (L7, L11, L5, L12, L9, L10).

- Groupe B (K. lactis, L1, L2, L4, L6, L8).

- Groupe C (S. cerevisiae, C. glabrata, 1.3).
Les souches ayant la méme taille du fragment ITS seront comparées pour déterminer leur
degré de ressemblance en se basant sur les profils de restriction et sur 1’alignement des
séquences du fragment encadré par ITS1/ITS4.
A ce stade, nous ne pouvons pas affirmer que les souches ayant la méme séquence sont
identiques. Il faudrait faire 1’analyse d’autres séquences ou réaliser des tests physiologiques
supplémentaires.

1.5.3.2. Identification des levures par RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Les isolats ont subi une étude complémentaire qui a consisté en la digestion des produits de la
PCR par les enzymes de restriction Dde I, Sau3Al, MSPI et Hae IIl. Les fragments de
restriction obtenus sont analysés par électrophorese sur gel d’agarose.
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Les résultats de la digestion par les enzymes de restriction sont présentés par les profils la
figure suivante (Figure 15)

Figure 15 : Profils RFLP des produits de la PCR obtenus avec les enzymes de restriction Dde I,
Sau3Al, MSP I et Hae II1.

La figure 15 montre les gels typiques d’électrophorese de produits de la PCR obtenus a partir
de 11 souches de Candida et une souche de Rhodotorula digérés avec les quatre enzymes de
restriction.

Les profils de restriction obtenus avec chaque enzyme pour chaque isolat sont résumés dans le
tableau 19. Les résultats montrent que la souche L7 Clavispora lusitaniae ABS7 a donné deux
bandes avec I’endonucléase HAE III alors que les autres souches de Clavispora lusitaniae
(L5, L9, L10, L11 et L12) ont donn¢ une seule bande.
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Tableau 19:Tailles des produits de la PCR ITS1-ITS2 de tous les isolats étudiés et des souches
témoins avant et apres la digestion par les enzymes de restriction Dde I, Sau3Al, MSP I et Hae III

Taille Taille de produits de la restriction
Souche Identification d’I{l:FSS“I- (paire dc buses pb)
(pb) Dde I Sau3Al MSP 1 Hae II1
Témoin Klyveromyces lactis 600 400+200 600 400+200 600
Témoin | Saccharomyces cerevisiae 800 700+100 700+100 800 800
L7 Clavispora lusitaniae 400 400 300+100 320+80 250+150
L11 Clavispora lusitaniae 400 400 300+100 320+80 400
L1 Pichia caribbica 600 400+200 | 400+120+80 400+200 480+120
L2 Pichia guilliermondii 600 400+200 | 400+120+80 400+200 480+120
L4 Pichia guilliermondii 600 400+200 | 400+120+80 400+200 480+120
L5 Clavispora lusitaniae 400 400 300+100 320+80 400
L6 Meyerozyma guilliermondii 600 400+200 | 400+120+80 400+200 480+120
L12 Clavispora lusitaniae 400 400 300+100 320+80 400
L8 Pichia guilliermondii 600 400+200 | 400+120+80 320+80 450+150
L9 Clavispora lusitaniae 400 400 300+100 320+80 400
L10 Clavispora lusitaniae 400 400 300+100 320+80 400
Témoin Candida glabrata 800 800 500+250+50 | 380+250+170 | 480+320
L3 Rhodotorula mucilaginosa 800 600+200 | 400+300+100 | 400+300+100 | 650+150

Pour I’identification moléculaire, une comparaison de séquences est établie avec les
séquences de la base de données NCBI. Les résultats de I’identification sont récapitulés dans
le tableau 20.
La confirmation de la répartition de la population levurienne se fait ainsi :

- Six souches appartenant au genre Clavispora lusitaniae (Candida lusitaniae) avec

sporulation et pseudomycélium.

- Trois souches de Pichia guilliermondii sans sporulation et un vrai mycélium.

- Une souche de Pichia caribbica, sporulation+.

- Une souche de Rhodotorula mucilaginosa, sporulation —.

- Une souche de Meyerozyma guilliermondii, sporulation +.
Le biotope prélevé contient des levures de différents genres avec une prédominance nette pour
I’espece Clavispora lusitaniae ou Candida lusitaniae.
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Tableau 20 : Récapitulation de I’identification des souches de levures.

Code API Identification Numéro Similarité | Identification Myvcélium | Sporulation
Souche 32C galerie 32C Accession % PCR-RFLP y P

7577 Candida o Pichia Vrai

L1 3501 guilliermondii FN42831.1 99% caribbica mycélium i
7177 Candida o Pichia Vrai

L2 3521 guilliermondii F1969194.1 9% guilliermondii | mycélium )

13 | 2% | Rhodotorula rubra | CRUB0138 999, | Rhodotorula i i
7401 mucilaginosa
7177 Candida o Pichia Vrai

L4 3521 guilliermondii EF197814.1 99% guilliermondii | mycélium )

Ls | 157 | candida tusitaniae | G0376072.1 99% Clavispora |~ Pseudo "
3701 lusitaniae mycélium
7177 Candida o Meyerozyma Vrai

. +

L6 3521 guilliermondii EF197816.1 100% guilliermondii | mycélium

L7 | 37 | Candida lusitaniae | GO376072.1 99% Clavispora Pseudo +
3701 lusitaniae mycélium
7177 Candida o Pichia Vrai

L8 3521 guilliermondii F196991941 9% guilliermondii | mycélium )

Lo | 57 condida tusitaniae | GO376072.1 | 99% Clavispora |~ Pscudo +
3701 lusitaniae mycélium

Lo | 17 | candida usitaniae | G0O376072.1 99% Clavispora Pseudo +
3701 lusitaniae mycélium

Lt | 387 | Candida wusitaniae | GO376072.1 | 99% Clavispora | - Pscudo +
3701 lusitaniae mycélium

L2 | 17 | candida usitaniae | GO376072.1 99% Clavispora Pseudo +
3701 lusitaniae mycélium

Les levures contaminant les céréales appartiennent aux micromycetes et renferment les genres

Saccharomyces, Candida, Hansenula, Pichia (Bourgeois et Larpent, 1996, Laitila et al., 2006).
Dans l’orge, les levures sont le deuxiéme groupe de microorganismes le plus abondant
(Flannigan, 2003). Dans I’écosystéme de ’orge se trouvent les genres Candida, Clavispora,

Galactomyces, Hanseniaspora, Issatchenkia, Pichia, Saccharomyces et Williopsis et les genres

de levures basidiomycetes telles que Bulleromyces, Filobasidium, Cryptococcus, Rhodotorula,

Sporobolomyces et Trichosporon.

Le biotope étudi¢ [blé récolté¢ dans un climat aride (Biskra) et semi aride (Constantine et Oum
El Bouaghi)] constitue une source de souches levuriennes amylolytiques. Des études

antérieures ont permis 1’isolement de levures amylolytiques a partir de différentes sources
riches en amidon :
-Tubercules de la patate douce (Olasupo et al., 1996),
-Sols amylacés prélevés dans des plantations de manioc apres la récolte ou des marchés
de la farine et dans I’environnement de minoteries (Kamakshi et al., 1999 et Fossi et al.,

-Orge (Petters et al., 2008), mais (Ebabhi et al., 2013).

2005),

-Déchets de la pomme de terre (Ouédraogo et al., 2012),
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-Produit de fermentation du riz pour la préparation du vin traditionnel vietnamien
(Dung et al. 20006),
-Marcha ou murcha (un stimulateur d’expression « start up » amylolytique traditionnel
utilisé pour produire des boissons alcoolisées) (Tsuyoshi et al., 2005),
- Aliments fermentés (Hiroshi et al., 1997).
- Levains de panification traditionnels (Lagzouli et al., 2007).
A ce jour, I’isolement de levures amylolytiques a partir de grains de blé n’a fait 1’objet
d’aucune étude malgré leur richesse en amidon (69g/100g de grain de bl¢) (Feillet, 2000).

1.6. Production d’a-amylase et de pullulanase thermostables

Pour chercher une souche productrice d’enzymes thermostables, un screening sur les 12
souches levuriennes sélectionnées est entrepris en comparant leur comportement sur différents
milieux (lactosérum, amidon, lactosérum + amidon) (Figures 16).
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Figure 16 : Etude de la production des enzymes amylolytiques par des levures
sélectionnées sur différents milieux, A : a-amylase, B : pullulanase
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Les 12 souches sont capables de produire de I’a-amylase et de la pullulanase mais avec une
différence hautement significative.
- Les activités amylasiques sont plus ¢élevées chez les souches Ls, Ls, Ls, L7, Lo, Lio,
L11 et L12 (ﬁgure 16 A)
- L’activité de la pullulanase est performante chez les souches : Ls, Lg, L7, Lo, Ljo, Li;
et L, (figure 16 B)
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- Lessouches L3, Ls, L, L7, Lo, Lo, Li; et Lj» produisent aussi bien 1’a-amylase que
la pullulanase sur les trois milieux testés.
Les résultats de I’analyse de la variance montrent que 1’activité a-amylase chez Clavispora
lusitaniae ABS7 dépend de la souche (F=847,55) et du substrat (F=3110,66).
Cultivée sur le lactosérum additionné de 1% d’amidon, la souche L7, Clavispora lusitaniae
ABS7, est la plus performante dans la production de I’a-amylase d’aprés la figure et le test de
Newman-Keuls. Elle est suivie de la souche L5, cultivée sur le méme milieu (annexe 3).
Quant a la production pullulanasique par les 12 souches sur les trois milieux, I’analyse de la
variance indique que I’enzyme est affectée aussi bien par la souche (F=41,114) que par le
substrat (F=131,43). D’aprés la figure 16 et le test de Newman-Keuls, il s’est avéré que la
souche L7 est la plus performante lorsqu’elle est cultivée sur le milieu lactosérum plus
amidon. Elle est suivie de la souche L10 dans les mémes conditions (annexe 3)
La souche la plus performante (celle qui donne la meilleure production d’a-amylase et de
pullulanase thermostables est donc la levure L7,

1.7. Comparaison de la thermostabilité¢ des enzymes des souches sélectionnées

Les meilleures souches productrices de I’a-amylase et de la pullulanase sont utilisées pour
I’étude de la thermostabilité (Figures 17).
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Figure 17 : Etude de la thermostabilité des enzymes des levures sélectionnées

A : a-amylase, B : pullulanase
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De facon générale, les souches du biotope d’étude sont compétitives pour la production
amylolytique et les enzymes a-amylase et pullulanase sont thermostables. A 90°C durant 120
min, toutes les enzymes ont maintenu en moyenne 75 % de leur activité initiale. Cependant, la
souche L3 de I’espece Rhodotorula mucilaginosa semble étre plus sensible avec une perte de
30% de son activité initiale.

Les résultats obtenus montrent que les enzymes produites par les souches sont des enzymes
thermostables, et dépassent largement les valeurs rapportées par la littérature.

La stabilité thermique de I’a-amylase et de la pullulanase sont prolongées : la durée de demi-
vie n’est pas atteinte aprés 3h d’incubation.

Cette résistance a la température peut s’expliquer par la nature des souches, I’influence du
biotope (zone aride désertique et semi-aride) et [’adaptation physiologique des
microorganismes aux conditions de 1’environnement, entrainant la sécrétion d’enzymes dont
la structure particuliere est en lien avec la thermostabilité, en particulier grace a une
glycosylation excessive (Vieille et Zeikus, 2011).

Les levures ne sont pas connues par leur résistance a la température élevée, alors que
certaines bactéries sont considérées comme thermo-résistantes. 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 enzymes des souches levuriennes étudiées, comparables a celui des amylases
bactériennes (Fossi et al., 2005). En effet, la transformation génétique se produit lorsque
différents micro-organismes 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).
D’autres facteurs accentuent la thermostabilité des enzymes comme les différentes liaisons
maintenant la structure tertiaire des enzymes: ponts disulfures, liaisons hydrogenes,
interactions ioniques et liaisons hydrophobes (Mallick et al., 2002 ; Roovers et al., 2004 et
Elleuche et Antranikian, 2013), ponts salins et cofacteurs (Vieille et al., 2001).

Tous ces facteurs augmentent la résistance de I’enzyme a des traitements thermiques élevées
(Mallick et al., 2002 ; Roovers et al., 2004). Par ailleurs, les ions Ca*" et Zn*" participent a la
structure des amylases (métallo-enzyme a Ca>" et Zn”") et augmentent considérablement leur
stabilité¢ (Saxena et Singh, 2011 et Smitha et al., 2015).

Nos résultats peuvent €également étre expliqués par le fait que ’enzyme n’est pas purifiée :
I’extrait enzymatique contient des sources carbonées et des sels qui peuvent contribuer a la
thermostabilité des enzymes (Turner et al., 2007). Cependant, on peut également penser que
des ¢léments déterminés par des séquences particulieres en acides aminés situés a des endroits
stratégiques, ont participé également au maintien de la structure spatiale de I’enzyme malgré
les traitements thermiques subis. Différentes études ont révélés que la thermostabilité des
enzymes est énormément affectée par la richesse en paires de base CG des mRNA des
protéines (Farias et Bonato, 2003 ; Hickey et Singer, 2004 ; Paz et al., 2004 et Trivedi et al.,
20006).

Il ressort de la figure 21 que les souches qui produisent une a-amylase thermostable sont par
ordre régressif: la souche Ly > L > L;;> Lg>L3> Ls> Ly > Ljo. Pour la pullulanase
thermostable, les souches sont L7 >19> Li;>Ls>L;>Ls > L.
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D’apres les résultats, on remarque que les souches sont trés proches : il y a un chevauchement

des barres d’incertitude et que la population isolée est assez homogeéne quant a la
thermostabilité des enzymes étudiées.

Cependant, la souche la plus performante dans la production des deux enzymes (o amylase
et pullulanase) thermostables est la levure L7, identifiée comme Clavispora lusitaniae ABS7.

1.8. Caractéristiques et propriétés de Clavispora lusitaniae ABS7

1.8.1. Caracteres macroscopiques

La souche L7 ou Clavispora lusitaniae ABS7 pousse rapidement sur milieux YPGA et
YPSA (figures 18 A et B).

A B
D E

Figure 18: Caractéres morphologiques de Clavispora lusitaniae ABS7 :
A: Clavispora lusitaniae ABS7 sur YPGA, B: Clavispora lusitaniae ABS7 sur YPSA
C: Forme des colonies, D: Clavispora lusitaniae ABS7 sur YPG
E: Clavispora lusitaniae ABS7 sur Chromagar

C

Ses colonies sont blanches, crémeuses, lisses, d’aspect brillant (Figure 18C). Elle ne se
distingue pas des autres especes de Candida isolées. Des tests biochimiques sont donc
nécessaires pour identifier au niveau de la sous-espéce. La croissance de Clavispora
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lusitaniae ABS7 en milieu liquide indique le caractére gazogene de la souche qui se traduit
par la présence du CO, dans la cloche de Durham. De plus, un dépot épais, renseignant sur la
masse cellulaire est observé (Figure 18D).

Sur milieu Chromagar, les colonies de couleur rose violette (Figure 18E) permettent
d’identifier la souche Clavispora lusitaniae alors que la souche Candida tropicalis apparait
en bleu foncé et Candida albicans en vert.

1.8.2. Caracteres microscopiques

Les cellules de la levure Clavispora lusitaniae ABS7 ont une forme ronde ou allongée
(ovoide) (Figure 19). Leur taille varie de 4 a 10 pm.
4

Figure 19 : Caracteres microscopiques de Clavispora lusitaniae ABS7 :
Forme des cellules
1.8.3 Reproduction
1.8.3.1. Reproduction asexuée

La souche a une reproduction asexuée par bourgeonnement axial et multilatéral (Figure 20).

Figure 20 : Reproduction asexuée chez Clavispora lusitaniae ABS7 par bourgeonnent
Culture sur milieu YPG
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1.8.3.2. Reproduction sexuée

Sur des milieux approprié¢s : MaClary’s et V8, la souche a une reproduction sexuée avec
formation des ascospores (forme parfaite). Les asques sont ellipsoidaux a paroi évanescente et
contiennent 1 a 4 ascospores, piriformes, a paroi lisse (Figure 21).

Figure 21 : Reproduction sexuelle chez Clavispora lusitaniae ABS7 : Asques contenant 2 et 4
spores

1.8.4. Filamentation

Sur le milieu RAT, on observe une apparition rapide d’un pseudomycélium fin, peu ramifié
qui part de I’intérieur de la colonie de levure (Figure 22). Le pseudomycélium peut étre
absent, rudimentaire ou abondant. L’existence d’un vrai mycélium est parfois observée. La

présence de blastospores ellipsoidales est notée, avec une levure non pigmentée, sensible a
I’actidione.

Figure 22 : Formation de pseudomycélium chez Clavispora lusitaniae ABS7 cultivé sur

milieu RAT.
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1.8.5. Confirmation de I’identification de Clavispora lusitaniae par I’amplification de la

région D1/D2

L’amplification et le séquencage de la région D1/D2 de I'ADN ribosomique 26S et la
comparaison avec les bases de données du NCBI ont confirmé I’identification de la souche
ABS 7 a Clavispora lusitaniae (Tableau 21).

Tableau 21: Identification taxonomique moléculaire réalisée par PCR de la région D1/D2 de

I'"ADN ribosomique 26S.
Désignation Origine Espéce Taille de Fragment %
ABS7 Bl¢ stocké dans une Clavispora lusitaniae 494/494 100%

zone aride-Saharienne

(Biskra Alggérie)
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1.8.6. Séquengage de 26S rDNA de Clavispora lusitaniae ABS7

Les résultats du séquencgage des amplicons obtenus aprés amplification par PCR, du domaine
D1/D2 de la région 26S de I’ADN ribosomique et comparaison aux séquences de la base de
données du NCBI a été réalisée a CIRM.

Le séquengage de 26S rDNA de Clavispora lusitaniaeABS7 est le suivant :
ACAAAAAAATAAATTTTTTTATTCTAACAAACTAAATCAAAACTTTCAACAACGG
ATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATACGTAGTATGA
CTTGCAGACGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTCGAGGCATTCC
TCGAGGCATGCCTGTTTGAGCGTCGCATCCCCTCTAACCCCCGGTTAGGCGTTGCT
CCGAAATATCAACCGCGCTGTCAAACACGTTTACAGCACGACATTTCGCCCTCAA
ATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAGGCG

1.8.7. Positionnement phylogénétique de Clavispora lusitaniae ABS7

Candida intermedia NRRL Y-981T (U44809)

100

Candida pseudointermedia NRRL Y-109397 (U44816)
69 Candida tsuchiyae NRRL Y-17840" (U49064)
Metschnikowia agaveae NRRL Y-1791T (U84243)

Clavispora opuntiae NRRL Y-11820T (U44818)

ABS 7
99
Clavispora lusitaniae NRRL Y-11827T (U44817)

{ Candida fructus NRRL Y-17072T (U44810)
74

60 |- Candida asparagi SN15-1T (AY450920)

- Candida Carvajalis CLQCA-20-011T (AM946644)

Uncultured bacterium clone R4J7L4 E6 (GQ467898)

0.1

Figure 23: Place de la souche ABS7 dans I’arbre phylogénétique du genre Candida

La séquence du gene 26S rDNA de la souche ABS 7 présente 94,12 % d’identité
nucléotidique avec la séquence de la souche type Clavispora lusitaniae NRRL Y-11827
(Figure 23). Il y a 29 paires de bases de la séquence de Clavispora lusitaniae ABS7
différentes de celles de Clavispora lusitaniae NRRL Y-11827".
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1.8.8. Tests classiques de fermentation et assimilation des substrats

L’appartenance au méme génotype que la levure C. lusitaniae est confirmée par les tests de
fermentation classique des substrats. Les résultats des tests physiologiques de la méthode
classique sont récapitulés dans les tableaux 22, 23, 24, 25 et 26. L’ interprétation des résultats
selon Barnett et al. (2000) et Payne et al., 2011 indiquent que la souche L7, Clavispora
lusitaniae ABS7, présente quelques caracteres a I’encontre du profil type, a savoir :
fermentation du lactose (+) , L-arabinose (£), D-mannitol (-), nitrate (+) et créatinine (+).
D’apres les résultats, la souche Clavispora lusitaniae ABS7 (isolée de grains de blé provenant
d’une zone aride-saharienne), montre une différence physiologique par rapport aux résultats
annonceés par Barnett et al., 2000 et Payne et al., 2011. On note aussi une particularité
génétique par rapport aux autres souches de Clavispora lusitaniae sélectionnées : deux bandes
avec I’endonucléase HAE III au lieu d’une seule bande sont observées (Figure 19). Il s’agit
vraisemblablement d’une sous espéce.
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1.8.9. Clavispora lusitaniae ABS7 productrice d’enzymes amylolytiques

La croissance de Clavispora lusitaniae ABS 7 sur milieux YPSA et YPPA montre la capacité
de cette souche a synthétiser 1’a- amylase et la pullulanase (Figure 24)

Figure 24: Zones de lyse chez la souche Clavispora lusitaniae ABS7
A: Inoculum; B: Extrait enzymatique (o-amylase)
C: Inoculum (pullulanase)

Les halos clairs autour des colonies, apres coloration du substrat, indiquent une libération de
I’enzyme par la souche et I’hydrolyse du substrat au voisinage de la colonie (zone de lyse).

La souche Clavispora lusitaniae ABST est s€lectionnée comme étant la plus performante
parmi les levures étudiées, pour la production d’enzymes thermostables. Ses différentes
caractéristiques sont récapitulées dans le tableau 27.
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Tableau 27: Caractéristiques de Clavispora lusitaniae ABS7

Caractéres macroscopiques Colonies blanches, crémeuses, lisses, d’aspect brillant

Caractéres microscopiques Cellules rondes a allongées (ovoides), de 4 a 10 um sur 3 2 6 um

Chromagar Colonies du rose au violet

Reproduction asexuée Bourgeonnements multilatéral

Asques ellipsoidaux a paroi évanescente contenant de 1 a 4

Reproduction sexuée . < A
ascospores, piriformes, a paroi lisse

Pseudomycélium Présent,
Blastospores Parfois présentes, ellipsoidale
Pigment Négatif
. Glucose, +++, Galactose + ++, Saccharose+, Lactose+ et
Tests Fermentation .
Tréhalose -

Tests d’assimilation Nitrate +, Créatinine +, Rhamnose +, Sorbose + et Gluconate +

Croissance sur YPSA Positif
Croissance sur YPPA Positif
Sensibilité a ’actidione Positif

1.8.10. Densité de ’inoculum de la levure

Des taux d’ensemencement de 0; 2,5 10% 2,510%; 2,5 10° et 2,5 10 cellules/ml sont testés
pour déterminer le taux d’ensemencement adéquat pour la production a-amylasique et
pullulanasique par la levure Clavispora lustaniae ABS7. Les résultats sont présentés dans la
figure 25.
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Figure 25: Effet du taux d'ensemencement sur la production
enzymatique

D’apres la figure 25, il ressort que la production de 1’a- amylase et de la pullulanase est
influencée par le taux d’ensemencement. La dose d’inoculum de 2,5 x 10° cellules /ml semble
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étre suffisante pour obtenir une bonne activité o-amylasique et pullulanasique pour 40h
d’incubation. Cette concentration d’inoculum va donc étre adoptée par la suite de notre étude.

1.8.11. Conclusion partielle

La meilleure production de I’a-amylase et de la pullulanase est obtenue avec la souche L7
identifiée comme Clavispora lusitaniae ABS7. Les enzymes produites présentent une bonne
stabilité thermique (78% pour I'o-amylase et 76,5% et pour la pullulanase), aprés un
traitement thermique & 90°C pendant 120 min (Figure 17). Une dose d’inoculum de 2,5 x 10°

cellules /ml est suffisante pour obtenir une activité o-amylasique et pullulanasique maximales
(Figure 25).

2. Production d’enzymes

2.1. Influence de la composition du milieu au lactosérum
2.1.1. Milieu au lactosérum brut et milieu au lactosérum décaséiné

La comparaison des productions enzymatiques dans chacun des milieux est effectuée par
I’analyse de la variance. Il s’avére que le traitement du lactosérum a un effet sur ’activité o-
amylasique [F = 11,32; P<0.0031] et aussi sur I’activité pullulanasique [F= 16,86 ;
P<0,0043] : les activités enzymatiques ont augmenté avec le traitement du lactosérum (Figure
26). L’¢limination de la caséine a amélioré la production enzymatique : la cause peut en étre
le précipité de la caséine formé apres stérilisation du lactosérum

2500
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< 1500
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~
=
=2 |
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Figure 26: Comparaison de 1'effet de lactosérum traité et non traité
sur la productionde I'a-amylase et la pullulanase

2.1.2. Etude physico-chimique du lactosérum décaséiné
Les résultats de I’analyse physico-chimique du lactosérum traité (décaséiné) sont présentés
dans le tableau 28. Il est composé de 55,23 g/l de sucres, 1,12 g/l d’azote total, 835 mg/l de
calcium Ca®" et 9 g/l de protéines. Sa richesse en sources carbonées en fait un milieu
favorable a la culture des micro-organismes et a la production des métabolites secondaires en
particulier les enzymes amylolytiques.
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2.1.3. Détermination de la concentration optimale du lactosérum décaséiné
Les résultats de ’ANOVA (annexe 3) montrent que la concentration du lactosérum a un effet
significatif sur la production a-amylasique [F = 356,135; P=0] et sur I’activité pullulanasique
[F= 276,987 ; P=0]. L’analyse de ’ANOVA a montré que le test de Fisher est hautement
significatif (avec p=0) ce qui indique que la production de I’a-amylase et de la pullulanase est
trés influencée par la concentration de lactosérum traité. Le test de Newman et Keuls (annexe)
révele que la concentration de lactosérum traité¢ de 100% donne la meilleure production pour
les deux enzymes (Figure 27). On peut déduire que les enzymes amylolytiques (a-amylase et

pullulanase) de notre souche de levure C. lusitaniae ABS 7, ne sont pas inhibées par le lactose
a 5,5% dans le milieu (Tableau 28).

Tableau 28 : Etude physico-chimique du lactosérum

pH 4,49

MS 9,82%

Cendre MM 12,25 g/l
Calcium 835 mg/l
Phosphore 132 mg/l
Sodium 294 mg/ml
Potassium 1214 mg/ml
Magnésium 72 mg/ml

Azote total 1,12 g/1
Protéines 1,12x 6,25=9 g/l
Matiére grasse 0,5 g/l

Chlore 2,457 g/l

Sucre (lactose) 55,23 g/l

Acidité 68°D= 6,8 g d’acide lactique

Ul(uM/min)

20 40

Figure 27: Effet de la concentration de lactosérum sur la production
enzymatique
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2.1.4. Conclusion partielle

L’utilisation du milieu lactosérum 100% (non dilu¢), décaséiné, avec une concentration de
I’inoculum de 2.5 x 10° cellules/ml améliorent la production de I’a-amylase et de la
pullulanase (Figures 25, 26 et 27). Néanmoins, il convient d’étudier si cette production ne
peut étre améliorée (optimisation) en tenant en compte 1’effet de 8 facteurs sélectionnés et en
utilisant les Plans statistiques; Plackett - Burman (1946) et Plan de Box-Wilson (1951).

2.2. Recherche des conditions optimales de la production enzymatique
2.2.1. Screening des facteurs

Le tableau 29 présente la conception expérimentale de Plackett-Burman pour 12 essais avec
deux niveaux de concentrations pour chaque variable et les activités o-amylasque et
pullulanasique correspondantes. A, B, C, E, F, G, I et J représentent les constituants du
milieu et D, H et K représentent les variables erreurs. Le niveau de confiance des variables
de B (pH) et G (NH4Cl) étant inférieur a 70%, elles sont donc considérées comme
insignifiantes. A DI’inverse, les six variables (A: agitation, C: température, E: amidon, F:
extrait de levure, I: solution de sels et J: solution d’oligo-éléments) ont un niveau de confiance
supérieur a 70% et sont donc considérées comme significatives.

L'effet des variables est mesuré avec un intervalle de confiance > 70 % pour 1’a-amylase; A (-
1231), C (808,6), E (-344,4), F (-375), I (396,2) et J (-480,2) et pour la pullulanase; A (-
1259,2), B(7818,3), E (-323, F (-401,6), 1 (409,1) et J (-514.9).

Compte tenu des résultats affichés dans le tableau 30, les équations polynomiales réduites
peuvent étre rédigées ainsi:

Y, =8194,4—-615,8 A+4043C—-172,2E—-187,5F +198,1 1-240,1J (1)
Y, =7989,6 - 629,6 A+390,6 C-161,8 E —200,8 F +204,6 I- 257,4J (2)

Tableau 29: Matrice expérimentale de Plackett-Burman (11 essais) et production d’enzymes.

, Activité —\ tivite
. Variables o- ;
Experiences Pullulanasique
amylase (UI)
A B C ® E F G H I J (K (U

1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 669304 6490,16
2 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 8591,02 8380,00
3 + -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 822760 8022,60
4 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 9044,67 8976,60
5 -1 -1 +#1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 8770,76 8530,12
6 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 8423,00 8212,00
7 + -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 6434,69 6201,00
8 + +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 733581 7098,00
9 +1 41 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 8181,70 7959,16
10 -1+ +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 922220 9000,50
11 + -1 +41 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 8598,78 8389,04
12 14 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 880900 8616,00

A,B,C,E, F, G, Iet] sont désignés comme variables ; D, H et K sont des variables erreurs;
UI: uMoles de maltose par min.
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Tableau 30 : Analyse statistique des résultats du plan de Plackett-Burman
pour la production de I’a-amylase et de pullulanase

Code Facteurs Effet Coefficient T (xi) p-value sigli\ilili‘;ili?oge(% )
a-amylase
Constante 81944 71,48 0,000
A Agitation -1231,5 -615,8 -5,37 0,013 98,7
B pH -32,6 -16,3 -0,14 0,893 10,7
C Température 808,6 404,3 3,53 0,039 96,1
D Erreur - - - -
E Amidon -344,4 -172,2 -1,50 0,230 77,0
F Extrait de levure -375,0 -187,5 -1,64 0,200 80,0
G (NH4),S0,4 -87,8 -43,9 -0,38 0,727 27,3
H Erreur - - - -
I Sels 396,2 198.1 1,73 0,182 81,8
J Oligo-¢éléments -480,2 -240,1 -2,09 0,127 87,3
K Erreur - - - -
Pullulanase
Constante 7989,6 62,48 0,000
A Agitation -1259,2 -629,6 -4,91 0,016 98,4
B pH -11,1 -5,5 -0,04 0,968 03,2
C Température 7818,3 390,6 3,05 0,056 94,4
D Erreur - - - -
E Amidon -323,6 -161,8 -1,26 0,296 70,46
F Extrait de levure -401,6 -200,8 -1,57 0,215 78,5
G (NH4),S0, -62,1 -31,0 -0,24 0,827 17,3
H Erreur - - - -
I Sels 409,1 204,6 1,60 0,209 79,1
J Oligo-éléments -514,9 -257.4 -2,01 0,138 86,2

La production de I’a-amylase (Y) et de la pullulanase (Y;) est mieux expliquée en utilisant
les facteurs explicatifs (variables) A,C, E, F, I et J puisque leurs coefficients sont les plus
importants et en raison du niveau de signification élevé (Tableau 30). La corrélation entre A,
E, F et J, et la production d'enzymes est négative. D'autre part, elle est positive entre C, I et la
production de I'a-amylase.

2.2.1.1. Effet de la source de carbone

La source de carbone est un des facteurs importants qui affectent la production enzymatique,
en particulier lorsqu’elle joue le réle d’inducteur d'enzyme. D’apres nos expériences, 1'ajout
d'amidon au lactosérum (riche en lactose) a montré un effet négatif important sur la
production de I’a-amylase (P >77%) et celle de la pullulanase (P >70, 46%) avec une
diminution des activités de 344,4 Ul et 323,6 Ul respectivement. Ce résultat permet d’avancer
I’hypothese qu'une certaine concentration de substrat carboné peut provoquer une inhibition
de la production par répression catabolique (Mc Tigue et al., 1994).

Pour I’a-amylase, une augmentation de la production nécessite une diminution du niveau de la
concentration de I’amidon qui doit étre inférieur a 10 g/l. Il a été constaté qu'au-dela de 5 g/ 1,
I’amidon inhibe la croissance de la levure et par conséquent, l'activit¢ amylolytique (Mc
Tigue et al.1994). D'autres travaux rapportent que 1’amidon constitue la meilleure source de




Résultats et discussion

carbone pour la production de 1'a-amylase de souches bactériennes ou fongiques (Irfan et al.,
2012 et Sharma et al.,, 2014). Son addition dans le milieu augmente la production
enzymatique. Les a-amylases sont des enzymes extracellulaires et leur production est induite
par leur substrat a une certaine concentration limite (Clementi et Rossi, 1986; Djekrif-
Dakhmouche et al., 2006; Veralakshmi et al., 2009; Chimata et al., 2010 et Nair et Sabharwal,
2013). En plus de son role inducteur, I’amidon stabilise I'enzyme (De Mot et Verachtert,
1987).

Pour la pullulanase, la présence de substrats polysaccharides renfermant des liaisons a-(1, 6)
comme le pullulane a une concentration critique (Nair et al., 2007 et Asha et al., 2013), ou le
glycogene (Gomes et al., 2003) induit sa production. Dans la littérature, I’effet du maltose est
controversé: il est inducteur pour certaines pullulanases comme celle de B.
stearothermophilus (Wind et al., 1994), de C. thermosuifurogenes (Reddy et al., 1999) et de
Rhizopus oligosporus-ML-10 (Irfan et al., 2012), ou répresseur chez Rhodothermus marinus
(Gomes et al., 2003). La production de la pullulanase est également induite en présence
d’amidon soluble. Cependant, il a ét¢ démontré qu’une concentration supérieure a 1 %
d'amidon réduit la productivit¢ de 1’a-amylase et de la pullulanase. L’amidon, & une
concentration critique, a donc un role d’inducteur pour la pullulanase et 1’a-amylase
(Antranikian et al., 1987).

2.2.1.2. Effet de la source d’azote

La source d'azote est I'un des facteurs les plus courants affectant la production de l'a-amylase
et de la pullulanase. Dans notre étude, le sulfate d’ammonium NH,SO4 a 0,1% n'a pas d’effet
sur I’a-amylase et la pullulanase. Cependant, 1’activité enzymatique semble étre affectée par
I'extrait de levure : son effet est négatif et significatif sur la production de l'a-amylase
(P>80%) et de la pullulanase (P>78, 5%), et conduit a une diminution respective de I’activité
de 375 Ul et de 401,6 UI. Cet effet négatif est dii probablement a une concentration excessive
de l'extrait de levure, qui peut inhiber la production de I'enzyme lorsque la concentration est
supérieure a une valeur critique (Pederson et Nielsen, 2000). La diminution de la production
de I'amylase a des concentrations plus élevées d’extrait de beeuf ou d’extrait de levure pourrait
étre due a l'induction de protéases qui détruisent les enzymes amylolytiques (Kumar et
Satyanarayana, 2001 et Sharma et al., 2014).

L’azote peut, donc, étre un facteur limitant de la production enzymatique (Mc Tigue et al.,
1994). Cependant, Hamilton et al., (1999) et Hernandez et al., 2006, mentionnent que la
production de I'amylase est améliorée par 1’ajout d'une source azotée organique. L’extrait de
levure a permis la production maximale d’amylases : a-amylase et glucoamylase (Pederson et
Nielson, 2000; Oshoma et al., 2010; Valaparla, 2010 et Irfan et al., 2012). Par contre, la
peptone a un effet inducteur pour la production de la pullulanase extracellulaire par Bacillus
halodurans (Asha et al., 2013), Raoultella planticola DSMZ 4617 (Hii et al., 2009 a).
Mrudula (2010) obtient une production maximale d’o-amylase et de pullulanase
chez Clostridium thermosulfurogenes SVM17 en présence de peptone a 0,8% alors que Nair
et al. (2006) ont obtenu le maximum de la pullulanase chez Bacillus cereus FDTA 3, apres
24h de culture, en utilisant 1'extrait de levure a 0,4 %. L’exigence en source azotée organique
diffeére selon les souches.
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2.2.1.3. Effet de sels et des oligo-¢léments

Les sels minéraux sont non seulement importants pour la croissance de micro-organismes, ils
le sont également pour la production d'enzymes et leur activité.

Les sels (KH,PO4, KoHPO4, MgSO4, 7H,0 et CaCl,, 6 H,O) ont un effet positif significatif
sur la production de I’a-amylase et de la pullulanase (P > 81,81 % et 79,1 % respectivement),
provoquant une augmentation respective de l'activité de 396, 2 Ul et de 409 UI.

L'effet des oligo-¢éléments sur la production de l'a-amylase et de la pullulanase est
significativement négatif (P > 87,3 % et 86,2 %, respectivement) avec une réduction de 480,2
Ul pour I’a-amylase et de 514,9 UI pour la pullulanase. Ces résultats sont probablement dus a
la quantité excessive d’oligo-éléments a laquelle s’ajoute celle apportée par le lactosérum
(Tableau 28).

Les résultats d’Ozdemir et al., (2013) rapportent que le CaCl, a 20 mM provoque une
augmentation de production de I'a-amylase par Bacillus substilis. L'a-amylase est connue étre
une métalloenzyme a calcium dont la production y est dépendante (Asgher et al., 2007). Les
ions Ca®" jouent des roles importants pour 1’alpha amylase (i) action significatif sur le
métabolisme et la physiologie des microorganismes, (ii) action sur l'activité de 1'enzyme par
stabilisation et défense contre les protéases (Sarikaya et al., 2000) et (iii) amélioration de la
stabilité thermique de 1'enzyme (Boel et al., 1990 et Gangadharan et al., 2008). Comme pour
’a-amylase, les ions Ca®" stimulent fortement I’activité de la pullulanase de Raoutella
planticola DSMZ4617 et de Bacillus thermophile 3183 (Shen et al., 1990 et Hii et al., 2009a).
Ces ions stabilisent et maintiennent la conformation de la pullulanase de Bacillus halodurans
(Asha et al., 2013).

Les cations Mg”", jouent également, un réle important dans la production de l'a-amylase.
Leur omission dans le milieu réduit de 50% la production de I’enzyme (Gupta et al., 2003).
IIs ont un effet positif sur la production des deux enzymes chez Clostridium
thermosulforegenes SVM17 (Mrudula (2010), Bacillus halodurans (Asha et al., 2013),
Aureobasidium pullulans (Moubasher et al., 2010) et Geobacillus sp.LL14 (Zareian et al.,
2010).

L’anion PO,’ joue un role régulateur important dans la synthése des métabolites primaires
et secondaires chez les micro-organismes (Dean et al., 1972) et affecte ainsi leur croissance
ainsi que la production de I'a-amylase (Saxena et al., (2007). Le composé¢ KH,PO4 améliore la
production de la pullulanase de Bacillus cereus EDTA13 (Nair et al., 2006; Hii et al., 2009a et
Zareian et al., 2010) et la production de I'a-amylase d’A. niger-ML-17, Rhizopus oligosporus-
ML-10 (Irfen et al., 2012). Les ions de K sont connus pour étre nécessaires aux différentes
activités physiologiques. En plus de ’effet tampon de KH,PO4 et K;HPOy, ils sont utilisés
comme source de PO, et d’ions K* (Wiley et al., 2010).

Les cations Mn®" améliorent la production de la pullulanase de Bacillus cereus var. mycoide
(Takasaki, 1976) et celle de I'a-amylase de différentes sources (Ara et al., 1995 et Irfen et al.,
2012). La production combinée de I'a amylase et de la pullulanase de Rhodothermus marinus
(Gomes et al., 2003) et Bacillus sp. KSM-1378 (Ara et al., 1995) est stimulée par ce cation.

Le composé minéral FeSO4 est recommandé¢ pour la production combinée de 1'a-amylase et
de la pullulanase (Ara et al., 1995; Gomes et al.,2003) et pour la production de la pullulanase
(Hii et al., 2009b). Par contre, pour la production d'a-amylase par la moisissure A4.niger, le
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FeSO, abaisse la production par rapport au témoin. Gosh et Chandra (1984) ont rapporté que
les ions métalliques Mn?*, Ca®" et Zn *"augmentent la production de l'enzyme de Bacillus
apiarius CBML-152 alors que Fe’" et Fe’'avaient un effet inhibiteur sur la synthése de
I'enzyme. En outre, ZnCl, et NaCl stimulent la production de la pullulanase et/ou I’a-amylase
de Bacillus cereus FDTA, A. niger ML-17, Rhizopus oligosporus-ML-10, Bacillus
halodurans (Nair et al., 2006; Irfen et al., 2012 et Asha et al., 2013). Le chlorure de cuivre
(CuCly) améliore la production de la pullulanase et D'a-amylase de Clostridium
thermosulfurogenes SV7 (Swamy et Seenayya, 1996) et de Rhodothermus marinus (Gomes et
al., 2003).

2.2.1.4. Effet de la température

La variation de température de 30° C a 50° C a un effet positif (P>96,1% et P>94,4%) sur la
production de I'a-amylase et de la pullulanase, avec une augmentation respective de 1’activité
de 808,6 Ul et 781,3UIL En général, la température optimale de la production de l'a-amylase
chez la levure se situe entre 25°C et 30°C. La dissemblance entre nos résultats et ceux
rapportés dans la littérature peut étre attribuée a plusieurs facteurs : a la variation de la souche,
a la structure de l'enzyme, aux conditions environnementales et a la nature du biotope:
Clavispora lusitaniae ABS7 est isolé¢ a partir de grains de blé provenant de zone aride
saharienne (Biskra, Sahara algérien). En outre, les enzymes amylolytiques peuvent différer
considérablement dans leur spécificité et leurs propriétés en fonction de leur source (Fogarty
et Kelly, 1990).

Les micro-organismes capables de se développer de facon optimale a des températures

comprises entre 50°C et 60°C sont désignés comme thermophiles modérés. On peut supposer
que les thermophiles modérés, étroitement liées phylogénétiquement aux organismes
mésophiles, peuvent s’adapter a la vie dans des environnements chauds (Bertoldo et
Antranikian, 2002).
Les micro-organismes thermophiles ont attiré D’attention des chercheurs car ils sont
producteurs d’enzymes thermostables avec une stabilité de fonctionnement plus élevée et une
durée de conservation plus longue (Nichaus et al., 1999 et Beg et al., 2000), d’ou I’intérét
particulier des industriels pour ce type d’enzymes (Fitter et Heberle, 2000).

2.2.1.5. Effet de I’agitation

La vitesse d'agitation est un effet négatif significatif sur la production de 1’a-amylase (P>
98,7%) et de la pullulanase (P> 98,4%). Elle réduit ’activité a-amylasique de 1231, 5 Ul et
celle de la pullulanasede1259, 2 Ul. Une grande vitesse d'agitation est bénéfique pour un bon
mélange tout au long de la fermentation, ce qui assure un transfert d'oxygene suffisant dans la
culture aérobie et par conséquent, améliore la croissance cellulaire et la synthése d'un
métabolite. Cependant, lorsqu’elle est élevée, les forces de cisaillement intenses provoquent
des dommages aux structures cellulaires et par conséquent, le rendement en métabolites
diminue (Gao et Gu, 2007). Une vitesse modérée est recommandée pour la production de
pullulanase: 135 rpm pour la production combinée de 1’a-amylase et de la pullulanase par
Rhodothermus marinus (Gomes et al., 2003).
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La conception statistique Plackett-Burman est un outil puissant pour identifier les facteurs qui
influencent significativement la production des enzymes étudiées (a-amylase et pullulanase).
La détermination des valeurs optimales exactes nécessite une autre conception: plan
composite central de Box-Wilson (1951).

2.2.2. Optimisation des facteurs sélectionnés
2.2.2.1. Analyse statistique

Les résultats des expériences de 1’optimisation sont présentés dans le tableau 31 et sont
analysés en utilisant le logiciel Minitab17, pour calculer les coefficients de régression des
équations (Tableaux 32 et 33). La signification de chaque coefficient est déterminée par les
valeurs de t et les valeurs de p correspondantes (Tableaux 32 et 33). Les valeurs de p,
inférieures a 0,05, indiquent que les coefficients sont significatifs. La valeur élevée de t et la
valeur faible de p indiquent la signification élevée du coefficient correspondant et les
variables ayant des coefficients négligeables ont été omis.

Les équations de régression suivantes sont ainsi

Y;=11790,5 + 982 C + 198,8 E + 229,5 J — 843 C? - 1309 E? - 1304F” - 1243 I-
1319 J®> +718AC - 811 AE - 548 AF - 774 AJ - 511 CE + 893 CJ + 432 ElI-
466 FI + 416 1J (3)

Y, = 11421 + 9524 C + 159,2 E + 269,1 J — 789 C* — 1306 E* — 1300F” — 1240 I*-
1316 J* + 602AC — 927 AE — 445AF — 658 AJ — 371 CE + 753 CJ— 386 FI+
425 FJ+ 556 1J. 4)

Y, est l'activité de l'a-amylase, Y, l'activité de la pullulanase et A, C, E, F, I et J sont les
valeurs des variables d'essai; A : agitation (rpm), C : température (° C), E : amidon (g/l),
F :extrait de levure (g/1), I : solution de sels (ml/1) et J :solution d'oligo-¢léments (ml/1).
L’analyse statistique indique des coefficients de détermination de R* =0,929 pour I’a-amylase
et R =0,9201 pour la pullulanase. Cela signifie que 92,9% de la variation de la production de
I’a-amylase et 92% de la variation de la production de la pullulanase peuvent étre expliquées
par les six variables étudiées. Selon Vimal et al., 2015, le coefficient de détermination est une
mesure globale pour la qualité du modéle. Les R prédits pour les deux enzymes concordent
avec les R” ajustés indiquant un bon accord entre les valeurs expérimentales et prédites pour la
production des deux enzymes (Bari et al. 2009). L’ANOVA (Annexe 3) indique des valeurs
de Fisher de 26,20 (pour l’o-amylase) et de 23,03 (pour la pullulanase) hautement
significatives avec des probabilités correspondantes nulles (p=0,000) pour les deux enzymes,
ce que signifie que le modele choisi est adéquat pour la production des deux enzymes.
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Tableau 31: Production de I’a-amylase et la pullulanase selon le Plan Composite Centré.

Exp. Variables Activité (UI)
no. A C J  o-amylasique pullulytique
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 10589,5 10213,5
2 +1 -1 -1 -1 -1 -1 11071,7 10695,7
3 -1 +1 -1 -1 -1 -1 10816,7 10440,7
4 +1 +1 -1 -1 -1 -1 11664,7 11288,7
5 -1 -1 +1 -1 -1 -1 11003,3 10627,3
6 +1 -1 +1 -1 -1 -1 10836,8 10460,8
7 -1 +1 +1 -1 -1 -1 10822,8 10446,8
8 +1 +1 +1 -1 -1 -1 11566,0 11190,0
9 -1 -1 -1 +1 -1 -1 10664,0 10288,0
10 +1 -1 -1 +1 -1 -1 10630,0 10254,0
11 -1 +1 -1 +1 -1 -1 11226,8 10850,8
12 +1 +1 -1 +1 -1 -1 11648,5 11272,5
13 -1 -1 +1 +1 -1 -1 10869,5 10493,5
14 +1 -1 +1 +1 -1 -1 10854,0 104780
15 -1 +1 +1 +1 -1 -1 11407,7 11031,7
16 +1 +1 +1 +1 -1 -1 11540,0 11164,0
17 -1 -1 -1 -1 +1 -1 10625,1 10249,1
18 +1 -1 -1 -1 +1 -1 10654,7 10278,7
19 -1 +1 -1 -1 +1 -1 109084 10532,4
20 +1 +1 -1 -1 +1 -1 11405,0 11029,0
21 -1 -1 +1 -1 +1 -1 11163,6 10787,6
22 +1 -1 +1 -1 +1 -1 10844.,6 10468,6
23 -1 +1 +1 -1 +1 -1 10874,2 10498,2
24 +1 +1 +1 -1 +1 -1 11661,0 11285,0
25 -1 -1 -1 +1 +1 -1 10127,1 9751,1
26 +1 -1 -1 +1 +1 -1 10413,5 10037,5
27 -1 +1 -1 +1 +1 -1 10885,2 10509,2
28 +1 +1 -1 +1 +1 -1 11277,0 10901,0
29 -1 -1 +1 +1 +1 -1 10913,1 10537,1
30 +1 -1 +1 +1 +1 -1 10669,4 10293,4
31 -1 +1 +1 +1 +1 -1 10934,9 105589
32 +1 +1 +1 +1 +1 -1 11197,6 10821,6
33 -1 -1 -1 -1 -1 +1 10234,5 9858.5
34 +1 -1 -1 -1 -1 +1 10687,4 10311,4
35 -1 +1 -1 -1 -1 +1 11451,6 11075,6
36 +1 +1 -1 -1 -1 +1 116279 11251,9
37 -1 -1 +1 -1 -1 +1 10657,7 10281,7
38 +1 -1 +1 -1 -1 +1 10460,2 10084,2
39 -1 +1 +1 -1 -1 +1 11675,7 11299,7
40 +1 +1 +1 -1 -1 +1 11491,9 11115,9
41 -1 -1 -1 +1 -1 +1 10806,0 10430,0
42 +1 -1 -1 +1 -1 +1 10788,3 10412,3
43 -1 +1 -1 +1 -1 +1 11520,0 11144,0
44 +1 +1 -1 +1 -1 +1 11959,0 11583,0
45 -1 -1 +1 +1 -1 +1 10911,5 10535,5
46 +1 -1 +1 +1 -1 +1 10703,0 10327,0
47 -1 +1 +1 +1 -1 +1 11859,5 11483,5
48 +1 +1 +1 +1 -1 +1 11265,5 10889,5
49 -1 -1 -1 -1 +1 +1 10541,8 10261,2
50 +1 -1 -1 -1 +1 +1 10516,2 10286,8
51 -1 +1 -1 -1 +1 +1 11285,1 10909,1
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Exp. Variables Activité (UI)
no. A C E F J  a-amylasique pullulytique
52 +1 +1 -1 -1 +1 +1 11989,0 11613,0
53 -1 -1 +1 -1 +1 +1 11022,0 10646,0
54 +1 -1 +1 -1 +1 +1 10530,2 10154,2
55 -1 +1 +1 -1 +1 +1 11821,2 11445,2
56 +1 +1 +1 -1 +1 +1 11687,4 11311,4
57 -1 -1 -1 +1 +1 +1 10763,7 10387,7
58 +1 -1 -1 +1 +1 +1 10150,5 10652,5
59 -1 +1 -1 +1 +1 +1 11456,3 11080,3
60 +1 +1 -1 +1 +1 +1 11668,7 11292,7
61 -1 -1 +1 +1 +1 +1 11460,9 110849
62 +1 -1 +1 +1 +1 +1 10674,9 10298,9
63 -1 +1 +1 +1 +1 +1 12013,2 11637,2
64 +1 +1 +1 +1 +1 +1 11191,7 10815,7
Points étoiles
65 -0 0 0 0 0 0 12049,8 11673,8
66 +a 0 0 0 0 0 118394 114634
67 0 -0l 0 0 0 0 10056,0 9680,0
68 0 +a, 0 0 0 0 11759.,4 11483,4
69 0 0 -0 0 0 0 10248.5 9872,5
70 0 0 +a 0 0 0 10634,5 10258,5
71 0 0 0 -0l 0 0 10332,5 9956,5
72 0 0 0 +a, 0 0 10561,3 10185,3
73 0 0 0 0 -0 0 10653,2 10277,2
74 0 0 0 0 +a. 0 10362,1 9986,1
75 0 0 0 0 0 -0l 10186,0 9810,0
76 0 0 0 0 0 +a 10676,5 10300,5
Points Centraux

77 0 0 0 0 0 0 11821,9 11445.9
78 0 0 0 0 0 0 11984,0 11608,0
79 0 0 0 0 0 0 11607,2 11231,2
80 0 0 0 0 0 0 11807,9 114319
81 0 0 0 0 0 0 115723 11196,3
82 0 0 0 0 0 0 11789,6 11413,6
o=2,828

En outre, la valeur de Fisher pour le test de manque d'ajustement est de 1,39 pour I’a-amylase et
1,51 pour la pullulanase (tableaux 32 et 33). La valeur élevée de Fisher et la valeur non significative
du test de manque d'ajustement indiquent que le modele est accepté. Le P-valeur pour le mod¢le est
nulle (pour les deux productions) et celui du test de manque d'ajustement est de 0,390 et 0,347 pour
I’a-amylase et la pullulanase respectivement.

Ceci suggere également que les données

expérimentales obtenues sont en bonne adéquation avec le mode¢le.
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Tableau 32 : Coefficient de régression de I’équation de la production de I’ a-amylase.

Coefficient de Erreur

Variable Effet régression Standard t-value p-value
Constante 11790,5 + 66,8 176,472 0.000
B, 100,3 50,2 + 55,9 0,9 0,373
B, 1964,1 982 + 55,9 17,57 0,000°
Bs 397,5 1988 + 55,9 3,56 0,001
B 64,4 32,2 + 559 0,58 0,567
Bs -198,5 99,3 + 559 -1,78 0,081
Bs 459,1 229,5 + 55,9 4,11 0,000°
Bu 388 194 + 144 1,35 0,182
Ba -1685 -843 + 144 -5,87 0,000°
B 2618 -1309 + 144 9,11 0,000°
Bas 2607 -1304 + 144 9,07 0,000°
Bss 2486 -1243 + 144 -8,65 0,000°
Bes 2638 -1319 + 144 9,18 0,000°
Bus 1437 718 + 177 4,07 0,000°
Bis -1621 -811 + 177 -4,59 0,000°
B -1097 -548 + 177 -3,10 0,003*
Bis -635 -318 + 177 -1,80 0,078
Bis -1547 774 + 177 4,38 0,000°
Ba -1022 511 + 177 -2,89 0,005
B 86 43 + 177 0,24 0,809
Bas -148 -74 + 177 -0,42 0,677
Bas 1787 893 + 177 5,06 0,000°
B 108 54 + 177 0,31 0,761
Bss 863 432 + 177 2,44 0,018"
Bis -142 71 + 177 -0,40 0,688
Bus 931 -466 + 177 -2,64 0,011°
Bus 690 345 + 177 1,95 0,056
Bss 832 416 + 177 2,36 0,022"

"P<0, 01 indique que les coefficients du modéle sont hautement significatifs.
®P<0, 05 indique que les coefficients du modéle sont significatifs.
Coefficient de Détermination R*= 0.9291, R? Prédit = 0, 8364 and R* Ajusté = 0.8936
La Fisher du modéle: F=26, 20 et p-value=0,000
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Tableau 33: Coefficient de régression de I’équation de la production de la pullulanase

Coefficient de erreur

Variable Effet régression Standard #value p-value
Constante 11421 £ 69,5 164,43 0.000
B, 166 83 + 58,1 1,43 0,159
B, 1904,9 952,4 + 58,1 16,39 0,000°
Bs 318,4 159,2 + 58,1 2,74 0,008"
Bs 109,3 54,7 + 58,1 0,94 0,351
Bs -119,3 -59,7 + 58,1 -1,03 0,309
Bs 538,3 269,1 + 58,1 4,63 0,000*
B 395 197 + 149 1,32 0,192
Br -1579 -789 + 149 -5,29 0,000*
B 2611 -1306 + 149 -8,74 0,000°
B 2601 -1300 + 149 -8,71 0,000°
Bss 2479 -1240 + 149 -8,30 0,000°
Bes 2632 -1316 + 149 -8,81 0,000*
Biz 1205 602 + 184 3,28 0,002*
Bis -1853 -927 + 184 -5,05 0,000*
i -890 -445 + 184 -2,42 0,019
Bis -403 -202 + 184 -1,10 0,277
B -1315 -658 + 184 -3,58 0,001°
Bas 742 -371 + 184 -2,02 0,048"
Bas 73 -37 + 184 -0,20 0,843
Bas -428 214 + 184 -1,16 0,249
B 1507 753 + 184 4,10 0,000*
B -51 25 + 184 -0,14 0,890
Bss 583 292 + 184 1,59 0,118
Bss -422 211 + 184 -1,15 0,255
Bus 2772 -386 + 184 -2,10 0,040"
Bus 849 425 + 184 2,31 0,025
Bss 1112 556 + 184 3,03 0,004

*P<0, 01 indique que les coefficients du modéle sont hautement significatifs.
®P<0, 05 indique que les coefficients du modéle sont significatifs.
Coefficient de Détermination R*= 0.9291, R? Prédit = 0, 8364 and R* Ajusté = 0.8936
Fisher du mod¢le: F=23, 03 and p-value=0,000
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2.2.2.2. Graphiques des effets directs

Graphique des effets directs pour Alpha amylase
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Figure 28: Graphique des effets directs pour I’a-amylase (A) et la pullulanase (B)

La figure 28 montre que les effets linéaires des variables (température, amidon, extrait de levure,
sels et oligoéléments) sont forts et leurs effets quadratiques sont importants pour la production a-
amylasique (A) et pullulanasique (B). Seule I’agitation a un effet quadratique important pour les

deux enzymes.
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2.2.2.3. Graphiques de Pareto

Le diagramme de Pareto (Figure 29) permet de représenter graphiquement les résultats de 1’analyse
du plan. Pour la production de I’a-amylase (A) et de la pullulanase (B), les effets qui apparaissent
les plus forts, sont ceux des facteurs B, F et C ainsi que leurs interactions mutuelles (BF, AC, AF,
AB, AD, BC, DE, CE et EF).

Graphique de Pareto standardisé pour Alpha amylase

B:Temperatu ==
= -
A
FTraces- elemell{
CStar%E
E:Sa){i
e g
12 16 20 24
Effet standardisé
Graphique de Pareto standardisé pour Pullulanase
N ]
B.Temperatug .
= .
FTraces- element
C:Star
=
—
=
D:Yeast extr
=
A'Agitatia% - B
E:Saéé .=
]
0 3 6 9 12 15 18
Effet standardisé

Figure 29 Représentation de Pareto des effets des différents facteurs sur la production de
I’a-amylase (A) et la production de la pullulanase (B) pour un niveau de test a=5%.
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2.2.2.4. Tracés des surfaces de réponse

Le tracé d’iso-réponses de la production de l'a-amylase et de la pullulanase est généré a partir de
I'équation (2) et de 1'équation (3) en utilisant le logiciel Minitab version 17. Les figures 30 et 31
représentent les équations de régression en 2D.
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Figure 30 : Courbes d’iso-réponses pour la production d’a- amylase thermostable par Clavispora lusitaniae
ABS7. (A) Effet de I'agitation et de la température, (B) Effet de l'agitation et de 1'amidon, (C)
Effet de l'agitation et de l'extrait de levure, (D) Effet de l'agitation et oligo-¢léments,(E) Effet de
la température et de I'amidon, (F) Effet de la température et des oligo-éléments, (G) Effet de
I'amidon et des sels, (H) Effet de 1'extrait de levure et leurs sels, (I) Effet des Sels et des oligo -
¢léments
Chaque courbe de contour représente un nombre infini de combinaison de deux variables de test
avec les quatre autres maintenues a leur niveau respectif zéro. Les ellipses sont obtenues quand il y
a une interaction parfaite entre la variable d'indépendance (Zhang et al., 2013). Les tracés de
contours interprétent visuellement 1'interaction entre les deux variables, et facilitent la localisation
des conditions expérimentales optimales. Les zones foncées nous renseignent sur les conditions qui
optimisent la production de I'enzyme.




Résultats et discussion

Les figures 30A et 31A montrent les effets de l'agitation et de la température sur la production des
enzymes (o-amylase et de pullulanase). L’analyse statistique montre une forte interaction entre
l'agitation et la température pour 1’a-amylase (p= 0,000) et la pullulanase (p= 0002) (Tableaux 35
et 36) avec un effet positif. Par conséquent, une température de 54,14°C et une agitation de
135,56 rpm sont favorables pour un rendement maximal en a-amylase et en pullulanase.
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Figure 31 : Courbes d’iso-réponses de la production de la pullulanase thermostable par Clavispora
lusitaniae ABS7. (A) Effet de 'agitation et de la température, (B) Effet de I'agitation et de
I'amidon, (C) Effet de I'agitation et de I'extrait de levure, (D) Effet de 1'agitation et des oligo-
¢éléments,(E) Effet de la température et de I'amidon, (F) Effet de la température et des oligo-
¢éléments, (G) Effet de I'extrait de levure et des sels, (H) Effet de I'extrait de levure et des oligo-
éléments, (I) Effet des sels et des oligo-éléments.

Par ailleurs, la production des deux enzymes (a-amylase et pullulanase) est influencée fortement

par la variation de l'agitation et de la concentration en amidon (Figures 30B et 31B). L'intrigue 2D

ainsi qu’une P-valeur forte (0000) montrent également une interaction significative entre les deux

variables. Le coefficient estimé pour ces termes d'interaction a un signe négatif et pour I’a-amylase

(B13 =-811) et la pullulanase (13 =-927) et corrobore une augmentation de la réponse.

Les figures 30 C et 31 C montrent l'effet négatif de l'interaction entre l'agitation et de l'extrait de

levure sur la production de I’a-amylase et de la pullulanase, en augmentant l'agitation et en
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diminuant I'extrait de levure. Le maximum de production des enzymes est obtenu avec des niveaux
¢levés d'agitation de 136,56 rpm et O de faibles niveaux d'oligo-éléments soit environ 4g/1.

Les figures 30 D et 31 D montrent I'effet négatif de l'interaction de I'agitation et des oligo-¢éléments
sur la production des enzymes en augmentant I'agitation et en réduisant la concentration en oligo-
¢éléments, ou vice versa.

Les contours elliptiques obtenus (Figures 30 E et 31 E) indiquent une interaction parfaite entre la
température et I'amidon (p= 0,005) (Tableaux 32 et 33). Pour une production de 1'a-amylase prédite

(>12 000IU). 1l faut donc augmenter la température d’incubation a 54°C et réduire la concentration
de 'amidon a 3g/L.

La température et les oligo-¢léments sont des facteurs importants pour la production des deux

enzymes (p= 0,000) (Tableau 6). La température de culture (environ 54 °C) et la quantité d'oligo-
¢léments (environ 4,5ml/l) semblent étre les conditions les plus favorables pour une production
maximale de I’a-amylase et de la pullulanase (Figures 30 F et 31 F).
La figure 30 G représente un tracé de contour d'une surface de réponse calculée a partir de
l'interaction entre l'amidon et la concentration des sels: la production de 1’a-amylase est
considérablement affectée par une légére variation du niveau de ces deux facteurs. La concentration
la plus ¢élevée et la plus faible de ces deux variables a donné une faible production d'enzymes alors
que la concentration moyenne (niveau 0) permet un rendement maximal des enzymes.

Les figures 30 H et 31 G montrent le tracé de la surface de réponse elliptique de la production des
enzymes amylolytiques en fonction de l'extrait de levure et la concentration en sels. Cette
production diminue avec une réduction de la concentration en extrait de levure et en sels.

La nature elliptique des tracés de contour indique que l'interaction mutuelle entre 1'extrait de levure
de et les oligo-éléments est significative (Figure 31 H). Dans ces conditions, 1’activité maximale de
la pullulanase est de 11 000 UL
Les représentations 2D (Figures 301 et 311) montrent qu'il existe une interaction significative entre
les sels et les oligo-¢léments (p= 0,022 pour ’a-amylase et p= 0,004 pour la pullulanase). Les
résultats montrent que les productions de 1’a-amylase et de la pullulanase sont fortement affectées
par la variation de la concentration des sels et des oligo-éléments. La production maximale est
obtenue au point de I’intersection des deux axes de l'ellipse.

L’analyse statistique par le Minitab 17 est utilisée pour résoudre les équations de régression (2) et
(3). Les valeurs optimales des variables sont : agitation 136,56 rpm, température 54,14°C, amidon
2,66¢/1, extrait de levure 0,365 g/1, sels 8,75ml/I et solution standard d’oligo-¢léments 4,3ml/I1.

2.3. Validation du modéle

Les valeurs maximales de production de I’a-amylase et de la pullulanase atteignent respectivement

13 456,36 £300 Ul et 12 611,6 £154 Ul en erlenmeyers de 250 ml. Ces performances sont en
accord étroit avec la prédiction du modele statistique, qui évalue les activités a 13 231 Ul pour I’a-
amylase et a 12 825,5 Ul pour la pullulanase (Tableau 34).
Apres optimisation, en fermenteur de 2L, la production des deux enzymes par la levure Clavispora
lusitaniae ABS7, a pratiquement doubl¢ : on observe des activités de 22 038 UI pour 1’a- amylase
et 20 716 Ul pour la pullunanase. Ces valeurs sont obtenues apres 28 h de fermentation a 54 °C et
pH 8 (Figure 32), et apres 40h d'incubation dans les mémes conditions qu’en erlenmeyers.
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Tableau 34: Production de I’a-amylase et de la pullulanase avant et aprés 1’optimisation

Variables Avant optimi- | Niveau aprés | Avant optimi- Aprés optimisation
sation optimisation sation
A : Agitation 200 136,56
(rpm
C: 30 54,14 Predit Experimental
Température
°C)
E: Amidon 10 2,66 production de I’a-amylase (UI)
(g
F: Extrait de 1 0,365 6639,16 13128 13456,36 +300
levure (g/1)
I: Sels (ml/l) 0 8,75 production de la pullulanase (UI)
J: Oligo- 0 4,3 6308,5 12825,1 12611,6+154
elements
(ml/1)

Un gain de temps de 70% est observé dans le cas de la culture en fermenteur. On peut 1’expliquer
par la bonne maitrise des conditions de culture, une distribution uniforme des nutriments et une
meilleure aération (Narang et Satyanarayana, 2001).

Habituellement, le pH de la production d' a-amylase de la plupart des levures est compris entre
5 et 7: un pH de 5 pour I’enzyme de Candida utilis NOY1 (Ouédraogo et al., 2012), de 5,5 pour
Saccharomycopsis fibuligera DSM-70554 (Gonzalez et al., 2008), un pH compris entre 5,5 et 7
pour Schwanniomyces castelli (Clementi et Rossi, 1986) et un pH de 6,5 pour Candida antractica
CBS 6678 (de Mot et Verachtert, 1987). Le pH idéal pour la production de la pullulanase par la
levure Aureobasidium pullulans est de 5, 5 (Moubasher et al., 2010).

Dans le cas de notre étude, le pH de la production des enzymes augmente progressivement et atteint
une valeur finale de 8 (Figure 32). Cette singularité doit résulter certainement des propriétés
physico-chimiques de I'enzyme. Cependant, une souche d'Aspergillus niger SKO1 isolée a partir de
I'eau de mer présente un pH fortement alcalin de production (pH10) de I’enzyme et une production
optimale de température beaucoup plus €levée (70°C) (Karthick et Nirmala, 2011).

Nous pouvons conclure que la niche écologique des micro-organismes a vraisemblablement une
influence sur la production d'enzymes (pH, température, quantité d'enzyme).

2.4. Propriétés de la souche de Clavispora lusitaniae ABS7

A ce jour, aucune donnée bibliographique ne fait référence a une production concomitante de I’a-
amylase et de la pullulanase par Clavispora lusitaniae (Candida lusitaniae). Peu d’études
concernent le genre Candida et la production d'enzymes amylolytiques: Candida antractica CBS
6678 (De Mot et Verachtert, 1987), Candida utilis et Pichia guilliermondii (Acourene et
Ammouche, 2012).

Les levures Candida utilis ou C. guilliermondii sont utilisées dans la production alimentaire comme
la production des protéines de la biomasse microbienne, des vitamines et de l'acide citrique
(Walker, 2009).

La souche Candida guilliermondii pousse dans d'autres écosystémes comme les déchets de pommes
de terre (Ouédraogo et al., 2012) et présente une activité a-amylasique faible par rapport a la souche
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de notre étude: 345 UI vs 13456 UL Par contre, la culture de la levure Cryptococcus flavus sur un
milieu synthétique contenant de 1’amidon produit, en erlenmeyer, une quantit¢ d’o-amylase
équivalente: 11750 UI apres 24 heures d'incubation (Wanderly et al., 2004).

3. Etude de la cinétique de croissance de Clavispora lusitaniae ABS7 et de la production de 1’a-
amylase et de la pullulanase

3.1. Etude de cinétique de croissance

La cinétique de la croissance de Clavispora lusitaniae ABS7, sur le milieu optimisé a base de
lactosérum, est similaire aux cinétiques classiques de la croissance des microorganismes avec une
phase de latence, une phase exponentielle et une phase stationnaire, en soulignant que la phase de
déclin n’a pas été atteinte apres 03 jours d’incubation (Figure 32).

D’apres la figure 32, la phase de latence parait courte, ceci est du probablement au fait que
I’ensemencement du milieu provenant d’une préculture de 12 h. Cet inoculum a permis aux cellules
levuriennes de s’adapter facilement au nouveau milieu. Cette observation est similaire a celle
d’Annous et Blaschek (1991) pour la production d’amylase par Clostridium acetobutylicum et aussi
a celle de Joshi (2011) pour la production de I’a-amylase alcaline et thermostable de Bacillus
circulans PNS.

La phase exponentielle dure une vingtaine d’heures. La multiplication cellulaire augmente
exponentiellement en fonction du temps jusqu’a 28h, puis devient linéaire jusqu’a 40h ce qui
témoigne d’une limitation cinétique, soit a cause de 1’oxygene soit le pH. Quant a la phase
stationnaire, elle est entamée a 40h. La production maximale des enzymes amylolytiques
extracellulaires (0-amylase et pullulanase) se fait essentiellement durant la phase exponentielle
comme observée pour les enzymes amylolytiques de plusieurs especes de levures (Clementi et al.
1980, Oteng-Gyang et al., 1981, Simoes-Mendes, 1984, De Mot et Verachtert, 1985).

3.2. Etude de la production enzymatique

Les activités amylolytiques sont maximales au bout de 28h d’incubation et atteint les valeurs record
de 22038 UI pour I'a-amylase et 20214 UI pour la pullulanase. Une augmentation du pH est
concomitante a cette production enzymatique alors que la production protéique demeure modéré
jusqu’a 40 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. Selon Gupta et al. (2003), la sécrétion d'enzyme 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.

La plupart des microorganismes amylolytiques étudiés montrent une sécrétion maximale d’amylase
au début de la phase stationnaire: Endomycopsis capsularis (Ebertova 1966), E. fibuligera
(Clementi et al., 1980), Bacillus polymixa (Griffin et Fogarty, 1973), Trichoderma viride (Schellart
et al., 1976) et Schwanniomyces castellii (Clementi and Rossi, 1986).

Un screening de levures amylolytiques a partir de fruits brésiliens, indique que la souche
Cryptococcus flavus a produit un maximum d’a-amylase aprés 24h d’incubation sur un milieu
contenant 2% d’amidon (Wanderly, 2004).
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La levure Candida ontarionensis, en culture en batch sur un milieu contenant 1% d’amidon soluble,
produit un maximum d’a-amylase au bout de 25h d’incubation (Hernandez-Montanez et al., 2010).

La levure Trichosporon pullulans 1GC 3488 produit des activités maximales d’a-amylase et de
glucoamylase, en phase stationnaire sur un milieu contenant le «corn steep liquor» comme source
azotée et de ’amidon comme source carbonée (De Mot et Verachtert, 1986).

Dans des conditions optimales de culture, l'activité enzymatique maximale (o-amylase et
pullulanase) produite par Clavispora lusitaniae ABS 7 est observée a 28h d’incubation et se
poursuit jusqu’a 96h (Figure 32). Selon Scandurra et al. (2000) des enzymes provenant de micro-
organismes thermophiles ont une haute résistance a la dénaturation par la température, la protéolyse
ou aux produits chimiques.

3.3. Etude de I’évolution du pH, de la concentration en protéines et des sucres

La phase stationnaire dure sur 32 h (de 40h a 72h), caractérisée par la continuité de 1’augmentation
du pH qui atteint la valeur 9. Durant cette phase, une impressionnante production des sucres est
observée, matérialisée par une substance qui nappe la paroi du fermenteur. La forte production de
cette substance était accompagnée par ’augmentation de la consommation de I’oxygene, et
I’augmentation du pH. Selon Rezki-Bekki, 2014, la formation de cette pellicule a été déja observée
chez la levure Issatchenkia orientalis et correspond a des polysaccharides. L’augmentation
remarquable des sucres, durant la phase stationnaire, est donc due probablement a la production des
polysaccharides par Clavispora lusitaniae ABS 7.

Le fait que le milieu est enrichi progressivement en polysaccharides et que la souche ne présente
aucune phase de déclin, nous laisse supposer qu’elle utilise une partie de ces polysaccharides pour
son maintien. Les résultats montrent également 1’absence de lyse significative des protéines
(Figure 32).

L’absence de la phase de déclin est expliquée par I’hypothése de la phase de déclin prolongée ou
une diminution exponentielle de la viabilité est parfois remplacée par un déclin graduel du nombre
de cellules cultivalable. Ce déclin peut durer des mois a des années (Wiley et al., 2010)
L’augmentation du pH dans le milieu de fermentation peut étre provoquée par le glucose. Son
internalisation dans les cellules microbiennes s’accompagne par le transport, dans le méme sens,
des ions H', ce qui provoque l'alcalinisation du milieu externe. Le symport glucose-H' est observée
dans 34% des souches levuriennes appartenant aux genres Rhodotorula, Hansenula et Candida
(Loureiro-Dias, 1988).

Aussi, Wyder et Puhan (1999) expliquent 1’alcalisation du milieu chez Clavispora lusitaniae par la
libération de produits alcalins issus de la protéolyse et de la dégradation de 1’acide lactique.

Il a été trouvé que Raoultella planticola DSMZ 4617 est capable de produire la pullulanase
extracellulaire a pH initial variant de 5 a 8 (Hii et al., 2012 b). Aussi Ohba et Ueda (1982) ont
report¢ que le pH optimum de la production de la pullulanase extracellulaire d’Aerobacter
aerogenes RS-1 est situé entre pH 7 et pH 9.

A 40h d’incubation, la levure Clavispora lusitaniae ABS7 atteint sa croissance cellulaire
(biomasse) maximale. Une légeére diminution de biomasse est observée juste apres 40h et elle est
supposée €tre due soit a la formation de spores ou a un début de la mort cellulaire ou les deux a la
fois (Teka, 20006).
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Figure 32 : Etude cinétique de la croissance et de la production amylolytique (a-amylase et pullulanase)
chez Clavispora lusitaniae ABS7 cultivé sur milieu optimisé a base de lactosérum
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3.4. Conclusion partielle

Une nouvelle souche de levure Clavispora lusitaniae ou Candida lusitaniae ABS7
amylolytique est isolée du blé cultivé dans un écosysteme extréme (Biskra, 400 Km Sud-Est
Alger, Sahara Algérien). Dans cette étude, cette souche a la particularit¢ d’hydrolyser
complétement I’amidon car elle secréte deux enzymes : une o-amylase qui hydrolyse les
liaisons o-1,4 et une pullulanase qui rompt les liaisons a-1,6. Nous avons entrepris une
amélioration de la production de ces 2 enzymes par utilisation d’une conception statistique
basée sur les plans de Plackett-Burman et Box-Wilson. La production enzymatique a doublé
dans le milieu optimisé.

La souche produit des enzymes thermostables résistants a un traitement thermique de 90°C
pendant 120 min.

En fermenteur de 2 L, aprés 28h d’incubation en conditions optimales (la température
optimale de 54,14°C et pH 8), la souche Clavispora lusitaniae ABS7 produit des activités de
I’ordre de 20716 Ul pour I’a-amylase et de 22038 UI pour la pullulanase. La température
¢levée et le pH basique permettent de préserver le milieu de culture des contaminations
bactériennes lors de la production des enzymes.

Ces deux propriétés qualifient la souche Clavispora lusitaniae pour des applications
industrielles impliquant I'hydrolyse de I'amidon dans des conditions de pH élevé et aux
températures €levées. C’est le cas en particulier, des industries de I'amidon, du textile, des
détergents, des blanchisseries automatiques et du papier (Ara et al., 1995; Kamakchi et al.,
1999; Burhan et al., 2003; Gupta et al., 2003 et Murakami et al., 2007).

Il serait intéressant d’approfondir I’étude de cette souche, afin de mettre en évidence
éventuellement d'autres possibilités enzymatiques et métaboliques susceptibles d’offrir de
nouvelles fonctionnalités.

4. Purification des enzymes

Clavispora lusitaniae ABS7 produit des activités oa-amylasique et pullulanasique,
respectivement, de 346340 UI et de 325900 UI par litre apres lyophilisation de 1’extrait
enzymatique. L’utilisation de ’acétone a conduit a la concentration de protéines et une
augmentation de Dactivité spécifique de 1’a-amylase de 79,97 a 352,41 U/mg et de la
pullulanase de 75,25 a 291,33 U/mg de protéines avec une récupération de 45,79% et 40,23
% respectivement (Tableau 35).
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Tableau 35: Purification des enzymes amylolytiques produites par Clavispora lusitaniae

ABS7
Etape Protéines Activité totale Activité Taux de | Rendement
totaux (q8))) spécifique | purification (%)
(mg/ml) Ul/mg
Extrait brut 4330,6 a-amylase 346340 79,975 1 100
lyophilisé Pullulanase | 325900 75,25 1 100
Précipitation 450 a-amylase 158587 352,41 4,40 45,79
par I’acétone Pullulanase | 131102,5 291,33 3,87 40,23
Séphacryl S 75,22 a-amylase 106122 1410,82 17,64 30,64
200 Pullulanase | 85386,1 1135,15 15,08 26,2
DEAE 20,5 a-amylase | 827284 4035,53 50,45 23,9
Cellulose Pullulanase 68792 3355,70 44,59 21

Le profil d'élution de I'enzyme sur colonne de Séphacryl S200 est représenté sur la figure 33.
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Figure 33 : Profil chromatographique de 1’a-amylase et de la pullulanase sur Séphacryl-S200

Dans l'ensemble, les activités spécifiques de I’a-amylase et de la pullulanase ont augmenté
respectivement de 17 et de 15 fois. L’¢lution sur une colonne de DEAE cellulose (Figure 34)
montre 1’existence de trois fractions protéiques contenant des activités a-amylasiques.
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Figure 34: Profil chromatographique de I’a-amylase et de la pullulanase
sur DEAE cellulose

Le deuxiéme pic renferme, en plus de l’activité a-amylasique, 1’activité pullulanasique
(Figure 34).

Le tableau 35 indique que les activités spécifiques de 1’a-amylase et la pullulanase ont
augmenté respectivement de 50 et de 44 fois avec des rendements respectifs de 23,9 et 21%.
Nous nous sommes intéressés au 2™ pic car il contient des enzymes a activité amylolytique
totale (hydrolyse des liaisons a-1,4 et a-1,6).

5. Mise en évidence de la pureté des enzymes par SDS PAGE

L’analyse par SDS-PAGE de I’enzyme purifiée indique une bande apparente d’une seule
protéine avec un poids moléculaire de 75 kDa (Figure 35). Ceci indique que 1I’enzyme purifiée
est un monomere. Vishnu et al., 2002, ont décrit une enzyme monomérique de L. amylophilus
GV6 de 90 kDa correspondant a une pullulanase de type 1.

La purification et la caractérisation biochimique des pullulanases ont montré que leurs
masses moléculaires se situent entre 54 kDa et 134 kDa (Wasko et al., 2011). La révélation
avec le lugol et le rouge de Congo a montré que cette unique bande possede les deux activités
a-amylasique et pullulanasique. Lors de la SDS-PAGE, I’amylopullulanase alcaline de
Bacillus sp. KSM-1378, la seule protéine obtenue, possede deux sites actifs différents, un
pour hydrolyser les liaisons a-1,4 et I’autre pour couper les liaisons a-1,6. Deux activités
catalytiques de l'enzyme impliquent deux sites actifs différents (Ara et al., 1995). Il a été
suggéré que les deux activités: a-amylasique et pullulanasique de Clostridium
thermohydrosulfuricum, Bacillus circulans F-2 et de L. amylophilus GV6 sont des fonctions
d'une seule nouvelle enzyme thermostable (Melasniemi, 1987, Kim et al, 1990 b et Vishnu et
al., 2006, Mathupala et al., 1990).

L’enzyme amylolytique de notre souche de levure Clavispora lusitaniae ABS7 est une
enzyme bifonctionnelle amylopullulanasique avec 2 sites actifs pour I’a-amylase et la
pullulanase.
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Figure 35 : Profil électrophorétique SDS-PAGE de I’enzyme purifiée.
Révélation des protéines par le bleu de Coomassie. 1. Marqueurs
de taille, 2. Amylopullulanase de Clavispora lusitaniae ABS 7

6. Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

Pour confirmer la présence des deux enzymes amylolytiques, I'a-amylase et de la pullulanase,
leurs produits d'hydrolyse (issus de l'amidon et du pullulane), une CCM est réalisée avec
I’enzyme purifiée.

Apres incubation avec le pullulane, I'enzyme purifiée produit exclusivement un mélange de
glucose, maltose et maltotriose (Figure 36) identifiés par CCM. L’enzyme attaque aussi bien
les liaisons glycosidiques a-1,6 et a-1,4 du pullulane et d'autres polysaccharides ramifiés
comme I’amidon pour produire du glucose et du maltose (Figure 36).
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Figure 36: Chromatogramme par CCM et analyse des produits a partir de I’amidon et du
pullulan. 1. Glucose, 2. Maltose, 3. Maltotriose, 4. Enzyme + Amidon, 5. Enzyme + Pullulane

On peut émettre I’hypothése que le mécanisme enzymatique possible de la formation du
glucose et du maltose a partir du pullulane, se produit aprés I'hydrolyse des liaisons a- 1,6,
pour donner le maltotriose, qui sera ensuite hydrolysé lentement en glucose et en maltose.
L'hydrolyse des liaisons a- 1,6 de I’amylopectine de I'amidon donne des chaines de
maltodextrines beaucoup plus longues que celles du maltotriose. Il est probable que les
chaines du maltotriose soient hydrolysées plus rapidement pour donner exclusivement du
glucose et du maltose (Zareian et al., 2010).

L’amylase maltogénique dégrade le pullulane principalement en maltose et en glucose avec
une quantité relativement faible de panose (Oh et al., 2005). Par contre, le principal produit
issu de I'amidon est évidemment le maltose (De Souza et De Oliveira, 2010).

Le profil électrophorétique par SDS-PAGE montre une seule bande possédant des activités
a-amylasique et pullulanasique a la fois, confirmé également par CCM. Cette enzyme est
désignée de type endo pour son action et forme une pullulanase type II (Sepreinat et
Antranikian, 1990 et Mrudhula et al., 2011a) ou une amylopullulanase (Saha et Zeikus, 1989
et Mrudhula et al., 2011b). Hii et al., 2009b ont montré que la pullulanase de Bacillus cereus
HI. 5 ne peut pas attaquer le dextrane contenant des liaisons glycosidiques a-1,6 (Hyun et
Zeiku, 1985 et Duffner et al., 2000) mais hydrolyse le pullulane en maltotriose (comme
produit majeur) et d’autres polysaccharides comme ’amidon en maltose et glucose et par
conséquent, elle peut étre classée comme une pullulanase de type Il ou une amylopullulanase
(Hii et al.,, 2009b). Leveque et al.,, 2000 ont démontré que toutes les pullulanases
thermostables des archées thermophiles sont de type 11 et aucune amylopullulanase type [ n’a
¢été caractérisée chez ces microorganismes thermophiles.
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7. Immobilisation des enzymes

L'application industrielle d'enzymes est souvent entravée par un manque de disponibilité, un
prix ¢élevé et une stabilité limitée dans des conditions opérationnelles. L'utilisation d'enzymes
sous une forme libre n’est pas trés économique parce qu’ils ne peuvent pas étre récupérés a la
fin du processus. Ces inconvénients peuvent étre surmontés par leur immobilisation qui les
stabilise pour étre récupérer et recycler (Sheldon et al., 2005, Talekar et al., 2010). Les
enzymes immobilisées ouvrent la voie au développement industriel de réacteurs enzymatiques
en continu. Cette procédure empéche les pertes d'enzymes en raison de lavage et dans le
méme temps maintient les enzymes a des concentrations ¢élevées afin de réduire leur cott
(Baldino et al., 2001).

7.1. Résultat de I’optimisation

Pour déterminer avec précision les optima des trois fecteurs étudiés (concentration du gel
d’alginate, quantité d’enzyme et pH) sur 'immobilisation de I’a-amylase et la pullulanase de
Clavispora lusitaniae ABS7, nous avons appliqué le plan de Box-Behnken qui offre la
possibilité d’étre économiques et efficaces. Dans ce plan, nous déterminons un polynome
quadratique ou chaque facteur doit étre étudi¢ a 3 niveaux. La matrice expérimentale et les
résultats expérimentaux sont représentés dans le tableau 36. Le traitement statistique de la
matrice a été réalisé par le logiciel Statgraphics plus V5. 1 pour le calcul des coefficients de
régression, le test de Fisher, ’ANOVA la probabilité et les coefficients de détermination. Les
résultats sont présentés dans les tableaux 12 et 13 en annexe.

La statistique de I'ANOVA (Tableau annexe 3) indique une signification pour chacun des
effets en comparant la moyenne quadratique par rapport & une estimation de l'erreur
expérimentale.

Le test-F de Fisher significatif indique que I’effet est vraiment dii au changement du niveau
de la variable (facteur) et non au hasard ni aux erreurs expérimentales. Autrement dit, le
changement de la variable du niveau (-) au niveau (+) entraine un effet positif ou négatif sur la
réponse. Dans ce cas, 4 effets (pour ’a-amylase) et 5 effets (pour la pullulanase) ont des
probabilités inférieures a 0,05, ce qui indique qu'ils ont un effet significatif différent de zéro
au niveau de confiance de 95 % sur I’a-amylase et la pullulanase immobilisées.

La statistique du R’ indique 92,2 % de la variabilité de I’a-amylase et 90,8% de la variabilité
de pullulanase sont expliquées par les trois facteurs étudiés : Concentration de I’alginate,
quantité de I’enzyme et pH (Tableau 36).
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Tableau 36: Effet des trois facteurs étudiés sur ’activité de 1I’a-amylase et de la
pullulanase aprés I’immobilisation

N° |[Alginate] Quantité pH Pullulanase | a-amylase
essai % d’enzyme (g) (UDh (UD
1 0 0 0 4328,16 4828,16
2 1 0 1 4069,0 4568,74
3 -1 -1 0 4358,7 4858,69
4 0 -1 -1 4310,2 4810,0
5 -1 0 -1 4330,0 4830,0
6 0 -1 +1 4062,0 4562,11
7 +1 0 -1 3705,08 4205,12
8 0 0 0 37543 4254,36
9 -1 1 0 4062,3 4562,23
10 0 1 -1 3996,0 4495,68
11 0 1 +1 3857,6 4357,64
12 +1 1 0 3652,0 415223
13 -1 0 +1 4438,6 4638,58
14 0 0 0 3852,5 4352,5
15 +1 -1 0 4087,0 4586,5

Par I’utilisation des valeurs des coefficients de régression pour les deux réponses
(Tableau annexe 3). Les équations de I’alpha amylase et de la pullulanase s’écrivent
respectivement :

a-amylase =894,4 + 118,57 x Alginate + 351,53 x Enzyme + 361,87 x pH -
2,52 x Alginate® + 1,35 x Alginate x Enzyme - 2,74 x Alginate x pH -
24,92 x Enzyme2 - 5,74 x Enzyme x pH - 14,6 x pH2
Pullulanase = 271,1 + 126,08 x Alginate + 401,71 x Enzyme + 324,54 x pH —
2,14 x Alginate” + 1,35 x Alginate x Enzyme - 6,5 x Alginate x pH -
29,094 x Enzyme2 - 5,76 x Enzyme x pH - 5,25 x pH2
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Figure 37 : Graphique de Pareto pour un niveau de test a=5%
A : a-amylase, B : Pullulanase

Le graphique de Pareto (Figure 37) permet de représenter graphiquement les résultats de
I’analyse de ce plan pour I’a- amylase et la pullulanase. Les effets les plus forts sont ceux des
facteurs C, B ainsi que les effets quadratiques des facteurs A et B (pour 1’a~ amylase, Figure
37A) et des facteurs A, C ainsi que I’interaction BC et les effets quadratique de A et B (pour
la pullulanase, Figure 37 B).
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Figure 38 : Effets directs pour I’activité a-amylasique (A) et
’activité pullulanasique (B)

Les effets linéaires et quadratiques de ’alginate et de la quantit¢ d’enzymes sont importants
pour les deux enzymes (Figure 38). Un effet linéaire fort du pH sur 1’a- amylase (Figure 38
A), alors que son effet quadratique est 1éger. Pour la pullulanase, seul, I’effet linéaire du pH
est important (Figure 38B).
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Figure 39: Iso-réponses A et surface de réponse B de I’activité a-amylasique
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Figure 40 : Iso-réponses A et surface de réponse B de I’activité pullulanasique

La surface de réponse et les courbes d’iso-réponses de 1’a-amylase et la pullulanase sont
représentées dans les figures 39 et 40, montrant des effets relatifs de chacun des deux facteurs
étudiés lorsque le troisieme facteur est maintenu a son niveau central. La méthodologie RSM
est trés efficace dans la détermination des conditions optimales pour la production des
enzymes (Yasser et al., 2013 et Dave et al., 2015).
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D’apres cette étude statistique, la valeur optimale prédit une activité a-amylasique de 4907,75
et une activité pullulanasique de 4491,83 UI (avec I’alginate a 2,88-3%, la quantité d’enzyme
de 6,5 g etun pH de 9).

L’essai en conditions optimales a permis I’obtention d’une activit¢ o-amylasique de
4863,16=110 UI et une activité pullulanasique de 4503,5 £175 Ul Ce qui indique que le
modele utilisé est adéquat pour les deux activités de I’enzyme immobilisée.

Tableau 37: Réponse optimisée pour maximiser I’a- amylase et la pullulanase

Facteur Réponse Bas Haut Optimum
Alginate (g/1) a-amylase 20,0 40,0 30,3
Pullulanase 20,0 40,0 28,8
Enzyme (g) a-amylase 3,0 9,0 6,56
Pullulanase 3,0 9,0 6,4
pH a-amylase 5,0 9,0 9,0
Pullulanase 5,0 9,0 9,0
Vgleur a-amylase 4907,75 Ul
optimum
Pullulanase 4491,83 Ul

Les résultats (Tableau 37) montrent que la concentration de 3% d’alginate de sodium est
I’optimum pour une activité a-amylasique et pullulanasique maximale a pH 9. Avec cette
concentration, les bons rendements d’immobilisation sont améliorés : 72,3 % pour I’a-
amylase et 70,1% pour la pullulanase (Tableau 38).

Tableau 38 : Activités de I’a-amylase et la pullulanase thermostable dans
les différentes fractions durant le processus de I’immobilisation.

Etape a-amylase Pullulanase
Enzyme immobilisée(UI) 4713,6 4567,3
Enzyme libre (UI) 7613,6 7415,45
Enzyme dans 1’eau de lavage et 1095 901,85
la solution de chlorure de
calcium filtré (UI)
Rendement % 72,3 70,11

Cette concentration d’alginate de 3% est révélée par plusieurs études comme la meilleure
concentration pour l’immobilisation des amylases dans les billes d’alginate de sodium
(Rajagopalan et Krishnan, 2008, Prabakaran et Pugalvendhan, 2009, Talekar et Chavare,
2012). Par contre, la concentration de 2% d’alginate de sodium semble étre la meilleure pour
I’immobilisation de la protéase (Anwar et al., 2009). D’autre auteurs préconisent une
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concentration de 4% pour I’immobilisation de I’a- amylase (Dey et al., 2003 ; Riaz et al.,
2009 ; Sakaran et Ravikumar, 2011). La concentration du gel a une influence sur la porosité
des billes d'alginate de calcium et cette différence dépend du type d'alginate et de la
concentration de 1’agent gélifiant (Longo et al., 1992, Nouadri, 2011).

La diminution de rendement d'immobilisation avec [’augmentation de la concentration
d'alginate de sodium est due a la diminution de la porosité des billes de gel, qui cause la
limitation de diffusion du substrat et une certaine fuite initiale de la molécule d'enzyme
(Zaborsky, 1973).

7.2. Efficacité de la réutilisation des enzymes immobilisées

Le principal avantage de I'immobilisation de 1’enzyme est son recyclage. L’efficacité de la
réutilisation de l'enzyme est un facteur clé pour son utilisation industrielle rentable. La
stabilité opérationnelle de 1’amylopullulanase est évaluée en fermenteur Air lift.
L’amylopullulanase immobilisée dans les perles d'alginate de calcium a 3% peut étre réutilisé
aprés filtration. La réutilisation de 1’amylopullulanase immobilisée est étudiée jusqu'a 07
cycles. L’activité de 'a-amylase garde 77,9 % de son activité initiale et celle de la pullulanase
conserve 75,6 % de son activité (Figure 41).
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Figure 41 : Réutilisation de I’a-amylase et de la pullulanase immobilisées
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Apres la réutilisation de I’a-amylase aprés 10 cycles, I’enzyme perd 35% de son activité
initiale (Telekare et Chavare, 2012). L’enzyme de B. circulans GRS 313 maintient 83% de
son activité initiale apres le septiéme cycle, suite a la dénaturation de 1’enzyme. Notre enzyme
immobilisée est opérationnellement plus stable que 1’a-amylase immobilisée sur la membrane
de nitrocellulose qui conserve seulement 65% de son activité initiale apres 07 cycles
(Tanyolac et al., 1998). D’autres supports d’immobilisation (3-aminopropyl de silice)
améliorent le rendement en activité de I’a-amylase de 75%, mais réduisent son recyclage, 5™
cycle (Kumar et Khare, 2015).

8. Etude des paramétres physicochimiques des enzymes libres et immobilisées
8.1. Effet de la température sur I’amylopullulanase libre et immobilisée

L’influence de la température sur I’activité de 'amylopullulanase alcaline avec le pullulane
et I’amidon comme substrats, est déterminée par la mesure des activités a différentes
températures (dans le tampon Glycine-NaOH 0,1M, pH 9). Les quatre profils des activités de
la température obtenus avec de l'amidon et le pullulane présentent un aspect un peu large
(Figure 42).

Figure 42 : Effet de la température sur les activités de I’a-amylase et la pullulanase libres (A)

et immobilisées (B).

L'activité de l'enzyme est également fortement dépendante de la température. Les activités
des deux enzymes sous les deux formes, augmentent avec la température et les activités
maximales de I’enzyme libre sont obtenues a 80°C avec le pullulane et 75°C avec I’amidon
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(Figure 42). Aprés ’immobilisation dans les billes d’alginate de calcium, les températures
optimales des deux activités se sont élevées et décalées a 85°C (Figure 42).

Différentes études ont démontré que les a-amylases, immobilisées dans les billes d'alginate de
calcium possedent une résistance a la température par rapport a I'enzyme libre (Dey et al.,
2003 et Konsoula et al., 2006). La température optimale de la pullulanase recombinante est
75°C, compatible avec la température optimale de la croissance de Fervidobacterium
pennavorans Ven 5, (Bertoldo et al., 1999). De Souza et De Oliveira (2010), dans une analyse
de la documentation sur I’application de 1I’a-amylase dans 1’industrie, ont trouvé que parmi
une dizaine d’espéces de levures et de moisissures étudiée, aucune n’a montré une
température optimale de 1’activité enzymatique supérieure a 75°C.

Les enzymes amylolytiques immobilisées de notre souche levurienne Clavispora lusitaniae
ABS7 (isolée du blé cultivé et stocké dans des conditions arides, Biskra, Sud Algérien) ont
battu les records en thermostabilité: température optimale de 85°C.

L’¢étude de Nakamura et al., 2000 a révélé que Clavispora lusitaniaie a produit une phytase
ayant une température optimale de 70°C.

8.2. Effet du pH sur les activités de I’a-amylase et de la pullulanase libres et immobilisées

En présence du substrat, le pullulane ou I’amidon, I’activité maximale de I’enzyme libre est
observée a pH 9 et celle de I’enzyme immobilisée a pH 8,5 (Figure 43).

Figure 43 : Effet du pH sur les activités de I’a-amylase et la pullulanase libres (A) et
immobilisées (B)
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Au cours de 1'immobilisation de 1’a-amylase, un changement similaire dans le pH optimal
vers la direction acide est observé (Prakash et al., 2012).

Ce changement de pH optimal peut étre du a un changement de I’ionisation de la chaine
latérale des acides aminés basiques et acides dans le microenvironnement autour du site actif
(Talekar et al., 2010 ; Talekar et Chavare, 2012). De plus, les deux activités des deux formes
enzymatiques (libre et immobilisée) sont apparues sur une large gamme de valeurs de pH,
avec plus de 50% de ’activité maximale, détectée entre pH 5 et pH 12. Le pH optimum de 5.5
a 6 est trées commun chez les pullulanases bactériennes: Thermococcuslitoralis, T.
hydrothermalis, Pyrococcusfuriosus, P. woesei, Bacillus stearotherophilus, T. maritima et
Exiguobacterium acetylicum (Kuriki et al., 1988 b; Brown et Kelly, 1993 ; Kim et al., 1996 ;
Gantelet et Duchiron, 1998 et Qiao et al., 2015). Kim et al., 1993, ont décrit une pullulanase
type I issue d’une souche bactérienne mésophile et alcalophile de Bacillus sp. S-1 avec un pH
optimum se situe entre 8-10.

8.3. Etude de thermostabilité de I’a-amylase et la pullulanase libres et immobilisées

La stabilité thermique de l'enzyme est étudiée apres son incubation a différentes températures
pendant 30-180 min dans le tampon a pH 9 pour les deux activités de 1’enzyme libre et a pH
8,5 pour I’enzyme immobilisée.

Figure 44 : Etude de la thermostabilité¢ de I’a-amylase et la pullulanase libres (A)
et immobilisées (B)
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D’apres la figure 44, il ressort que :

- L’o-amylase libre maintient 51,76% de son activité initiale, aprés incubation de 120
min a 100°C. Apres 180 min, elle perd 61,4 % de son activité. A 75°C et apres 3 h de
traitement thermique, I’enzyme maintient 88% de son activité.

- L’ a-amylase immobilisée conserve 72% de son activité, apres son incubation pendant
180 min a 100°C et 94% de son activité, apres 180 min a 85°C.

- Apres une incubation de 120 min a 100°C, la pullulanase libre garde 53,4% de son
activité initiale et aprés 180 min dans les mémes conditions, elle maintient 42%.

A 80°C apres 180 min, elle maintient 91% de son activité.

- Un traitement thermique a 100°C pendant trois heures a provoqué une perte de 25% de
I’activité initiale de la pullulanase immobilisée, alors qu’a 85°C, elle conserve 94% de
son activité apreés 180 min d’incubation.

En résumé, les deux enzymes amylolytiques immobilisée conservent plus de 90% de leurs
activités initiales en subissant un traitement thermique de 85°C pendant 3h. En forme libre et
pour le méme traitement 50% d’activité se conservent apres 2h. La pullulanase de la souche
thermophile de Fervidobacterium pennavorans Ven 5 a montré une activité maximale a pH 6
et a 85°C. Sa demi-vie est obtenue aprés 2h d’incubation a 80°C et apreés 5 min a 90°C (Koch
et al., 1997)

La résistance des amylases a la dénaturation thermique peut étre expliquée par la présence de
calcium dans le milieu qui les stabilisent et augmentent leur activité (Bertoldo et al., 1999,
Annamalai et al., 2011 et Deb et al., 2013). Le substrat a également un effet stabilisateur pour
I’enzyme (Larpent et Larpent- Gourgand, 1997).

La thermostabilité des enzymes est également due a la présence de certains groupements des
chaines latérales des acides aminés et a leur séquence (cyt, tyr, ser, glu, asp, arg, lys et leu)
(Ghosh et chandra, 1984 et Larpent et Larpent-Gourgand, 1997).

En plus des facteurs qui accentuent la thermostabilité des enzymes cités dans le paragraphe
6.1. d’autres facteurs de stabilisation comme (a) la composition en acides aminés (y compris
une diminution de résidus thermolabiles tels que Asn et Cys); (b) des interactions
aromatiques, les paires d'ions et I'augmentation des réseaux en pont de sel; (c) des interactions
d'oligomérisation; (d) les liaisons métalliques et (g) des modifications dans 1'hélice a et le
feuillet B (Russell et al., 1997 et Vielle et Zeikus, 2001).

L’enzyme traitée par la chaleur doit faire face a deux exigences contradictoires : consolider sa
structure de fagon a résister a 1’agitation thermique, mais étre assez flexible au niveau du site
actif. La rigidité peut s’acquérir par la multiplication des associations hydrophobes, qui
tendent a se renforcer par €lévation de température (Pelmont et al., 2000).

De plus, les enzymes naturelles ont tendance a ajuster leur flexibilité conformationnelle afin
d'atteindre l'efficacité catalytique optimale dans la gamme de température qu’ils sont censés
fonctionner (Declerck et al., 2003). Les protéines thermophiliques sont généralement des
protéines plus rigides que les psychrophiliques, plus souples que leurs homologues
mésophiles (Lonhienne et al., 2001).

Les molécules de protéines n’ont pas une structure fixe, mais présentent un caractere
dynamique avec une flexibilité conformationnelle (Unsworth et al., 2007). Plusieurs travaux
(Koutsopoulos et al., 2005 et Tehei et Zaccai, 2005) sur les protéines mésophiles et
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thermophiles ont suggéré qu’une flexibilit¢é moléculaire suffisante (via mouvements
atomiques) existe pour faciliter les changements de conformation nécessaires pour l'activité
enzymatique (par exemple, la fixation et la libération du substrat, ...etc.).

8.4. Etude des paramétres cinétiques des enzymes libres et immobilisées

Les parametres cinétiques des deux formes enzymatiques (libres et immobilisés) pour 1’a-
amylase et la pullulanase sont déterminés par la représentation de Lineweaver et Burck
(Figure 45 et Tableau 39). La forme immobilisée des deux enzymes, voit sa Vmax diminuée
et son Km augmenté par rapport a la forme libre. Aprés immobilisation, I’affinit¢ des deux
enzymes diminue pour leur substrat (Ghina et al., 2015).

Figure 45 : Représentation de lineveaver et Burk des deux formes d’enzymes
A : o-amylase libre, B : ’a-amylase immobilisée, C : la pullulanase libre
et D : la pullulanase immobilisée.

II est difficile de comparer les parameétres cinétiques Km et Vmax de diverses amylases a
cause de I’origine de substrat, de 1’origine de I’enzyme, de la méthode de dosage de I’enzyme.
Le Km augmente avec la taille des billes d’alginate et aussi avec 1’augmentation de la
température tandis que la vitesse maximale (Vmax) diminue pour 1I’a-amylase immobilisée de
la bactérie B. circulans GRS 313 (Dey et al., 2003) et pour celle de B. acidocaldarius (Singh
etal., 2012).

Les valeurs des Km et Vmax des deux formes enzymatiques de cette étude se situe dans la
gamme : Km: 0,31- 29,71mg/ ml, Vmax : 0,25- 80 umole/min, des valeurs apportées par la
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littérature (EI Batal et al., 2005; Li et al., 2007, Ahmed et al., 2008; Zarairan et al., 2010 et
Talekar et Chavare, 2012).

L'augmentation de la concentration du substrat peut étre due a l'incapacité du substrat a
poids moléculaire ¢levé (comme l'amidon et le pullulane) a diffuser rapidement dans la
matrice du gel d’alginate de calcium ce qui empéche 1’accés du substrat au site actif de
I'enzyme piégé d’ou la diminution de la Vmax de l'enzyme immobilisée (Anwar, 2009 et
Norouzian, 2003). La résistance a la diffusion rencontrée par les molécules de produits
pourrait provoquer I’accumulation du produit a proximité du centre du gel, ce qui conduit a
une rétro-inhibition de certaines enzymes (Anwar, 2009).

Tableau 39: Paramétres cinétiques de I’a-amylase et de la pullulanase libres et immobilisées

Enzymes Km (mg/ml) Vmax (umole/min)
o-amylase Libre 1,39 6,25

Immobilisée 3,33 5
Pullulanase Libre 1,82 9,34

Immobilisée 2,69 7,63

9. Effet de différents sels et réactifs chimiques sur les activités a-amylasique et pullulanasique
de Clavispora lusitaniae ABS7

9.1. Effet des sels

Les ions métalliques sont connus pour stabiliser et activer les enzymes (Swamy, 1994;
Leveque et al, 2000 et Vieille et Zeikus, 2011).

L’activité pullulanasique de I’enzyme de Clavispora lusitaniae ABS 7 est diminuée par les
cations Zn>" Mn”", Na', fortement inhibée par les ions Fe’ (20,46%) et légérement par le
Cu®" (3,62%) (Figure 46). Les résultats de Qiao et al., 2015 indiquent que ’activité de la
pullulanase d’Exiguobacterium acetylicum augmente en présence de Fe*™ et Mn®" et diminue
en présence de Cu’’. Les résultats (Figure 46) représentent la moyenne de trois essais. Ils
montrent que les cations Hg2+, Mg2+et le Ca”" sont des stimulateurs de la pullulanase de
Clavispora lusitaniae ABS7, résultats corroborant ceux obtenus avec la pullulanase de
Bacillus  stearothermophilus (Kuriki et al., 1988b). D’autres cations, Zn’", Na' et
Mn2+augmentent I’activité de I’a-amylase de Clavispora lusitaniae ABS7 de 25,62%, 20,28%
et 39,73% respectivement.
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Figure 46: Effet de différents sels sur les activités a-
amylasique et pullulanasique de 1'amylopullulanase
alcalothermostable

L’activité amylasique est également inhibée par les cations Fe? (20,19%), Hg2+ (11,17%) et
1égérement par le Mg*" (0,6%). L’a-amylase recombinante de la levure Cryptococcus flavus
maintient son activité initiale, aprés ’ajout de CaCl, (Galdino et al., 2011). La méme
observation est indiquée pour I’a-amylase de Crypfococcus sp. S-2 en présence des cations
Ca”™ ImM (Iefuji et al., 1996).

Le calcium augmente ’activité amylasique (Leveque et al., 2000; Al Quadan et al., 2009 et
Hii et al., 2009). L’effet stabilisateur de calcium sur la thermostabilité de I’enzyme peut étre
expliqué par le relargage des résidus hydrophobes par les ions de Ca®" dans la protéine,
engendrant une structure compacte (Al Quadan et al., 2009). Les ions de calcium rendent la
molécule de la protéine plus rigide, ce qui conduit a une augmentation de la stabilité
thermique de ’o-amylase de Streptomyces avermitilis (Hwang et al., 2013) et de la
pullulanase de Bacillus cereus H1.5 (Hii et al., 2009b). Mais certaines amylases sont
indépendantes de calcium: 1’amylase de Bacillus thermoleavorans NP 54 (Malhota et al.,
2000) n’exige pas le calcium pour son activité ou sa production. Vishnu et al., 2006 ont
montré que le CaCl, a 2,5mM augmente [’activité a-amylasique et pullulanasique de
Lactobacillus amylophilus GV6 mais a SmM, il devient inhibiteur des deux enzymes.

Les ions de Mg” ", Ca® ", Cu® ", Fe’ ¥, Zn> ¥, Hg’ *, Cd* " et Li* * 4 5 mM inhibent les deux
activités a-amylasique et pullulanasique de Clostridium thermosulfurogenes SVMI17T
(Mrudula et al., 2011b).

De nombreuses enzymes amylasiques, y compris les amylopullulanases sont dépendantes des

jons Ca’" et Mg2+. En revanche, I’a-amylase de notre souche de la levure Clavispora

lusitaniae ABS7 a montré¢ une 1égére inhibition en présence des ions de Mg2+ (a 5 mM). Cette
inhibition modérée de I’a-amylase et de la pullulanase par ces ions est observée dans d’autres
¢tudes: o-amylase de bactéries: Thermoanaerobacterium BO6A (Saha et al., 1990), B.
licheniformis (Umesh Kumaret al., 1990), Bacillus sp. L1711 (Bernhardsdotter et al., 2005) et
la pullulanase de la bactérie B. stearothermophilus KP1064 (Suzuki et Imai, 1985).
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L'effet inhibiteur provoqué par les ions Hg*", Cu®" sur l'activité d'a-amylase peut étre di a la
compétition entre les cations exogenes et les cations associés a la protéine, conduisant a une
diminution de I’activité (Lin et al., 1998).

Les ions Mn”" stimulent 1activité de I’a-amylase de notre souche et inhibent celle de la
pullulanase de Bacillus halodurans (Asha et al., 2013) et de Bacillus stearothermophilus
(Kuriki et al., 1988a). Le comportement différentiel des activités de l'a-amylase et de la
pullulanase envers certains ions métalliques peut étre du a la présence de deux sites actifs
différents, 1'un pour l'a-amylase et 1’autre pour la pullulanase (Rudiger et al., 1995).

Les ions qui stimulent I'activité enzymatique comme Zn**, Cu®", Na" et Mn*(pour I’o-
amylase) et Hg”", Mg®" et Ca®" (pour la pullulanase), peuvent agir comme cofacteurs
nécessaires pour augmenter l'activité enzymatique.

9.2. Influence de différents réactifs chimiques

L’influence de différents réactifs chimiques sur les activités a-amylasique et pullulanasique
est également étudiée et les résultats indiquent la moyenne de trois essais et sont présentés
dans la figure 47.
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Figure 47: Effet de différents réactifs chimiques sur les activités
a-amylasique et pullulanasique de I'amylopullulanase alcaline

Nous remarquons que ’effet inhibiteur de ’urée est plus important sur 1I’a-amylase que sur la
pullulanase. Par contre celui du tween 80 est moins fort sur 1’a-amylase que sur la
pullulanase. L'absence d'inhibition de I’a-amylase par I'EDTA, qui est un agent chélateur fort
de métal, suggere que l'enzyme isolée peut ne pas €tre une métalloenzyme. La présence de
CaCl, n’a pas d’effet sur I’activité a-amylasique (Figure 46) ce qui nous permet de conclure
que les ions de Ca™" ne sont pas nécessaires a I’activité de cette a-amylase et probablement
importants pour la stabilit¢ de ’enzyme et le maintien de sa conformation. En revanche,
I’EDTA inhibe ’activité pullulanasique, avec une perte de 35% de son activité résiduelle. Ce
résultat indique que la pullulanase est une métallo enzyme et I’activité est dépendante de
CaCl; car en présence des ions de calcium, I’activité augmente (Figure 46). L’effet nul de
I’EDTA sur l’a-amylase levurienne est signalé¢ par Iefuji et al. (1996), chez la levure
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Cryptococcus sp. S-2. L’effet inhibiteur de I'urée sur I’a-amylase a été aussi signalé¢ chez
Thermomyces lanuginosus F1 (Odibo et Ulbrich-Hofmann, 2001).

9.3. Test de la compatibilité de I’amylopullulanase de Clavispora lusitaniae ABS7 avec

divers détergents a lessives commerciales.

Les activités a-amylasique et pullulanasique de Clavispora lusitaniae présentent une
compatibilité importante avec tous les détergents des lessives commerciales (Figure 48). Les
résultats représentent la moyenne de trois essais.
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Figure 48 : Stabilité et compatibilté des activités a-amylasique et
pullulanasique de Clavispora lusitaniae ABS7

En présence des lessives Le Chat, Ariel, Test, OMO et Isis, ’a-amylase alcaline a maintenu
respectivement 130, 97,115, 75 et 98% de son activité initiale. De méme, 1’alcalino-
pullulanase a préservée 125, 94, 104, 72 et 90% de son activité initiale.

L’augmentation de l'activité de I'enzyme a 37°C peut étre attribuée a 1'effet stimulateur des
composants détergents (Maurer, 2004).

L'activité o-amylase est maximale avec le détergent a lessive le Chat a 45°C. La stabilité
d'une quelconque enzyme dans des formulations des détergentes dépend principalement de
différents ingrédients tels que des tensioactifs, les agents de blanchiment et des stabilisants
utilisés pour les formulations des détergentes (Joo et Chang, 2006). Par conséquent, une perte
partielle de l'activité a-amylase dans certains détergents peut étre attribuée a 1'effet inhibiteur
d’un composant de ces détergents.

En revanche, certains composants du détergent peuvent avoir un effet stimulateur sur I’a-
amylase et la pullulanase de Clavispora lusitaniae ABS7 (Joo et Chang, 2006) (augmentation
de l'activité enzymatique en présence de détergent par rapport a celle du témoin sans
détergent). Une telle observation pour d'autres enzymes hydrolytiques en présence de
constituants détergents a déja été signalée (Joo et Chang, 2006). Cependant, des études plus
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détaillées sont nécessaires pour ¢lucider le mécanisme de l'inhibition / activation des deux
enzymes de Clavispora lusitaniae ABS7 par différents composants de détergents.

En conclusion, I’a-amylase et la pullulanase thermostables et alcalines de Clavispora
lusitaniae ABS7 ont démontré une excellente stabilité et une compatibilité avec les détergents
a lessives commerciales a 45°C (généralement, utilisé au lavage) qui favorise son inclusion
dans les formulations des détergents de blanchisserie commerciale.

9.4. Analyse de la performance du Lavage

La capacité d'élimination des taches par I’amylopullulanase alcaline purifiée est évaluée en
utilisant des tissus de coton teinté¢ de chocolat et de confiture. La Figue 49 montre que le
traitement des taches de chocolat par le détergent (Le Chat) supplémenté avec
I’amylopullulanase alcaline purifié¢e a abouti a une élimination parfaite par rapport a
I'élimination des taches avec le détergent ou de I’enzyme seule.

Figure 49 : Test d’analyse des performances du lavage de la tache chocolat-confiture
sur les morceaux de tissu lavés.

a : Controle (eau de robinet) ; b : Enzyme (500UI)

¢ : Détergent (7 mg/ml) ; d : Enzyme (500UI) + Détergent (7mg/ml)
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Cette ¢tude a permis de répondre aux différents objectifs préalablement fixés.

Un lot de souches de levures isolées a partir de grains de blé en provenance de zones semi-
arides et aride-sahariennes climatiquement distinctes, est obtenu et contribue aujourd’hui
a enrichir la mycothéque du laboratoire d’un ensemble de souches dont les spécificités
métaboliques présentent un intérét certain. Il offre au Laboratoire la perspective d’études
diverses et plusieurs travaux sur cette mycocénose ont ¢t¢ déja réalisés dans le cadre de
mémoires de Master.

Parmi ces isolats, la méthode de plate-test-agar a permis de mettre en évidence des levures
productrices d’enzymes amylolytiques (a-amylase et pullulanase), secondairement isolées
et caractérisées. Une douzaine de souches amylolytiques ont été sélectionnées sur la base
de leur productivité enzymatique et de la thermostabilité de leurs enzymes.

Ces souches se développent et produisent I’a-amylase et la pullulanase sur lactosérum
(lactose), lactosérum a 100% supplémenté par 1% d’amidon et sur milieu YNB contenant 1%
d’amidon. Ces expressions enzymatiques nous indiquent que la production amylasique de ces
souches est constitutive (Malhotra et al., 2000).

L’étude des caractéres morphologiques, physiologiques et moléculaires des souches
retenues a permis de répartir la population de levures comme suit : 50% Clavispora lusitaniae
(forme anamorphe de Candida lusitaniae), 25% Pichia guilliermondii, 8%  Pichia
carribbicca, 8% Meyerozyma guilliermondii et 8% Rhodotorula rubra. Les genres Candida,
Pichia et Rhodotorula sont cités comme étant les plus fréquemment rencontrés dans le blé.
Bourgeois et al., 1996, et Laitila et al., 2006 mentionnent que ce biotope riche en amidon est
favorable a la survie de levures amylolytiques.

La majorité des souches étudiées sont productrices d’un pseudo ou d’un vrai mycélium
et posseédent des caracteres trophiques particuliers: elles montrent une résistance
a la température et supportent la salinité et les stress osmotique et éthanoique,

Notre isolat est formé d’une population assez homogeéne quant a la thermostabilité des
enzymes produites. La levure Clavispora lusitaniae ABS7 isolée de grains de blé de la zone
aride de Biskra est sélectionnée pour ces performantes dans la production d’enzymes
amylolytiques thermostables.

Concernant 1’identification moléculaire de la souche Clavispora lusitaniae ABS7, elle
a montré deux bandes avec I’endonucléase HAE III alors que les souches de la méme espece
(L5, L9, L10, L11 et L12) présentent une seule bande. Ceci indique 1’existence
de particularités métaboliques pour cette souche et corrobore la mise en évidence de
caracteres biochimiques spécifiques comme 1’assimilation des nitrates et de la créatinine.

Pour la production enzymatique, le milieu au lactosérum traité est a privilégier avec un taux
d’ensemencent de 2,5 x10° cellules /ml. Ce sous-produit, le lactosérum, issu de la laiterie
et a ’origine d’une pollution environnementale, peut étre valorisé par les levures productrices
d’enzymes amylolytiques.

L’optimisation des parametres physicochimiques de la production enzymatique est effectuée
en erlenmeyers et en fermenteur. Elle a permis de déterminer les conditions optimales
de la fermentation : agitation 136,56 rpm, température 54,14°C, concentration d’amidon
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2,66g/1, quantité d’extrait de levure 0,365 g/I, volume des solutions standard de sels 8,75ml/1
et d’oligo-¢éléments 4,3ml/I.
Les activités amylolytiques obtenues dans les conditions optimales de production sont :
de 13456,36+300 UI pour I’ a-amylase et de 12611, 6154 UI pour la pullulanase. Ces
performances sont en accord étroit avec le modele de production, évalué a 13 231Ul pour
I’a-amylase et 12825,5 UI pour la pullulanase. L’optimisation des conditions de culture
a permis de doubler la production enzymatique : sans optimisation, les activités maximales
enregistrées étaient de 6639,16 Ul pour I’a-amylase et de 6308,5 Ul pour la pullulanase.
L’étude cinétique en fermenteur 2 L montre que les deux activités évoluent de fagon
concomitante.
La production maximale des enzymes d’intérét par Clavispora lusitaniae ABS7 est obtenue
au bout de 28 heures et semble étre partiellement dissociée de 1’évolution de la biomasse. La
phase stationnaire débute seulement apres 40 h de fermentation et se poursuit jusqu’a 96 h,
sans que la phase de déclin ne soit amorcée. Lors de la croissance, le pH évolue de fagon
progressive et atteint un optimum a pH 8. Cette observation identifie le caractere alcalophile
de la souche Clavispora lusitaniae ABS7, capable de se développer sur une large gamme
de pH comprise entre pH5 et pH 9. La souche Clavispora lusitaniae ABS7 est une levure
alcalothermophile. De plus, la production enzymatique en milieu constitué principalement
de lactosérum s’accompagne d’une substance blanche qui s’accroche a la paroi du fermenteur
et dont on suppose, d’apres les résultats bibliographiques, qu’elle est un exopolysaccharide
dont la nature reste a déterminer.
L’extrait enzymatique est lyophilisé et purifié par les méthodes classiques de purification. Le
profil chromatographique sur Séphacryl S 200 révele deux activités o-amylasique
et pullulanasique €luées conjointement avec le pic protéique. L’¢élution sur DEAE-cellulose
confirme la présence des deux activités dans la méme fraction, ce qui montre qu’elles sont
portées par la méme molécule. L a-amylase et la pullulanase sont purifiées respectivement
avec des taux de purification de 50,45 et 44,59 et des rendements de 23,88% et 21,11%.
L’enzyme purifiée montre une seule bande sur le gel de SDS-PAGE avec une masse
moléculaire estimée a 75 KDa. L’analyse de cette bande signale que les deux activités
amylasique et pullulanasique cohabitent, ce qui laisse supposer que la souche Clavispora
lusitaniae ABS7 posséde une enzyme amylolytique bifonctionnelle avec deux sites actifs :
I’un pour I’a-amylase et ’autre pour la pullulanase permettant ainsi I’hydrolyse simultanée
des liaisons glycosidiques a-1,4 et a-1,6.
La chromatographie sur couche mince confirme que 1’enzyme hydrolyse 1’amidon en maltose
et glucose et le pullulane en maltotriose, maltose et glucose. En conséquence, il s’agit d’une
enzyme saccharifiante qui présente une seule bande sur le gel de SDS-PAGE ; nous sommes
vraisemblablement en présence d’une pullulanase de type II appelée amylopullulanase.
L’enzyme amylopullulanase est immobilisée sur billes d’alginate de calcium a 3% et les
performances du processus d’immobilisation sont évaluées. Le procédée d’immobilisation
optimisé améliore les activités enzymatiques : une augmentation de 34,5% pour Dactivité
de 'o-amylase (de 3216,24 UI a 4907,75 Ul) et une augmentation de 37% pour 1’activité
de la pullulanase (de 2853,6 UI a 4491,8 UI). Les rendements respectifs sont de 72% et 70%.
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Les activités de I’enzyme amylopullulanase augmentent avec la température. Les
températures optimales d’activité décalent a 85°C apreés immobilisation. Les pH optimum de
I’enzyme immobilisée régressent 1égerement et passent de 9 a 8,5.

La thermostabilit¢ de 1’amylopullulanase type II libre de Clavirospora lusitaniae ABS7
a ¢té précisée et confirmée. Aprés des traitements thermiques respectivement de 3 heures
a 75°C, 120 min a 100°C, 180 min a 100°C, ’a-amylase libre conserve 88%, 51,76%
et 38,6% de son activité. La pullulanase libre maintient 91% et 42% de son activité, apres
des incubations de 180 min a 80°C et 100°C.

De plus, I’'immobilisation améliore la thermostabilité des activités enzymatiques, puisque des
traitements thermiques de 180 min a 85°C et 100°C préservent respectivement 94,33%
et 72% de ’activité a-amylasique ainsi que 94,2% et 75% de 1’activité de la pullulanase, soit
une amélioration de la thermostabilité de I"ordre de 44% pour la pullulanase et 46% pour
I’amylase comparée aux traitements a 100°C pour les enzymes libres.

Etant données les performances de ses enzymes amylolytiques et son caractere
thermoalcalophile, Clavirospora lusitaniae ABS7, isolé¢ d'un environnement saharien aride,
peut étre qualifi¢ de souche d'utilit¢ industrielle plus particulicrement dans le cas des
industries des détergents et du textile ou dans la valorisation des sous-produits amylacés.

Les parameétres cinétiques des deux enzymes sont déterminés : les Km des enzymes
respectivement libres et immobilisées sont égaux a 1,39 mg/ml et 3,33 mg/ml pour I’a-
amylase et 1,82 mg/ml et 2,69 mg/ml pour le pullulanase. Les Vmax ont pour valeur de 6,25
et 5 Ul (a-amylase) et 9,34 et 7,63 Ul (pullulanase). L’immobilisation a permis d’augmenter
I’affinité des enzymes pour leur substrat mais a réduit leur vitesse maximale. Une explication
peut étre donnée : les substrats a poids moléculaire €élevé, comme 1'amidon et le pullulane,
présentent un retard a la diffusion dans la matrice du gel et I’accés du substrat au site actif
n’est pas facilit¢ ce qui entraine une diminution de Vmax de l'enzyme immobilisée
(Norouzian, 2003 ; Anwar, 2009).

L’immobilisation sur billes d’alginate de calcium a 3% montre une grande stabilité
opérationnelle puisque, apres sept cycles d’utilisation, 77,9 % (cas de I’a-amylase) et 75,6%
(cas de pullulanase), des activités initiales sont conservées. L'immobilisation de
I’amylopullulanase alcalo-thermostable pourrait générer un systeme d'hydrolyse en continu de
I'amidon et étre utilisée en lessives commerciales au vu de sa compatibilité.

Les sels et les substances chimiques ont des effets variables sur les activités de
I’amylopullulanase de Clavispora lusitaniae ABS 7. Les cations Zn*" Mn”>", Na" inhibent
I’activité pullulanasique alors qu’ils semblent augmenter celle de I’a-amylase respectivement
de 25,62%, 39,73% et 20,28%. Les cations Hg2+, Mg%et CazJr sont des stimulateurs de la
pullulanase alors que 1’activité a-amylasique est inhibée par Hg>" (11,17%) et Mg (0,6%), le
Ca®" étant sans effet. Les deux types d’activité sont fortement inhibés par Fe** (20,46% dans
le cas de la pullulanase et 20,19% dans le cas de I’a-amylase). Il en est de méme de I’urée et
du tween 80.

En revanche, ’EDTA a des effets diamétralement opposés. Celui-ci entraine une perte de
35% de I’activité résiduelle de la pullulanase ; nous sommes donc en présence d’une métallo-
enzyme, CaCl, dépendante. A [I’inverse, l'absence d'inhibition de 1’a-amylase par




Conclusion générale

I'EDTA,suggere qu’elle n’est pas une métallo-enzyme et que son activité est de plus
indépendante de CaCl,.

En conclusion, cette étude nous a permis d’isoler une levure amylolytique Clavispora

lusitaniae  ABS qui posséde, a la fois, les activités extracellulaires o-amylasique et

pulllanasique. Cette propriété lui fournit ainsi la capacité d’hydrolyser les liaisons

glycosidiques a-1,4 et a-1,6 des polysaccharides. Ces deux activités sont vraisemblablement

localisées dans deux sites actifs distincts d’une 1’amylopullulanase type I ayant un pouvoir

saccharifiant. La pullulanase est une metalloenzyme calcium dépendante. L’activité de ’a-

amylase est indépendante du calcium, méme s’il est indispensable a sa stabilité et au maintien

de la structure de I’enzyme.

Clavispora lusitaniae ABS7, isolée de grains de blé¢ issu d’une zone aride saharienne, est

thermophile et alcalophile et produit des enzymes thermostables et actives en milieu alcalin.

Les propriétés de 1’amylopullulanase de Clavispora lusitaniae ABS7 la désignent pour une

application industrielle plus particulierement dans le domaine des industries « de 1’amidon »

et des détergents. L’étude de sa compatibilité avec divers détergents a lessives commerciales a

montré qu’elle offrait une excellente stabilité et une compatibilité avec les détergents

commerciaux.

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

- Expliquer la thermostabilit¢ et le fonctionnement a pH alcalin de I’amylopullulanase
grace a I’outil moléculaire par la technique protéomique

- Rechercher chez Clavispora lusitaniae ABS7 d’autres enzymes d’intérét, pouvant ouvrir a
d’autres applications industrielles.

- Identifier la substance blanche secrétée massivement (probablement un EPS) par cette
souche.

- Certaines souches de nos isolats méritent une étude approfondie au vu de leur
performance proche de la souche de cette étude (C. lusitaniae ABS7) ; ABS4, ABS6 et
SCS2.
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Annexel

Composition des milieux de culture

1. Milieu Yeast Peptone Glucose (YPG) (Kurtzman et al., 2011)
Dissoudre dans 1 litre d'eau déminéralisée :
20 g de glucose,
10 g de peptone
5 g d'extrait de I’extrait de levure,

Stériliser a I'autoclave a 121 ° C pendant 15 min.

2. Yeast Extract Peptone Glucose Agar (YPGA)

I1 s’agit du milieu précédent gélosé a 2%

3. Yeast Extract Peptone Starch Agar (YPSA)
Dissoudre dans 1 litre d'eau déminéralisée :
20 g d’amidon,
10 g de peptone
5 g d'extrait de I’extrait de levure,
20 g d’agar

Stériliser a I'autoclave a 121 ° C pendant 15 min.

4. Yeast Extract Peptone Glucose Agar (YPPA)
Dissoudre dans 1 litre d'eau déminéralisée :
20 g de Pullulan,
10 g de peptone
5 g d'extrait de I’extrait de levure,
20 g d’agar

Stériliser a I'autoclave a 121 ° C pendant 15 min.




5. Preparation de PDA (Potato Dextrose Agar) (Guiraud, 1998)

-Préparation de l'extrait de pomme de terre

200g de pommes de terre non pelés, lavés et coupés en petits dés; mis ensuite dans 1
litre d'eau distillée, puis portés a I'ébullition pendant 1 heure. Ils sont enfin écrasés et le
volume est complété a1 litre.

-Composition du milieu PDA
Extrait de pomme de terre : 1000ml
20g Glucose
15-20g Agar
Dissoudre 1'Agar a chaud dans l'extrait puis ajouter le glucose
Stériliser a 110°C pendant 30 min.
En cas de dépdt, agiter avant de le répartir dans des tubes a vis.

6. Milieu de Mc Clary’s Acétate Agar (Kurtzman et al., 2011)
Dissoudre 1 g de glucose,

1,8 g de chlorure de potassium,

8,2 g d'acétate de sodium

2,5 g d'extrait de levure et

15 g d'agar dans 1 litre d'eau déminéralisée.

pH7, Stériliser a I'autoclave a 121 °C pendant 15 min

7. Corn meal agar (CMA) (Kurtzman et al., 2011)

Chauffer 42 g de mais dans 1 litre d'eau déminéralisée a 60°C pendant 1 h,
Filtrer sur papier puis restaurer le volume a 1 litre par addition d'eau.
Ajouter et dissoudre 12 g d'agar.

Stériliser a 121°C pendant 15 min.

Les produits commerciaux sont disponibles chez divers fournisseurs.

8. Milieu R.A.T. (Rice Agar Tween) (Kurtzman et al., 2011)
Laisser mijoter 20 g de riz non poli dans 1 litre d'eau pour 45 min,

Filtrer, et ajouter de I'eau pour rétablir le volume a 1 litre.

Ajouter et dissoudre 20 g d'agar. Stériliser a 1'autoclave a 121°C pendant 15 min.

Les produits commerciaux sont disponibles, mais les résultats obtenus sont en général
inférieurs a ceux obtenus avec le milieu fraichement préparé avec infusion de riz.




9. Milieu de Wickerham (Guiraud, 1998)

10g Peptone

5g Extrait de levure

5mg Bleu de bromothymol
pH7, 2. Répartir en tubes a essai (9ml). Ajouter une cloche de Durham. Autoclaver 15 min a
120°C.

10. Milieu Yeast Nitrogen Base Agar (YNBA)
Erlens :

6,7g Milieu Yeast Nitrogen Base

100 ml Eau distillée

Stériliser par filtration.

11. Milieu Yeast Carbon Base
20g Glucose
1g KH2PO4
0,5 g MgSO4
20 g Agar
1000 ml Eau distillée




Annexe 2

Méthodes d’analyse

1. Détermination de la matié¢re seche (AFNOR 1986)

La maticre séche est déterminée sur un échantillon de 10 ml de lactosérum par évaporation a
une température 105 °C jusqu'a poids constant a 0.1%.

Expression des résultats
Le résidu sec total exprimé en % de masse est:(mz-mg) x100 / m{-mg
my est la masse, en gramme, du creuset vide.

m; est la masse, en gramme, du méme creuset contenant la prise d’essai avant
dessiccation.

m; est la masse, en gramme, du creuset apres dessiccation.

2. Détermination du taux des cendres (AFNOR 1986)

La différence entre les deux pesées ne doit pas dépasser 0.05 %.
Expression des résultats:

(my —mg) x 100 avec
(m;-myo)
my est la masse, en gramme, du creuset vide.

m; est la masse, en gramme, du méme creuset contenant la prise d’essai avant
incinération.
m; est la masse, en gramme, du creuset apres incinération.

Remarque : La mati¢re organique = La matiere séche - Les cendres
3. Dosage de la matiére grasse totale
-Principe

L’acide chlorhydrique dilué libére a chaud la matiére grasse des protéines et des autres
substances. Elle est séparée par filtration sur sable, et apres séchage, elle est extraite a I’éther
de pétrole dans un Soxhlet ou appareil similaire. La solution éthérée est distillée et le résidu
pesé.

Cette technique appelée technique de Wiseman (Le coq 1965).




-Réactifs

- Acide chlorhydrique N.

- Solution aqueuse d’acétate de zinc a 20%.

- Solution aqueuse de ferrocyanure de potassium a 10%.

- Sable purifié pour analyse.

- Ether de pétrole séché :Son point d’ébullition doit étre compris entre +40° et +60.

-Mode opératoire

- A 10ml de I’échantillon. Ajouter 50ml d’acide chlorhydrique N, et faire bouillir
PendantSmn.

- Laisser déposer si le liquide n’est pas clair, ajouter 1ml de solution d’acétate de
zinc a 20% etlml de solution de ferrocyanure de potassium a 10%.

- Filtrer sur un filtre contenant 5g de sable purifié, puis sécher a I'é¢tuve a + 100°C.

- Extraire le papier filtre séché et le résidu avec de I’éther de pétrole pendant 2h-3h
dans un soxhlet, dont le ballon aura été taré.
- Evaporer le solvant, sécher a 1’étuve a + 100°C jusqu’a poids constant.

-Expression des résultats

Soit : m;= masse du ballon.
m,= masse de I’ensemble ballon + matiére grasse.
P= prise d’essai.

moy-m;

% lipides = x1

P

4. Dosage de I’azote total par la méthode de kjeldahl
Les matieres azotées sont constituées par des matieres protéiques et des substances dans
les quelles I’azote est non protéique.

e Principe

L'échantillon est minéralisé par 1’acide sulfurique concentré a chaud, en présence d’un
catalyseur. L’azote organique est transformé en azote ammoniacal (sulfate d’ammonium),
alcalinisation de produit de la réaction, distillation de I’ammoniac libéré et titrage de
I’ammoniac dans une solution d’acide borique.

Ces étapes peuvent €tre résumeées en réactions chimiques:

- Composés organiques azotés + 3H,SO4——> 2NH;3+3CO,+3S0,;
- 2NH3++H;SOs—— (NH4)2SOy4
- (NH4)QSO4 +2NaOH —— NaSO4+2NH3+2H20




-Réactifs et appareillage

- Catalyseurs : mélange de sélénium.
- H,SO4 concentré (d=1,84), H,SO4 0,1 N.
- Lessive de soude a 33%
- Soude 0,IN.
- Indicateur rouge de méthyle 5%.
- Billes de verre, ou pierre ponce.
- Balance de précision.
- Distillateur d’azote.
- Matras KJELDHAL de 500ml.
- Verrerie : Burette, becher, Eprouvette, fiole de 100 ml.

-Mode opératoire

-Minéralisation sulfurique
-Introduire dans une fiole de kjeldahl de 500ml :

-La prise d’essai (10ml).
-2g de catalyseur (pour prise d’essai de 1g), bien mélangé.
-20 ml d’H,SO4 concentré.

-Porter ensuite sur une rampe chauffante permettant ’aspiration des vapeurs sulfuriques.

-Chauffer doucement en agitant au début jusqu’a disparition de tout fragment de I’échantillon
et formation d’une solution homogene noire.

-Augmenter le chauffage jusqu’a douce ébullition du mélange acide.

-Agiter périodiquement de maniere de ramener dans le fond de la fiole les parcelles de
substances qui adhérent aux parois.

-Prolonger le chauffage une demi-heure apres décoloration complete, ¢’est a dire apres que la
solution sera devenue limpide, laisser refroidir.

-Alcalinisation et distillation

-Transvaser quantitativement dans une fiole, rincer le matras et I’entonnoir a 1’eau distillée,
compléter le volume a 100 ml.

Le dosage de I’azote se fera sur cette solution versée dans 3 erlen -meyers a 20ml chacun.
-Ajouter 20ml de lessive de soude Pour ’alcalinisation de NHs.

-Ajouter quelques billes de verre pour régulariser 1’ébullition, une fois quel’appareil a distiller
est prét a fonctionner : réfrigération assurée et extrémité de I’appareil plongeant dans un
erlen-meyer de 300 ml contenant 20ml d’H>SO4 0,IN (’extrémité de I’appareil doit étre en
contact avec le liquide).




-Apres avoir ajouté délicatement la lessive de soude (sans agitation car risque de perte NHj),
mettre la fiole en place pour la distillation.

-Vérifier la fin de la distillation en recevant quelques gouttes de distillat, soit sur un papier
tournesol rouge (qui bleuit en présence de NHs, car milieu basique), soit du papier pH.
Remarque : Nous prenons aussi un matras témoin contenant tous les produits sauf la
substance a analysée.

-Titrage

-Récupérer NH;distillé dans 1’erlermeyer contenant de I’'H,SO4 en exces (20ml).
-Ajouter dans I’erlen-meyer quelques gouttes de rouge de méthyle et titrer par la soude 0,1N
I’H,SOy4 restant (proportion, qui n’a pas réagi avec NHj).
-Doser goutte a goutte avec la soude contenue dans la burette, jusqu’au virage jaune pale
persistant.

-Résultats et calcul
Pourcentage d’azote sur matiere telle quelle :

ax vx 100
N% =

p

v = Volume de I’acide sulfurique qui a réagi avec NHs.
P = Prise d’essai = 10ml.
a = Quantité d’azote en g, neutralisée par 1 ml de solution acide titrée.
Pour une solution H,SO4 0,IN
a=0,0014g.

Pourcentage de protéines (en % MS) :
0,0014x v x 100 x k 100

% protéines = x —— = % de protéines.
p (100-H)

k= Coefficient qui varie suivant les produits, pour notre produit k= 6,25.
H= Humidité de la substance.

5. Dosage de I’activité amylasique (méthode de Bernfeld 1955)
-Principe
L'activité de I’a-amylase ou de la pullulanasique est évaluée par I'hydrolyse de I'amidon

ou du pullulanepar les extraits enzymatiques. L'amidon ou le pullulane hydrolysé libére du
maltose dosé par la méthode de Bernfeld (1955) qui utilise 1'acide 3,5-dinitrosalycilique




(DNSA) comme inhibiteur de 1'amylase. La réaction est colorimétrique et l'intensité de la
coloration est proportionnelle a la quantité du maltose libérée.

-Préparation du substrat

Dissoudre 1 g d'amidon ou de pullulanedans 100 ml de tampon phosphate pH 6,5 ou Tris
HCI 8 (selon le cas)

-Préparation du réactif DNSA

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

Ajouter 30g de tartrate double de sodium et potassium, compléter a 100 ml avec de l'eau

distillée, filtrer.

-Dosage de 'activité de I'extrait enzymatique

- Ajouter 0.5 ml du filtrat dilué¢ a 0.5ml d'amidon soluble (ou pullulane) a 1% dans le

tampon
phosphate pH 6,5(ou Tris HCI pHS)

- Incuber a 40°C pendant 30mn

- Arréter la réaction par l'addition de 1 ml de DNSA

- Incuber a 100°C pendant 10mn.

- Apres refroidissement dans un bain de glace, ajouter 10ml d'eau distillée

L'absorbance est déterminée a 540 nm par rapport a une gamme d'étalon de 0 & 2 mg/ml

de maltose. L’unité amylasique est le nombre de pmole de maltose libéré par minute.

0,9 A
0,8 1
0,7 - y =0,4325x

Abs a 540nm

0,6 -
0,5 -
04 -
03 1
0,2 1
0,1 1

0 0,5 1 1,5 2 2,5
mg/ml de maltose

Courbe étalon du maltose




6. Dosage des protéines (méthode de Lowry 1951)
-Principe

Les protéines sont quantifiées en utilisant la méthode du Folin Ciocalteu (Lowry et al
1951).

L'addition successive a une solution protéique diluée d'un sel de cuivre en milieu alcalin
et du réactif des phénols de Folin Ciocalteu donne une coloration bleue foncée. Celle-ci
résulte de la réaction du cuivre sur les liaisons peptidiques.

-Réactifs

- Solution A : Carbonate de sodium (Na,COs3) a 2% dans NaOH (0.1N)
- Solution B : Tartrate double de sodium et potassium a 2% .
- Solution C : Sulfate de cuivre (CuSO4)a 1% .
Préparer extemporanément la solution réactive M en respectant 1’ordre d’addition des réactifs
et en agitant bien aprés chaque addition :
- Solution C : 0,5 ml
- Solution B : 0,5 ml
- Solution A : 50 ml

- Réactif de Folin : Le Folin Ciocalteu commercial a dilué 3 fois dans ’eau distillée au
moment de 1’emploi.

-Mode opératoire

- Ajouter a 0,5 ml de l'extrait enzymatique dilué¢ 2,5ml de la solution M.
- Agiter et laisser reposer 10 min a température ambiante

- Ajouter 0,25 ml de réactif de Folin

- Agiter et laisser la coloration se développer 30 min a I'obscurité.

- Lire ’absorbance contre le blanc a 650 nm.




04 -
0,35 -
0,3 -
0.25 1 y = 0,707x
0,2 - R? = 0,999
0,15 -
0.1 -
0,05 -

Abs a 750nm

0 0,2 0,4 0,6
mg/ml de BSA

Courbe étalon des protéines

7. Dosage des sucres totaux (méthode de Dubois 1956)
-Principe

L'acide sulfurique concentré provoque a chaud la déshydratation des oses avec la
formation d'hydroxy-méthyl furfural (cas d'un hexose) et d'un furfural (cas d'un pentose).Ces
composés se condensent avec le phénol pour donner des composés colorés dont l'intensité de
la coloration est proportionnelle a la concentration en oses.

-Réactifs

- Acide sulfurique concentré d = 1.84
- Phénol 5%

-Mode opératoire

- Ajouter a 1ml de I'extrait enzymatique dilué 1ml de phénol 5% et 5ml d'acide
sulfurique concentré
- Apres agitation, laisser reposer 10 mn
- Incuber au bain-marie a 30°C pendant 20 a 30 mn
- Lecture a 488 nm par rapport a un témoin et une gamme étalon a 100 pg/ml de
glucose.
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ug/ml de glucose

Courbe étalon des sucres totaux

8. PCR

La réaction de PCR se fait dans un volume final de 20 pl contenant 0,2 ul ANTP (15 et 30 pb)
dans notre cas, 20pb (ANTP) + 0,5 pl d'amorce ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3'),
0,5 pl d'amorce ITS4 (5'- TCCTCCGCTTATTGATATGC -3'), 1,2 ul de MgCl,, 4 pl tampon
5X de la Taq polymérase, 0,2ul de Taq polymérase, et 11,4ul HO.Dans chaque microtube de
200 pl, on met 18 pl du mélange et on ajoute2 pl de I’ADN. Une centrifugation a 3000-3500
tr/min pendant 1 a 2 min est réalisée.

Le mélange réactionnel est soumis a une amplification de 35 cycles, chaque cycle renferme
une dénaturation initiale a 95 © C pendant 5 min ; une séparation a 95°C pendant 30 secune
hybridation a 56 ° C pendant 45s, et extension a 72 © C pendant 45s ; et une étape d'extension
finale de 5 min a 72 ° C. Enfin, Le produit est conservé a 4°C a I’co. La PCR est réalisée dans
le thermocycleur BIORAD.

9. Etapes de la CCM

La chromatographie sur couche mince comprend :

e une phase stationnaire constituée d’une couche mince de matériel absorbant (usuellement
du gel de silice ou de la cellulose) ;

e une phase liquide, dite phase mobile ou éluant : il s’agit d’un solvant ou un mélange de
solvants qui va entrainer et séparer les composés le long de la phase stationnaire.

Les différentes solutions sont préparées comme suit :
- solutions témoins : Glucose, maltose et maltotriose a 5% dans du tampon tris HCI
pH 8
- échantillons : ajouter a 0,5 ml d’enzyme purifié concentré, 0,5 ml de pullulan ou
d’amidon dans le tampon tris HCI pH 8 et incuber a 40°C pendant 6h.
- phase mobile : elle est constituée debutanol 3v, d’acide acétique 1v et d’H,O 1v.

Les différentes étapes consistent a préparer d’abord la cuve d’électrophorése et la phase
stationnaire, puis a déposer les solutions étalons et les échantillons a 1’aide d’un capillaire, et



https://fr.wikipedia.org/wiki/Phase_stationnaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gel_de_silice
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellulose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chromatographie_en_phase_liquide
https://fr.wikipedia.org/wiki/Phase_mobile
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89luant

enfin, aprés la migration du solvant, a révéler les taches résultant de la séparation des
constituants.
L’étape finale consiste a mesurer les hauteurs h de migration des différentes taches et calculer
les rapports frontaux Rf.

Distance parcourue par le soluté (h)

Rf =
Distance parcourue par le solvant (H)

-Préparation de la cuve de I’électrophorése
Mettre un volume du solvant a I’intérieur de la cuve de migration, dont la hauteur ne
dépasse pas 1 cm. Fermer hermétiquement avec son couvercle, et laisser 1’atmosphére
intérieure de la cuve se saturer en vapeur de solvant afin d’éviter la formation de I’effet de
bord.
-Préparation de la phase stationnaire
La phase stationnaire est une feuille en aluminium de gel de silice a activer en la mettant
dans I’étuve 105°C avant son emploi.

-Dépot
Tracer la ligne de dépot des solutions a 1 cm du bas de la plaque avec un crayon. Déposer,
avec un capillaire, les solutions étalons et les échantillons, laisser sécher et recommencer
I’opération minimum deux fois.

-Préparation d’un capillaire
Les capillaires sont préparés a partir de pipettes Pasteur :
-Chauffer la partie centrale de la pipette dans la flamme de bec de benzéne en tournant la
pipette jusqu’a ce qu’elle soit mout.
-Retirer de la flemme et étirer la pipette.
-Laisser refroidir et couper la partie fine du milieu

-Migration
Introduire délicatement la plaque dans la cuve.
Laisser migrer le solvant, lorsque le front de solvant est a 1 cm du bort supérieur, retirer la
plaque (elle dure environ 2h). Sécher a I’air libre ou au seche cheveux, ensuite a 105°C.

-Révélation

Pulvériser le révélateur (acide sulfurique/méthanol, 1 :1 v/v) sur la plaque et la mettre dans
une étuve thermostatée jusqu’a I’apparition des taches (Zareian et al., 2010) .

10. Protocole de I’électrophoreése

-Préparation des Solutions
Solution A




Acrylamide/bis acrylamide 40 %
Solution B
- 75ml Tris HCI 2M pH 8,8
- 4ml  SDS 10%
- 21ml HQO

Solution C
- 50ml Tris HCL IM pH 6,8
- 4ml SDS 10%

-Préparation des différents Gels d’électrophorése

-Gel de séparation (Separating gel 10%)
- 3,3ml Solution A
- 2,5ml ml Solution B
- 42ml H20

Pour la polymérisation du gel de séparation on ajoute:
- APS 60ul
- TEMED 10ul

-Gel de concentration (Stacking gel)

0,67ml ml Solution A
- 1 ml Solution C
- 2,3ml H,O

Pour la polymérisation du gel de séparation on ajoute :

- APS 25l
- TEMED 8uL

-Préparation du tampon de migration (Running Buffer)

Pour 1000 ml :
Glycine 14,4 g

Tris 3g
SDS lg
pH 8,8

-Préparation du tampon de Laemmli (Sample 5X)

Tris-HCI (0,5M), pH=6,8 1,25 ml




SDS 10% 2ml

Glycérol 20% Sml
B-marcaptoéthanol 0,04% 0,5 ml
Bleu de Bromophénol 1% Iml
Eau bidistillée q.s.p. 10ml

-Préparation des échantillons et du standard

Mettre dans un tube Ependorff
-40ul de protéine (échantillon)
-10ul Sample 5X (Tampon de Laemmlie )
-Préparation de marqueurs de taille (Standard)
-36ul  H,O
- 4ul standard
-10ul  Sample 5X

-Solution mere de Coomassie R2
Les échantillons et le standard sont incubés dans un bain marie a 100°C pendant 5 min pour la
dénaturation des protéines puis centrifuger 2 s a 10 000 — 12 000 tr/min.

Note :
Solution a préparer ex temporairement :
SDS 10% et APS 10%.
-Solutions de coloration et de décoloration

-Solution de coloration

-Acide trichloroacétique (TCA) 60% 100ml
-Solution mére de bleu de Coomassie R250 25ml
-Eau distillée gsp 500ml
-Bleu de coomassie R250 10g
-Ethanol 95° qsp 1000ml

-Solution de décoloration
4V méthanol : 1V acide acétique : 5V eau distillée

Mode opératoire

- Aprés I’installation et la fixation des plaques, la vérification de la fuite d’eau pendant
5 a 10min est réalisée.

- Couler 40 ml de gel de séparation, ajouter de 1’eau pure pour avoir une surface
linéaire.

- Attendre 15 a 20 min pour une bonne polymérisation du gel. L’apparition d’un trait
horizontal séparant le gel de I’eau est un repaire indiquant que le gel est bien polymérisé.




- Débarrasser I’eau et couler le gel de concentration et mettre rapidement le peigne ;
I’espace entre la limite du gel de séparation et le bout des dents du peigne est de 1 cm.
Attendre 15-20 min pour la polymérisation du gel.

- Enlever délicatement le peigne pour ne pas abimer le gel, et mettre les dépots avec
une micro-seringue.

- Transférer les plaques dans la cuve de I’électrophorése remplie a moitié de tampon
de migration. Ajouter le tampon de migration dans les compartiments(intérieure et extérieur)
jusqu’a le niveau maximale.

- Lancer la migration a 200 v.

-Immerger le gel dans une solution de fixation et de coloration, laisser sous une faible
agitation 2 heures ou méme toute une nuit a température ambiante.

-Rincer avec de I’eau distillée pour éliminer I’excés du colorant. Décolorer le gel dans
la solution de décoloration, puis rincer avec de 1’eau distillée.

10. Matrice des estimations de la divergence évolutive entre les séquences de C. lustaniae et
les souches types




Annexe 3

Analyse statistique

1. Matrice du plan composite centré utilisé pour I’optimation de la
production enzymatique

Tableau 1: La matrice expérimentale du plan composite centré pour 1'étude de six facteurs.

N° d’essai Facteurs

X1 X2 X3 X4 X5 X6
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1 -1 -1
6 +1 -1 +1 -1 -1 -1
7 -1 +1 +1 -1 -1 -1
8 +1 +1 +1 -1 -1 -1
9 -1 -1 -1 +1 -1 -1
10 +1 -1 -1 +1 -1 -1
11 -1 +1 -1 +1 -1 -1
12 +1 +1 -1 +1 -1 -1
13 -1 -1 +1 +1 -1 -1
14 +1 -1 +1 +1 -1 -1
15 -1 +1 +1 +1 -1 -1
16 +1 +1 +1 +1 -1 -1
17 -1 -1 -1 -1 +1 -1
18 +1 -1 -1 -1 +1 -1
19 -1 +1 -1 -1 +1 -1
20 +1 +1 -1 -1 +1 -1
21 -1 -1 +1 -1 +1 -1
22 +1 -1 +1 -1 +1 -1
23 -1 +1 +1 -1 +1 -1
24 +1 +1 +1 -1 +1 -1
25 -1 -1 -1 +1 +1 -1
26 +1 -1 -1 +1 +1 -1
27 -1 +1 -1 +1 +1 -1
28 +1 +1 -1 +1 +1 -1
29 -1 -1 +1 +1 +1 -1
30 +1 -1 +1 +1 +1 -1
31 -1 +1 +1 +1 +1 -1
32 +1 +1 +1 +1 +1 -1
33 -1 -1 -1 -1 -1 +1
34 +1 -1 -1 -1 -1 +1
35 -1 +1 -1 -1 -1 +1
36 +1 +1 -1 -1 -1 +1
37 -1 -1 +1 -1 -1 +1
38 +1 -1 +1 -1 -1 +1
39 -1 +1 +1 -1 -1 +1
40 +1 +1 +1 -1 -1 +1




41 -1 -1 -1 +1 -1 +1
42 +1 -1 -1 +1 -1 +1
43 -1 +1 -1 +1 -1 +1
44 +1 +1 -1 +1 -1 +1
45 -1 -1 +1 +1 -1 +1
46 +1 -1 +1 +1 -1 +1
47 -1 +1 +1 +1 -1 +1
48 +1 +1 +1 +1 -1 +1
49 -1 -1 -1 -1 +1 +1
50 +1 -1 -1 -1 +1 +1
51 -1 +1 -1 -1 +1 +1
52 +1 +1 -1 -1 +1 +1
53 -1 -1 +1 -1 +1 +1
54 +1 -1 +1 -1 +1 +1
55 -1 +1 +1 -1 +1 +1
56 +1 +1 +1 -1 +1 +1
57 -1 -1 -1 +1 +1 +1
58 +1 -1 -1 +1 +1 +1
59 -1 +1 -1 +1 +1 +1
60 +1 +1 -1 +1 +1 +1
61 -1 -1 +1 +1 +1 +1
62 +1 -1 +1 +1 +1 +1
63 -1 +1 +1 +1 +1 +1
64 +1 +1 +1 +1 +1 +1
65 -o 0 0 0 0 0
66 +o 0 0 0 0 0
67 0 -0, 0 0 0 0
68 0 +q, 0 0 0 0
69 0 0 -0, 0 0 0
70 0 0 +a 0 0 0
71 0 0 0 -0 0 0
72 0 0 0 +a, 0 0
73 0 0 0 0 -0 0
74 0 0 0 0 +0, 0
75 0 0 0 0 0 -a.
76 0 0 0 0 0 +q,
77 0 0 0 0 0 0
78 0 0 0 0 0 0
79 0 0 0 0 0 0
80 0 0 0 0 0 0
81 0 0 0 0 0 0
82 0 0 0 0 0 0
o =2.828.




2. Optimisation de la production enzymatique

Tableau 2: ANOVA du modéle quadratique de 1’a-amylase

Source DDL SC CM F P
Model 27 22096378 818384 26,20 0,000
Linéaire 6 10702626 1783771 57,10 0,000
Carré 6 7447566 1241261 39,74 0.000
Intéraction 15 3946187 263079 8,42 0.000
Erreur residuelle 54 1686775 31237

Adjustment inadequat 49 1571105 32063 1,39 0,390
Total 81 23783153

Tableau3 : ANOVA du modéle quadratique de la pullulanase

Source DDL SC CM F P
Model 27 20988487 777351 23,03 0,000
Linéaire 6 10186022 1697670 50,29 0,000
Carré 6 7385919 1230986 36,46 0.000
Intéraction 15 3416546 227770 6,75 0.000
Erreur résiduelle 54 1823051 33760

Adjustment inadequat 49 1707381 34845 1,51 0,347
Total 81 22811537

3. Effet de la concentration de lactosérum sur la production enzymatique
v' Amylase

Tableau 4: ANOVA de la concentration de lactosérum sur 1I’a-amylase

SC DDL | MC F p
ord. origine | 223481370 | 1 223481370 | 7363,987 | 0,000000
Lactosérum | 43231780 | 4 10807945 | 356,135 | 0,000000
Erreur 303479 10 | 30348




Tableau 5: Groupes homogeénes (Newman-Keuls) de I’étude de la concentration de
lactosérum sur I’a-amylase

Production | 1 2 3 4 5

20 | 1700,240 oK

40 | 2576,498 ootk

60 | 3643,123 R

80 | 4866,600 ootk

100 | 6512,993 ootk

v" Pullulanase

Tableau 6: ANOVA de la concentration de lactosérum sur la production de la pullulanase

SC DDL | MC F p
ord. origine | 197576087 | 1 197576087 | 4925,561 | 0,000000
Lactosérum | 44442450 | 4 11110613 | 276,987 | 0,000000
Erreur 401124 10 | 40112

Tableau 7: Groupes homogenes (Newman-Keuls) de I’étude de la concentration de
lactosérum sur la production de la pullulanase

Production 1 2 3 4 5
20 | 1501,597 HAEE
40 | 2301,993 HoAEE
60 | 3316,160 ok
80 | 4698,499 hokkok
100 | 6328,197 Ak




4. Etude de la production de I'alpha amylase des levures sélectionnées sur
différents milieux

Tableau 8: ANOVA Factorielle de ’effet de différents milieux sur la production de I’a-
amylase

SC DDL MC F p

ord. origine  2,734565E+09 1  2,734565E+09 63287,37 0,00
Souche 4,028363E+08 11  3,662148E+07 847,55 0,00
Substrat 2,688147E+08 2 1,344074E+08 3110,66 0,00
Souche*Substrat 6,055577E+07 22 2,752535E+06 63,70 0,00

Erreur 3,111026E+06 72 4,320869E+04

Tableau 9: Groupes homogenes (Newman-Keuls) de I’effet de différents milieux sur la
production de I’a-amylase

23

26

32

12

24

10

22

Souche Substrat Prodution de 1 2 3 4 5 6 7 8 9
I'a- amylase
L4 Amid 1343,950 *kok
*
L2 Amid 1376,630 Hkk
*
L1 Amid 1399,970 *kok
*
L8 Amid 1446,667 Hkok
*
L9 Amid 1499,577 Hkok
*
L11 Amid 2456,660 sk
kk
L3 Amid 2559,120 wk o koK
sksk sksk
L4 Lacto- 2771,840 ko ok
amid ®% k%
L2 Lacto 2820,090 *k kK
kk kk
L8 Lacto- 2821,640 ko ke
amid % ok
L2 Lacto- 2840,320 wk o okok
amid ok * %k
L1 Lacto- 2852,767 wk Ak
amid % ok
L4 Lacto 2871,440 ko ok
ks ks
LS8 Lacto 2961,720 wk o okok
ks ks
L1 Lacto 3018,990 sk

ek
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5. Etude de la production de la pullulanase des levures sélectionnées sur

différents milieux

Tableau 10 : ANOVA Factorielle de I’effet de différents milieux sur la production de la

pullulanase

ord. origine
Souche

Substrat

SC DDI
2,219495E+09 1
3,145912E+08 11

1,828504E+08 2

Souche*Substrat 8,066626E+07 22

Tableau 11 : Groupes homogeénes (Newman-Keuls) de I’effet de différents milieux sur la

Erreur

5,008385E+07 72

production de la pullulanase

23

26

10

12

32

24

22

35

Souche

L2

L1

L8

L9

L4

L4

L11

L3

L8

L8

L2

L2

L1

L12

L1

Substrat Production

de la pullulanase

Amid 1076,627
Amid 1099,697
Amid 1146,667
Amid 1192913
Lacto 2071,330

Lacto-amid  2134,000
Amid 2156,660
Amid 2259,000
Lacto-amid  2344,997
Lacto 2543,657

Lacto-amid 2611,997

Lacto 3018,157
Lacto 3519,993
Amid 3579,597

Lacto-amid  3744,995

MC
2,219495E+09
2,859920E+07
9,142520E+07
3,666648E+06

6,956090E+05

3190,722

F

41,114

131,432

1 2 3

sekokok

sekoksk

sfeskeoksk

sfeskeoksk

skoksk skokck

skoksk skokck

sfeskeoksk sfeskosksk

sfeskeoksk seskosksk

skoksk skokck

sekoksk seokoksk

seokskok ks kook

seokskok ks kook

seokoksk

sekoksk

ks skook

sfeskoksk

skekokok

sekokok

T

eskok sk

skokok

skokok

ok koK

5,271

ks kook
sekoksk
sekoksk

ks skook

P
0,000

0,000
0,000

0,000

sekoksk
sekoksk

ks skook
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6. Optimisation des enzymes immobilisées

Tableau 12:Analyse de la variance pour a- amylase et pour la pullulanase

R’ (ajusté) = 78%

R’ (ajusté) = 74%

Source Somme des DDL Moyenne F Probabilité.
carrés quadratique
o- amylase
A:Alginate 35608,5 1 35608,5 2,95 0,1466
B:Enzyme 111017, 1 111017, 9,20 0,0290
C:pH 146741, 1 146741, 12,15 0,0175
AA 234374, 1 234374, 19,41 0,0070
AB 6549,66 1 6549,66 0,54 0,4945
AC 12048,4 1 12048,4 1,00 0,3637
BB 185778, 1 185778, 15,39 0,0112
BC 4739,63 1 4739,63 0,39 0,5584
CcC 12647,9 1 12647,9 1,05 0,3530
Erreur totale 60364,7 5 12072.9
Pullulanase
Source Somme des DDL Moyenne Rapport F | Probabilité
carrés quadratique
A:Alginate 68690, 9 1 68690, 9 13,27 0,0170
B:Enzyme 110996, 1 110996, 0,92 0,5213
C:pH 239467, 1 239467, 19,01 0,0011
AA 169778, 1 169778, 14,19 0,0117
AB 6575,59 1 6575,59 0,55 0,4177
AC 67548,0 1 67548,0 0,564 0,1546
BB 253181, 1 253181, 16,21 0,0018
BC 4781,72 1 4781,72 9,61 0,0241
CC 1628,82 1 1628,82 0,40 0,662
Erreur Totale 91470,2 5 11966,5
Pour I’a-amylase : Pour la pullulanase :
R*=92,2% R =90,8 %




Tableau 13: Coefficients de régression pour 1I’a amylase et la pullulanase

Variables Coefficient de régression
o-amylase Pullulanase
constante 894,406 271,105
A:Alginate 118,566 126,077
B:Enzyme 351,53 401,715
C:pH 361,869 324,543
AA -2,51945 -2,14433
AB 1,34883 1,3515
AC -2,74412 -6,4975
BB -24,9233 -29,0954
BC -5,73708 -5,7625
CC -14,6319 -5,25083
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Résumé : Cette étude vise a produire deux enzymes amylolytiques (a-amylase et pullulanase) thermostables
par des levures contaminant le blé récolté dans des zones semi arides et arides (Biskra, Sahara, SUD Algérie)
et capables d’hydrolyser a la fois, les liaisons 0-1-4 et a-1-6 de polysaccharides comme ’amidon et le pullulane,
molécules d’intérét industriel. Apres isolement et caractérisation de colonies levuriennes, la méthode de plate-test-
agar permet d’isoler des souches amylolytiques et de montrer que la souche L7 est la plus performante dans
la production enzymatique parmi une douzaine de souches de levures productrices d’a-amylase et de pullulanase
thermostables. L’identification des souches, basée sur les caractéres morphologiques, les tests biochimiques
et la biologie moléculaire a permis de répartir la population comme suit : 50% Clavispora lusitaniae (forme
anamorph Candida lusitaniae), 25%, Pichia guilliermondii, 8% Pichia carribbicca, 8% Meyerozyma
guilliermondii et 8% Rhodotorula rubra. Par sa richesse en amidon, le biotope du blé est favorable a la survie des
levures amylolytiques. La majorité de ces souches, dont la souche L7, est productrice de pseudo ou vrai mycélium
et est tolérante a certains parameétres comme la température, la salinité, les stress osmotique et éthanolique,
La souche de levure L7 soit Clavispora lusitaniae ABS7 semble étre la plus performante dans la production
d’enzymes thermostables. Son identification moléculaire a montré deux bandes avec 1’endonucléase HAE 111 alors
que les autres souches de la méme espece de Clavispora lusitaniae (L5, L9, L10, L11 et L12) présentent une seule
bande. En conditions optimales (agitation 136,56 rpm, température 54,14°C, amidon 2,66g/l , extrait de levure
0,365g/1, sels 8, 75ml/l et oligo-€¢léments 4,3ml/l en erlenmeyers de 250 ml), la production maximale atteint les
valeurs suivantes : 13456,36+300 UI pour I’a-amylase et 12611, 6+154 UI pour la pullulanase. Ces performances
sont en accord étroit avec la prédiction du modele statistique évaluée a 13231UI pour I’a-amylase et 12825,5 Ul
pour la pullulanase. La production optimisée a pratiquement doublé par rapport a la production avant 1’optimisation
(6639,16 Ul pour I’ a-amylase et 6308,5 Ul pour la pullulanase). En conditions optimales et en fermenteur de 2 L,
la production maximale pour les deux enzymes de la levure Clavispora lusitaniae ABS7 est obtenue au bout
de 28 h avec un optimum de croissance obtenu a 40 heures. La production des deux enzymes n’est donc pas
associée a la croissance. La production maximale des deux enzymes s’effectue a pH 8. La cinétique est caractérisée
par l’augmentation des glucides et une substance nappant la paroi du fermenteur, probablement un exo-
polysaccharide. Le profil chromatographique sur Séphacryl S200 révele deux activités o-amylasique et
pullulanasique éluées en méme temps que le pic protéique. L’¢élution sur DEAE-cellulose confirme la présence des
deux activités dans la méme fraction. Les deux enzymes sont donc présentes sur la méme molécule. L’a-amylase et
la pullulanase sont purifiées avec un taux de purification de 50,5 et 44,6 respectivement et des rendements
respectifs de 23,9% et 21,1%. L’extrait purifi¢ montre une seule bande sur le gel de SDS-PAGE avec un poids
moléculaire estimé a 75KDa et une activité amylolytique contenant a la fois les activités o-amylasique
(indépendante de Ca®) et pullulanasique (une métalloenzyme a calcium). La souche de la levure Clavispora
lusitaniae ABS7 posséde donc une enzyme amylolytique avec deux sites actifs. La CCM révele une enzyme qui
hydrolyse I’amidon en maltose et glucose et le pullulane en maltotriose, maltose et glucose, ce qui montre que
I’enzyme est saccharifiante et correspond a une pullulanase de type Il (amylopullulase). L’optimisation de
I’immobilisation de I’enzyme a permis 1’amélioration de I’activité: a-amylasique a 4907,75 UI (rendement 72,3 %)
et celle de la pullulanase a 4491,83 Ul (rendement 70,1%) avec un pH optimum de 8,5. Il ressort de notre étude que
I’amylopullulanase type II libre de Clavispora lusitaniae ABS7 est thermostable puisqu’elle résiste a un traitement
thermique de 75°C pendant 3 heures d’incubation, et conserve 88% de son activité initiale. L’immobilisation a
amélioré la thermostabilité des deux activités. Une incubation de 180 min a 85°C a permis de conserver
sensiblement la méme activité résiduelle pour les deux enzymes: 94,33% pour a-amylase et 94,2 pour la
pullulanase. Les performances des enzymes amylolytiques de cette souche de levure (isolée d'un environnement
saharien aride) la qualifient de souche d'utilité industrielle en particulier dans les industries de 1’amidon, du textile
et des détergents puisque les enzymes alcalothermostables de Clavispora lusitaniae ABS7 ont démontré une
excellente stabilité et une compatibilité avec les détergents a lessive commerciales.

Mots Clé: a-amylase, pullulanase, levure, Clavispora lusitaniae optimisation, purification et immobilisation
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