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Résumé

L’objectif de ce travail est 1I’étude de faisabilité de production de I’enzyme a- amylase
par fermentation origine fongique en utilisant des moisissures ainsi que 1’optimisation
des conditions opératoires. Le travail était réalisé en trois étapes: 1. Identification de
la souche productrice de 1’o. amylase, 2. La fermentation, 3. Optimisation de la
production de I’a amylase. Les conditions optimales de la production enzymatique
sont : pour Mucor sp : une concentration de 5 g/l en amidon a pH 5.5 a température
ambiante et pendant 96 h nous a permis d’obtenir une activité enzymatique de 0.64UI.
alors que pour Penicillium sp une concentration de 10 g/l en amidon a pH 5.5 a
température ambiante et pendant 96 h nous a permis d’obtenir une activité
enzymatique de 0.766Ul.

Mots clé : a-amylase — amidon — activité enzymatique- Mucor- Penicillium.

Abstract

The objective of this work is the feasibility study of o-amylase production by
fermentation using fungi and the optimization of operating conditions. The work was
carried out in three steps: 1. Identification of the strain producing of a-amylase, 2.
Fermentation 3. Optimization of the production of a-amylase. Optimal conditions for
enzymatic production are: for Mucor sp: a concentration of 5 g/l starch at pH 5.5 at
room temperature for 96 h allowed us to obtain an enzyme activity of 0.64Ul. whereas
Penicillium sp a concentration of 10 g/l starch at pH 5.5 at room temperature for 96 h
allowed us to obtain an enzyme activity of 0.766Ul.

Key words: a-amylase - starch - enzymatic activity- Mucor- Penicillium.
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Introduction

Depuis des siecles, les hommes savent utilisés des processus dans les quelles les

enzymes jouent un role essentielle.

Jusqu'au début des années 1970, on a considéré que les plantes et les animaux étaient
les meilleures sources d’enzymes. Cependant, différents microorganismes ont été
intensivement utilisés pour la biosynthese des enzymes amylolytiques. La naissance de
I’industrie des enzymes a coincidé avec le début du vingtieme siécle et avec ’apparition des
premieres enzymes microbiennes essentiellement des amylases. L’intérét de ces enzymes
réside dans leur utilisation dans des secteurs varies, tels que les industries agroalimentaire,

pharmaceutique, textile, de la brasserie, et des détergents.

En effet, le marché mondial des enzymes, qui sont les outils-clés des biotechnologies,
est représenté par 80% des hydrolases, particulierement les amylases et les protéases
(Morvan,2010). Le succes commercial des amylases (30% des enzymes commerciales) est di
a l'industrie de I'amidon qui est l'une des plus grandes utilisatrices d'enzymes amylolytiques
(Singhania et al., 2009 ; Rajagopalan et Krishnan, 2008).

En Algérie, les a-amylases utilisées dans diverses industries (panification, biscuiterie,
amidonnerie...etc) sont importées en totalité, ce qui nécessite la création des ateliers locaux

pour la production de ces enzymes (Nouadri, 2011).

Toutefois, la production d’a-amylase par des procédés biotechnologiques
(fermentations), nécessite non seulement 1’identification et la sélection des microorganismes
amylolytiques, mais également le choix d’un substrat de fermentation a faible colit d’une part,
et convenable en point de vu composition en élément nutritifs nécessaires au développement

des microorganismes et la production d’a-amylase, d’autre part.

Notre choix a porté sur les moisissures comme agents de fermentation, vu leur place
importante sur le marché des enzymes amylolytiques et leur remarquable capacité a coloniser

et a exploiter une grande variété de substrats (Leveau et Bouix, 1993; Boiron 1996).



Introduction

Dans ce modeste travail nous nous sommes intéressés a étudier la faisabilité de
production de I’enzyme a-amylase par fermentation fongique, en utilisant I’amidon comme
substrat. Cette étude a été faite en deux grandes parties :

e La premiére partie, consiste en criblage des souches amylolytiques et la selection des
souches les plus performantes ;
e La deuxiéme partie, porte sur I’optimisation des conditions de production de 1’a-

amylase, en étudiant la cinétique de croissance et de production d’enzyme.

Ce mémoire s’organise en deux parties :

A) Une partie théorique qui regroupe des généralités sur les enzymes amylolytiques et
spécialement 1’a-amylase et leurs applications dans différents domaines (Chapitre 1) ainsi
qu’on a essay¢ de faire une petite synthese bibliographique sur les différents aspects de la
production de I’ a-amylase.

B) Une partie expérimentale qui comporte deux chapitre : le premier (chapitre 111) dans lequel
nous avons présenté les conditions expérimentales de notre étude ainsi que les différentes
méthodes d’analyse. Dans le second chapitre (Chapitre IV), nous avons présenté et interprété

les résultats obtenus au cours de notre travail.



Chapitre |

Les enzymes amylolytiques



Chapitre | Les enzymes amylolytiques

I.1. Introduction

Les enzymes amylolytiques ou amylases sont des enzymes qui hydrolysent
I’amidon. Leur histoire a commencé en 1811, lorsque Kirchhof a découvert pour la
premiere fois une enzyme degradant I'amidon.

Les amylases extracellulaires ont été trouvées chez diverses espéces de
levures, chez les champignons et les bactéries (Lagzouli et al., 2007). Elles
appartiennent a la famille des hydrolases qui sont considérées parmi les plus
importantes enzymes a 1’échelle industrielle, ce qui les rendent 1’un des outils-clés des

biotechnologies (Little, 2004).

I.2. Caractéristiques des amylases
1.2.1. Définition

L’a-amylase est I'une des enzymes industrielles la plus importante et la plus
ancienne (Gupta et al. 2008). C’est une macromolécule appartenant a la classe des
protéines globulaires, de type endoglycanases, de la classe des hydrolases, qui agit sur
les liaisons o (1- 4) de ’amidon. Son action fournit dés le début un mélange de
glucose, de maltose et de dextrines. En fin de réaction elle fournit du glucose et des
résidus correspondant aux liaisons a (1-6) situées aux points de ramification des
chaines (Raimbault, 1981; Alais et al., 2008).

Fig. I. 1. Structure de I’enzyme
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1.2.1. Les différents types d’amylase
1.2.1.1.a-Amylase
L’o-Amylase (EC3.2.1.1) est une hydrolase qui catalyse I'nydrolyse des

liaisons o (1-4) de I'amidon pour donner des produits tels que le glucose et le maltose,
elle possede différente nomenclature (tableau 1). C’est une métallo-enzyme de
calcium c¢’est-a-dire qu'elle dépend de la présence d'un co-facteur métallique pour son
activité (Sundarram et al., 2014) et au maintien de la stabilité de la structure en acides
aminés d'enzyme qui varient d'une souche a une autre (Fogarty et al., 1980).
Il'y a deux types d’hydrolases:

- Endo-hydrolases : agissent a I'intérieur de la molécule de substrat,

- Exo-hydrolases : agissent sur les extrémites terminales non réductrices (Gupta

et al., 2003).

Par conséquent, des résidus glucose terminaux et les liaisons o (1-6) peuvent ne pas

étre clivés par I’a-amylase.

Tableau 1.1 : les différentes nomenclatures d’a-amylase (Mercier, 1985).

Nom a (1 - 4) D-glucane glucanohydrolase

Systématique

Non codifié E.C.3.21.1
Nom Alpha-amylase.
Recommandé
Synonymes glycogenase, endoamylase, maxilase, taka-amylase A,

takatherm, thermolase, amylotherm, clarase, amylopsin,
spitase CP1, G995, kleistase L1, THC 250, maxamy, ptyalin

Le substrat de 1’a-amylase est 1’amidon. Ce dernier est un polysaccharide
composé de deux types de polymeres :
- L'amylose constitue de 20 & 25% de la molécule d'amidon. C’est une chaine
linéaire constituée de motifs repétitifs de glucose liés par des liaisons glycosidiques a
(1-4).
- Amylopectine constitue 75-80% de I'amidon, et se caractérise par des chaines

ramifiées d'unités de glucose. Les unités de glucoses linéaires successifs sont reliées
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par des liaisons glycosidiques a (1-4), tandis que la ramification se produit toutes les

15 a 45 unités de glucose par des liaisons o (1-6).

o O
Amylose iy Amylopectine e L
Chaine linéraire ?Q(;:,..Q. Chadnes ramilides | 2 ‘).(bf-:‘
e R AN
o g, ol 52
g~ ’ HOCH;  HOCH, b ied
,._ ' l o L 0 -—
..}(_.‘.‘.".'.__.J ) r~)
0 (v} o .
CHOH  CHiOH cu,on cn,ou \—/ \—/
4 0 I L HOC“; HOCN; CH; WCN,
\_/o =N l R iy ,_J -o

Fig.l. 2. Structure chimique de I’amylose et de ’amylopectine

La composition de I’hydrolysat de I'amidon est trés dépendante de I'effet de la
température, des conditions d’hydrolyse et de I'origine de I'enzyme.

Les a-amylases sont des enzymes monomeériques, de poids moléculaire variant
entre 41 et 78 kDa, retrouvées largement dans le régne vivant, aussi bien chez les
animaux, les plantes supérieures que chez les microorganismes. Ces enzymes
hydrolysent les liaisons glycosidiques o (1-4) de I'amidon, du glycogene et des poly-
et oligosaccharides apparentés. Elles sont trés importantes, tant par leurs applications
industrielles et biotechnologiques (biodégradation ou transformation de I'amidon, par
exemple) que par leur implication dans certains troubles métaboliques (diabéte,
obésité, etc.) faisant de ces enzymes des cibles thérapeutiques.

A ce jour, 13 structures d'a-amylases de différents organismes ont éte
déposées. On denombre ainsi cing structures d’a-amylases de microorganismes, trois
de mammiféres (2 humaines et 1 porcine), un de ver, deux de champignons et deux de
plantes (orge).

Bien que les a-amylases de différentes origines aient trés peu de séquences
d'acides aminés identiques, leur structure tridimensionnelle et I'organisation de leur

sites actifs sont similaires (Mercier, 1985). Leur chaine polypeptidique est organisée
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en trois domaines formé chacun d’un tonneau de huit segments béta, entourés par
huit hélices alpha. Leurs sites actifs sont constitués d'un ensemble de sous-sites
(Scriban, 1999) appelé aussi « TIM Barrel » (Banner et al., 1975).

Structurellement, les a-amylases sont également considérées comme des
glycoprotéines renfermant 478 acides aminés répartis en 2 domaines globulaires
appelés A (1-380 résidus) et B (381- 478 résidus). Ces domaines sont associés par une
chaine polypeptidique constituée principalement de résidus hydrophobes. Les résidus
constituant le site de fixation du substrat ainsi que ceux constituant le site catalytique
sont localisés dans le domaine A qui montre que I'a-amylase est formée de 8 feuillets
B plissés et de 8 hélices a (Chiba, 1988 ; Burhan, 2003).

Le site actif d'a-amylase contient trois groupements d'acides aminés (de
couleur blanche et rouge) qui agissent ensemble pour cliver la liaison entre deux
sucres dans une chaine d'amidon, c'est le glutamate (233) et I'aspartate (197, 300).
Cette structure contient une courte chaine de cing unités de sucre (de couleur jaune et
orange) liée dans le site actif (PDB, 2006).

Fig.1.3.Structure du site catalytique de I'a-amylase crée par RasMol (PDB, 2006).

Le site de clivage en rose. Un ion calcium, la sphére grise, se trouve a

proximite, un ion chlorure montré la sphére verte, (PDB, 2006).
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1.2.1.2.p—amylase :

B-amylase (EC 3.2.1.2) est une enzyme exo-hydrolase qui agit a partir de
I'extrémité non réductrice d'une chaine de polysaccharide par hydrolyse des liaisons
glycosidiques o (1-4) pour donner des unités de maltose successif. Etant donné qu'il
est incapable de cliver des liaisons ramifiées des polysaccharides ramifiés tels que le
glycogene ou I'amylopectine, I'nydrolyse est incomplete et les unités de dextrine
demeurent.

Les principales sources de B-amylase sont les graines de plantes supérieures et
les patates douces. Au cours de la maturation des fruits, la p-amylase décompose
I'amidon en maltose résultant dans la douceur des fruits mars.

Le pH optimal de I'enzyme varie de 4,0 & 5,5. La B-amylase peut étre utilisé
dans les études structurales de I'amidon et le glycogene molécules produites par divers
procédés, et dans l'industrie, pour la fermentation en brasserie, en distillerie et pour

produire des sirops riches en maltose (Sivaramakrishnan et al., 2006).

1.2.1.3.y-amylase
Les y-amylase (EC 3.2.1.3) clivent les liaisons glycosidiques a (1-6), en plus
de la liaison glycosidique o(1-4) a I'extrémité non réductrice de I'amylose et
I'amylopectine, contrairement aux autres formes de I'amylase, ce qui donne le glucose.
En plus, y- amylase est la plus efficace en milieu acide et a un pH optimal de 3.
Dans cette étude, nous allons nous intéresser a 1’étude du mode d’action de

I’a-amylase parce que 1’objectif de notre travail est la production d’a-amylase.

1.3. Mécanisme et mode d’action
1.3.1. Mécanisme d’action

L'a-amylase, quelque soit son origine végeétale, animale ou microbienne, agit
sur les polysaccharides (amidon, glycogéene) et les oligosaccharides. Elle hydrolyse
les liaisons glycosidiques a(1-4) de I’amidon et des substrats relatifs (Heslot, 1996).

Le mécanisme d'action de 1' a-amylase nécessite la participation de 3 fonctions
du site actif impliquant un attaquant nucléophile, un stabilisateur de la charge positif
de I'atome attaqué et un donneur de proton au groupe déplacé ceci signifie que la
rupture de la liaison osidique fait intervenir une série d'échange d'électrons et de

protons entre certains résidus de I'enzyme et du substrat. Les groupes impliqués dans
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la réaction du site actif sont deux acides carboxyliques et un noyau imidazole (Parkc
et al. 1997).

Ce mécanisme est une caractéristique de l'enzyme dans les conditions
expérimentales telles que la température, pH, taille de ’enzyme....etc. Son action
peut se faire de différentes facons :

1. Une attaque aléatoire, en coupant les liaisons a (1-4) a partir de 1’extrémité non
réductrice. Il en résultera, principalement, la formation du glucose, du maltose et
surtout d’a —dextrines (Scriban, 1999).

2. Mécanisme uni-chaine ou 1’a-amylase dégrade une chaine avant de passer a ’autre.
Cette action est due a la formation du complexe actif avec le premier substrat.
L’enzyme catalyse la réaction et ne forme pas de complexes actifs, jusqu’ a
I’achévement de la dégradation de la premicre chaine (Berry et Paterson, 1990).

3. Mécanisme multi-chaine, la dégradation des chaines est simultanée (Pazur et
Marchetti, 1992).

4. Attaque multiple ou répétitive, le déplacement de I’enzyme, fixée tout au long de la
chaine, conduit a plusieurs hydrolyses avant la dissociation du complexe enzyme-
substrat (Nakatani, 1996 et Kandra et al. 1997).

1.3.2. Mode d’action

Le site actif se compose d'un nombre important de groupements chargés, dont
trois acides aminés essentiels a l'activité catalytique de I’a-amylase : Asp 231, Glu
261 et Asp 328 (McCarter et Withers, 1996, Uitdehaag et al. 1999).
La réaction catalytique est réalisée en trois étapes (Sinnot, 1990, McCarter et Withers,
1994, Davies et Henrissat, 1995 et McCarter et Withers, 1996)
1- Protonation de I'oxygéne glycosidique par le donneur de proton (Glu 261). Celle-ci,
est suivie d'une attaque nucléophile, sur le C; du résidu du sucre en position 1 par
I’Asp 231 et départ de la piece d’aglycone (Davies et al. 1997).
2- Activation d’une molécule d'eau, vraisemblablement par le maintient du Glu 261
deprotonné (Nielsen et al. 2001).
3 - Hydrolyse du lien covalent entre I'oxygeéne nucléophile de I'Asp 231 et le C; du
résidu du sucre en position 1, permettant 1’accomplissement du cycle catalytique

(Nielsen et al. 2001)
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Fig.l.4.Mécanisme catalytique des hydrolases glycosidiques (Nielsenet et al. 2001)

I.4. Les propriétés physico-chimiques de I’a-amylase

Pour qu’une enzyme réponde aux exigences potentielles en vue
d’une production industrielle, il est nécessaire de déterminer ses propriétés physico-
chimiques a savoir : la speécificité du substrat, le poids moléculaire, la température
optimale, le pH optimal...etc. Le tableau 1.2, présente les propriétés de quelques

enzymes amylolytiques citées dans la bibliographie.

1.4.1. Spécificité de substrat

Le substrat naturel de I’a-amylase est I'amidon (Pandey et al. 2000 ; Alais et
al. 2008). Dans la molécule d’amidon, les unités de glucose sont reliées par des
liaisons glyosidiques a (1- 4) en formant ainsi des chaines hélicoidales d’amylose, sur
lesquelles de courtes chaines de méme constitution se branchent par des liaisons
osidiques a (1-6) (Mercier, 1985)

La production d’a-amylase par certaines souches fongiques (Aspergillus sp.,
Rhizopus sp. et Penicillium sp.) est contr6lée par I’amidon; il s’agit d’une induction

de I’enzyme par son substrat naturel (Leveau et Bouix, 1993; Nouadri 2011).

1.4.2. Le poids moléculaire
Selon Sicard (1982), le poids moléculaire de la majorité des o —amylases
apparait étre de I'ordre de 50.000 Dalton (Berry et Paterson, 1990). Sur gel filtration,

deux fractions peuvent étre obtenues, le composant le plus rapide a un PM de 50.000



Chapitre | Les enzymes amylolytiques

Dalton et le plus lent a un PM 100.000 Dalton (Mercier, 1982). Une autre étude,
réalisée sur 1' a-amylase d'origine bactérienne par la méme méthode, montre que
I'enzyme est un tétramére contenant du Zn™" et possédant une masse moléculaire
d’environ 96.000 Dalton (Kim et al, 1995).

1.4.3. La température optimale
En général, les a-amylases ont une température optimale comprise entre 25°C
et 70°C, avec une grande stabilité thermique pour les a-amylases bactériennes

(Larpent-gourgaud et Sanglier, 1992).

Vertiani et al. (1998), signalent que la température optimale des a-amylases
bactériennes varie de 50°C a 90°C, avec possibilité de résistance a des températures
dépassant 100°C, pour celles isolées des souches hyperthermophiles. Cependant la
température optimale des a-amylases fongiques varie de 40 °C a 60 °C avec un
optimum plus élevé (65°C) pour I’a amylase de la souche Rhizopus oryzae (Lucio et
al. 1996).

1.4.4. pH optimal

Les a-amylases sont généralement stables dans une gamme de pH de 4 & 9,
avec un optimum variant de 4 a 5 pour les a-amylases fongiques, et un optimum
supérieur a la neutralité, soit 6 a 8.5 pour les a-amylases bactériennes (Larpent-

gourgaud et Sanglier, 1992).

Selon Lucio et al. (1996), I’a-amylase de la souche Rhizopus oryzae a un pH
optimal se situant entre 4 et 6,5.

10
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Tableau

1.2: Les propriétés de certaines a-amylase et d’autres enzymes

amylolytiques de différentes origines

Enzymes

a-amylases

Pullulanase

Isoamylase

B-amylase

Glucoamylase

Organismes

Bacillus subtilis
Bacillus lichenformis
Pyrococcus furiosus
Orge maltée

Sorgho malté

Penicillium

Aspergillus

Bacillus
flavocaldarius
Rhizopus oryzae
Thermotoga
maritime
Sorgho malté

Bacillus sp

Clostridium
thermosulfuricum
Clostridium
thermosaccarolyticu
m

Paecilomyces

variotii

Propriétés de I’enzyme

pH Temperature

optimu | Optimale

m

7 135°C

- 100°C

- 140°C

4.7-5.4 | 50-55°C

5.5-6 65 °C

5-8 40°C-55°C

-5.5

5 75-85°C

- 55°C

5.5-6 90°C
55°C
50°C

7.5 70°C
70°C
55°C
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1.4.5. Les effecteurs
Les a-amylases sont des métalloprotéines absolument dépendantes du Ca*",

qui est vraisemblablement un activateur allostérique (Egas et al., 1998).

Le calcium ne participe pas directement a la formation du complexe
enzyme-substrat, mais il maintient I'enzyme dans une conformation optimale pour un
maximum d'activite et de stabilité vis-a-vis de la dénaturation thermique (Savcheko et
al. 2002; Peixoto-Nogueira et al., 2008) et de la dénaturation par protéolyse (Nigam et
al.,1995; Mc tigue et al., 1995).

L'activité enzymatique de l'a-amylase n'est pas modifiée par les ions
potassium (K*), sodium (Na*), ammonium (NH4"), mais elle est fortement inhibée par
I’éthyléne diamine tétra acétate (EDTA) et les métaux lourds (Igarashi et al., 1998;
Talamond et al., 2002)

I.5. Les Sources d’a-amylase
L’a-amylase peut avoir différentes sources, elle peut étre d’origine végétale,
animale ou microbienne. Cependant, les sources microbiennes sont les plus préférées

pour la production a grande échelle (Haq et al. 2002)

1.5.1. Source animale

Les amylases d'origine animale sont généralement extraites a partir de la
salive et du pancréas des mammiféres (French, 1975). Les a-amylase animales sont
incapables d'hydrolyser la liaison a(1-6) de [I'amylopectine ou du glycosyl
oligosaccharides, I'hydrolyse compléte de l'amylose et de 1'amylopectine par les a-
amylases animales donne respectivement du maltose et du D-glucose pour I'amylose

et du glucose, maltose et des dextrines pour I'amylopectine (Coolbear et al. 1992).

1.5.2. Source végetale

Les a-amylases d’origine végétale posseédent une importance primordiale dans
le métabolisme glucidique ou elles participent a la conversion de I'amidon en le
réduisant en sucres réducteurs qui sont la source énergetique nécessaire a la
germination et elles sont généralement incapables d'hydrolyser le maltose (Octavio et
al. 2000).

12
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Ces enzymes végétales sont synthétisées par un mécanisme cellulaire
compliqué, au cours de la germination des graines qui requiert une activité
enzymatique trés importante pour la mobilisation des réserves et le développement de
I'embryon (Brawn et al. 1993).

1.5.3. Source microbienne
Deux types sont distingués: les a-amylases bactériennes et les a- amylases

fongiques (tableau 1.3).

1.5.3.1. Les a-amylases fongiques

La production industrielle d'enzymes a partir des microorganismes fongiques
(Aspergillus, Penicillium) existe depuis longtemps du fait que la premiére production
d' a-amylase a été réussie par Takamine en 1894.

L'a-amylase fongique est d'une thermostabilité assez faible, son optimum
d'action se situe entre 50°C et 55°C (Fogarty et al. 1994).

Actuellement d’autres genres de moisissures dont Rhizopus et Alternaria sont
utilisés pour la production d’a-amylase relativement thermostable (Lateef et al. 2004 ;
Ait Kaki et al., 2012). Les levures participent également a la production d’a-amylase
(Leveau et Bouix, 1993).

Tableau 1.3 : les différentes a-amylases microbiennes et leur action

Enzyme Source Action

a-amylase Bacillus amyloliquefaciens | Hydrolyse des liaisons a-(1,4) au
Bacillus lichenformis hasard a I’intérieur de la chaine, en
Aspegillus donnant de I’a- dextrine, de maltose
Saccharomyces et de glucose.

a-amylase Bacillus subtilis Comme la précédente, sauf qu’elle

saccharifiante produit jusqu’a 50% du glucose.

13
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1.5.3.2. Les a-amylases bactériennes

Ce type d'enzyme est obtenu principalement par fermentation de Bacillacées
(Milner et al. 1997). Historiqguement la premiéere enzyme a été produite a partir de
souches de Bacillus amyloliquefaciens, B. licheniformis (Bousseboua, 2002) ou B.
subtilis fermentant en surface (Mctigue et al. 1995). De nombreuses amylases aux
propriétés industrielles ont été découvertes chez des bactéries acidophiles,
alcalinophiles et thermophiles.

Ces enzymes interviennent dans la transformation de I'amidon par hydrolyse

rapide en clivant les liaisons o (1-4) (Nadirman et al.2006).

1.6. Les applications industrielles et biotechnologiques de 1'a- amylase

L’a-amylase gagne une attention accrue en raison de ses propriétes
d'hydrolyse de I'amidon et les activités qui peuvent étre réalisées grace a cette
propriété. 1l existe de nombreuses applications potentielles et largement utilisés de
cette enzyme sur le plan industriel. Les enzymes ont remplacé les méthodes
chimiques utilisés précédemment dans divers secteurs industriels pour la protection de
I'environnement et la facilité des processus.

Les a- amylases microbiennes sont parmi les enzymes les plus utilisées dans

les procédés industriels et dans différents domaines.

1.6.1. Domaine agro-alimentaire
1.6.1.1. Glucoserie

La principale industrie utilisatrice de I'a- amylase est la glucoserie qui, a partir
d'un substrat complexe, I'amidon, développe un nombre important de transformations
faisant appel aux enzymes, parmi lesquelles les o- amylases bactériennes ou

fongiques qui sont utilisées pour la dégradation de 1’amidon (Martin et al, 2003).

1.6.1. 2. La sucrerie

L'a- amylase est utilisée pour faciliter les opérations d'extraction et de raffinage du
saccharose a partir de la betterave ou de la canne a sucre pour éliminer les traces
d'amidon qui peuvent géner la purification. De plus, des a- amylases fongiques sont
tres utilisées pour la préparation des sirops sucrés a base d'amidon de mais et de sirops
de chocolats (Martin et al., 2003).

14
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1.6.1. 3. Panification et biscuiterie

L’usage de I’a-amylase «améliorant de panification» est devenue une pratique
de fabrication machinal dans I’industrie panaire, non seulement pour améliorer la
qualité du pain mais aussi pour contrdler le processus, de fabrication ce qui conduit a
un gain en temps et en énergie. Cette industrie emploie les a- amylases fongiques d’A.
oryzae pour la régulation des activités diastasiques des farines en déegradant I'amidon
en maltose. Cette opération favorise la formation de la mie souple en boulangerie et
améliore la texture des gateaux patissiers et des biscuites (Malhotra et al., 2002).
Cependant, les enzymes doivent étre dosées avec précision, un surdosage entrainant

un défaut au niveau du produit.

- a- amylase fongique et amyloglucosidase

La quantité de sucres directement fermentescibles présents dans la farine n’est
pas suffisante pour assurer la totalité de la fermentation. L’action combinée de I’a-
amylase et de la B-amylase présente naturellement dans la farine et d’autre part
I’action de I’amyloglucosidase consistent a fractionner 1’amidon en sucres, que la
levure transforme en suite en CO2 et en alcool.

L’a-amylase fongique a une action liquéfiante importante au cours des
premieres minutes de la cuisson : I’activité de I’amylase augmente jusqu’a 55°C
entrainant un assouplissement de la pate et facilitant sous Deffet du CO2 le
développement des patons. Tout le sucre formé n’est pas consommé par la levure. I
participe a la coloration de la crolte au cours de la cuisson. En cas de surdosage,

entraine le collant de la pate voire de la mie.

- a-amylase bactérienne et exo-amylase maltogene

Elles sont utilisées pour obtenir une meilleure coloration de la crolte a la
cuisson et au grillage (des biscottes). Plus stables que 1’a-amylase fongique, leur
activité facilite la production de sucres qui se caramélisent et forment avec les
protéines des complexes de couleurs brunes. Elles ont également une action

antirassissement. En cas de surdosage, entraine le collant de la pate voire de la mie.
1.6.1. 4. Industrie des boissons
Dans ce secteur l'a-amylase fongique intervient essentiellement dans la

fabrication d'alcool éthylique, de boissons sucrées non alcoolisées et de jus de fruits

15



Chapitre | Les enzymes amylolytiques

(Mamo et al, 1999). En brasserie, elle permet d'obtenir des bieres sans dextrines, dites

biéres a basses calories.

1.6.2. Domaine médical

L'augmentation du taux des a-amylases dans le sang peut témoigner d'une
pancréatite aigué et se rencontre également dans certains cancers digestifs, dans les
oreillons (Lo et al, 2001) et I’insuffisance cardiaque (Pandey et al, 2000). Elles sont
donc employées en diagnostic médical pour détecter certaines maladies.

1.6.3. Domaine pharmaceutique
Dans le domaine pharmaceutique, 1’a-amylase est utilisée comme agent anti-
inflammatoire en soutenant le traitement par des antibiotiques, ou comme un aide
digestif pour éviter les dyspepsies et les fermentations intestinales (Vidal, 2003).
L’a-amylase peut étre également utilisé dans le traitement du diabete et
I’obésité (Cuveillier, 1999).

1.6.4. D’autres domaines

Les a-amylases sont aussi utilisées dans l'industrie textile pour le désencollage
des tissus ainsi que dans les domaines de la tannerie, de la papeterie (Teodoro et al.,
2000) et des détergents pour les lessives ou elles facilitent la disparition des taches en
dégradant les souillures, permettant ainsi l'augmentation du pouvoir blanchissant.
Elles sont utilisées aussi dans le traitement des eaux résiduaires pour 1’élimination de

I'amidon (Malhotra et al, 2002).

1.6.4.1. Désencollage des textiles

Les processus de production modernes dans l'industrie textile peuvent causer
la rupture du fil de chaine. Pour renforcer le fil, des agents de collage sont utilises en
formant une couche sur elle et peut étre enlevé a la fin du tissage.

L'amidon est un agent d'encollage préféré car il est facilement disponible,
moins codteux et peut étre facilement retiré du tissu. La couche de lI'amidon est
soumise a une hydrolyse dans le procédé de désencollage ou I’a-amylase est utilisée
pour cliver les particules d'amidon, au hasard, en composants solubles dans I'eau qui

peuvent étre enlevés par lavage. L'enzyme agit spécifiqguement sur les molécules

16



Chapitre | Les enzymes amylolytiques

d'amidon seul, en laissant les fibres non affecté (Gupta et al., 2003; Sivaramakrishnan
et al., 2006).

1.6.4.2. Production de détergent

L'utilisation d'enzymes dans les détergents a augmenté avec I'évolution des
techniques de lavage et de la lessive. En effet, les produits chimiques utilisés dans les
détergents sont toxiques pour I’homme, lorsqu’ils sont ingérés, et nocifs pour
I’environnement lorsqu’ils sont déversés dans la nature. Grace a leur biodégradabilité,
leur action spécifique et leurs douces conditions de travail, les détergents a base
d’enzymes présentent une voie alternative des détergents chimiques.

L’a-amylase est utilisée pour digérer I'amidon contenant dans les particules
alimentaires en petits oligosaccharides hydrosolubles. L'amidon peut attirer les
particules de sol sur les vétements, donc le retrait de I'amidon est également important
pour garder la blancheur du linge. La stabilité des a-Amylase a basse température et a
pH alcalin contribue & son utilisation étendue dans les détergents.

L'inconvénient de l'utilisation de I’a-amylase est la dépendance au calcium et la
sensibilité des enzymes aux oxydants. Cette limitation peut étre surmontée en utilisant
une o-amylase a partir d'organismes génétiquement modifiés. Des scientifiques de
Novozymes et Genencore International, deux grands fournisseurs d'enzymes
détergentes, ont travaillé sur ce point. lls ont remplacé l'acide aminé sensible,
Methionine, a la position 197 par Leucine dans I’a-amylase de B. licheniformis

(rcsb.org (http://rcsb.org/pdb/images/lhny bio_r 500.jpg?bioNum=1)

1.6.4.3. Industrie de papier

Comme les textiles, le papier est également traité avec des agents d'encollage
pour le protéger des contraintes meécaniques au cours du traitement. Le
dimensionnement contribue également a améliorer la qualité du papier en termes de
résistance, la douceur, I'écriture et I’effacement. (Tolan, 1996).

L'amidon est couramment utilis¢ comme agent d'encollage. Le réle de l'a-
amylase dans l'industrie du papier est I'nydrolyse partielle de I'amidon pour la rendre
moins visqueuse dans un procédé discontinu ou un procédé continu. Cela est dd a la
nature trés visqueuse d'amidon naturel qui le rend impropre pour le revétement sur le
papier (Gupta et al., 2003).

17
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V.5.4. Production de carburant : I’éthanol

Parmi les biocarburants, I'éthanol est le plus largement utilise. Comme
I'amidon est une matiére de départ économique, il est utilisé pour la production
d'éthanol en tant que biocarburant. Ceci est fait dans une série d'étapes. Tout d'abord,
I'amidon est soumis a une liquéfaction pour former une suspension d'amidon
visqueuse. Ceci est suivi par le processus de saccharification ou I'amidon est
hydrolysé par I’a-amylase pour obtenir les sucres fermentescibles. Ces sucres sont
ensuite fermentés par des levures pour produire de I'alcool.
Comme une improvisation de ce processus, la fusion de protoplastes entre les souches
de levures amylolytiques Saccharomyces fibuligera et S. cerevisiae a été réalisée
pour obtenir une nouvelle souche de levure qui peut directement produire des
biocarburants a partir d'amidon, ce qui élimine la nécessité d'une étape de

saccharification (http://rcsb.org/pdb/images/lhny bio r 500.jpg?bioNum=1)

V. 6. Avantages et inconvénients de I’utilisation des enzymes dans les procédés
industriels
Les avantages que présentent les enzymes dans les procédés industriels sont
nombreux, parmi on cite :
- Utilisation dans des conditions douces (pH, température) ;
- Economie d’énergie ;
- Equipements adaptés ;
- Tres haute spécificité enzymatique ;
- Syntheses régiospécifiques et stéréospécifiques ;
- Les enzymes sont de nature spécifique et donc biodégradable ;
- Catalyseurs qui agissent a des doses tres faibles (peu de problemes de stockage des
préparations enzymatiques) tres hautes vitesses de réaction et contrle aisé de la
réaction.
Cependant, elles présentent certains inconvénients a savoir
- Prix élevé pour certaines applications ;
- Problémes liés a la dénaturation des enzymes
- Nécessité de la présence de co-facteurs, pour certaines réactions, et qui sont couteux.

- Controle et ajustement du pH et de la température ;
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- Milieux réactionnels variés induisant des mécanismes enzymatiques complexes:

catalyse homogéne en milieu aqueux, catalyse hétérogéne (substrats insolubles,
enzymes immobilisées, réactions en milieu organique).
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I1. 1. Introduction

La production industrielle des enzymes porte surtout sur les amylases et les
protéases qui représentent 80 % du marché mondial des enzymes (Morvan ,2010). Les
enzymes les plus importantes en termes de revenus sont encore les protéases qui couvraient
34,4 % du marché en 1995 et, a I’horizon 2015, elles risquent d’étre détronées par les lipases
(38,5 % du marché prévu) qui sont suivies par les amylases (30,5 %) (Marché européen des
enzymes dans les applications alimentaires) (Morvan ,2010)

Dans la plupart des cas, la production industrielle des enzymes amylolytiques se fait a
partir de souches bactériennes ou de souches fongiques. Cependant, les moisissures sont
considérées comme les microorganismes les plus importants en biotechnologies pour leur fort

potentiel de développement (Sicard, 1982)

I1. 2. Les moisissures

Les moisissures sont des champignons inférieurs microscopiques comportant environ
1850 genres et 15000 espéces (Botton et al., 1990), essentiellement aérobies et saprophytes
mais certains parasitent des animaux et des végétaux (Bourgeois et al., 1989 ; Leveau et
Bouix, 1993). Elles se présentent sous forme de filaments et de cellules avec un noyau ainsi
que des hyphes plus ou moins enchevétrés (Samson et al., 1977).

Leurs propriétés de dégradation et de synthése sont tres développées. Elles ont fait
I'objet d'un grand nombre d'utilisations industrielles pour la production dantibiotiques,
d'enzymes ou d'acides organiques (Sicard et al., 1982) ainsi que dans la transformation des
stéroides (Taylor et al.,1995). Ce sont des éléments importants de dégradation qui s'attaquent

dans les lieux humides a toutes les matieres organiques (Vayssier et al., 1990).

Le nombre et la variété des champignons rendent leur classification difficile tandis que
la multiplication asexuée determine leur classification. Les champignons ne montrent pas une

forme de reproduction sexuée connue.

Il. 2. 1. La physiologie des moisissures
Il. 2. 1. 1. Les facteurs nutritionnels
Les ¢éléments nutritifs de base qu’exigent les moisissures pour se développer sont le

carbone, 1’azote et les éléments minéraux (Davet, 1997)
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- Source de carbone

Pratiquement, tous les composeés organiques peuvent étres utilisés comme source de
carbone et d’énergie par les moisissures. La plupart d’entre elles peuvent métaboliser le
glucose et le saccharose, avec quelques polysaccharides comme I’amidon et la cellulose
(Boiron, 1996; Nicklin et al., 2000).

Certaines d’entres elles, produisent des lipases extracellulaires capables d’hydrolyser
les lipides en glycérol et acides gras, qui peuvent étres assimilés par beaucoup d’espéces
fongiques, alors que seulement certaines especes utilisent les acides organiques et 1’éthanol
(Boiron, 1996).

- Source d’azote

La plupart des moisissures assimilent I’azote sous forme de NH,", dont la présence
réprime [’utilisation d’autres sources azotées (nitrate, acides aminés et protéines).
L’ammoniaque est transformé en acide glutamique, en glutamine ou en d’autres acides
aminés par transamination (Boiron, 1996), alors que seules certaines especes utilisent le
nitrate, d’autres ne peuvent croitre qu’en présence d’azote organique et aucune moisissure ne

peut fixer I’azote atmosphérique (Punt et al., 2002).

- Sels minéraux

Certains minéraux, tels que le phosphore (assimilé sous forme H,PO,), soufre
(assimilé¢ sous forme sulfate ou composés réduits), potassium...etc., sont exigés a
concentration relativement élevée (environ 10°M).

Cependant, certains minéraux, tels que le fer, le cuivre, le manganése, le zinc et le

molybdéne sont exigés & concentration faible (10°M ou moins) (Boiron, 1996).

- Facteurs de croissance et vitamines
Boiron (1996), signale que les stérols, les acides gras et certains vitamines de groupe B

sont nécessaires pour le développement d’un certains nombre d’especes fongiques.
I1. 2. 1. 2. Facteurs physico-chimiques

Les facteurs physicochimiques ont une influence importante sur le développement des

moisissures. Parmi ces facteurs, les plus importants :
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- Température :

La température joue un rdle prépondérant dans la croissance mycélienne, elle
intervient également dans la sporulation et la germination des spores (Bourgeois et al., 1989).
La plupart des moisissures sont mésophiles se développant bien a des températures de 25 a
35°C (Botton et al., 1990; Julien, 2002). Quelques espéces sont thermotolérantes ou
thermophiles et peuvent croitre a hautes temperatures (au dessus de 50°C), avec une
croissance optimale aux environ de 20 a 25°C, Aspergillus fumigatus est un bon exemple
(Botton et al., 1990; Nicklin et al., 2000).

D’autres sont des psychrophiles ou psychrotolérantes, se développant a basses
températures (entre -5 et 10°C), telles que Helicostylum pulchrum, Chrysosporium pannorum
et Cladosporium herbarum. Ces especes peuvent méme survivre a (-60°C) et elles sont

rencontrées dans des entrepdts frigorifiques (Davet, 1997; Botton et al., 1990).

- Activité de I’eau (Aw)

Théoriquement, les limites pour la croissance microbienne s’étendent de 0.65 a 1, avec
une limite inféricure absolue de 0.55. En pratique, si ’aw dans le matériau peut étre maintenu
sous 0.75, la croissance microbienne sera limitée, tandis qu’il n’y aura pratiquement aucune
croissance microbienne sous une activité de I’eau de 0.65, méme sur les matériaux les plus
facilement attaquables.

Les spores de moisissures pourront toutefois, rester viables sous ces valeurs et ce, sur

de longues périodes de temps (Halwyn et al., 2002).

- pH

Les moisissures peuvent se développer dans une large gamme de pH allant de 4.5 a 8
(Larpent-gourgaud et Sanglier, 1992). Toutefois, les variations du pH, peuvent influencer la
croissance fongique, soit indirectement en agissant sur la disponibilité de certains nutriments,
soit directement par action sur la membrane cellulaire, sachant que la plupart des moisissures

peuvent ajuster le pH du milieu a leur convenance (Boiron, 1996).

- Oxygéne
La quantité d’oxygene mise a la disposition des moisissures est un facteur important

de développement. La plupart sont aérobies, les plus exigeantes vivent dans les régions
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périphériques des substrats, les moins exigeantes peuvent se développer en profondeur
comme Fusarium oxysporum et Aspergillus fumigatus. Certaines peuvent méme supporter
une anaérobiose tres stricte, comme Neocallimastix (Bourgeois et al., 1989 ; Botton et al.,
1990).

- Lumiére

La lumiére peut influencer favorablement ou défavorablement la croissance et la
sporulation de certaines moisissures, mais la plupart d’entres elles se développent aussi bien a
lumiéere qu’a I’obscurité (Leveau et Bouix, 1993).

Toutefois, Boiron (1996) signale que la lumiere influence la croissance de certaines
moisissures, soit par destruction photochimique de constituants du milieu, soit en agissant
directement sur le métabolisme fongique (induction de la biosynthese des pigments

caroténoides de Fusarium aquaeductuum).

I1. 2. 2. Intervention des moisissures dans le domaine industriel

Les moisissures sont souvent dotées de propriétés lytiques importantes
(cellulolytiques, pectinolytiques, amylolytiques, protéolytiques...) qui en font des agents de
dégradation dangereux mais aussi parfois des alliés utiles (notamment lors de I’affinage de

fromages ou la production d’enzymes).

En ce qui concerne 1’action «positive» des moisissures (tableau Il. 1), on constate une
grande utilité de celles-ci dans 1’agriculture (le champignon filamenteux Botrytis & 1’origine
de la «pourriture noble» des raisons du Sauternes, ainsi que dans 1’industrie (production de
fromages, production de molécules a activité pharmacologiques, d’enzymes industrielles).
(Larpent, 1991).

I1. 2. 2. 1. La production d’enzymes

Les enzymes fongiques restent toujours les outils clés de la biotechnologie et reflétent
de plus en plus I’importance et le rdle infini des moisissures dans les différentes applications
alimentaires.

Aspergillus niger est un bon exemple, il produit la cellulase, les amylases, I’invertase
et la pectinase, employées principalement comme des catalyseurs biologiques en glucoserie,

brasserie et pour la fabrication des boissons. Cette moisissure secréte aussi des protéases, des
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lipases et des estérases, utilisées dans différentes applications alimentaires (Kosikowski, 1988

; Scriban, 1999).

Tableau I1.1 : comparaison des différents réles des moisissures.

Moisissures utiles

Penicillium roqueforti fabrication de
fromages a pate persillée
Penicillium camemberti fabrication de

fromages a crodte fleurie

Moisissures d’altération

Aspergillus flavus : élabore des composés tres
toxiques et cancérigenes (aflatoxines)
contribue a la

Aspergillus  terreus

décomposition de la matiére organique

Penicillium album : flore de surface du | Alternaria dauci infecte les feuilles de

saucisson, couverture de certains fromages carottes cultivées

Mucor flore de surface de certains Fusarium avenaceum responsable de

I’altération de fruits

de

fromages, fabrication de produits divers

Aspergillus  Oryzae fermentation

produits a base de riz et de soja

Elles permettent I’affinage des fromages et se développent a la surface de la croute
donnant aux différents fromages leur aspect spécifique. En effet, le genre Penicillium
camenberti est responsable de la crolte fleurie du camembert ou encore Penicillium

roqueforti responsable de la couleur bleuatre a 1’intérieur du Roquefort.

Comme pour les levures, les moisissures étant a la surface de la crolte, elles
consomment 1’acide lactique et contribuent a la diminution du pH du fromage, avec une
efficacité supérieure a celle des levures). De plus, elles ont une activité enzymatique
protéolytique et lipolytique qui permet de libérer divers produits (acides aminés et acides

gras) participant a la flaveur du fromage (Branger et al. 2007).

En ce qui concerne les enzymes amylolytiques, beaucoup de travaux ont étudié leurs
propriétés. Cependant, la caractéristique la plus recherchée est la thermostabilité. Pour
I’industrie de transformation de I’amidon, il est souhaitable que les a-amylases soient actives
a des températures élevées de gélatinisation (100-110°C) et de liquéfaction (80-90°C). Ces

dernieres annees, beaucoup de recherches ont éeté faites sur la production d'amylases par les
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microorganismes thermophiles (Gomes et al., 2007). Ainsi des amylases fonctionnant a des
températures élevées ont été découvertes. Aujourd'hui, le marché annuel des enzymes
thermostables représente environ 250 millions de dollars et les a-amylases thermostables en

occupent une bonne part (Prakash et Jaiswal, 2010).

I1. 2. 3. Caractéristiques de la moisissure utilisée
Le choix de la souche utilisée selon Botton et al., (1990) doit répondre a un certain
nombre de critéres parmi lesquels :
- Facilité d’emploi de la souche ;
- Absence de pathogénicité ;
- Stabilité génétique ;
- Résistance a des inhibiteurs susceptibles d’étre présents dans les milieux ;
- Robustesse, c'est-a-dire bonne résistance aux accidents d’utilisation (évolution du milieu,
des conditions de culture, contamination et stabilité des systemes enzymatiques) ;
- Cotit d’utilisation ;
- Exigences nutritives limitées ;
- Utilisation possible de substrats bon marché (sous produits recyclés) ;
- Aptitude au développement dans des conditions simples ;
- Performance de la souche ;
- Vitesse de production ;
- Rendement de production ;
- Productivite ;
- Qualité du produit obtenu ;

- Caractéristiques recherchés de 1’a-amylase.

I1. 3. La technologie de production d’a-amylase
I1. 3. 1. Les méthodes de production

Il existe principalement deux méthodes qui sont utilisées pour la production d'o-
amylase a I’échelle industrielle : la fermentation submergée (ou en milieu liquide) et la
fermentation sur milieu solide. Cette derniére est une, assez, nouvelle méthode alors que la
premiére est une méthode traditionnelle de production d'enzymes a partir de microorganismes

qui a été utilisé pendant une longue période de temps (Sundarram et al., 2014).
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La Fermentation submergée emploie des substrats liquides, comme la mélasse et des
bouillons. Les produits issus de la fermentation sont sécrétés dans le bouillon de fermentation.
Cette technique de fermentation est adaptée aux microorganismes qui exigent une forte teneur

en humidité pour leur croissance.

Elle est principalement utilisé pour I'extraction des métabolites secondaires qui doivent
étre utilisées sous forme liquide (Couto et al., 2006). Ce proceédé présente plusieurs
avantages :

- Elle permet l'utilisation d'organismes génétiquement modifiés a une plus grande mesure que
la fermentation en milieu solide.

- La purification peut étre effectuée facilement.

- De plus, le controle des parameétres du procédé tels que la température, le pH, I'aération, le

transfert de I'oxygene et de I'numidité peut se faire commodément (Kunamneni et al., 2006).

La fermentation en milieu solide est une méthode utilisée pour les microorganismes
qui exigent moins d’humidité pour leur croissance. Les substrats solides couramment utilisés
dans ce procédeé sont : le son de blé, la bagasse, et la pate a papier.

Le principal avantage, de cette méthode, c’est que les déchets riches en nutriments
peuvent étre facilement recyclés et utilisés comme substrats. De plus, cette technique
nécessite un matériel plus simple, productivité volumique plus importante et moins
d’effluents générés (Couto et al., 2006). Pour ces raisons, la fermentation en milieu solide, est

considéré comme un procédé prometteur pour la production commerciale d'enzymes.

En effet, la production de I’enzyme a-amylase par fermentation fongiques a été
étudiée en utilisant les deux méthodes : liquide et solide. Toutefois, des études révelent que
les fermentations sur milieu solide est le procéde le plus approprié dans les pays en
développement en raison des avantages qu'il offre et pour sa rentabilité (Kunamneni et al.,
2006).

I1. 3. 2. Les parametres influencant le bioprocéde
Les parametres optimaux de controle d’un bioprocédé varient en fonction du
microorganisme utilisé, du produit final souhaité et de la méthode de fermentation utilisée

ainsi que de nombreux autres facteurs.
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I1.3. 2. 1. La température

Il ya deux températures qui doivent étre optimisée dans un bioprocédé. Ce sont: la
température optimale pour la croissance du microorganisme et la température optimale d’une
production maximale.

Les températures optimales pour la croissance microbienne et la production d’a-
amylase ont été étudiées chez les deux souches de Bacillus licheniformis and Bacillus subtilis.
L’optimum pour la croissance et la production se sont révélées étre de 45 a 46°C et 50°C,
respectivement. Chez B. subtilis 29, la température optimale pour la croissance (42°C) était

plus élevée de 5°C a celle de la production de I'a-amylase (37°C) (Kenneth et al., 1993).

11.3.2. 2. Le pH

Le pH optimal est un facteur critique pour la stabilité¢ de I'enzyme produite. Les
enzymes sont sensibles au pH, donc il faut prendre soin de contréler le pH du procédé de
production. Pyrococcus furiosus produit a-amylase qui présente une activité optimale a un pH
de 6,5 a 7,5 (Haki et al., 2003). Aspergillus sp.tel que A. oryzae, A. ficuum et A. niger ont un
pH optimal de production de pH 5.0-6.0 par fermentation en milieu liquide (Carlsen et al.,
1996 ; Moller et al., 2004 ; Djekrif-Dakhmouche et al., 2005). Saccharomyces cerevisiae et S.
kluyveri ont montré un taux maximum de production d’enzyme a pH 5.0 (Knox et al., 2004 ;
Tanyildizi et al., 2005) et pH of 7.0, respectivement (Syn et al., 1997 ; Vieille et al., 2001 ;
Ashraf et al., 2005).

I1. 4. 2. 3. Le temps de fermentation

C’est un facteur crucial dans le processus de fermentation. Si le procédé est realisé
pendant une période de temps plus courte que la durée optimale, le maximum de produit ne
peut pas étre obtenu. L'activité de I'enzyme augmente avec l'augmentation du temps
d'incubation jusqu'a ce qu'il atteigne la durée optimale. Dans la plupart des cas, la production
d'enzyme commence a diminuer si la durée d'incubation est encore augmentée. Cela pourrait
étre da a I'épuisement des nutriments dans le milieu (Lévéque et al., 2000 ; Raul et al., 2014)

ou la libération de substances toxiques.
I1. 4. 2.4. Le milieu de production
Le choix du milieu approprié de fermentation est essentiel pour les microorganismes,

aussi bien pour la croissance que pour la production d’enzymes. La production d’enzymes
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amylolytiques par les levures a été considérablement améliorée par I'addition de différentes
sources de carbone et d'azote. Les sources de carbone ont affecté non seulement la croissance
mais aussi I’apparition des amylases et la vitesse avec laquelle les hydrates de carbone sont
métabolisés. De méme, la source d’azote organique ou inorganique est essenticlle pour la

formation de biomasse cellulaire et d’enzymes (tableau 11.2).

- Source de carbone

Les sources de carbone les plus utilisées sont : le glucose, sucrose et maltose. A. tamarii
produit activement 1’a-amylase lorsqu’il est cultivé dans un milieu contenant du maltose,
I’amidon et le glycogéne. Aujourd’hui on utilise des déchets de 1égumes (Anto et al., 2006) ou
de [l’industric agro-alimentaire pour la valorisation des déchets et protection de
I’environnement d’une part et pour diminuer le prix de revient et la rentabilit¢ du procédé

d’autre part.

- Source d’azote

La source d'azote utilisée pour la production d'a-amylase peut étre organique ou
inorganique. Parmi les sources d'azote inorganiques on cite le sulfate d'ammonium, chlorure
d'ammonium et I’ammonium hydrogéne phosphate. Les sources d’azote organiques sont les
plus couramment utilisés parmi eux on cite : la peptone, I'extrait de levure et de la farine de
soja (Paquet et al., 1991).
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Tableau 11.2: Production d'enzymes amylolytiques par certains microorganismes

Microorganismes

Substrats

Types de fermentation

Activités détectées

Références

Bacillus sp PS-7

Bacillus subtilis RSKK96
Aspergillus oryzae

Aspergillus niger

Thermomyces lanuginosus
ATCC 58160

Penicillium janthinellum
(NCIM 4960)

Bacillus subtilis CM3

Chrysosporium asperatum

Son de ble

Son de riz

Son de mais
Farine de mais
Son de ble
Résidu de banane
Plantain

Son de blé

Son de blé

Résidus de
manionc
Amidon de pomme

de terre

Solide (37°C, 48h)
Solide (37°C, 48h)
Solide (37°C, 48h)
Liquide (37°C, 72 h)
Solide (30°C, 72h)
Solide (29°C, 144h)

Solide (50°C, 120h)

Solide (35°C, 96h)

Solide (50°C, 144h)

Liquide (30°C, 72h)

220400U/g (a-amylase)
145000 U/g (a-amylase)
97600 U/g (a-amylase)
445 U/mg (o-amylase)
1986 U/g (glucoamylase)
33 EU (B-amylase)

250 U/g (a-amylase)

300 U/g (a-amylase)

6200 U/g (a-amylase)

97 IU/ml/min

(a-amylase)

Sodhi et al., 2005

Akcan et al., 2011
Zambare, 2010
Adeniran et al,,
2010

Kunamneni

etal., 2005
Sindhu et al., 2009

Swain et Ray 2007

Sanghvi et al,
2011




Chapitre |11

Matériel et méthodes



Chapitre 111 Materiel et méthodes

L’objectif de ce travail est 1’étude de la faisabilité de production de I’enzyme
a-amylase par fermentation fongique en utilisant des souches fongiques criblées a
partir de différents sources alimentaires en utilisant un milieu spécifique de
production d’a-amylase.

Notre étude était réalisée en trois étapes :

- Dans une premiére étape, on a criblé la souche de champignon qui présente une
importante activité amylasique.

- Dans la deuxieme étape, on a optimisé quelques paramétres physicochimiques qui
influencent la production d’a-amylase a savoir : la concentration en amidon, le pH
initial, la source d’azote minérale et le temps de fermentation.

- La derniére étape consiste en une pré-purification par précipitation a 1’acétone.

I11. 1. Matériel et méthodes

Produits et matériel utilisés

-glucose

-’agar

-’amidon soluble
-NaoH (0.675M)
-H,SO,4 (0.1M)
-Na,S,03 (OlM)

-extrait de levure
-KH,PO,

-(NH,4),SO4

-MgSO,, 7H,0

-Hcl (1 M)

-lugol

-solution d’oligoélément
-solution tampon phosphate
(0.1 M) de PH=5

Les fioles jugées 1000 ml
Les Erlenmeyer
Bicher

Pipettes graduées
Balance
Eprouvettes
Autoclave
Spectrophotomeétre
Bain Marie
Agitateur

Boites de Pétrie
tubes a essais

bec bunsen
pipettes Pasteurs
entonnoir

les flacons
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1. 1. 1. Méthode de travail
I11. 1. 1. 1. Echantillonnage

Les souches utilisées dans ce travail ont été prélevées a partir de différents
aliments pourris : Iégumes (tomate, orange), céréales (riz), farine, maizena et le pain.
A T’aide de pipettes Pasteur, on a fait des prélevements par touche a la surface de
chaque aliment et on la ensemencé sur une boite de pétri contenant du milieu PDA.
Aprés incubation a température ambiante pendant 7 jours, deux repiquages successifs
ont été effectué par touche centrale afin de purifier la souche. A la fin les souches

isolées ont été codées comme suit :

Souche a partir de tomate St
Souche a partir d’orange So
Souche a partir du riz SR
Souche a partir de la maizena  Sm
Souche a partir du pain Sp
Souche a partir de la farine Sk

I11. 1. 1. 2. Criblage des souches amylolytiques
La sélection est effectuée sur un milieu PDA, additionné d’amidon soluble a
1% (Annexe). Les boites sont ensuite incubées a température ambiante pendant 03
jours. Apreés incubation, une solution de lugol est versée sur la surface de la boite, afin
de mettre en évidence I’activité amylasique. Les souches, a halo clair sur le pourtour,
sont considérées comme productrices d’amylases (Tatsinkou et al., 2005).
Le diameétre des zones de lyse, est pris en considération pour la sélection de la

souche amylolytique la plus performante.

111.2. Méthodes analytiques et expérimentales
I11. 2. 1. Identification de la souche productrice de I’a-amylase

Une identification en utilisant la coloration simple au bleu de méthyléne été
réalisée. La souche sélectionnée est repiquée a partir de culture pure, conservée a 4°C
sur un milieu solide PDA, et incubée a tempeérature ambiante pendant 48 a 72 h.
Mode opératoire
- Couper un morceau de ruban adhésif de 1,5 cm de long en évitant absolument de

laisser ses empreintes sur la face adhésive.
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- Appliquer la face adhésive sur la colonie de moisissures.
- Poser une goutte de bleu de méthylene sur une lame propre

- Poser le morceau de ruban sur la goutte et faites I’observation.

111.2.2. La fermentation

Des cultures en batch ont été realisées dans des Erlenmeyers de 250 ml avec
un volume utile de 200 ml.

La chaine d’ensemencement comporte deux étapes qui précédent
I’ensemencement du fermenteur :
1- Dans le but de réactiver la souche, nous avons réalisé, tout d’abord, une culture sur
un milieu PDA incubé a température ambiante pendant 5 jours. Il a été entrepris, par
la suite, une pré-culture.
2- La pré-culture consiste a prélever 4 a 5 disques de la culture de champignon, les
ensemencer dans 100 ml de milieu PDB (annexe) liquide puis incubée a température
ambiante pendant 5 jours.
3- La culture ainsi obtenue servira a ensemencer le fermenteur de 200 ml a raison de

10% (volume/volume).

I11. 2. 3. Optimisation de la production d’a-amylase
Des prélévements sont effectués réguliérement chaque 24 heures a partir de
chaque essai expérimental réalisé. Aprés récupération de la biomasse par centrifugation a

5000 rpm a 4°C pendant 5 minutes, les parameétres suivants sont mesures :

I11. 2. 3. 1. Mesure du pH
Ce parametre nous permet d’avoir une idée sur I’évolution du pH de la
fermentation. La valeur du pH est déterminée par une lecture directe a I’aide d’un pH

meétre.

I11. 2. 3. 2. Mesure de la biomasse
La mesure de I’opacification du milieu de culture est une technique tres
précise pour mesurer la biomasse. Donc on a réalisé une lecture directe de la biomasse

a une longueur d’onde de 650 nm.
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111.2.3.3. Dosage colorimétrique des protéines totales

Le dosage des protéines totales dans les échantillons liquides, prélevés du
milieu de fermentation, a été réalisé par la méthode de Biuret a 540 nm (Apria, 1981).
En milieu alcalin, les composés contenant au moins deux groupements (—CO—NH ou
—~CO-NHy) forment avec les ions cuivriques (Cu®*) un complexe bleu-violet. Cette
coloration se développe en particulier avec le Biuret, NH,~CO-NH—CO—NH, d’ou
son appellation de coloration de Biuret.

L’intensité de la coloration est proportionnelle au nombre de liaisons
peptidiques. Il en résulte que pour une protéine pure, I’intensité est proportionnelle a
la concentration de celle-ci. Toute fois, cette concentration ne doit pas excéder
10mg/I.

a) Courbe d’étalonnage

- A partir du sérum étalon dont le titre en protéines est connu, réaliser des dilutions de
1/10°™, 1/20°™, 1/40°™ et 1/80°™ | pour cela, prélever 2ml, 1ml, 0,5ml et 0,25ml de
sérum puis compléter a 20 ml avec de 1’eau physiologique.

- Dans une série de tubes a essai (1, 2, 3, 4), introduire 1ml de chacune des dilutions et
4ml du réactif de cornall (voir annexes).

- Le témoin ou le blanc est réalisé avec 1ml d’eau physiologique et 4ml du réactif de
cornall.

- Mélanger, attendre 30mn a température ambiante et a 1’obscurité.

- Une fois que la coloration est stable, lire la densité optique (DO) de chaque tube
contre le blanc a 540nm.

b) Dosage des protéines totales

- Prélever 1ml de I’échantillon a doser et ajouter 4 ml du réactif de cornall, bien
mélanger, attendre 30mn a 1’obscurité et lire au spectrophotométre (DO).

- A partir de la valeur lue (DO), la concentration est déduite de la courbe
d’étalonnage, en tenant compte de la dilution.

111.2.3.4. Dosage de I’amidon résiduel
Pour la détermination de I’amidon résiduel, 1ml de surnageant de la culture a
été ajouté a 2,4 ml d’une solution d’iode et sa densité optique a été lu a 540 nm a

I’aide d’un spectrophotometre (Chahrour, 2013).
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111.2.3.6. Dosage de | activité amylasique

L’activité a-amylasique est mesurée par oxydation douce des aldoses. En
milieu basique et froid la fonction aldéhyde (R-CHO) est oxydée en ion gluconate par
le diiode en excés. L’excés de diiode est dosé par le thiosulfate de sodium.
L’activité enzymatique est exprimée par 1’unité internationale, correspondant a une
micromole de maltose libérée par minute, a 40°C et & pH 5 par millilitre de

suspension enzymatique.

Substrat : dissoudre 1g d’amidon dans 100 ml de tampon phosphate 0,1 M, pH 5.

- Ajouter 12,5 ml d’une solution de I’extrait enzymatique a 12,5 ml de substrat ;

- Incuber a 40°C pendant 30 minutes ;

- Arrétez la réaction par 1’ajoute de base (1,5 ml de NAOH 0,675 M) ;

- Ajuster le volume a 50 ml avec I’cau distillée ;

- La préparation du test témoin est la méme que pour I’essai sauf que 1’on doit ajouter,
1.5 ml de NAOH 0.675 M, avant I’ajout du substrat.

Dosage enzymatique

- A chaque essai et témoin ajouter 25 ml d’iode (0,05 M) et 5 ml NaOH (0,675M)
- Agiter et laisser agir 15 min a température ambiante.

- Ajouter 5 ml de H,SO,4 (0,05M)

- Titrer avec une solution de thiosulfate de sodium Na,S,03 (0,05M)

Calcul de Pactivité amylasique

En milieu alcalin il se produit une dismutation du diiode selon la réaction suivante
Réductionde I,: 1, +2¢é = 2I 1)
Oxydation de I,: I+ 120H" = 2103 + 6H,0 + 108 (2)
Bilan 5X(1) + (2) a simplifier par 2 :

6l,+ 120H" = 2103 + 10I" + 6H,0
Suivie d’une oxydation des aldéhydes
Réduction de I : 105"+ 3H,0 +6€ =1+ 60H (3)
Oxydation de R-CHO : R-CHO + 3 OH = R-CO; + 2H,0 + 2¢ 4
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Bilan : (3) +3 X (4)

103+ 3R-CHO + 30H" =1+ 3R-CO; + 3H,0
Régénération du diiode en milieu acide
Titration du diiode par une solution de thiosulfate de sodium
Réduction de I,: I, +26 = 2I (5)
Oxydation de S,05°: 2 S,05° = S,06% + 26 (6)
Bilan: (5) + (6) :

I, + 25,05% = 21" + S,06”

Résultats des titrages

La guantité de diode en exces dosee

Ni2 ¢ = Y2 N S,05° (versé)

Ni2 ¢) = % [S205”] Ve (Ve= volume de titrage de 1’essai)

La guantité de diode introduite

Niz @ = [12]o Vi (Vt= volume de titrage de 1’essai)

La quantité de diode njc) consommée par la réaction d’oxydation

Nize) =Mz - Ni2eE
L’activité enzymatique = n; )/12,5. 30 ( pmol /ml min)

111.2.4. Pré-purification par précipitation a I’acétone (Fig. 111. 1)

- Mettez un volume de I’extrait enzymatique (V = 50 ml) dans un Erlenmeyer
maintenu dans un cristallisoir contenant de la glace (pour éviter la dénaturation de
I’enzyme car ¢’est une réaction exothermique) ;

- Remplissez une burette avec 3V de I’acétone ;

- Versez le volume goutte & goutte jusqu’a ce que le volume de 1’acétone sera
totalement épuisé ;

- Laissez pendant le temps nécessaire pour la précipitation (2 heures).

- Effectuez une filtration et récupérer 1’enzyme sur le filtre.

- Séchez a température ambiante.
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Aprés 2 heurs a

T=4°C

Dispositif de purification
de Pamylase par ’acétone

Formation d’un précipité

Filtration sous vide

Séchage a laire libre
(température ambiante)

Enzyme partiellement purifiée

Dispositif de filtration
sous vide

Fig. 111.1. Précipitation de 1’a-amylase par I’acétone

Test de ’activité enzymatique de culot

- Aprés le séchage, on gratte la poudre de I’enzyme et on 1’a fait dissoudre dans 25 ml

d’une solution tampon pH 5.

- Réalisez le test de I’activité enzymatique en préparant le milieu réactionnel

précédemment Cité ;

- Calculez I’activité amylasique

Calcul de rendement de précipitation

- Calcul ’activité totale :

Aenzy totale = Aenzy X V1 (V1 = volume du milieu de fermentation 50 ml)
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Calcul I’activité enzymatique de 1’extrait brut (semi purifié)

Acnzy totale (culot) = Aenzy culot) X VT ¢) (VT () = Volume du culot 25 ml)

R= [ Acnzy totale (culot) / Aenzy totale ]X100
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IV. 1. Criblage de souche productrice de I’ a-amylase :
Pour la mise en évidence de I’activité amylasique chez les 6 isolats, nous avons utilisé
un milieu PDA a 1 % d’amidon (milieu sélectif). Apres | incubation (a température ambiante

pendant 48h), nous observons des zones de lyse de différentes dimensions (tableau V. 1).

Tableau 1V.1. Diametre des zones de lyse des souches fongiques amylolytiques

La souche Diamétre (cm)
St 8
So 8
Sr 4
Sm 8,5
Sp 9
Sk 7

Le tableau IV. 1, montre que la souche (Sg) présente la zone de lyse la plus faible (4
cm), suivie de la souche (Sg) avec un diametre de 7 cm et en dernier les deux souches (St et
So) présentes des zones de lyse de méme diameétre (8cm) ; alors que les deux autres souches
(Swm et Sp) ont des zones de lyse plus développée (diameétre de 8,5 et 9 cm, respectivement.)
(Figure 1). Par leur forte capacité a hydrolyser I’amidon, les souches Sy et Sp, ont été

sélectionnées pour la suite de ce travail.

La comparaison des diametres des zones de lyse obtenus dans notre travail semble étre
nettement supérieure a ceux obtenus dans d’autres travaux similaires. Merabti (2006), a
obtenu des diametres qui varient entre 6 mm et 16,5 mm en utilisant des souches levuriennes
amylolytiques sélectionnées a partir du sol saharien algérien. Tandis que, Lagzouli et al.
(2007), qui ont travaillé sur la production de glucoamylase extracellulaire par Candida

guilliermondii, ont obtenu des diamétres de zones de lyse qui varient entre 13 et 26 mm.
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Fig. IV. 1. Test de criblage de souches amylolytiques sur PDA a 1% d amidon

(a) ttmoin négatif (b) Sy () Sp (aprés 48 h d’incubation a température ambiante)

1V. 2. Identification des souches sélectionnées

L’identification des souches fongiques sélectionnées est basée, non seulement sur les
observations macroscopiques du mycélium fongique qui permet de déterminer I’aspect
extérieur des colonies, mais également sur I’observation microscopique a 1’aide d’une
coloration simple au bleu de méthylene. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure ci-
dessous (Fig. V.2).

IV.2.1. La souche Sp :

L’observation macroscopique nous a permis de remarquer un développement rapide et
facile sur le milieu PDA. A température ambiante et aprés 2 jours d’incubation, on a observé
des petites colonies plates, formées de courts filaments aériens habituellement blancs. Aprés 3
a 4 jours d’incubation, la sporulation confére aux colonies leur teinte vert-gris avec un revers

jaunatre.
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Fig. IV. 2a. Aspect macroscopique de la souche fongique isolée a partir du pain (Sp)

(aprés 72 h d incubation a température ambiante)

L’observation microscopique, nous a permis d’observer une organisation en pinceau.
Le thalle est formé de filaments mycéliens septés, prote un conidiophore ramifié. Les
philiades sont insérées par 1’intermédiaire de métules et donnent naissance a des conidies
disposées en longues chaines (Fig. 2b). Cette description semble correspond au genre

Penicillium sp.
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Fig. IV. 2b. Aspect microscopique de la souche fongique isolée a partir du pain (Sp)

(aprés 72 h d incubation a température ambiante)

1V.2.2. La souche Sy :

L’observation macroscopique nous a permis de remarquer que les colonies sont
d’abord blanchatres, puis bleu-vertes et enfin vert foncé a gris noiratres quand elles sporulent.
L’observation microscopique nous a permis de constater que les mycéliums ne sont pas
cloisonnés et que le sporange est globulaire on peut dire que cette moisissure appartient au

genre Mucor sm.
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Fig. IV. 3a. Aspect macroscopique de la souche fongique isolée a partir de la maizena (Sy)
(Apres 72 h d incubation a température ambiante)

Fig. IV. 3b. Aspect microscopique de la souche fongique isolée a partir de la maizena (Sv)

(aprés 72 h d incubation a température ambiante)

Donc en conclusion de cette partie, on peut dire que la souche isolée a partir du pain est
Penicillium sp. Et celle isolée a partir de la maizena est Mucor sp.

1V. 3. Cinétique de croissance des souches fongiques sélectionnées
La croissance des microorganismes est conditionnées par plusieurs parametres
physicochimiques a savoir la concentration des nutriments, la température d’incubation, le pH

du milieu, le temps de fermentation...etc.

ST=T<
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Dans cette ¢tude, et avant d’entamer 1’optimisation de la production de I’enzyme a-
amylase, on a suivi I’évolution de la biomasse de chaque souche, durant le temps d’incubation

d’une part, et les variations du pH du milieu, d’autre part.

Les résultats de la cinétique de croissance de la souche Mucor sp ainsi que la variation

du pH des milieux de fermentation, sont illustrés dans la figure V. 4.

—m—o0g/l
—e—25¢l
—A—5¢/

—v— 759/l
—o— 109/l

T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160
t(h)

Fig. IV. 4. Evolutions de la biomasse (densité optique) en fonction du temps a

différentes concentrations initiales en amidon de Mucor sp (pH libre, température ambiante)

Les cinétiques de 1’évolution de la biomasse de Mucor sp (Fig. 1V. 4) montre que,
pour les concentrations initiales en amidon 2,5 g/l, 7,5 g/l et 5 g/, I’existence de 4 phases de
croissance :

[0- 24h] : une phase de latence.

[24h- 50h] : une phase exponentielle avec une DO de 0,81 pour 2,5 g/l, 1,26 pour 5 g/l et 1,55
pour 7,5 g/l.

[50- 72h] : une phase de décélération pour 5 g/l et 7,5 g/l. Tandis qu’une une longue et lente
phase de décélération, allant jusqu’a 140, pour la concentration 2,5 g/l en amidon avec un

maximum de biomasse de 1,504.
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[72- 140h] une phase stationnaire avec un maximum de 1,49 et 2,143 pour 5 g/l et 7,5 g¢/l,
respectivement.

Pour les concentrations initiales en amidon 0 g/l et 10 g/l on note I’absence de phase
de latence, ce ci peut étre du a ce que la préculture contient 10g/l d’amidon ce qui justifie
I’adaptation de la souche a ces conditions.

[0- 72h] : une longue et importante phase exponentielle & 10 g/l avec un maximum de
production de 2,07. Ensuite de [72- 140h], une phase stationnaire avec un maximum de DO
de 2,207.

Par contre avec 0 g/l en amidon, la phase exponentielle atteint son maximum a 50h

avec une DO de 1,184. [50- 72h], une phase de décélération et en fin la phase stationnaire

avec un maximum de production de 1,504 de 72h jusqu’a 140h.

Les résultats de la cinétique de croissance de la souche Penicillium sp ainsi que la

variation du pH des milieux de fermentation, sont illustrés dans la figure V. 5.

—a—0gl/l
—e—25¢/l
254 b) ——5g¢/l
—v— 750/
—4— 109/

0,0 T T T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

t(h)

Fig. IV. 5. Evolutions de la biomasse (densité optique) en fonction du temps a différentes

concentrations initiales en amidon de Penicillium sp (pH libre, température ambiante)

Les cinétiques de 1’évolution de la biomasse de Penicillium sp (Fig. IV. 5) montre que,
pour les concentrations initiales en amidon 0 g/l et 2,5 g¢/l, la cinétique de la biomasse

présente la méme évolution. Il existe 4 phases de croissance :
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[0- 24h] : une phase de latence.

[24h- 50h] : une phase exponentielle avec une DO de 0,549 pour 0 g/l et 1,366 pour 2,5 g/l.
[50- 72h] : une phase de décélération avec un maximum de 0,69 et 1,61 pour 0 g/l et 2,5 g/I,
respectivement.

[72- 120h] : une phase de déclin.

Pour les concentrations initiales 5 g/l et 10 g/1, on note 1’existence de 2 phases de croissance :
Avec 5 g/l en amidon, [0- 24h] : une phase exponentielle avec une DO de 0,761 et une longue
phase de decélération allant de [50- 72h], avec un maximum de 1, 331.

Avec 10 g/l en amidon, une longue phase exponentielle de [0- 72h], avec une DO maximale
de 2,087 et une phase de déclin de [72- 120].

Quant aux variations du pH (Fig I1V. 6 et Fig. IV. 7), ce dernier varie a son tour d’une

souche a I’autre en fonction de la concentration initiale en amidon et le temps d’incubation.

—a—0g/l
—o—25¢/
—A—5¢/l
—w—7540/
—9— 109/l

7,0 4

a)

45 . ; . ; : : : : : : : .

t (h)

Fig. IV. 6. Evolutions du pH du milieu de fermentation en fonction du temps a différentes

concentrations initiales en amidon de Mucor sp (pH libre, température ambiante)

Pour la souche Mucor sp (Fig IV. 6), on remarque que pour toutes les concentrations,
le pH diminue progressivement dés les premicres heures d’incubation pour atteindre des
valeurs minimales qui tourne autour de 5,63 jusqu’a 4,79 avec la concentration 2,5 g/l en

amidon, au bout de 24h. Au dela de 24h, on note la remonté du pH jusqu’a des valeurs qui
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tournent autour de 6 sauf pour la concentration 2,5 g/l ou le pH se stabilise a la valeur 4,77
jusqu’a la fin de la fermentation. La remontée du pH est probablement du a un métabolisme
oxydatif ou il y a eu épuisement total de la source de carbone. Par contre a 2,5 g/l, on note une

acidité persistante qui s’explique par un métabolisme fermentaire de la souche étudiée.

Pour la souche Penicillium sp, la figure 1V.7, montre qu’il y a diminution du pH du
milieu de fermentation dés les premiéres heures de fermentation pour atteindre une valeur qui
tourne autour de 5 pour les concentrations 0 g/l, 7,5 g/l et 10 g/l au bout de 24h, qui remonte

pour atteindre une valeur de 6 pour ces mémes concentrations. .

—a—0g/l
—e—25¢/
7,5 b) —A—5g/l
—w—7540/
—— 109/

7,0

Fig. IV. 7. Evolutions du pH du milieu de fermentation en fonction du temps a différentes

concentrations initiales en amidon de Penicillium sp (pH libre, température ambiante)

Pour 5 g/l en amidon, on note une diminution en continu du pH pour atteindre une
valeur minimale de 4,68 au bout de 48h, puis remonte a pH 6 au bout de 72. Par contre a 2,5
g/l en amidon, on note une remontée du pH dés le début de la fermentation pour atteindre un
pH 7 au bout de 72h.

IV. 4. Optimisation de la production d’a-amylase

Plusieurs paramétres physico-chimiques peuvent influencer la croissance des souches

fongiques et par conséquent, la production de I’enzyme a-amylase.
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045 D)

0,3

0,2

Activité enzymatique (Ul)

0,1

0,0 ; . ; . : : : : : :
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5

amidon (g/l)

Fig. IV. 8. Influence de la concentration initiale en amidon sur 1’activité enzymatique
de (a) Mucor sp. (b) Penicillium sp. (pH libre, a température d’incubation)

On constate que pour la souche de Mucor sp I’activité maximale 0,266 Ul/ml (10640
pHM/mn.l) est obtenue avec une concentration de 5 g/l en amidon. Alors que, pour Penicillium,
’activité maximale 0,373 UI (14920 uM/mn.I) a été obtenue avec une concentration de 10 g/l
en amidon.

L’étude réalisée par Lagzouli et al. (2007), qui consiste en la production de
glucoamylase extracellulaire par Candida guilliermondii, a donné une activité maximale de
792 pM/mn.l. Merabti (2006) a pu obtenir une activité amylasique maximale de 6582U en
utilisant la levure Lipomyces sp. isolée a partir du sol saharien algérien et cultivée sur des
rebuts de dattes (Hchefs) enrichi. Anto et al. (2006), ont obtenu une activité de 94U/g de

substrat en utilisant Bacillus cereus cultivé sur des déchets de riz.

L’étude de production d’a-amylase par une souche d’Aspergillus niger isolée a partir
du sol et cultivée sur des substrats bon marchés tel que son de blé, balle de riz, déchets de
legumes (pomme de terre, tomate, aubergine) et la peau de banane, a montré que la meilleure
activité enzymatique 0,08 U/mn.ml a été obtenue avec le son de blé, suivi par les déchets de
Iégumes 0,06 U/mn.ml, peau de banane 0,05 U/mn.ml (Khan et Kumar, 2011).
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1V.3.2. Le pH initial
L’influence du pH initial sur la production d’a-amylase été étudiée en faisant varier le
pH initial du milieu de fermentation. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 1V. 9.

0,7 4 a)
. \

Activit ymatique (Ul)
= N w N (5
1 n 1 n 1 n 1 n 1 n

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

095 b)

que (U

Fig. 1V. 9. Influence du pH initial du milieu de fermentation sur I’activité enzymatique de (a)
Mucor sp. (5 g/l d’amidon, pH libre, a température d’incubation) (b) Penicillium sp. (10 g/

d’amidon, pH libre, a température d’incubation)
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On remarque que I’activité enzymatique maximale 0,673 Ul/ml et 0,8 Ul/ml ont été
obtenue a pH 5,5 par Mucor sp. et Penicillium sp., respectivement. Ce résultat corrobore avec
celui rapporté par la bibliographie (Lagzouli et al., 2007). Par contre, Anto et al. (2006) ont

montré que le pH optimal de la production d’a-amylase par Bacillus cereus est 5.

1V.3.3. La source d’azote minérale

Le milieu de production utilisé dans notre travail contient une source d’azote minérale
sulfate d’ammonium (NH4) SO, en association avec ’extrait de levure. Dans le but d’étudier
I’influence d’autres sources d’azote minérale sur la production de 1’a-amylase, nous avons
utilisé 1'urée et le NH,4ClI a la place du (NH,4) SO,. Les résultats obtenus sont présentés dans la
figure IV. 10.

a)

NH4S04

d'azote (g/l)

Source

AE (Ul

50



Chapitre 1V Résultats et discussion

b)

Source d'azote (g/l)
z
I
o

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
AE (Ul

Fig. IV. 10. Influence de la source d’azote minérale sur 1’activité enzymatique de (a) Mucor
sp. (5 g/l d’amidon, pH 5,5, a température d’incubation) (b) Penicillium sp. (10 g/ d’amidon,

pH 5,5 a température d’incubation)

Les résultats obtenus montrent que, Mucor sp. présente la plus forte activité
enzymatique 0,646 Ul/ml avec I’association NH4SO./ extrait de levure, 0,393Ul/ml et
0,333Ul/ml avec les associations Urée/ extrait de levure et NH4Cl/ extrait de levure,
respectivement. Le méme resultat a été obtenu avec Penicillium sp. Ou I’association NH,SO4/
extrait de levure a donné 0,573 Ul/ml. Tandis que, I’association NHyc)/ extrait de levure a
donné une activité enzymatique (0,5 Ul/ml) plus importante que celle donnée par 1’association
Urée/ extrait (0,36 Ul/ml). Lagzouli et al. (2007), ont testé d’autres associations. Ils ont
trouvé que 1’association Urée/ extrait de levure a donné la meilleure activité enzymatique
(2519 uM/l.mn), suivi de I’association peptone/ urée (1930 uM/l.mn) et enfin 1’association
extrait de viande/urée (1706 uM/l.mn).

IVV.3.4. Le temps de fermentation
Le temps de fermentation est un parametre tres important et qui influence fortement
les rendements de production dans les bioprocédés. Les résultats de I’évolution de la

production enzymatique en fonction du temps nous ont permis d’obtenir la figure suivante.
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Fig. IV. 11. Influence du temps de fermentation sur I’activité enzymatique de (a) Mucor sp. (5

g/l d’amidon, pH 5,5, a température d’incubation) (b) Penicillium sp. (10 g/ d’amidon, pH 5,5

a température d’incubation)

La figure IV. 11, montre qu’au bout de 96h de fermentation une activité enzymatique

maximale de 0,64 Ul et 0,766 Ul est obtenue par Mucor sp. et Penicillium sp. Lagzouli et al.

(2007), ont obtenu une activité maximale de 2519 uM/l.mn au bout de 72h.
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Comparativement a d’autres études, ce temps varie d’une souche a une autre et d’un
milieu & un autre dont le maximum d’activité amylasique est observé au cours de la phase
d’accélération de la croissance ; 78 heures pour la souche Lipomyces sp cultivée sur un milieu
a base de déechets de dattes (Merabti, 2006) avec une activité maximale de 6582U. Tatsinko et
al. (2005), ont trouvé un maximum d’activité (298.5£01 g/ml.h) au bout de 48h en cultivant

une souche de levure isolée a partir du sol et cultivée sur des grains de blé.

Dans le but de comprendre ce qui se passe a I’intérieur du fermenteur, on a suivi les
cinétiques de I’évolution de la concentration des protéines, du pH, de la densité optique de
I’amidon et de la biomasse en fonction du temps pour Mucor sp et Penicillium sp dans les
conditions optimales (pH 5,5, NH;SO./extrait de levure, température ambiante) et
concentration en amidon de 5 g/l et 10 g/l, respectivement. Les résultats obtenus sont

présentés dans la figure 1V. 12.
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Fig. IV. 12. Evolutions de la concentration des protéines, du pH, de la densité optique de
I’amidon et de la biomasse en fonction du temps a (a) 5g/l pour Mucor sp et (b) 10 g/l pour
Penicillium sp (pH 5,5, NH,SO4/extrait de levure, température ambiante)

Pour les deux graphes, on remarque une évolution rapide de la reproduction cellulaire
caractérisée par 1’absence de phase de latence et une longue phase exponentielle, permet
d’atteindre une croissance maximale de 0.127 et 2.087, au bout de 72, pour les deux souches
Mucor sp et Penicillium sp, respectivement. On remarque également que 1’évolution de la
concentration en protéine présente la méme allure que celle de la biomasse ou le maximum de

production de protéine 7.42 mg/l pour Mucor sp a 144h.

Pour Penicillium sp le maximum de protéine est de 5.66 mg/l au bout de 96h en
coincidence avec la phase de deéclin, puis elle augmente lentement pour atteindre un
maximum de 6.58 mg/I a la fin de la fermentation.

Le maximum de protéines produites pendant la phase de décélération et de déclin pour
les deux souches explique 1’activité enzymatique maximale obtenue, car pendant ces phases la
cellule essaye de se maintenir en vie donc elle produit encore 1I’a-amylase pour assimiler
I’amidon et les oligosaccharides. Au-dela de ce temps on a remarqué une faible augmentation
des protéines et diminution de ’activité enzymatique. Ce —Ci peut étre expliqué par I’arrét de
la production de 1’enzyme a-amylase et peut étre a la libération du contenu cellulaire aprés la

lyse de ces dernieres (phase de declin sur la figure 1V.12).
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En effet, I’activité amylasique était maximale 0.64 Ul/ml et 0.766 Ul/ml a 96h, dans
ces conditions pour les deux souches Mucor sp et Penicillium sp, respectivement. Ce
mécanisme d’activité s’explique probablement par les changements morphologiques et

physiologiques des souches fongiques influencant la production de I’a-amylase.

Le temps de fermentation nécessaire pour atteindre une activité amylasique maximale
optimale est le méme pour les deux souches (96h) (Fig.lV. 11). La figure, montre que
I’enzyme commence a apparaitre aprés 48h d’incubation, pour les deux souches. Ceci peut
étre expliqué par le fait qu’au début de fermentation (24heures), les souches utilisent les
nutriments, tel que le glucose qui provient de la préculture. Cependant, au-dela de 24 heures
et avec I’épuisement du glucose, les souches s’adaptent au milieu, et commencent a secréter
des enzymes extracellulaires, telles que I’a-amylase leur permettant de dégrader 1’amidon
pour garantir leur survie. La faible production d’a-amylase en présence d’amidon et de
glucose suggeérent que 1’enzyme produites par Mucor sp et Penicillium sp est une enzyme
fortement induite par 1’amidon, et que son activité est probablement sous I’effet d’une

répression catabolique du glucose.

La répression catabolique de I'expression des genes est un systéme de normalisation
fondamental et omniprésent, a fin de répondre aux changements de disponibilité nutritive
(Chung et al., 1998). Des études (Bhella et Altossar, 1987), ont démontré que la biosynthese
de I’a-amylase est régulée uniquement par répression au cours de la transcription et/ou au
cours de la traduction. Chez les micro-organismes, le glucose ou d'autres sources de carbone
rapidement métabolisables, répriment I'expression des génes qui codent pour des enzymes

liees au métabolisme d'autres sources de carbone (Chung et al., 1998).

En effet, la répression catabolique de la production de I'a-amylase par le glucose a
forte concentration, est mise en évidence chez Aspergillus oryzae (Morkeberg et al., 1995) ,
Streptomyces kanamyceticus (Flores et al.,1993), Bacillus sp (Kichakova, 1991) et notamment
chez les levures Lipomyces kononenkoae (Sa-Correia et Van Uden, 1981) et Schwanniomyces
castelli (Pasari et al.,1987).

Par ailleurs, I'amidon, le maltose et d'autres oligosaccharides, sont décrits comme
inducteurs des amylases (Fabiana et al., 2001). Néanmoins, dans certains cas, le maltose

n'assure pas la production de niveaux élevés de I’a-amylase, car il est aisément hydrolysé en
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glucose et la production de I'enzyme est négativement affectée (Sadhukhan et al.,1992 ; Brock
et al.,1994 ; Ray et al.,1996). Ceci, peut expliquer la diminution de I’activité enzymatique des
deux souches au dela de 96h (Fig. IV. 11).

Le pH initial de la culture a été fixé a 5,5, pour une activité maximale pour les deux
souches. Et on remarque que le pH est resté stable pendant toute la durée de la fermentation.
Des valeurs similaires variant de 5 a 6,5 ont permis de donner un maximum de production des
enzymes amylolytiques chez Filobasidium capsuligenum (De mot et Verachtert, 1985). Un
pH de 5,5 chez Candida guilliermondii (Lagzouli et al., 2007) et Lipomyces kononenkoae
(Spencer, 1982) a permis de donner une meilleure production d’enzymes amylolytiques. De
méme, d’aprés Taylor et al. (1978), Humicola lanuginosa produit deux formes de
glucoamylases, présentant un optimum de pH de 4,9 et de 6,6. Contrairement a d’autres
bactéries, un Bacillus a présenté un optimum de pH pour la croissance et la production
d’amylase de 7 (Teodoror et Martins, 2000).

L’amidon ajouté au milieu de culture a 5 g/l et 10 g/l, pour Mucor sp et Penicillium sp,
respectivement, a permis d’obtenir une activité enzymatique maximale. La méme
concentration (5 g/l) a été utilisée pour la production de glucoamylase par Candida
guilliermondii (lagzouli et al., 2007), Filobasidium capsuligenum (Kiran et al., 2005),
Clostridium  thermosulfurogenes  (Hyun et  Zeikus, 1985) et  Clostridium
thermohydrosufuricum (Pedersen et Nielsen, 2000), alors que pour d’autres espéces de
levures, comme Lypomyces kononenkoae (Spencer, 1982) et Schwanniomyces alluvius (Madi

et al., 1987), la concentration en amidon utilisée pour produire I’a-amylase est de 10 g/l.

L’a-amylase pré-purifiée par précipitation a I’acétone. Le rendement de précipitation
obtenu est de I’ordre de 27.81% dans le cas de I’a-amylase provenant du Mucor sp. et 22.59%
dans le cas de I’a-amylase provenant de la souche du Penicillium sp. Ces faibles rendements
sont probablement du a la faible concentration en protéines dans les deux cultures qui est de
I’ordre de 7.42 mg/l et 6.58 mg/l, a la fin de fermentation de Mucor sp. et Penicillium sp.,

respectivement.
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Les enzymes actives sur I’amidon ont depuis longtemps suscité un intérét pour leur
utilisation potentielle en industrie (amidonnerie) pour I’hydrolyse de I’amidon ou la
production de dérivés de 1’amidon. Par ailleurs, dans le domaine médical, 1’a-amylase,

enzyme recombinante, peut étre utilisée comme aide digestive.

L’objectif de notre travail était de produire I’enzyme a-amylase par fermentation
fongique et qui a été réalisé en deux parties. Le premiére consistait en criblage de souches
productrices d’enzymes amylolytiques et la deuxiéme partie portait sur I’optimisation de la

production d’a-amylase.

En effet, I’isolement des moisissures, a permis de sélectionnés 6 souches (St, So, Sr,
Sm, Spet Sg). Pour le criblage, nous avons utilisé un milieu PDA a 1% d’amidon. Toutes les
souches étudiées possedent une activité amylolytique. Cependant, les souches Sy, Sp
s’averent plus performantes. Elles ont ensuite subi des tests pour leur caractérisation : études
macroscopique et une étude microscopique a I’aide de la coloration simple. La souche Sy

semble appartenir au genre Mucor et la souche Sp semble appartenir au genre Penicillium.

Pour I’optimisation de la production d’alpha amylase Les paramétres qui ont été
optimisés dans notre travail sont : la concentration initiale en amidon (0- 10 g/l), le pH initial
du milieu de fermentation (3, 4.5, 5.5, 6, 7 et 8), la source d’azote minérale ou on a testé
I’influence de 1’urée et le chlorure d’ammonium (NH,4CI) et le temps de fermentation (24h,
48h, 72h, 96h, 120h et 168h).

L’étude cinétique, de la production de I’a-amylase, révele que les conditions optimales
de I’activité enzymatique maximale (0.64 Ul) obtenue par la souche Mucor sp sont 5 g/l en
amidon a pH 5.5 en utilisant ’association NH;SO,/ extrait de levure pendant un temps
d’incubation de 96h.

Alors que, pour la souche Penicillium, I’activité maximale 0,766 Ul a été obtenue avec

une concentration de 10 g/l en amidon a pH initial 5.5 pendant 96h d’incubation.

La précipitation par 1’acétone a donné de tres faible rendement, 27.81 % pour Mucor
sp et 22.59 % pour Penicillium sp, respectivement. Ces rendements sont, probablement, dus
aux faibles concentrations en protéeines dans le milieu de fermentation 7.38 mg/l pour Mucor

sp et 6.38 mg/l pour Penicillium sp.
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En perspectives, on propose

- Une identification des especes des souches isolées ;

- Une optimisation du milieu de production de I’alpha-amylase en étudiant tout les
parametres qui peuvent influencer ce bioprocédé et en utilisant des substrat bon marcheés
riches en sucres et éléments minéraux ;

- Une purification plus poussée et caractérisation de I’enzyme et pourquoi pas faire une

application en industries alimentaires ou pharmaceutique.
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ANNEexes

Les milieux de culture
Milieu de criblage PDA+1% d’amidon
250 g pomme de terre

20 g de glucose
20 g d’agar
Autoclavage 15 min & 120°C

Milieu de préculture liquide PDB
250 g pomme de terre

20 g glucose

Autoclavage 15 min & 120°C

Milieu de production liquide

10 g d’amidon

20 g (NH4)2S0O4

3g KH,PO,

0.5 g MgSOq,, 7H,0

4 g extrait de levure

01 ml de solution d’oligoéléments

Autoclavage 15 min a 120°C

La préparation des solutions :

Préparation de tampon phosphate (0.1M) de PH=5 :

Dissoudre 1.74g de phosphate monobasique (K;HPO,) dans une fiole de 200 ml et complété

avec I’eau distillé. En prendre 100 ml de tompon phosphate et en verse un volume de 5 ml de

Hel & (1M)

Solution d’oligoéléments
Cacl, ,2H,0 (1.3 g/l)
ZnSQO4,7H,0 (0.4 gll)
MnSO,,4H,0 (0.4 g/l)
CuS0O4,5H,0 (0.1g/l)

- Mélanger tout les produits dans une fiole de 1 L et compléter & 1 L avec I’eau distillée.



ANNEexes

Préparation d’iode

- Dans un fiole de 250 ml, mettez 40 g de KI

- Ajouter 100 ml d’eau distillée

- Agiter a température ambiante

- Ajouter 12.7 g de I, et bien agiter.

- Arréter I’agitation et attendez la dissolution compléte d’iode

- Transférer dans une fiole 1 L , ajouter 3 gouttes de Hcl concentré (37%) et ajuster le volume

a 1L avec I’eau distillée.

Réactif de coronall

- Dissoudre 1.5 g de CuSQO4 .5H,0 dans 250 ml d’eau distillée

- Dissoudre 6 g de tartrate double de sodium et de potassium dans 250 ml d’eau distillée
- Dissoudre 30 g de NaOH dans 300 ml d’eau distillée

Faire le mélange de ces trois solutions et compléter a 1 litre avec I’eau distillée

Préparation de NAOH (0.675M) :
- Verser 2.7 g de NaOH (2.5 M) dans un 100 ml I’eau distillée

Préparation de thiosulfate d’ammonium :

- Verser 12.5 g de dans un 500 ml I’eau distillée

Préparation de H,SO,4 (0.05 M):
- Verser 1.39 ml de H,SO4 dans un 500 ml I’eau distillée

Les courbes d’étalonnage

y = 31,009x
1,5 R? = 0,9904
9 1
0,5
O h T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04

[protéine] mg/l

courbe d'étalonnage des protéines




ANNEexes




