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Résumeé
Les amylases sont parmi les enzymes les plusédilgans I'industrie .Ces enzymes

hydrolysent les molécules d’amidon pour donnerabgsposés d’unités de glucose .Elles ont
des applications potentielles dans un grand nordergrocédés industriels (panification,
biscuiterie amidonnerie..). Nous nous somme ins@&®slans ce travail a la détermination des
conditions optimales de la biosynthése de l'a@idamylasique et la biomasse a partir de
Fusarium sp. Préalablement isolé et identifié. Le temps d’lmation, le pH du milieu, la
concentration du substrat et le volume de spouglié€d inoculé sont les parametres dans cette
étude. Nos résultats montrent que les conditigisnales sont obtenues avec un volume de
spore de 1,75 ml (2Gpores /ml), pH 6 du milieu de culture, conceidrat’amidon de 1,5
% pendant 4 jours d’incubation. L'effet du pH et letempérature sur I'activignzymatique
de I'anylasede I'extrait enzymatique brute ont été égalemeandiés.L’activité enzymatique
de I'anylase maximale (970Ul/ml) a été observéa&étempérature de 50 °C&tn pH de 5.
Les constantes (Km et Vm) de la cinétique-dinylase ont également été obtenues sont
respectivement : 5,459 M et 5,065 min/uM.
Mots clés :a- amylaseFusarium spsubstrat d’amidon, fermentation.

Abstract

Amylases are among the most widely used enzyméeimdustry. These enzymes hydrolyze
the starch molecules to give glucose unit compoumtiey have potential applications in a
large number of industrial processes (panificatioiscuit factory, starch factory). We are
interested in this work to determine the optimahditons for the biosynthesis of amylase
activity and biomass from Fusarium sp. Prior tdasoand identify. The incubation time, the
ph of the medium, the concentration of the substaaid the spore volume studied inoculated
are the parameters in this stu@ur results show that the optimal conditions artaioled
with a spore volume of 1.75 ml (105 spores / miy p of culture medium, starch
concentration of 1.5% during 4 days of incubati®he effect of pH of temperature on the
enzymatic activity of maximum amylase (970 IU / m@s observed at a temperature of 50 °
C and a pH of 5The constants (Km and Vm) of tleeamylase kinetics were also obtained
respectively: 5.459 M and 5.065 minW

Key words : a- amylase, Fusarium sp, starch substrate, fermentat
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Introduction

Introduction générale

Les enzymes sont les outils-clés des biotechndogae elles offrent de nombreuses
possibilités d'applications dans différents domsiee : industries agroalimentaires (industries
laitieres, brasseries, biscuiteries, panificaticmarcuterie, patisserie, industrie des glaces...),
en industries chimiques (détergents, textiles aendee), en clinique (enzymes réactifs,
enzymes de diagnostic, enzymothérapie par des ipestéecombinantes) en recherches
(Protéomique et en Génomique) et auliette ,2004).

En effet, le marché mondial des enzymes est repggar 80% des hydrolases,
particulierement les amylases et les protégddsrvan ,2010), les enzymes d'origine
microbiennes présentent des propriétés et desfisitésidiverses, et présentent de nombreux
avantages par rapport a celle d’origine animalevéggétale(Burhan et al ; 2003). Sont
largement utilisées dans les procédés industrielsragson de leur faible co(t, grande
productivité, protection de I'environnement et targle disponibilité. Ces propriétés refletent
de plus en plus leurs utilisations dans divers doesad’applications. Environ 40% des
enzymes industrielles sont d’origine fongiqivorvan ,2010)

L’ a- amylase est une enzyme en agissant, hydrolyseoele endo les liaisons(1-4)
et conduit a la formation d'oligosaccharides lirairet dextrines. k-amylase est une
macromolécule appartenant a la classe des protgiokslaires de type endoglycanase de la
classe des hydrolases. Les amylases sont parmnigsnes celles qui occupent une place de
choix, ce qui constitue une classe d'enzymes indliss ayant approximativement 25-30 %
du marché des enzym@Rajagopalan et Krishnan ; 2008)

Dans la plupart des cas, la production industridlenzymes amylolytiques se fait a
partir de souches bactériennes ou de souches f@mwgyidCependant, les moisissures sont
considérées comme les microorganismes les plusrieris en biotechnologies pour leur fort
potentiel de développement. La production-cimylase par des procédeés biotechnologiques
(fermentations),nécessite non seulement ['identification microoigares amylolytiques,
mais également l'optimisation des parameétres mlkiet des conditions de production, pour
I'améolration du rendement de I'enzyme amylasiqrepit par voie microbiennéSicard,
1982).

Pour réaliser cet objectif, la présente étude iesgé@k en deux parties, dont la premiere

est une étude qui concerne la synthese biblibggap, Organisée en trois chapitres :
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> Le premier chapitre qui conseme des généralitédesuenzymes (définition,
classification, leurs sources, leur marché, etldimant quelques applications
industrielles des enzymes).

» Le deuxieme chapitre est consacré pour tes amylases (Définition,
Nomenclature de d- amylase, structured- amylasecaractéristiques de I'alpha
-amylase leurs Propriétés, les sources-damylase, mécanisme d’action ...et
quelque application dans déférents domainessindis.

» Le troisieme chapitre étudie les moisissures (gdinés, et le genreFusarium
sp, taxonomie et quelques caractérisations généralegigmles espéce et leur
identification macro-microscopique).

Un deuxiéme chapitre (étude experimentale) orgenee deux chapitres qui représentent
notre travail pratique (Matériels et méthodes, ltatsl et discussion). Les objectifs de cette
partie sont :

» L’isolement et la purification des souches fongsjfisarium sp)

» l'identification macroscopique et microscopiquelasouche fongique amylolytique.

» La production de ld-amylases par la souche amylolytique sélectionngéardlieu a

base de pomme de terre.

Ce travalil est enfin cloturé par une conclusionégéle qui récapitule les résultats de ce

travail
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Synthese bibliographique

[. 1.1. Généralités sur les enzymes
Les enzymes sont les catalyseurs alode biologique. Ce sont des macromolécules

de haute masse moléculaire (10 a 100 kDa) dan®llesunt arrangés les acides aminés,
constitue ce que I'on appelle la structure primaies protéinegVincent, 1996) présentes
dans les cellules de tous les organismes vivantdles jouent un réle essentiel en contrélant
les procédés métaboliques permettant aux nutrimgétse transformés en énergie et en
matériaux cellulairéBergmeyeret al; 1979 ; Pelmont, 1995; Drouin, 2005).

Elles sont constituées de plusieurs acigd@sninés de la série unis entre eux par une
liaison formée par condensation entre le groupentanboxyle d’'un acide aminé et le

groupement amine d’un autre acide aminé afin dedoune liaison amide.

, H H 0
" \ |, /
N—C—C
H/ '| \OH
' t “I" Fonction  Fonction acide
amine carboxylique

Figure 1.Représentation schématique de la structure primdinee protéingVincent,
1996).

Ces protéines vont avoir tendance a se repliereBas-mémes afin de former des
arrangements secondaires principalement en hélicgisen feuilletsp, cette structure est

stabilisée grace a la génération de liaisons hyxresg;

1.2. Classification des enzymes

Selon la commission des enzymes de I'l.UlBtefnational Union of Biochemistyy
(Bergmeyer, 1979) les enzymes se répartissent en six classeskledia 1). Environ 75%
des enzymes industrielles sont des hydroléRase etal ; 1998; Assamoiet al; 2009).
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Tableau 1L es différentes classes d'enzyif\éacent, 1996).

Classes Réactions catalytiques

OxydoréductasegEC 1.x.x.x) Réactions de transfert d’électrons (ou d’atome dfbgene)
Transférases(EC 2.x.X.x) Transfert de radicaux (Groupements phosphates esminéthyle, etc.)
Hydrolases(EC 3.x.X.X) Réactions d’hydrolyse (bris d’'un lien chimique paddition d’'une

molécule d’eau)

Lyases(EC 4.x.x.X) Addition de doubles liaisons a une molécule et \@reent de
groupements chimiques sans hydrolyse

IsoméraseqEC 5.x.x.x) Réactions d’isomérisation (réaction ou un compasétransformé en
un de ses isomeres) (ex : conversion d'un acide@inien acide aminé
D)

Ligases(EC 6.x.x.X) Formation de liens C-C, C-S, C-O et C-N lors dectiéas de

condensation couplés avec la rupture d’ATP)

I. 1.3. Source d’enzyme
L'étape initiale de la production de toute eneyconcerne le choix de la source. Dans
certains cas ou l'activité catalytique souhait@stndisponible que dans une source unique,
bienque dans la plupart des cas ou l'activité steédaeut étre obtenue a partir de plusieurs
sourcegWalsh et Headon ; 1994).

[. 1.3.1. Source microbienne
De nombreuses protéines sont obtenues a partiiaearganismes. Un nombre limité
de microorganismes sont considérés comme des peagtacappropriés des protéines
destinées a des fins appliquées. Les microorgasiseseplus fréquemment utilisés comme
producteurs d’enzyme comprennent des bactériessetliampignons, Les microorganismes
représentent une source attrayante d'enzymesscpetivent étre cultivés en grande quantité
dans un délai relativement court selon les méthaldegermentation\Walsh et Headon ;
1994).
I. 1.3.2. Source Végétale
Les plantes ne sont généralement pas considérgemeades sources attrayantes
d'enzymes d'importance industrielle. La natureosaiere et la géographie de la croissance
des plantes et le fait que la plupart des protéme&getales sont intracellulaires milite
eégalement contre leur utilisation généralisée cormmeces d’enzymedValsh et Headon ;
1994).
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[. 1.3.3. Source Animale
Un nombre d'enzymes d'une importance considératlété traditionnellement obtenus
a partir des tissus d'animaux ou de leurs substas@erétées. L'une des enzymes dérivées
d'animaux les plus importantes sur le plan indelsést rennin, également connu sous le nom
de Chymosine Cette protéase aspartique trouve ppkcation industrielle principalement
dans la production de fromages, bien qu'il ait @égaint été utilisé thérapie en tant qu’'une
aide digestiveWalsh et Headon ; 1994).

I. 1.4. Marché des enzymes

Le marché global des enzymes industrielles et deialité conserve une forte croissance.
Estimé a plus de 1,5 milliards US$ en I'an 2000edt prévu qu’en 2011, il atteindra 6
milliards de dollars(Kumar et al; 2008b) Parmi les enzymes industrielles, les protéases
occupent la part majeure des ventes des enzymiegnsiron 60%(Garcia-Goémezet al;
2009; Rai et Mukherjee ; 2010)(Figure 2). Suivi par les- amylases qui sont les plus
commercialisées a cause de la diversité de leuticappn (amidonnerie, glucoserie,
brasseriefPandeyet al ; 2000).

| Autres
Lipases  enzymes Protéases
Autres 3% 0 alcalines
carbo 25%
hydrases
10%

Autres
protéases

: 719
Trypsine —

3%

Figure 2. Distribution des ventes des enzyr(RRao et al ; 1998).
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[. 1.5. Application des enzymes
Le marché des enzymes industrielles, quant a ltiees plein croissance grace,
notamment a I'apparition de nouveaux domaine diappbn ; I'industrie des détergents ou
on utilise les protéases et les lipases, I'agroatitmire on utilise par exemple l‘alpha
acétolactate oxydag®en ameur villain, 2012).et le domaine pharmaceutique ou on utilise
plusieurs enzymes commed’amylase pancréatigBustos, 2013).

Tableau 2 Applications industrielles des enzymes.

Enzyme Application

Amylases bactérienne et fongique Hydrolyse de 'amidon en dextrines. maltose et gbac

Protéases bactérienne et fongiques Attendrissement de la viande et préparation du digen

Présure fongique Caillage du lait

Lipase Activation digestive

Pectinase fongique Clarification du jus et de vins

Hémicellulose fongique Hydrolyse des hémicellulose des céréales et léegumes
Cellulase fongique Hydrolyse de la cellulose en glucose

Inulase bactérienne et fongique Hydrolyse de I'inuline en glucose
Invertase Production de sucre inverti a partir du saccharose

Glucose isomérase bactérienne Fabrication du sirop de fructose

L’ a- amylase comme toutes les enzymes est uaeromolécule appartenant a la
classe des protéines globulaires, dont le rbldogigue est de catalyser I'hydrolyse de
'amidon. De type de la classe des hydrolases qui sur les liaisons alpha (1- 4) de
'amidon. Elle est largement représentée chez klmaux, les végétaux et les micro-
organismes. Bien quedFramylase de différentes origines ait trés peu dgiesices d'acides
aminés identiques, leur structure tridimensionnelid'organisation de leur site actif sont
similaires(Mercier, 1985) Leur chaine polypeptidique est organisée en ttomsaines formeé
chacun d’'un tonneau de huit segments béta entparésuit hélices alpha. Leurs sites actifs
sont constitués d'un ensemble de sous-sites poaeangillir chacun un résidu glucose dont
le nombre varie selon l'origine de I'enzy(Beriban, 1993)

L’a- amylase et les protéases sont les plus utilisébi@industrie(Scriban, 1993;
Wallach, 1997) Par ailleurs, la part du marché mondial prise Ilparenzymes est de 59%
pour les protéases et 28 % pour les glucanases d8fb pours - amylase
(larpent- Gourgaud et sanglier ; 1992)




Synthese bibliographique

. 2.1.0—amylase

L’ a- amylase ¢-(1,4)-D-glugane glucanohydrolase (E.C.3.2.1.43} une endoenzyme
appartenant a la famille glycosides hydrolasesméenGH13 ; regroupant maintenant plus
de 1700 enzymegMercier., 1985 et Keating et al 1998; Coutinho et Henrissat ; 1999)
Elle hydrolyse au hasard, les liaisons osidiquebadeylose, de I'amylopéctine, de I'amidon,
du glycogene et d'autres polysaccharides conteplaist de trois liaisons alpha (1,4) D-
Glucose(Keating et al; 1998 ; Dauteret al ; 1999 ; Francoet al; 2000) (Ait Kaki-el-
Hadef et al; 2012) En effet, elle attaque les chaines de I'amylase@upant les liaisons
alpha (1,4) tous les 6 glucoses, maltose et dudtatdextrines(Franco et al; 2000)

Chez les mammiferes, La valeur normale est infégi@u90 UI/L dans le sar{(@ooley
etal ; 1990) Celle d’origine microbienne (bactéries, moisissweevures) est exo cellulaire,
exceptées certaines especes corBamgllus subtiliset Pishia burtonii(Moulin et al ; 1978
et Mantsala et al; 1979) Bien que lua- amylase de différentes origines ait tres peu de
séquences d'acides aminés identiques, leur steuttidimensionnelle et I'organisation de leur

site actif sont similaire@Mercier, 1985)

I. 2.1.1. Nomenclature da— amylase
Les différentes nomenclatures de alphanylase (Mercier, 1985)

v" Nom codifié: EC 3.2.1.1

v Nom recommandé:a—amylase

v' D’autre nom(S) : glycogénasep—amylase ; endoamylase ; Taka-amylase A,
maxilase ; takatherm ; thermolase ; amylothermarasle ; amylopsin ; spitase
CP1, G995, kleistaselL1; THC250 ; Maxamy ; ptyalin
(Graber, 1989)

v Nom systématique:1,4 — alpha -D-glucane-4-glucano hydroléSehamburg et
Slzmann ; 1991 ; Brozozowsket Davies ; 1997 ; Dauteet al ; 1999).

I. 2.1.2. Structure l'a- amylase
L'a-amylase a une structure tridimensionnelleabdgp de se lier au substrat , et par
l'action des groupes catalytigues hautement spéeifi, favorise la rupture des liaisons
glycosidiques Ce sont des glycoprotéines renfermant 478 aciddeéanrepartis en deux
domaines globulaires appelés A (1 a 380 résiduB)(881 a 478 résidus) ; ces domaines sont

associés




— Synthése bibliographigue

Par une chaine polypeptides constitué principalémemésidus hydrophobe.
La partie glucidique est formée essentiellemenma@anose, le résidu constituant le site de
fixation du substrat.

Ce sont des métallos enzyme a calcium (un ionuwal@ar molécule)(Chiba et al ;
1988),Ces ions sont nécessaires a l'activité enzymatiues maintien de la stabilité de la
structure en acides aminés de I'enzyme qui vanmel’'souche a l'autréFogarty et al ;
1980)

Figure 3. Structure tridimensionnelle denl= amylase d’apre&raulis, 1991)

» Le domaine A de couleur rouge est le plus grandptaaine C de couleur violette.

Y

Le domaine B de couleur jaune.

» Le domaine C lié au domaine A par une chaine dgppptide simple et semble étre
un domaine indépendant avec une fonction inconnue.

» Le site actif (site de liaison) der{'amylase se situe dans une longue fente située ent
I'extrémité carboxyle du domaine A et B.

> Le calcium (C4) est situé entre les domaines A et B (sphére tefepput agir dans la
stabilisation de la structure.

» Le site de liaison au substrat contient 5 sous-sitec le site catalytique positionné au

sous-site 3. Le substrat peut se lier au premsduede glucose dans le sous-site 1 ou

2, ce qui permet au clivage de se produire entrpréenier et le deuxieme ou le

deuxiéme et le troisieme résidu de glucose.
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I. 2.2. Caractéristiques de lki-amylase
I. 2.2.1. Masse moléculaire
Malgré la grande difféerence de caractéristiques ddasylases microbiennes, leurs
masses moléculaires sont généralement dans la geé@mme de 40 a 70 kO0&upta et al;
2003) Il a été rapporté queof amylase deChloroflexus aurantiacugposséde le poids
moléculaire le plus élevé des amylases avec 210 kDR&4tanakhanokchaiet al; 1992)
(Gupta et al; 2003) ont signalé que d- amylase deBacillus caldolyticusa un poids
moléculaire de 10 kDa représentant la valeur Ia fdible. Cette masse moléculaire peut étre
augmentée en raison de la glycosylation comme anas de I'enzyme d€. vulgarisqui
atteint 140 kDa(Omar et al; 2011) En revanche, la protéolyse diminue la masse
moléculaire. L’alpha -amylase de vulganis94-2A (AmyTV1) est une protéine de 53 kDa
(Hofemeisteret al; 1994)
Le poids moléculaire des- amylases varie d’'une origine a l'autre et d'uspexe a
l'autre. Il est compris entre 40.000 et 90.000ated(Schombury ; Salzmann ; 1991)Celui
des alpha- amylases levuriennes, s’échelonne €010€0 et 70.000 daltorfBanchal, 1990)

[. 2.2.2. PH optimum
Les a- amylases sont généralement stables dans une gdemple de 4 a 9, avec un
optimum Variant de 4 a 5 pour les amylases fongiques, et un optimum supérieur a la
neutralité, soit 6 a 8.5 pour les amylases bactérienn@sarpent et Sanglier ; 1992).Selon
Lucio et al (1996) I'a- amylase de la souchhizopus orysaa un pH optimal se situant
entre 4 et 6,5.
Pour les levures, I'enzyme requiert, selon les espédes pH entre 4 a(Banchal,
1990)
I. 2.2.3. Température optimum
Les amylases microbiennes, quant a elles, ont ame thermostabilité (30°C—-60°C) et
leur température optimale peut étre plus élevésitsant entre 40°C et 70°C @ark et al ;
1997)
Selon l'origine et les espéces, les alpha- amylasdsdes températures optimales
comprises entre 40°C et 90°Gchombury et Salzmann ; 1991) En effet, la-amylase
bactérienne est réputée pour sa grande thermdigtabelle deBacillus amyloliquefaciens

est caractérisée par un optimum de températuresejorn les applications va de 70°C a 90°C ,




Synthese bibliographique

alors que La-amylase fongigue est d’'une thermo-stabilité asaite, son optimum se situe
entre 50°C et 55°(Nouadri , 2011)
L’ a-amylase levurienne a des optimums de tempéragliant de 40°C a 60°C et

parfois méme 70°C pour certaines espéeces cohipoenyces starkeyPanchal, 1990)

I. 2.2.4.lons métalliques

Lesa- amylases sont des métalloprotéines absolumeendéptes du G4 qui est vrai
semblablement un activateur allostériqigas et al; 1998). Le calcium ne participe pas
directement a la formation du complexe enzyme-satyshais il maintient I'enzyme dans une
conformation optimale pour un maximum d'activitéetstabilité vis a vis de la dénaturation
thermique(Savchekoet al; 2002 ; Peixoto-Nogueiraet al; 2008) et de la dénaturation par
protéolysg(Nigam et al; 1995 ; Mc tigueet al; 1995)

L'activité enzymatique ded: amylase n'est pas modifiée par les iofs Ma', NH,",
mais elle est fortement inhibée par I'éthylene drermtétra acétate (EDTA) et les métaux
lourds(lgarashi et al; 1998; Talamondet al; 2002)

Les ions C@&, HY", Ag®" et Zrf* diminuent I'activité de - amylase de la levure
Cryptococcus sp(lefuji et al; 1996) alors que les ions M§ Ce*, Na' et 'EDTA n'ont

aucun effet sur I'activité de I'enzyme de la mémeure.
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Tableau 3.Exemples de production de-Bmylase par des microorganismes et leur Propsiété
physico-chimiques

Microorganisme T® pH P.M. Références
OPT. OPT. (DAL
TON)

Bacillus sp 60 11-12 96.00 (Kim et al; 1995)

Moisisas

Aspergillus flavus 55 6.0 (Khoo et al; 1994)
52.50

Aspergillus 40 5.5 65.00 (Planchot et
fumigatus 0 colonna, 1995)

Levures
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I. 1.2.3. Propriétés de La-amylase

SelonBoel et al (1990)Les ions calciums sont indispensables pour le neairte leurs
stabilités et intégrités structurelle cependampielit devenir un inhibiteur a une concentration
supérieur a 20 mM.

Beaucoup de travaux ont étudié les propriétésedegmes amylolytiques. Cependant
la caractéristique la plus recherchée est la thetahdité.

Pour l'industrie de transformation de 'amidong#t souhaitable que les amylases soient
actives a des températures élevées de gélatimgdid®-110 °C) et de liquéfaction (80-9°C).
Ces dernieres années, beaucoup de recherchesdaités sur la production d'amylases par
les microorganismes thermophil¢&omeset al; 2007)

Les enzymes thermostables isolées a partir d'ages thermophiles ont trouvé un
certain nombre d'applications commerciales en naioleur stabilite. Comme la liquéfaction
enzymatique et la saccharification de I'amidon sefféctuées a des températures élevées
Bacillus subtilis, Bacillus stearothermophilus, Bl licheniformis, Bacillus
Amyloliquefaciensont connus pour étre de bons producteurs d'alplytase thermostable.
(Haqg et al; 2002).

Aujourd’hui, le marché annuel des enzymes therrbtestareprésente environ 250
millions de dollars et leg- amylases thermostables en occupent une bonndPia@kash et
al ; 2010)

L’hydrolyse de I'amidon est surtout réalisée auealy industriel par l'utilisation des
amylases d&. amyloliquefascienst B. licheniformis Dans ce dernier cas, I'enzyme présente
une stabilité plus grande en présence d'empoidabamson activité résiduelle est importante
méme a 110°C et surtout si le milieu renferme daiwa (20 a 80 ppm) qui stabilise la
structure. L'enzyme dB. licheniformisest utilisée car elle permet d’obtenir la liquéi@ctde
I'amidon. Dans le cas de I'enzyme Blacillus amyloliquefacienson ne peut pas dépasser la
température de 95 °C.

I. 2.4. Les différentes sources et origines dait amylase
L’a- amylase est une enzyme produite par des pladessanimaux et des micro-
organismes. Cependant, les sources microbiennésesoplus préférées pour la production a
grande échelléHaq et al; 2002).
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I. 2.4.1.I'origine animale

Les amylases d'origine animale sont généralemdrdis a partir de la salive et du
pancréas des mammiféres, tels que les porcs etdesx(Bertheau etal ; 1985; Chatterton
et al; 1996)

Les a- amylase animales sont incapables d'hydrolysdialaon alpha (&> 6) de
I'amylopectine ou du glycosyl oligosaccharidesydiolyse complete de I'amylose et de
I'amylopectine par les- amylases animales donne respectivement du mataie D-glucose
pour I'amylose et du glucose, maltose et des aedirimites pour I'amylopectin€oolbear
etal; 1992)

I. 2.4.2.lorigine végétale

L’ a- amylase joue chez les plantes un r6le importansde métabolisme glucidique,
ou elle participe a I'hydrolyse de I'amidon en puahnt des sucres réducteurs (glucose et
maltose) directement assimilabl@adot et Merlin ; 1984).

Cette enzyme végétale est généralement obtenuexpaction & partir des céréales,
notamment le blé, I'orge, le son ou le (@rinivasa Raoet al; 2004) Elle est souvent
formée au cours de la germination des grainesrepguiert une activité enzymatique tres
importante pour la mobilisation des réserves edéeeloppement de I'embrydBrawn et
Kelly ; 1993 ; Charleset al; 2003)
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Figure 4.Biosynthes ded- amylasgBrawn et al ; 1993)

[. 2.4.3. L'origine microbienne

% L’a -amylase bactérienne :

Ce type d'enzyme est obtenu principalement pardetation deBacillacéegMilner et
al ; 1997) Historiquement la premiere enzyme a été produjaréir de souches dgacillus
amyloliquefaciens, B. licheniformi@Bousseboua, 2002pbu B. subtilis (Mctigue et al;
1995) Cependant d’autres espéces, produisant égalernetie enzyme telle que
Thermobifida fusca(Chao-Hsun Yang et Wen-Hsiung Liu; 2004) Streptomyces sp.
(Samrat Chakrabortya et al; 2009)
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De nombreuses amylases aux propriétés industrielesété découvertes chez des
bactéries acidophiles, alcalinophiles et therma@shilCes enzymes interviennent dans la
transformation de l'amidon par fragmentation rapéste clivant les liaisons alpha-Gi4)
(Nadirman et al; 2009.

% L'a -amylase fongique :

La production industrielle d'enzymes a partir desroorganismes fongiques existe
depuis long temps du fait que la premiere prodactie Lo- amylase a été réussie par
Takamine en 1894.

L'a- amylase fongique est d'une thermostabilité atsbke, son optimum d'action se
situe entre 50°C et 55°(-ogarty et al; 1994).Les producteurs principaux dexd’amylase
sont les moisissures des genfapergilluset RhizopusEn plus des moisissures, les levures

participent également a la production de BmylasgBouix et Leveau ; 1999)

Tableau 4Les différentes origines ded-amylasemicrobienne.

Enzymes microbiennes Références
Bactéries
Bacillus licheniformis (Kandra et al; 2002).
Bacillus steorothermophilus (Dauter et al; 1999).
Bacills circulans (Deyet al; 2002).
Bacillus amyloliquefaciens (Uiger et curakoglu ; 2001).
Bacills coagulans (Babu et Satyanaray ; 1993).
Thermomonospora fuska (Bush et Stutzenberge ; 1997).
Alteromonas haloplinktis (Feller et al; 1992).
Termus filiformis (Egaset al; 1998).
Streptomyces rimosus (Vukelié et al; 1992).
Moisissure
Aspergillus oryzae (Agger et al; 1998).
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Aspergillus flavus (Aidoo et al; 1981 ; Khoo, 1994 ;
Abou

Rhizopus oryzae (Lucio et al; 1996 ; Cuuveillier,
1999).

Penicillium griseoroseum (Ray, 2001).

Levure

Endomycopsis (Bouix etLeveau ; 1999).

Tableaub. Différentesae-amylases microbiennes et leur acti@urese et al ; 2000)

Enzyme Source Action
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a-amylase Bacillus subtilis Comme la
. récédente, sauf
saccharifiante P
gu’elle produit
jusqu'a 50% du

glucose.

l. 2.5. Mécanisme d’action
L’activité catalytique de I'enzyme impliquée la fi@pation des trois acides aminés du
site actif : Asp 231 (nucléophile catalytique), @6l (donneur catalytique de I'hydrogene) et
Asp 328 (I'aide de catalys@yIC Carter ; Withers ; 1996 et Uitdehaaget al; 1999) En
effet, la réaction catalytique est réalisée erstévapes:
» Protonation de I'oxygéne glucosidique par le damrge proton Glu 261 suivi d’une
attaque nucléophile sur C1 du résidu du sucre eiigo 1 par Asp 231 et le départ
de I'extrémité réductrice du subst(Btavieset al; 1999)
» Activation d’une molécule d’eau, vraisemblablempat le maintien du Glu 261 de
protonné&Nielsonet al; 2001)
» Régénération de l'état initial et libération deutee fragment du substrat, par
hydrolyse du lien covalent entre I'oxygene nuclibphde I'Asp 231 et le C1 de
résidu du sucre en positio(ielsonet al; 2001et Benaouida ; 2008)

Glu 261
I e I o I c
o D ‘0 D 7 %
ﬂ C i
(' = W
~F "
O g C | \"|’
e o X %
Asp 231 '

Figure 5. Mécanisme catalytiqu@Merabti, 2006)
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I. 2.6.Hydrolyse de I'amidon
[. 2.6.1. Généralités
L’amidon est aprés la cellulose pancipale substance glucidique présente dans
le monde végétale, il est synthétisé sous formeeslerve, par les végétaux supérieur a partir
de I'énergie solaire, il constitue une source é@imyge indispensable a I'alimentation des
étres vivants et de I'hnomme en patrticulier.

Il est composé de deux composants principaux ;Jlase et 'amylopectine dans les
proportions 20 et 80%, de sa polyvalence et dasgmulibilité, I'amidon natif ou modifié est
probablement le polysaccaride le plus importantsdandustrie alimentaire, il est constitué
de petits grains ou granules dont la taille ebtane dépendent de I'origine végétale.

Le grain de l'amidon a une structure macromolécallacomportant des zones
cristallines et des zones amorphe, lorsque le tgasi@amidon est visualisé au microscope
sous la lumiere polarisé, une croix noire est \ésibe phénomeéne est appelé biréfringence et

s’explique par la nature cristalline des granules.

- OH

Amylose - _f?_;n ~0 Amylopectine
O

OM OH

HO O
. ~
o .OH OH O

-.-_._0\/‘”” /\ /Lu _OH HO— \,—f’)
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Figure 6. Structure de I'amylose et 'amylopectine.

L’amylose est une macromolécule linaire constitagésidus D glucose relié entre eux
par des liaisons (1-4), une extrémité porte un groupement réductaurtre un groupement
non réducteur.

L’amylose est une molécule de haut poids moléalaide 150 - 600 k DA suivant
I'origine botanique.

La structure de I'amylose est hélicoidale et lirg@r de I'hélice est hydrophobe et
lipophile ce qui permet a 'amylose de former desnplexes hydrophobes avec d’autres

éléments tel que l'iode, dont sa complexassions Beele est utilisé pour détecter I'amidon.
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L’hélice est formée de 6 résidus et stabilisé pas dortes liaisons hydrogénes
intermoléculaire.

L’amylopectine est une macromolécule fortement figmi il formé de résidu de D-
glucose qui sont reliés entre elles par des ligiadii-4), ces chaines linaires sont reliés entre
elle par des ramificationg1-6). Son poids moléculaire est de 10000 a 50@®0.

La capacité de fixation de l'iode de 'amylopectast quasiment nulle.

I. 2.6.2. L’hydrolyse enzymatique de I'amidon

L’hydrolyse de I'amylose abouti a la formation daltose puis ce dernier sera
hydrolysé a son tour.

L’hydrolyse de I'amylopectine se déroule en dewapés ; La formation du glucose,
maltose, et alpha dextrine, ces dernieres possadeninimum 4 molécules de glucose et
présentent des liaisons glucoosidiqué4-6) ensuite I'hydrolyse lente des dextrines.
(Fogarty et Kelly ; 1980).

L’hydrolyse enzymatique de I'amidon permet non ssént d’avoir des composés purs
mais aussi par un choix judicieux de I'enzyme ; wanme de produits aux propriétés
physicochimique bien caractérisées.

L’a-amylase est une endoamylase qui hydrolyse speéeifignt les liaisons
glucosidiques: (1 — 4) de 'amylose et I'amylopectine, elle n'gsts capable de dégrader les
liaisonsa (1— 6) et s’arréte jusqu’ ou elle rencontre uneifigation.

Les produits finaux de l'action desamylases sont des oligosaccharides qui constituen
un mélange de maltose, et oligosaccharides rantifé@-8 unités de glucose qui contiennent
a la fois des liaisons-( 1,4) eta-(1-6 ) (van der Maarel et al; 2002)

L’action conduit a une diminution de la viscosigld solution. Elles sont utilisées dans

la phase initiale de I'hydrolyse ou liquéfaction.

I. 2.7. Les applications industrielles et biotechnolagues de la- amylase
Lesa- amylases sont parmi les hydrolases les plus itapt&s pour toutes les industries
a base d'amidon, et leur commercialisation estua @ncienne, avec premiere utilisation en
1984 comme aide pharmaceutique pour le traitementdordres digestifs.
Aujourd’hui, lesa-amylases trouvent I'application dans tous les ggsgs industriels,

avec une dominance desamylases microbiennes qui ont completement reréplaon
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seulement I'hydrolyse chimique dans les industides transformation d'amidon, mais
eégalement dans les industries chimiques pharmagcestiet autre@ennett, 1998)

Les a- amylases ont la part principale du marché mondli@hzymes, dont plusieurs
différentes préparationsodamylase sont disponibles avec de divers fabricdi@szymes
pour utilisation spécifiqgue dans diverses indusiehle et Misset, 1999)

I. 2.7.1. Utilisation desu- amylases dans les industries Agro-alimentaires
I. a. Glucoserie
La principale industrie utilisatrice dexd'amylase est la glucoserie qui, a partir d'un
substrat complexe, I'amidon, développe un nombpmitant de transformations faisant appel
aux enzymes, parmi lesquelles tesamylases bactériennes ou fongiques qui sonségi
pour la dégradation de 'amid@gMartin et al; 2003)

I. b.La sucrerie
L’ o- amylase est utilisée pour faciliter les opéraiatextraction et de raffinage du
saccharose a partir de la betterave ou de la carmuere pour éliminer des traces d'amidon
génant la purification .De plus, des amylases fongiques sont tres utilisées pour la
préparation des sirops sucrés a base d'amidon teande sirops de chocoldtdartin et
al ; 2003)
[. c. Panification et biscuiterie
L’'usage de La-amylase « améliorant de panification » est devame pratique de
fabrication machinal dans l'industrie panaire, sealement pour améliorer la qualité du pain
mais aussi pour contréler le processus, de falwitae qui conduit a un gain en temps et en
énergie.
Cette industrie emploie les alpha- amylases foregiqiiA. Oryzaepour la régulation
des activités diastasiques des farines en dégrd@damidon en maltose. Cette opération
favorise la formation de la mie souple en boularget améliore la texture des gateaux

patissiers et des biscuit@dalhotra et al; 2002)

I. d. Industrie des boissons

Dans ce secteurol amylase fongique intervient essentiellement dan&abrication
d'alcool éthylique, de boissons sucrées non ak®ed, de jus de frui{damo et al; 1999)

En brasserie, elle permet d'obtenir des bieresd@xtsines, dites biéres a basses colories.
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I. e. Hydrolyse de I'amidon

L'amidon est utilisé dans la production de fructeskes sirops de glucose, Ce processus
comporte trois étapes: gélatinisation, Liquéfactiein saccharification. La gélatinisation
implique la dissolution des granules d'amidon d#esau pour former une suspension
d'amidon visqueux. L'amylose et l'amylopectine sdigpersées dans l'eau lors de la
dissolution.

La Liquéfaction de I'amidon est une hydrolyse p#gien petites dextrines dontid’
amylase entraine une réduction de la viscosité dadpension d'amidon.

La Saccharification est la production de glucoséeetirop de fructose par hydrolyse
supplémentairgNielsenet Borchert ; 2000)

L’ a -amylase utilisée dans I'étape de liquéfactiont gdre réalisée a partir de diverses
sources microbiennes. Les amylases thermostabieseipeétre utilisées pour I'hydrolyse a
une température élevéeBacillus stearothermophilus, Bacillus amyloliqueéas, Bacillus
licheniformis et Pyrococcusfuriosgsnt quelques-unes

D’aprésGupta et al (2003)de nombreuses sources microbiennes utilisées poduipe
I'a- amylase utilisé dans la conversion d’amidon.

Dans un premier tempspl amylasede Bacillus amyloliquefacierss été utilisé, mais |l
a été remplacé parof amylase deBacillus stearothermophilusu Bacillus licheniformis.
(Van der Veenet al; 2002).

Suspension d'amidon
{lait d"amidomn)

GELATINISATION

LIQUEFICATION
a-amylase (bactérienne)
PpH 6.0-6.5, 105°C, 5 min ou 95°C, 1-2 hr

SACCHARIFICATION
r a-amylase (champignon) et amyloglucosidase
[Mosgeximne | erso.ssic ez e »{Sirop & naut BE]
a faible DE
SACCHARIFICATION

a-amylase (champignon) ou p-amylase
pH 5.5, 50-55°C, 40 hr

SACCHARIFICATION
amyloglucosidase ou
amyloglucosidase et
pullulanase

pH 4.0-4.5, 60°C, 48-78hr ] Sirop & haute

teneur en maltose
-
Sirop de
alucose

Chromatographie d'échange d'ion

ISOMERISATION
o-glucose isomerase
PH 7.5-8.5, 60-65°C, 0.5-4.0 hr

-
Sirop de . Isirop a haute teneur
fructose Gt | en fructose

RAFFINAGE

Figure 7.Schéma général de transformation enzymatique dedan.
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I. f.L’industrie de détergent

L'utilisation d'enzymes dans les détergents a anggmaevec les méthodes changeantes
de la vaisselle et la lessive. Les consommateugfeqant utiliser de I'eau froide et des
conditions douces.

Plus t6t les produits chimiques utilisés dansdigtgrgents ont causé des dommages en
cas d'ingestion et les conditions de la vaisséd@#gt tres dures. Cependant les enzymes ont
montré a l'industrie un chemin alternatif. Les eaneg sont sdrs et le travail sera dans des
conditions doucegMitidieri et al; 2006).

L'a- amylase est utilisée pour dégrader I'amidon aa pétits oligosaccharides solubles
dans l'eau Par conséquent, I'élimination de I'amieki également importante de maintenir la

blancheur du linge.

I. g. Désencollage des textiles
L'amidon est un agent d'encollage préféré car til fasilement disponible, moins
colteux. La couche de I'amidon est soumise a udmlyge dans le procédé de désencollage
ou I'a- amylase est utilisée pour cliver des particulesnalon au hasard en composants
solubles dans I'eau qui peuvent étre éliminésaeage. L'enzyme agit spécifiquement sur les
molécules d'amidon seul, en laissant les fibresaffatté(Ahlawat et al; 2009).

[. h. Industrie du papier

Le papier est également traité avec des agentsallege pour le protéger contre les
contraintes mécaniques au cours du traitemBntirfjenberg et al ; 1996).
Le dimensionnement contribue également a une mgdllgualité du papier en termes de
résistance, la douceur, et I'écriture.

L'amidon est couramment utilisé comme agent d'¢agel Le role de la-amylase
dans l'industrie du papier, est I'hnydrolyse pddide I'amidon pour le rendre moins visqueux
dans un procédé discontinu ou un procédé contiant €élonné que la nature trés visqueuse

d'amidon naturel le rend impropre pour le revétdrsanle papier.Hogarty et al; 1999).

I. k. L’industrie de biocarburant
L'amidon est un produit de départ économique,tilglsé pour la production d'éthanol

en tant que biocarburarfMoraeset al; 1997).
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Ceci est réalisé dans une série d'étapes. Toubrdalbamidon est soumis a une
gélatinisation pour former une suspension d'amidsgueux. Ceci est suivi par le processus
de saccharification, ou l'amidon est hydrolysé par amylase pour obtenir les sucres
fermentescibles pour produire de I'éthar{Ghi et al; 2005).

I. 2.7.2. Autres applications des- amylases
I. a. Dans le domaine medical
L'augmentation du taux des amylases dans le sang peut témoigner d'une [ziteré

aigué et se rencontre également dans certainsreatigestifs et dans les oreillofio et al;
2001) elles sont donc employées en diagnostic médmal gétecter certaines maladies.

I. b. Dans le domaine pharmaceutique
Lesa- amylases fongiques sont utilisées comme :

+ Aide digestif pour éviter les dyspepsies et lemfartations intestinales par exemple:

Danilase Yihan et al; 2010)

s Agent anti-inflammatoire en soutenant le traitenaaritbiotique(Lo et at 2001)

[. 2.8. Production de la- amylase

Plusieurs auteurs travaillent au criblage des miganismes pour la production
d'enzymes,

L’isolement et la production das amylases extracellulairggensenet al; 1987 ;
Haasumet et al; 1991) ainsi que la purification et la caractérisatioa ces dernieres
(Nguyen et al; 2000) Des a- amylases microbiennes sont maintenant indusnedht
produites, par des espécesBiillus Aspergilluset Rhizopus par fermentation submergée
ou semi solidéNiehauset al; 1999; Bel'enet al; 2006)

Actuellement, la production & amylase met en jeu des procédés biotechnologigues
moindre co0t, utilisant comme substrat de ferméentaties déchets organiques, tels que la
pulpe de betteravéBaldwin et al; 1986) les déchets d'orangg#art et al; 1991 ;
Mahmoud et al; 1998 ; Diomi et al; 2008), les produits céréalierdascalet Thomas ;
1990 ), les rebuts des dattéscourene et Ammouche ; 2011)et le lactosérunfAit Kaki et
al; 2012).
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Le milieu de fermentation contient en général I'dom, considérée comme meilleur
inducteur de B- amylase bactérienneégnuginosus thermomyqgest fongique Aspergilluset
Penicillium) (Leveauet Bouix ; 1993)

[.2.9. Les facteurs influengant la production de La-amylase

La Composition des saccharides obtenue apres lygérale I'amidon est fortement

dépendante de l'effet de la température, les donditd'hydrolyse ; I'origine de I'enzyme,

spécificité, thermo stabilité et le pH.

[. 2.9.1. Composition du milieu de culture

Le milieu de fermentation pour la production den¥gme alpha amylase doit présenter
une composition permettant de maximiser le rendémiecela en tenant compte du systeme
de régulation de la synthése de I'enzy(hagle et Boyer ; 1972).

Une source de carbone est indispensable ; ellegmode I'amidon ou d’'une autre
source telle que le maltose, le lactqé®lemanetElliot ; 1962).

La production de Ld-amylase ddacillus peut étre réprimée par le glucose et tout autre
sucre de faible poids moléculaire cependant céfieession n’est pas observée chez
Bacillus amyloliquefaciengColman et Grand ; 1966).

L’azote est notamment une source importante poprdduction de Ld-amylase et il
peut étre fourni sous forme de sel d’ammonium auneé’source organique complexe.
(Elliot, 1962)

Il a été rapporté que I'extrait de levure a aussiune bonne source organique pour la
synthese d’alpha amylase Bacillus amyloligufacieriMageeet Kosaric ; 1987).

I. 2.9.2. Latempérature
D'apresLin et al (1998) La croissance microbienne et la production d’enzyse
maximal entre 37 °C et 40 °C notamment pour laBeuteBacillus amyloliquefaciens
Une large gamme de température (35 — 80) °C aafiportée pour une croissance
optimale et la production & amylase a partir des bactéri@Burhan et al; 2003 ; Castoro
et al; 1993)
La production di- amylase était maximale a la température de 37aCBacillus

amyloliquefaciengHaq et al ; 2010).
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. 2.9.3.Le pH
Nustrat et Rahman (2007) Ont rapporté que la productioned’amylase a un PH de
7.0 parB amyloliquefaciengst maximale. Une autre étude menée (EhrTayeb, 2007)a
montré que la production d’alpha amylase Bacillus amyloliquefacienen fermenteur était
la plus élevé a pH 6,0
[. 2.9.4. Le temps d’incubation
Abate et al (1999) Ont rapporté que la production aéimylase deBacillus
amyloliqguefaciengommence au début de la phase de croissance exgtlegoour atteindre
le niveau maximum aprés 24 heures et apres celdaydau di- amylase diminue de fagon
drastique ; probablement en raison de l'accumuatiun niveau élevé de protéase
concomitante avec a la fin de la phase de croissexjgonentielle.
Des résultats similaires ont été rapportésBagillus amyloliquefacienBar(Burhan et
al ; 2003).

I. 2.9.5. Effet des ions Calcium
SelonFogarty et Kelly (1980) 'enzyme nécessite au moins quatre ions calcium par
molécule, lesu- amylases hautement purifié sont inactive a unepéeature au-dessus de
50°C et sensible a des pH extrémes mais la présBioces calcium réduit cette inactivation

et augmente leur résistance au pH.

[. 3. Les moisissures
l. 3.1. Généralités

Les moisissures peuvent étre définies comme desoanganismes hétérotrophes
filamenteux et immobiles, dont la structure celh@daest celle @ine cellule eucaryote classique
(Nicklin et al ; 2000) Certaines vivent en symbiose avec des végétaatres sont des parasites
des végétaux ou des animauiguires enfin sont des saprophytes se développandépens de
substrats inertes ou en voie de décompos(Bmurgeois, 1989 ; Leveaet Boui ; 1993).

Les moisissures possedent un appareil végétatititad par un thalle filamenteux, le
mycélium, dont les filamentsappellent des hyphes. Le mycélium peut différendes organes
forts variés selon les groupes, spécialisés dansuléiplication et la dissémination, auxquels on
accorde la dénomination globale de sp¢Besirgeois, 1989).

Les genres les plus importants de point de vue dgdomue et médical sont les

Fusarium spqui représentent les contaminants les plus fréguas aliments. On les retrouve
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principalement dans les céréales, mais aussi danmshbreux autres produits végétaux et

d’origine animale.

[. 3.2. Le genreFusarium sp

Ce genre inclue des champignons imparfaits apparterd la classe des
Deutéromyceted_es formes parfaites ou téléomorphes de quelgepéces de Fusarium sp
sont connues, et appartiennent a la classéAdesmycetegordre desHyphocrealesfamille
des Nectriaceae genresGibberella, Calonectriaet Nectrig). Pour plusieurs espéces de
Fusarium spje stade parfait n’est pas connu. Le genre congppees de 40 especes souvent
largement répanduéhblelsonet al; 1983).

Sur le plan économique le gerffasarium sp est trés important parce qu'il regroupe
beaucoup d'espéces phytopathogénes, susceptilekiide des maladies (fusarioses) chez
de nombreuses plantes. De plus, beaucoup desmam@ephytes sont capables de se
développer en tant que pathogenes secondairegstisslus végétaux sénescents.

Les especes du gerffasarium sp peuvent ainsi attaquer les céréales (mais, ke, o
avoine), des légumes, les plantes ornementalesaetcbup d’arbres fruitiers.

La majorité des espéces Hasarium spsont susceptibles de produire des mycotoxines

et sont ainsi impliquées dans des intoxicationz ¢ animaux d’élevage.

Front platwe Back plate

.}'ront plate Back plawe
7 Frusariiums docemwscellsalare

Frusarisimws lateritisim

Fronrt plare ck plare Front plare
Fusartwem xylarioides Fusariam solani

Front plate Back plte Front plave Back plaze
Frusaritew oxysporur: Frusarinum pailidoroserim

Figure 8 Les différente espéces du genre FusariuifiNgson et al ; 1983).
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[. 3.3. Taxinomie

La taxinomie ou taxonomie a pour objet de décra®e drganismes vivants et de les
regrouper en entités appelées taxons afin de tdifigr, les nommer et enfin les classer.
Depuis la seconde moitié du XXéme siécle, une ntenapproche conceptuelle de ces
classifications est possible grace a la biologiéémdaire.

La taxinomie en mycologie est donc en constanteluéva suite aux données
recueillies lors des différentes approches phyléggnes. Ce remodelage des classifications
s’appliqgue également pour le gefmesarium sp(De Hooget al; 2011)

Le genre Fusarium sp appartient au phylum deAscomycota & la classe des
Ascomyceétest a I'ordre desdyphocrealesll s’agit d’'un genre polyphylétique a la taxinami
complexe. Par exempl&usarium solaniet Fusarium verticillioidespossedent des formes
sexuées (teléomorphes) appartenant respectiverngngemresNectria ou Gibberella alors
gue Fusarium oxysporum’est actuellement connu que sous sa forme asdanéeorphe).
La taxinomie du genre autrefois basée sur les &speorphologiques ou I'adaptation a un
substrat particulier, a été revue en profondeuc #aeeénement des techniques de phylogénie

moléculaire.(Summerbell et al.,2002)

Figure 9. Terminologie pour décrire la morphologie du gefresarium spgNelson et al ;
1983).
I. 3.4. Caractéristiques générales

Les Fusarium sppoussent sur milieu Sabouraud, mais se développienix sur gélose
au malt ou sur milieu PDA (potato-dextrose-agaBui_température optimale de croissance
est comprise entre 22 et 37°C. Sur les milieux dkue, lesFusarium spforment des
colonies duveteuses ou cotonneuses de couleublafidlanche, creme, jaune, rose, rouge,
violette ou lilas) selon les especes. Le revers ga creme, rouge a pourpre, lilas ou violet

(Figure 10). Les pigments diffusent souvent dangdlos€Chermette et Bussieras, 1993).
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Figure 10. Aspect macroscopique et microscopique du genrarius sp sous
microscope optique grossissement X(@abuc, 2007).

Le principal caractére morphologique dressarium spest la présence de macroconidies
fusiformes et cloisonnées (le nomeasarium spvient du latin €usus» car les spores de ces
moisissures sont en forme de fuseau). Danbitpufe 12 ; 1.13; 1.14 ; .19 sont présentés
les principaux caracteres morphologiques de geasarium sp.

v' Les conidiophores, parfois trés ramifiés, formentr de thalle des coussinets
(sporodochies) et portent des masses de spores.

v' Les phialides, plus ou moins allongées, présententplus souvent, un site de
bourgeonnement unique (monophialide) situé a lrité d’'un col allongéH. solan) ou
court et trapu K. oxysporup Chez d’autres especes commeproliferatum les phialides
présentent plusieurs sites de bourgeonnement (piahliges). Les phialides produisent deux
types de conidies :

= microconidies — uni- ou bicellulaires, piriformesisiformes, cylindriques ou ovoides,
isolées, solitaires ou groupées, disposées enciMertou plus rarement en chainettés (
verticilloides.

= macroconidies — conidies pluricellulaires a closaseulement transversales, souvent
groupées en paquets. Les macroconidies sont fosfrsouvent courbées, avec une cellule
basale pédicellée, formant un sort de talon plusnoins visible. Les chlamydospores, sont
parfois présentes, en position terminale ou inteneg(Roquebert, 1998).
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I. 3.5. Principales especes
Compte tenu de leur fréquence dans les différendstsats, notamment les céréales, de leur
potentiel toxinogene et de leur pouvoir pathogéseprincipales espéces Hesariumsont :
F. culmorum, F. graminearum, F. oxysporum et Ftig#loides (F. moniliforme.
» Fusarium culmorum : cette moisissure pousse rapidement sur gélosesé?@A malt.
Les colonies sont duveteuses, d’'abord blanchesiréfiges ou roses puis ocracées a rouges
brunatre. Le revers est rouge a pourpre. MorphqlagnentLes phialides, courtes et larges,
formées sur le mycélium aérien, sont groupées emodpchies. Les microconidies sont
absentes. Les macroconidies sont fusiformes, cearbgseptées (5 cloisons en moyenne, 3-
8). La cellule apicale est courte et pointue (26%04-7 pum). Les chlamydospores,
intercalaires ou terminales, formées par le myogliou par les conidies, sont sub-
globuleuses, brunatres, lisses ou verruqueused|(@ilde diamétre). Dans [gigure 11]

sont présentés les principaux caracteres morplgplegidd=. culmorum

Figure 11. Fusarium culmorunfTabuc ,2007)
(Caracteres morphologiques: a: macrophialides etraonidies; b: macroconidies; c:
chlamydospores).

» Fusarium graminearum(forme parfaite:Gibberella zea cte champignon se développe
vite sur les géloses PDA et au malt. Les colorflespnneuses, sont au début roses grisatres
Ou rouges a pourpres, puis deviennent brun vineeixevers est rouge a pourpre. Le pigment
diffuse dans la gélose. Du point de vue microsampides phialides (10-14 x 3,5-5 um)
peuvent s’agréger en sporodochies. Les microcasbat absentes. Les macroconidies sont
fusiformes, courbées, et présentent 3 a 7 septantellule terminale est longue et pointue
(25-62 x 2,5-5 um). Les chlamydospores, intercedaiformées par le mycélium rarement

dans les conidies, sont globuleuses, hyalinesra e (8-12 um en diamétr&ifure 12].
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Figure 12.Fusarium graminearuniTabuc ,2007)
(Culture de 7 jours sur milieu PDA & 28°C et cagaes microscopiques:
A: macrophialides et macroconidies; b: macroconsglie asque octosporeé).

» Fusarium oxysporum il a une vitesse de croissance modérée sur lesuxilile culture
utilisés au laboratoire. Les colonies, sont blascipéches, roses saumon a violet. Le revers
est pourprgFigure 13].

Figure 13 Fusarium oxysporurilfabuc ,2007)
(Culture de 7 jours sur milieu PDA a 28°C et aspeaatroscopique).

Les microphialides (10-14 x 3,5-5 um) peuvent fggr en sporodochies. Les
microconidies sont ellipsoidales, isolées ou pop@esies conidiophores courts et ramifiés.

Les microconidies sont abondantes, ovoides. Lesraphialides sont éparses ou
groupées en sporodochies .Les macroconidies saiforimes, plus ou moins courbées,
pointues aux deux extrémités, présentant 3 a ausefElles mesurent 27-65 x 3-5 um. Les
chlamydospores, terminales ou intercalaires, fosm@ns le mycélium et dans les conidies,
sont sub-globuleuses et hyalines (5-15 um de dramnet
» Fusarium verticillioides (anciennement~. moniliformg (forme parfaite: Gibberella

Fujikuroi) : ce champignon se développe rapidement sur lésum classique de culture

o
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(PDA et gélose au malt). Le thalle, d’abord blangéahe ou rose saumun, devient vinacé a
violet. Le mycélium aérien est dense, floconnewaspéct poudreux. Le revers peut étre violet

foncé, lilas, vinacé ou creme.
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Figure 14.Fusarium verticillioides Sin. F. moniliform@abuc ,2007)
(Culture de 7 jours sur milieu PDA a 28°C et aspeatroscopique).

Les microphialides, subulées, sont formées sunjeétium aérien (20-30 x 2,5-4 pm).
Les microconidies ellipsoidales sont disposéeshaines. Elles ont un aspect fusiformes,
unicellulaires ou parfois uniseptées. Leur tailedenviron 5-12 x 1,5-2,5 um.

Les macrophialides sont groupées par 2 ou 3 sur randgfication courte. Les
macroconidies sont rares, en fuseau allongé, ave@& loisons. Les chlamydospores sont
absents. Les périthéces, qui peuvent étre fornrésdio développement de cette espece sur
des végéetaux morts, sont superficiels, bleu ndobuweux, et mesurent 250-350 um. Les
asques, clavés contiennent 4-8 ascospores hyaéigdiques, le plus souvent uniseptées,

parfois triseptées.

> Fusarium solani
La classification taxinomique compléte, actuelle@trigée d’espece par exemple Fusarium
solani est la suivante :

Tableau6. Classification taxinomique de Fusarium solani.

Genre Nectria

Famille Nectriaceae

Ordre Hypocreales

Sous classe Hypocreomycetidae
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Classe Sordariomycetes
Division Ascomycota
Regne Fungi

Macroconidies

Figure 15Caractérisation de Fusarium solafiabuc ,2007)

I. 3.6. Identification morphologique
L'identification des genres fongiques repose saratiééres morphologiques :
» Aspectmicroscopique
Des structures reproductrices (le thalle, les sp@spect des spores, modes de formation des
conidies, mode de groupement des conidies, modeptiintation des cellules conidiogénes,
présence de structures protectrices issues d@rhadugction asexuée ou sexuée, présence des

chlamydospores).
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» Aspectmacroscopique
Du mycélium (aspect, couleur, le relief, la taik¢ odeur des colonies, ainsi les
structures de fructification).

Recto ger

Figure 17.Aspect macroscopique de Fusarium sold@rbuc, 2007)
(Recto: gauche ; revers : droit ; apres 7 joursaidture sur milieu PDA a 28°C)
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Matériel et Méthodes Experimentale

Cette étude expérimentale, réalisée au sein dudtiie biologie au niveau de la
faculté des sciences (Université de Médeéa), a@idacree pour isolement et la purification
de la souche isolée et production-damylase a partir de souchasarium spet optimisation
des conditions de culture (Temps d’incubation, pbhcentration de 'amidon, volume de
spores).

Pour ce faire, notre étude expérimentalepmie trois parties :
1) La premiére partie est consacrée pour :
» L’isolement et la purification de la souchHeugarium sp)
» L’identification macroscopique et microscopique ¢t souche fongique
(Fusarium sp)
»La production de lda-amylases par la souchd=(sarium sp)électionnée sur
milieu a base de I'amidon de pomme de terre.
2) La deuxieme partie est dédiée a I'optimisatiea donditions de culture :
> PH de milieu.
» Concentration de I'amidon du substrat.
» Volume des spores inoculées.

» Temps d’incubation

3) La troisieme partie est dédiée la caractériadiiochimique d’extrait enzymatique brut:
» Effet PH sur I'activité amylasique.
> Effet températeur sur I'activité amylasique.

» Détermination des constantes de cinétique enzymathg, Vn.

ll. 1. Matériels et produits utilisés

II. 1.1. Matériels : L'’ensemble du matériel utilisé pour la réalisatiba cette étude est
résume dans le Tableau 7).
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Tableau 7 Appareillage utilisé.

Appareillage Marque

Image

Balance électrique KERN ALS 220-4N

Agitateur magnétique AGIMATIC - N SELCTA

pH-metre pH -2005 PH METER SELECTA

Spectrophotométre UV-Vis ETER UV 2005 SELICTA

Microscope optique OPTIKA

incubateur thermo- Agitateur | TR100-G IVYMEN

pied a coulisse LUTRON
Etuve d’incubation MEMMERT
Bec bunsen

STORE NO : 631337
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Incubateur ZTICTENG
Autoclave OTO12-NIVVE
Bain Marie MEMERT

[I. 1.2. Produits

Les différents produits utilisés au cours de cedtade sont regroupés dans
le ( Tableau §.

Tableau 8 Produits utilisés dans la partie expérimentale.

Produit Pureté (%)
Extrait de levure 60%
Sulfate d’'ammonium(NH,SO;) 99.5%
Hydroxyde de sodium (NaOH) 98.8%
Amidon de pomme de terre (GH1, Os) n 20.5%
Chlorure de calcium (CaClb) 77-94%
Acide chlorhydrique (HCI) 36.5-38%
Chlorure de potassium (KCI) 99%
Phosphate de potassium (KEPO,) 99%
Saccharose (GH»,017) 99.9%
Agar (C1H1400)2 95.7%
Acide acétique (CHCOOH) 99.9%
Bleu de coomasse brillant G-250 99%
Acide phosphorique(HPO,) 85% 85-88%
Ethanol (C,HsOH) 95 %
Sulfate de magnésium (MgSQ 99.1%
Sulfate de zinc (ZnSQ) 98%
Chlorure de cobalt (II) (COCI,) 98%
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Sulfate de manganése (I1)( Mn Sg) 98%
sulfate de fer (FeSQ) 98.5%
Réactif glycose 99.5%

Il. 2. Isolement et purification de la souche dEusarium sp:
Dans notre étude, nous avons utilisé le milieu Wlaue PDA (Potato Dextrose Agar)
qui a servi a la fois a 'ensemencement et a l#ipation des souches fongiques. Ce milieu
est largement employé et il fournit les nutrimemégessaires a la croissance myceélienne des

champignons.

Il. 2. 1. Isolement de la souche deusarium
L’échantillon de courge rouge (préalablement aomnhé parFusarium sp)a été
collecté puis le champignon été isolé. L’espEasariumest reconnue en se basant sur la
couleur des spores. Ces spores ont été étalé@dguet incubés a 28 °C jusqu'a sporulation.
Les cultures pures obtenues ont été maintenuedesutubes slants de PDA (pendant 15
jours avec un couleur brique rouge) pour une itleation supplémentairéBhatti et al;
2007)

ll. 2.2. Purification de la souche

La purification des souches contaminées est effecpar prélévement puis cultivée sur
un milieu PDA. La souche s’ensemence au centreadeoite grace a une coudrons et le
prélevement aura lieu lorsque le développementadsoliche dévenu est suffisant. Par la
suite, la souche est incubé a 28 °C jusqu’a dépelment suffisant de la cette derniére pour
gu’elle soit prélevée pour faire I'objet de plusie repiquages permettant I'obtention d’une
culture pure représentée par une seule espéce.

Aprés un bon développement des mycelium (colonig pacteries), on effectue des
repiqguages de chaque colonie pour purifier les ghgmons et minimiser les risques de
contamination, jusqu’a ce qu'on arrive a isoler sbhaque boite de pétri une seule colonie
d’'un champignon.

Le repiquage se fait par prélevement d’'un fragnmamtcolonie a l'aide d’'une anse
stérilisée, tout en évitant son contact avec légealcolonies avoisinantes de la méme boite
sur milieux PDA. Ce fragment est déposé au centraednouvelle boite sur laquelle on
indique la date du repiquage. Le repiquage seaf@ptiquement pres du bec Bunsen et les

boites sont incubées a 28°C pendant sept joursi'pusfptention des souches pures.
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o — e

Premiére lecture PDA

Figure 18.Repiquage des mycelium au centre des boites sieumPDA.

ll. 3. Mise en évidence de I'activité amylasique
La recherche de souches amylolytigues est réabséeles souches précédemment
isolées. La sélection est effectuée sur milieu P&litionné d’amidonAnnexe 1).Les
boites sont incubées a 28°C pendant 5 jours posirneisissures. Aprés la période
d’incubation, une solution de lugol est versée lausurface de la boite, afin de mettre en
évidence l'activitéamylasique. Les souches a h#hir sur le pourtour, sont considérées
comme productrices d’amylases.

Il. 4. Identification de la souche Fusarium
L’identification d’'une souche représentative este@fiée par deux techniques
classiques : une observation macroscopique ettude éicroscopique des souches, pour

déterminer le genre des moisissures isolées.

II. 4.1. Etude macroscopique
Les caractéres morphologiques et culturaux somriakés aprés ensemencement des

souches pures sur les milieux de cultures spéeifigl’identification se fait a I'ceil nue, et a
I'aide de la loupe binoculaire elle se base esskgrnent sur les caracteres suivants:

1. l'aspect de la colonie (couleur de la surface etelers de la boite, texture de la
surface des colonies, topographie...).
I'aspect des bordures des colonies.
La couleur du mycélium aérien.
Présence ou absence de gouttelettes sur le mycélium

Production de pigment diffusible

o 0 bk~ 0w N

Vitesse de croissance (diamétre de la colonieaurs . rapide> 3 cm ; modérée :
entre 1 et 3 cm et lentel cm).
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Il. 4.2. Etude microscopique

L’identification microscopique des champignons mposur la méthode de

lactophénole bleu de coton .Ces méthodes sonteecii dessous.

» Lactophénole bleu de coton : un fragment de largelest prélevé a I'aide d’'une anse

de platine et déposé sur une lame porte-objet diaes goutte de colorant, ensuite

recouvrir avec une lamelle couvre — objet qui éxtagréparation

L’'observation microscopique est effectuée par nsicope optique aux différents
grossissements (GX10, GX40) ainsi qu’'a I'immergiGix100).

L’observation des caractéres porte sur les parasstivants :

1.

H wN

© © N o O

Hyphes : septes ou non, c'est-a-dire cloisonnésau

Conidiophores : absents, simples, ramifiés

Cellules conidiogénes : annélide, phialide...

Conidies : uni- ou pluricellulaires, solitaires, @mas ou en chaines, forme (ronde,
ovale, en massue...)

Organes de fructification : périthéces, cléistodsesexué), pycnides (asexué)
Mycélium diffus, épais, coloré ou incolore,

Présence de types de spores sexuelles ou asexuées.

Type et apparence du systéme sporale.

Présence de type de structure particuliére.

' On a ajouté quelque gout'e
L 1
. de Lactophénole bleu de
, coton pour la coloration
. des spors .
|

Figure 19 Méthode de l'identification microscopie.
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II. 5. Sporulation de la souche sélectionnée et préption de I'inoculum
» Préparation de 'inoculum
L'inoculum sont prépares a partir des cultures sur le miliBA Bn deux répartitions
les colonies sont inondée avec 10 ml de 'eaulldiststérilisée contenant 0.01% de tween 80
comme agent mouillant, la concentration en sposesi€erminée par microscopée a l'aide
du technique dénombrement puis ajustée’aptds/ml(Brame et flood ; 1983)

II. 6. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture utilisé pour I'isolement est milieu semi-synthétique contenant
'amidon comme seule source de carbone, avec lgasition suivante par litre :

Dans un erlenmeyer on prépare un milieu de culsotution oligo-élément) : le
milieu de fermentation contient (g')l: (NHs) SQ, 1.4; CaCi 0.3; KHPO, 2;
MgSO,.7H,O 0.3 ; Extrait de levure (E.L) 10 ; Amidon 20mliL de la solution minirale.

La solution de composés minérals contient Yp: IFeSQ 5; MnSQ 1.6 ; COC} 2 ;
ZnSQ,.7H,O 1.4 ; Tween 80 2, les cultures sont réalisées das erlenmeyers de 250 ml &
raison de 50ml de milieu de culture par erlenmey&pses la stérilisation (15min a 121 °C),
'ensemencement a été fait par la prise 1ml deupeansion des spores. Les cultures sont

incubées a 25 °C pendant 4 jours a 100 rpm.

Il. 6.1.Séparation de la biomasse
A la fin d’'incubation, la biomasse est séparéefittaation sur papier Wattman N°2. Le
poids sec est déterminé apres rincage a I'eauléistiséchage dans une étuve réglé a 105°C

jusqu'a poids constant.

. Aprés e séchage':
| dans I'étuve & 105°C'

Figure 20.Séchage de la biomasse.
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II. 6.2.Dosage de protéines
Le dosage des protéines des extraits enzymatiqu#s ecalisé selon la méthode de
(Bradford ; 1997), c’est une méthode colorimétrique qui permet ldemhdination des
concentrations d’une solution protéique.
> Principe
La méthode de Bradford est un dosage colorimétriduesé sur le changement
d’absorbance (la mesure se fait & 595nm), manifegtar le changement de la couleur du
bleu de coomassie G-250 aprés liaison (compleXativac les acides aminés basiques et les
résidus hydrophobes des acides aminés présentdadansles protéines. La technique de
Bradford utilise la fixation du bleu de coomassie kes protéines, ce colorant existe sous 3
forme: une forme anionique colorée en bleun@x =595nm), une forme cationique roude (
max =470nm), et une forme neutre veiten{ax =650nm) C’est la forme anionique qui se
fixer préférentiellement aux protéines grace a ihsractions électrostatiques avec les
groupements cationique des protéines (plus padrewhent les groupements fonctionnels

basiques et /ou aromatiques).

Figure 21.Dosage de protéine.

II. 6.3. Détermination de I'activité enzymatique

L’activité amylasique a été estimée selon la méhamzymatique (GOD-POD)
(annexe 3) Le principe de cette méthode est basé sur la mehw pouvoir réducteur du
glucose libéré lors de I'hydrolyse enzymatique’dmidon.

La réaction est colorimétrique et l'intensité declaloration est proportionnelle a la
guantité du glucose libéré. Ce principe est détail annexe 3).
L’activité enzymatique est exprimée par unité ingionale gmol/ml), correspondant a upe
mole du glucose libéré par millilitre du milieu @°€ et a pH 6,3.
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» Protocole expérimental

0.1 pl de I'enzyme est ajouté a 5 ml de la solutia substrat (amidon 5 g/L dans le
tampon phosphate pH 6.3), aprés agitation le mélasgincubé a 37°C pendant 15 min avec
un tube témoin représenté par le blanc. A la fitadeaction 1Qu de milieu ont été prélevé
et ajouté a 1 ml de réactif de glucose suivi d'smeibation a 37°C pendant 5 minutes pour le
développement de la couleur. L’absorbance est mé&téra 505 nm contre le blanc. La
concentration des sucre réducteur correspondadéestminée a partir d'un étalon établie de

concentrations du glucose de 1 mg/ ml.

Figure 22 Dosage de I'activité amylasique.

II. 7. Optimisation des conditions de culture
Les conditions de culture et la composition du enilide la fermentation ont une
influence importante sur la biomasse, les protégida production ded* amylase produites
par la souche deusarium.Ainsi les effets de quelques facteurs ont été étudi

II. 7.1. Effet de temps d’incubation
Pour déterminer le meilleur temps d’incubation, dekures ont été réalisées dans des
Erlenmeyers de 250 ml contenant chacun 50 ml digunde production. Aprés stérilisation a
115°C pendant 15mn les milieux sont ensemencéslamkspores, puis sont agités a 100 rpm
dans un incubateur & 25°C, a un pH 6 pendant 24721896, 120, 144, 168,192 heures. La
biomasse est séparée par filtration sur papieriiéattN°2. Le filtrat est réservé au dosage de
I'activité alpha-amylasique.
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Il. 7.2. Effet de pH de milieu
L’effet du PH initial est testé sur le milieu deoguction a des pH initiaux de 4, 5, 5,
5, 6, 6, 5,7, 7,5 .L'incubation est réalisée enieuilliquide a 25°C sous agitation rotative
pendant 96 h (4 jours) a 100 rpm. L'ajustementpHu initial est réalisé par une solution de
HCI 0,1 N pour les PH inférieurs a 5 et de NaOHN\gour les pH supérieu(&fnor ,1986).

Le pH initial et final sont mesurés par un pH-meétre

II. 7.3. Effet de la concentration d’amidon du substrat
Pour permettre une bonne croissance mycélienna sleuichd-usarium spet aussi une
production maximale ea amylase, plusieurs concentrations (1 ; 1.5 ; 2.8 %) de amidon

ont été testées dans ce trav@louadri T. 2011)

Il. 7.4. Effet du volume des sporesoculées
Ce facteur nous renseigne sur la quantité de lmdmsee récoltée et également sur la
production d'enzyme. |l s'agit de 6 volumes sdhb:; 0, 75;1;1,25; 1, 75; 2 ml de spores,
incubées dans le milieu de base 25°C pendant 9@fiéNouadri T. 2011)

Il. 8. Préparation et caractérisation d’extrait enzymaigue brut
Il. 8.1. Effet du pH sur I'activité amylasique
Pour la détermination du pH optimum, préparer ddsegs Contenant un mélange
réactionnel constitué de 0.5 ml de I'extrait enziiqmee et 0.5 ml d’'une solution d'amidon a
1% dans du tampon phosphate a pH 5, 6, 7, et 8dlatempon acétate a pH 2, 3,4 et dans
du tampon citrate a pH 4.
Les incuber pendant 15 min a une température d&C37'activité amylasique des
extraits enzymatiques est alors mesuree.

La préparation des solutions tampon est décrif@aemexe 02 (Promita et al ; 2013)

Il. 8.2. Effet de la température sur I'activité amylasjue
Pour la détermination de la température optimal€atezyme, des tubes contenant un
meélange de 1ml d'enzyme avec 1ml d'une solutiomidan a 0.5% dans du tampon
phosphate a pH 6.6 sont préparés et incubés peBdanin a des températures allant de 30°C
a 80°C avec un intervalle de 10°C, L'activité arpigjae des extraits enzymatiques est
mesurédgPromita et al ; 2013).
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II. 8.3. Détermination des constantes cinétiques de{’amylase
Les parametres cinétiqu¢km et Vmay de l'a- amylase dans I'extrait enzymatique
brut sont déterminés par la représentation de Léaser-Burk. L'amidon soluble avec
différentes concentrations de 1 & 8 % est utiliséhroe substrat naturel de l'enzyme.
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Résultats et Discussion

L’a- amylase est I'une des plus importantes hydrolastigses sur 'amidon dont les
domaines d’application s’élargirent de plus en plus production de cette enzyme a été
réussie par certaines bactéries, levure et cerggnges de moisissures. Dans ce travail, la
souche microbiennusarium spa été utilisée pour la production de-lamylase.

lll. 1. Isolement et caractérisation dé-usarium sp.

» Etude de I'aspect macroscopique

Apres 3 jours de culture sur milieu P.D.A, I'isoRaisarium spprésente un mycélium

blanc et dense plus ou moins cotonneux. Aprés Gaoaurs cet isolat se pigmente en rouge
clair. Cette couleur s’intensifie pour devenir redgrique aprés 10 jours.

Tableau 23L’aspect macroscopique selon nombre des jours.
La souchd~usarium sp

Les jours d’incubation

3 Jours

7 Jours

10 Jour

» Etude de I'aspect microscopique

Nous observons microconidies elliptiques a ovabsndante¢Tivolo ; 1988; Bouhot
et al; 1972). Ce champignon possede uniquement des macrocorediderme arqué et
allongées, pas de cloison mais avec de fausseMéte.la difficulé de diffrencier

entre
plusieur genres de cet espece, ce travail serasiovicpar une identification moléculaire.
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Figure 24.L’aspect microscopique de Fusarium sp.

2. Mise en évidence de I'activité amylasique

Pour la mise en évidence de I'activité amylasiquezdes isolats, nous avons utilisé un
milieu gélose a 'amidon a 2% d’amidon (milieu 6, 'amidon se colore en bleu par
'iode. Lorsque I'amidon est hydrolysé, les produite dégradation (dextrines, maltose, et
glucose) ne donnent plus de réactidiigure 25]. Aprés incubation a 28°C pendant 120h, les
cultures son recouvertes avec 5 a 10 ml de solitdée. Nous observons des zones de lyse,

ces zones claires sont les témoins d’'une activi@mylase obtenue par la soudhesarium

Sp

i On ajoute 5 a 10m|
' Dliode  pour la]
! coloration la zone !

Figure 25.Test de sélection de souches amylolytiques susg@damidon a 2% d’amidon
(Apres 120 h d’'incubation a 28°C)
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lll. 3. Optimisation des conditions de culture
L’effet des facteurs choisis (Temps d’incubatioH, ge milieu, concentration d’amidon
du substrat, Volume de la solution de spore inauléur la production de la biomasse et
l'activité a- amylase, a fait I'objet de ce travail.
lll. 3.1. Effet de temps d’incubation
Pour étudiée I'effet du temps d’incubation, ontiisé un milieu de culture liquide, a
PH 6, et incube a température 25°C et 100 rpmésaproir, chaque jour, récupérer la
biomasse et le filtrat qui représente I'extraitygnatique, on a effectué I'activité enzymatique
et mesuré les masses, pour les résultats augmendat I'activité amylasique (910,1Ul/ml)
par la souch&usarium sgusqu’a 4 jours et aprés fixation des valeurgugmentation de la
masse (poids de mycélium) (0,43505q) par la sokeclsarium spjusqu’a 3 jours et apres
fixation des valeurs.

05 1000
0,45 500

04 800
035 700
600
500
400
300
o1 200
100

Activité (Ul ml)

0 1 2 3 4 5 [ 7

0 1 2 3 4 5 6 7
Nombre des jours

Nombre des jours

Figure 26. L’activité amylasique et la masse selon nomte®jdurs.

Aprés une phase de latence de 48 heures (duréggiermination et d’adaptation de la
souche deFusarium sp au milieu de culture) la croissance cellulaire raagte
progressivement et le poids sec du mycélium attei@ valeur maximale de (0,43505g).
Cette fixation de I'activité enzymatique apre®drp d’incubation est due a la consommation
du substrat dan le miligBancerzet al; 2005)

[I. 3.2. L'effet du pH de milieu

Les parametres physico-chimiques du milieu jouent rdle prépondérant sur la
croissance, le développement et la physiologiectiampignongLagzouli et al; 2007). La
plupart des champignons se développent normaleen@iht compris entre 3 et @oiron,
1996) Outre la croissance, le pH joue un réle primdrdans la production de métabolites.
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Les variations de pH sont indicatrices de changésndans les activités métaboliques du
microorganisméBellon-Maurel et al.2003).

Dans notre étude nous avons testé des milieuxftiradits pH, pour déterminer le pH
optimum de la production @ amylase patusarium sp.[Figure 27]. Aprés 96 heures
d’incubation, I'activité maximale de 905UIl/ml edttenue avec un milieu a pH 6. Le méme
pH donne une biomasse optimale de 0.435 g.

Lorsque le pH du milieu augmente a 7 I'activitéysamique diminue a 855 Ul/ml ; de méme
gue le poids de biomasse 0.413Kjgure 27]. Cette baisse de l'activité enzymatique est due
certainement a la variation de pH optimal de prtidac

L’étude deDubey et al (2000)indique un pH optimum de 5 pour la croissanceaet |
production de l'activité amylasique de la moisigssukspergillus niger des bactéries
Thermobifida fuscgYang et al; 2004). Demot et al; (1985) et Tayloret al; (1995) ont
détecté deux formes d’amylases produites par lasissnireHumicola lanuginosavec des
optima de pH de 4,9 et de 6,6.

1000 05
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_ 0,4 - - =
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Figure 27.Effet de la variation du pH sur I'activité amylgsie et la biomasse.

Activité (Ulfml)
Masseig)

1. 3.3. Effet de la concentration de 'amidodu substrat
Les substrats carbonés servent a la fois commeesala croissance et d’énergie aux
moisissuregKrasniewski I. et al; 2006 ; Burhan, 2008) Plusieurs exemples établissent
'amidon et le glycérol comme d’excellents inductewdle la synthése des amylases et les
xylanases de moisissures et le glucose comme gsairépresse(ifonukari et al; 2002 ;
Bakri, 2003 ; Collins et al; 2005) La forte production ded* amylase (990Ul/ml), observée
en présence d’'une concentration de 1.5% de I'amjdie méme que le poids de biomasse

0.7258g [Figure 28]. Suggere qued* amylase est une enzyme fortement induite par son
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substrat(Bakri, 2003). Lorsque la concentration de 'amidon augmente &o2.5'activité
amylasique diminue a 845 Ul/ml ; de méme que ldpde biomasse 0.304 g.

Cela montre que Nos résultats corroborent celBahmamounet al 004),qui ont
trouvé que I'amidon soluble stimule la productiom lda-amylaseFusarium sp.En effet,
I'efficacité de 'amidon soluble dans la synthésel'd- amylase en tant que substrat idéal de
son induction, a été démontré par plusieurs au{®axcovaet al; 1992; Cruzet al; 1997 ;
Uriyo et Eigel ; 1999 ; Chenet al; 2000 ; Gonzalezt al; 2008).SelonVallieret al; 1977;
Aguilar et al; (2000) la présence d’amidon soluble dans les milieux Wi stabilise et

protége 'enzyme.
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Figure 28.L'effet de la concentration de I'amidon sur la ptmtion de I'activité amylasique
et la biomasse.

lll. 3.4. Effet de volume de la solution des sporesitulées

La capacité de développement de la moisissureebéera la concentration de spores
(Lim et Park, 2005), la [Figure 29] montre que un volume de 1.75 ml {i<pores /ml) est
nécessaire pour la production de lamylase avec une activité enzymatique maximal@9@e
Ul/ml [Figure 29].

Nos résultats montrent que les conditions optimateg obtenues avec un volume de
spores de 1.75 ml (18pores /ml) pour une biomasse de 0,752 g. Ce phém® pourrait étre
lié au potentiel de germinatidiBarrios-Gonzalezet al; 1989 ; Mazenet al; 2002). Les
productions optimales deo¥ amylase et de la biomassek#sarium spNécessitent donc le
méme volume de spores del.75 mP(@gores /ml)[Figure 29].
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Figure 29.L’effet de volume dporessur I'activité amylasique et sur la biomasse.

I1I. 4. Caractérisation d’extrait enzymatique but et purifié

Toute production d’'un métabolite microbien est ueficée par des parametres
environnementaux : les conditions physiques ; teaipée ; pH ; agitation ; la composition du
milieu, concentration et nature du subst(&criban, 1999).Dans cette étaperous avons
etudié I'effet du pH, température, sur I'activité kextrait amylasique.

La production de l'extrait enzymatique brute a éféectuée dans les conditions
optimales déja trouvées. Les cultures sont réalisdens des erlen-meyers de 250 ml
contenant 50 ml du milieu de production aprés ugélisation a 110°C. Les milieux sont
ensemencés avec 1.75 ml dé §pores /ml, puis sont agitées & 100 rpm dansndebateurs
a 28°C, a un pH 6 pendant 96 heures. La biomadseégpsarée par filtration sur papier
Wattman N°2. Le filtrat est réservé au dosage agil’ité alpha-amylasique et des protéines.
Le dosage de protéine a été effectué par la métthedradford/Annexe 6)la concentration
de protéine est de 80 mg/ml.

lll. 1 Effet du PH sur I'activité amylasique

L’ a-amylase deFusarium spest trés sensible aux variations de pH. Une taédsef
activité observée a pH 3 et 4 pour I'extrait enzigquee brut comme le montre |Rigure 30].
Le pH influe sur le degré d’ionisation du substiatie la molécule enzymatique dont cet effet
dépend des groupements ionisables participantfixddon du substrat et au maintien des
structures secondaire et tertiaires de la protéine
D’aprés la[Figure 30] l'activité amylasique optimale obtenu a un de pk986 Ul/ml) et
diminue pour atteindre 616 Ul /ml & pH 8. Nous ¢atms aussi que I'extrait enzymatique a

été beaucoup plus affecté a pH 2 et 4. Cette sbtesist variée selon la source d’enzyme,
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des études antérieures aupta et al (2003)sur les alphas amylases d’origine microbienne
ont montré une activité amylasique considérablel & p
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Figure 30. L’influence du pH sur I'activité amylasique

lll. 2. Effet de la températuresur I'activité amylasique

L’effet de la température sur I'activité amylasiqueus renseigne sur la stabilitéde la
protéine enzymatiquéNeilsen et al ; 2003). L'influence de la température sur l'activité
amylasique a été testée dans une gamme de 30 @ 8Qhf intervalle de 10°C pendant 30
minutes. Pour I'extrait enzymatique brut, I'acté&viamylasique maximale (970Ul/ml) a été
observé a une température de 50 °C et a partia,delle diminue progressivement jusqu’a
atteindre sa valeur de (616 Ul/ml) a une tempéseatie 80 °C comme le montre[kigure
31]:
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Figure 31.Influence de la température sur I'activité amytps.
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BN

Ce profil est similaire a celui de(Ramachandran, (2016Qjuoi que les valeurs de
lactivité amylasique sont légerement supérieutesette différence est due probablement &
l'origine des especes et aux conditions environmeabes qui font que les souches
développent des mécanismes spécifiques a leur aaiegique.

Werner (2010) observe que les amylases bactériennes sont plusidsibles que les
amylases fongiques. L'amidon est un substrat stabi de I'enzyme a I'égard de la
dénaturation thermique car son remplacement partré'a éléments comme le glucose et le
lactose n'a pas cet effet. Seléogarty (1980).L'enzyme nécessite au moins quatre ions
calcium par molécule, les amylases hautement purifiées sont inactives atem@érature

au-dessus de 50 °C.

lll. 3. Constantes cinétiques ded- amylase
L’activité de I'enzyme est testée sur des concétra variables d’amidon soluble. La
[Figure 32] indique un comportement Michaelien. Son tracéardonnées inverses de
Lineweaver et Burk (1934) est linéaire. Les valalek,, et VimaxSont respectivement
Km=5,065 Met 5.459 min /uM a 30°C et un pH optirfwal tampon phosphate 0.1 M).
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Figure 32. Représentation de Michalis : Etude de I'évolutitenia vitesse de la réaction
enzymatique en fonction de la concentration entsatb§ empérature: 37°C, vitesse
d'agitation:500 rpm.
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Conclusion et Perspectives

La production industrielle d’enzymes amylolytiquess fait a partir de souches
bactériennes ou de souches fongiques. Cependamtoigissures sont considérées comme les
microorganismes les plus importants en biotechnetogoour leur fort potentiel de
développementll est basé sur un critére écologique et sur talgetion d’'une substance a
haute valeur ajoutée avec un procés pas onéreexchoix du milieu approprié de
fermentation est essentiel pour les microorganisenessi bien pour la croissance que pour la
production d’enzymes. La production d’enzymes atytipues par les souches fongiques
s’est considérablement améliorée par l'utilisatide différents milieux de base comme
'amidon. C’est dans cette derniere optique quessiit I'objectif de notre travail. Dans ce
travail, nous nous sommes intéressés a la I'opditiois de la synthése d'activité amylasique
microbienne, extracellulaire, a partir Basarium spPréalablement isolé et identifié et a la
caractérisation I'extrait enzymatique brut.

L’'optimisation de la production de la bomasse etl'detivité amylasique a été
effecté, differentes parametre ont été etudievaisale temps d’incubation, le pH du milieu,
la concentration du substrat et le volume inocwéspore. Nos résultats montrent que les
conditions optimales sont obtenues avec un voluengpdre de 1.75 ml (18pores /ml), pH
6 du milieu de culture, concentration d’amidonlde % pendant 4 jours d’incubation.

L’effet de PH et la température sur L’activité aasifjue de I'exratait enzymatique
brute ont été eégalement étudigactivité amylasique maximale (970Ul/ml) a étéservée a
une température de 50 °Ceetin de pH 5.

Les constantes (Km et Vm) de la cinétigue d’alpinaylase sont également été

détermine qui sont respectivement : 5,459 M etBQ6/uM.

Dans le but de poursuivre ce travail, nous envisagées perspectives suivantes :

> Effectuer lidentification moléculaire de la souchasarium sp.isolée a patir la
courge rouge.

» Utiliser un substrat de fermentation a faible adiine part, et convenabén point
de vu composition en élément nutritifs nécessames développement des
microorganismes et la productiornelamylase, d’autre part.

» Purifier I'extrait enzymatique obtenu pour avoireusctivité spécifique importante.
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Annexe

Annexe 1.Milieu PDA (Potato Dextrose Agar) (Guiraud ,1998)

» Préparation de I'extrait de pomme de terre

Composition du milieu PDA :

vV Pomme deterre ......oooiiii i 200g
V' SACCAr0SE ....covvii i 10g
VU AGAN e e 15¢

vV Eau distillée ..........cooiiiiiiii 1000ml

200g de pomme de terre non podles, laves et cap@etites morceaux; mis en suite
dans 300 ml d'eau distillé ,Puis portés a I'ébigllit pendant 20 a 25 min ,lls sont enfin
écrasés et le volume est complété a 300ml litrbeade distillé puis L'agar et le saccharose
sont dissous a chaud dans I'extrait de pommerde peiis le volume est complété a un litre
d’eau distillée. On laisse sur la plaque chauffémteélange jusqu’a dissolution des produits
Le pH est ajusté a 5 puis stérilise a 110 c° pen@amin.

Enfin le milieu est ainsi prét a étre coulé suetdmide pétri dans les conditions

d’asepsie (Larpent, 1997).

Figure 33.Préparation du milieu PDA
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Annexe 2.Tampon phosphate

NaH PO .o 19/1000ml d’eau
distillée.

On a Le pH ajusté est 6,5.

Annexe 3.Principe de dosage par méthode enzymatique

La glucose-oxydase (GOD) catalyses I'oxydationpeD-glucose en acide gluconique
selon la réaction suivante:
GOD
B-D-Glucose + O, + H,0 ——»  acide gluconique + H,;0,
Dans une deuxiéme réaction indicatrice, le peroxjdgdrogene formé réagit en suite
en présence de peroxydase (POD) avec un chromggemedonner un produit coloré, la
guinonéimine qui absorbe a 505 nm.

POD
2 1,0, + amino-4-antipyrine + phénol —  quinonéimine + 4 HC

» Dosage du glucose

Le dosage du glucose sera realisé directementutemsérie de microcuves
spectrophotométriques, selon le protocole suivant:

10 pL de solution glucosée (étalons ou échantilfodeser)

1000 pL de réactif RTY

Incuber 10 minutes a 37°C ou 20 minutes a 20-25°C

Lire I'absorbance contre un blanc réactif a 505 nm.
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Annexe 4.Dosage d’albumine
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Figure 34.Gamme étalon de I'absorbance en fonction de la eomation d’albumine

Annexe 5.Dénombrement des spores

La souche dEusarium sp est ensemencée sur 40 ml du milieu PDA. Aprés
incubation de 6 a 12 jours a 25°C, les sporesrsmuperées dans 50 ml d’eau distillée stérile
par agitation. Le dénombrement des spores sedaiepcomptage sur une cellule de Thoma
(0.1mm, 1/400mf), I'observation optique a permis le dénombremestspores. Une gamme
de 1 x 18 & 8 x 10 spores/ml est établie pour un courbe étalon deesplLa densité optique

des suspensions de spores est déterminée a 280 nm.
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Figure 35. Gamme étalon de I'absorbance en fonction de nomérgpores.




