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Chez les organismes vivants, chaque réaction biochimique est catalysée par sa propre 

enzyme. Les enzymes présentent une spécificité élevée, car elles sont capables de différencier 

entre des molécules de substrat même que légèrement différentes (Quax, 2006) et elles sont 

capables d’accélérer les réactions biochimiques par des facteurs de centaine de millions 

(Assamoi., 2009). Les enzymes sont cruciales pour la croissance et le développement durables 

de toute les formes de vie (Ahlawat et al., 2018). 

En plus de leur importance au niveau cellulaire, les enzymes sont importantes dans un 

large éventail d'applications et dans différentes industries, telles que les industries de 

l'alimentation, du textile, et de la médecine (Gurung et al., 2013). Parmi ces enzymes celles 

d’origine microbiennes sont connues pour être utilisées dans diverses industries et 

applications (Adrio et Demain., 2014). 

 

75% des enzymes utilisées dans les industries sont des hydrolases comme par exemple 

les amylases, les cellulases, les hémicellulases et les pectinases (Assamoi et al., 2009) les 

protéases, les lipases (Enache et al., 2010). Les hydrolases sont les enzymes les plus 

populaires en raison de leur potentiel d'utilisation dans une large gamme d'applications 

industrielles et biotechnologiques (Abd Latip et al., 2019).) 

Pour cela l’objectif de notre travail est de rechercher et caractériser 2 hydrolases (les 

lipases et les amylases) chez 3 souches bactériennes de référence : Pseudomonas aeruginosa 

(ATCC 27853), de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et Escherichia coli (ATCC 25922). 

Les résultats obtenus ont montré la présence d’une activité enzymatique des 2 

enzymes testées chez les 3 souches de référence. Les résultats de caractérisation ont montré 

que les lipases des 3 souches de référence ne possèdent pas de caractéristiques industrielles, 

en raison de la perte de leur stabilité suite au traitement thermique. Les amylases de ces 

souches ont montré une bonne thermostabilité ce qui leur donne une possibilité d’être utilisée 

en industrie.    

 



 

 

 

 

Synthèse 

bibliographique 
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1 Les enzymes  

Les enzymes sont des macromolécules biologiques produites par les cellules des 

différents organismes vivants (Gurung et al., 2013). Ces enzymes possèdent un rôle central 

dans presque tous les processus biologiques et les réactions biochimiques nécessaires au 

maintien de la vie (Herschlag et Natarajan, 2013) telles que les réactions des voies 

métaboliques comme par exemple la fermentation (Gopinath et al., 2013) et la glycolyse (Li 

et al., 2019).  

Ces enzymes peuvent être aussi utilisées dans un large éventail de processus 

industriels importants tels que ceux des industries des détergents, des produits fermentés, des 

produits pharmaceutiques, du textiles et du cuir (Singh et al., 2016) et dans l’industrie 

agroalimentaire (Raveendran et al., 2018). L’utilisation des enzymes comme biocatalyseurs, 

dans les procédés industriels, est devenue une méthode alternative, efficace et écologique 

(Cabrera et Blamey, 2018) comparé aux procédés industriels qui utilisent des composés 

chimiques comme catalyseurs qui peuvent générer des sous-produits toxiques (Cabrera et 

Blamey, 2018).  

En raison de leur importance, au niveau cellulaire et industriel, les enzymes ont été 

minutieusement étudiées, théoriquement et expérimentalement, pendant de nombreuses 

décennies (Herschlag et Natarajan, 2013). 

 La réaction catalysée par les enzymes 1.1

Les enzymes sont définies comme des molécules qui agissent sur le substrat et qui 

catalysent sa conversion en un produit selon la réaction suivante : 

E+S             ES            P+ E 

E : Enzyme, S : Substrat, P : Produit 

Pendant la réaction catalytique, l’enzyme se lie au substrat grâce à son site actif ou site 

catalytique (Figure 1), formant un complexe Enzyme – Substrat (ES) et permettant ainsi à 

l'enzyme de convertir le Substrat (S) en un Produit (P) (Robinson, 2015; Einav et al., 2016). 

Il existe des modèles d’interaction entre l’enzyme est le substrat comme par exemple 

le modèle d’interaction clé-serrure, dans lequel le substrat s'insère précisément dans le site 

actif de l'enzyme (Figure 1A) et le modèle d'ajustement induit, dans lequel les conformations 
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du substrat et de l'enzyme se déforment afin de permettre la liaison entre l’enzyme et le 

substrat, (Figure 1B) (Cooper , 2000).  

 

Figure 1 : modèles d’interaction Enzyme-Substrat. (A) : Liaison Enzyme-Substrat selon le 

modèle clé-serrure, (B) : Liaison Enzyme-Substrat selon le modèle d'ajustement induit 

(Cooper, 2000). 

 Classification des enzymes  1.2

  Les enzymes peuvent, selon le type de réactions catalysées, être classées en 7 classes 

différentes (Tao et al., 2020 ; Concu et Cordeiro, 2019). En 1961, l'IUBMB (International 

Union of Biochemistry and Molecular Biology) a publié la première version de la 

classification enzymatique (EC) (Robinson.,2015 ; Concu et Cordeiro, 2019).   

  Dans un premier temps, l’IUBMB a regroupée les enzymes en 6 classes principales : les 

oxydoréductases (EC1), les transférases (EC2), les hydrolases (EC3), les lyases (EC4), les 

isomérases (EC5), et les ligases (EC6) (Gurung et al., 2013 ; Concu et Cordeiro, 2019 ; Tao 

et al., 2020). Une 7
ème

 classe d'enzymes (EC 7) a été récemment ajoutée aux 6 classes déjà 

existantes, et elle regroupe les translocases (Concu et Codeiro, 2019; Tao et al., 2020)  

EC1: les oxydoréductases, les enzymes de cette classe catalysent le transfert d'électrons 

d'une molécule à une autre.(Gurung et al., 2013), selon la réaction suivante :  

AH2 + B   A + BH2 ou AH2 + B
+
  A + BH + H

+ 
(McDonald et Tipton, 2014). 

EC 2 : les transférases, les enzymes de cette classe catalysent le transfert des radicaux 

d'une molécule à une autre. (Gurung et al., 2013), selon la réaction suivante :  

AX + B  A +BX (McDonald et Tipton, 2014) 
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      EC 3 : les hydrolases, les enzymes de cette classe catalysent l’hydrolyse de 

substrat, par son clivage avec une molécule d'eau (Gurung et al., 2013), selon la réaction 

suivante : 

 A-B+H2O  AH+BOH (McDonald et Tipton., 2014) 

 EC 4 : les lyases, les enzymes de cette classe catalysent les réactions d'addition et 

d'élimination. Les réactions catalysées par la lyase rompent la liaison entre un atome de 

carbone et un autre atome (Paul et al., 2019). Ces enzymes catalysent l'ajout de groupements 

chimiques à des doubles liaisons ou la formation de doubles liaisons en supprimant des 

groupements chimiques (Gurung et al., 2013), selon la réaction suivante : 

       A=B+ X-Y     A-B (McDonald et Tipton, 2014)   

                  ǀ    ǀ 

                       X  Y 

     EC 5 : les isomérases, catalyse le transfert de groupes dans la même molécule 

d'une position à une autre (Gurung et al., 2013), selon la réaction suivante : AB (McDonald 

et Tipton, 2014). 

 EC 6 : les ligases relient les molécules différentes avec des liaisons covalentes (Gurung 

et al., 2013), selon la réaction suivante :  

 A+B+NTP  A-B+NDP+P (McDonald et Tipton, 2014). 

EC 7 : les translocases, les enzymes de cette classe, catalysent le mouvement ou la 

séparation des ions ou des molécules à travers les membranes (Concu et Codeiro, 2019) selon 

la réaction suivante :  

                                       AX+B ǀ ǀ           A+X  ǀ ǀ B (Benore, 2019)  

 Localisation cellulaire des enzymes 1.3

 

Bien que de nombreuses enzymes restent à l’intérieur de la cellule, d'autres sont libérés 

dans le milieu extérieur. Donc, selon leur localisation cellulaire, les enzymes peuvent être 

regroupées soit en enzymes intracellulaires ou enzymes extracellulaires (Robinson, 2015 ; 

Zumstein et  Helbling, 2019).  
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1.3.1 Les enzymes intracellulaires  

Ces enzymes sont produites et interviennent dans l’environnement interne des cellules 

(Robinson, 2015). Ces enzymes jouent un rôle clé dans la régulation des voies métaboliques 

dans les cellules (Schmitt et An, 2017), aussi elles peuvent être impliquées dans la 

régulation de la croissance cellulaires et dans la différenciation cellulaire (Kenny, 1986 in 

Iji et al., 2001). 

Ces enzymes sont aussi impliquées dans des processus essentiels à la survie des 

cellules, tels que la biosynthèse de l’ADN et l’ARN (Schmitt et An, 2017), qui implique, 

entre autres, l’ADN polymérase et l’ARN polymérase (Ghadessy et al., 2001). 

Chez les plantes, les enzymes intracellulaires sont aussi importantes dans divers 

processus biologiques (Linka et weber, 2010), les différents organites contiennent un 

ensemble spécifique d'enzymes (Linka et weber, 2010), qui peuvent jouer un rôle très 

important dans des réactions importantes telles que celles impliquées dans le métabolisme 

(Mintz-Oron et al., 2012). Ces enzymes intracellulaires peuvent aussi, intervenir dans la 

protection de la membrane cellulaire contre des dommages oxydatifs graves causés par 

Espèces Réactives de l'Oxygène (ERO) (Das et Roychoudhury, 2014), comme c’est le cas de 

l’enzyme ascorbate peroxydase (APX) qui permet l’élimination du peroxyde d'hydrogène 

(H2O2) (Iqbal, 2018). Aussi, ces enzymes interviennent dans des réactions et processus très 

important pour la cellule végétale comme c’est le cas de l’enzyme Rubisco (ribulose-1,5-

bisphosphate carboxylase oxygenase) qui intervient dans le cycle de réduction 

photosynthétique du carbone (Calvin), (Raines, 2003).  

Chez les mammifère, elles sont impliquées dans les réactions de catabolismes des 

molécules, comme par exemple le catabolisme des protéines intracellulaires (Trivedi et al., 

2020 ; Carillo et al., 1995) lors du processus de protéolyse qui permet l’élimination des 

protéines mal repliées (Carillo et al., 1995). Il existe aussi, une série d'enzymes dans le 

lysosome telles que les protéases, la sulfatases, les nucléases, les lipases, les phosphatases, 

les glycosidases qui permettent la dégradation des macromolécules complexes (Trivedi et 

al., 2020).   

Chez les microorganismes, les enzymes intracellulaires présentent aussi leur 

importance par exemple lors de la glycolyse, la pyruvate décarboxylase est impliquée dans la 

fermentation du glucose en pyruvate, et après elle le décarboxyle en acétaldéhyde et en 
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dioxyde de carbone (Müller, 2001). Aussi, chez les bactéries lactiques la lactate 

déshydrogénase réduit le pyruvate formé en acide lactique (Müller, 2001).  

Chez les bactéries, de nombreuses réactions importantes font intervenir des enzymes 

intracellulaires telles que l’ADN ligase qui est impliquée dans la réplication, la réparation 

de l'ADN endommagé et dans divers événements de recombinaison au niveau de la cellule 

(Weller et Doherty, 2001) ou bien l'ATP synthase, qui intervient dans la production de 

l’ATP à partir de l'ADP et du phosphate inorganique (Walker, 2013 ; Guo et Suzuki, 2019).  

1.3.2 Les enzymes extracellulaires   

 

Ces enzymes sont excrétées par les cellules dans le milieu extracellulaire. Les enzymes 

extracellulaires sont produites par les cellules des différents organismes vivants (végataux, 

animaux et microorganismes). (Chrost, 1991 in Romaní et al., 2006 ; Forestier, 1992; 

Gianfreda, 2016). 

Chez les plantes, les cellules des racines sécrètent aussi des enzymes extracellulaires 

dans l'environnement extérieur (Gianfreda, 2015). L’azote de poids moléculaire élevé 

contenu dans la matière organique du sol, est indisponible pour les plantes et cette ressource 

doit être hydrolysée pour qu’elle soit soluble et disponible pour les plantes (Schulten et 

Schnitzer, 1997 in Greenfield et al., 2020). 

 Chez l’homme, les enzymes extracellulaires existent aussi, par exemple, au 

niveau de l'épiderme,  la couche cornée est composée de cellules «mortes», elle est le lieu 

d’activités métaboliques très importantes, les principales activités des enzymes 

extracellulaires trouvées correspondent à la glycosidase, la phospholipase, la phosphatase, 

l'estérase, la sulfatase et la protéase qui sont responsables de la dégradation des cellules 

mortes du derme (Forestier, 1992). L'absence de certaines de ces enzymes extracellulaires 

indique la présence de maladies génétiques (Forestier, 1992 ; Bonnart et al., 2010). 

 Le pancréas produit aussi des enzymes digestives qui seront libérées vers 

l'extérieur et transportées par la suite vers l'intestin grêle afin d’hydrolyser les nutriments 

complexes (Whitcomb et Lowe, 2007). Ces enzymes intestinales, jouent aussi un rôle 

essentiel dans la régulation de la quantité de nutriments pouvant être absorbée (Iji et al., 

2001). 
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Chez les microorganismes les enzymes extracellulaires permettent par exemple la 

reminéralisation de la matière organique par hydrolyse des substrats à des tailles 

suffisamment petites pour être transportées à travers les membranes cellulaires (Arnosti, 

2011). Par exemple, des microorganismes les produisent afin de convertir des composés de 

poids moléculaire élevé (tels que la cellulose, l'hémicellulose et la lignine) en molécules 

plus petites et facilement assimilables (Chrost, 1991 in Romaní et al., 2006).  

Aussi, les enzymes extracellulaires peuvent intervenir dans l’inactivation des 

antibiotiques comme c’est le cas de l’hydrolase β-lactamase qui permet l’inactivation des 

pénicillines, des céphalosporines, des carbapénèmes et des monobactames (Jacoby, 2005 in 

Liu et al., 2019 ). 

 L’importance industrielle des enzymes  1.4

En plus de leur importance au niveau cellulaire (voir partie localisation cellulaire des 

enzymes), les enzymes présentent aussi une importance industrielle, dans divers secteurs 

d’industrie tels que le secteur des industries pharmaceutiques (RL Morlighem et al., 2018 ), 

des industries agroalimentaires (Gurung et al., 2013), dans les industries du textile, des 

détergents des boissons (Cabrera et Blamey , 2018), et dans l’industrie biomédicale (Assamoi 

et al., 2009). La figure suivante représente les parts d'utilisation des enzymes dans les 

différents secteurs industriels. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Parts de marché occupées par les enzymes dans les différents 

secteurs industriels (Larreta-Garde, 1997 in Assamoi et al., 2009). 
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Les levures et les moisissures contribuent davantage à plus de 50% des enzymes 

industrielles et environ 30% des enzymes industrielles sont produites à partir de bactéries, 

8% à partir de cellules animales et environ 4% de proviennent de sources végétales (Thapa 

et al., 2019). La figure suivante représente la contribution des différents organismes dans la 

production des enzymes industrielles. 

 

 

1.4.1 Importance industrielle des enzymes d’origine végétale  

La plupart des matières premières utilisées dans la production des enzymes 

industrielles sont des produits agricoles adaptés à la consommation humaine et animale 

(Falch, 1991). Par exemple, l'intérêt pour les lipases végétales, en industrie, n'a cessé 

d'augmenter depuis certaines années (Fickers et al., 2008), comme c’est le cas des lipases du 

blé, de l'orge, du maïs et du colza qui sont utilisées dans les industries alimentaires afin de 

libérer des acides gras dans les aliments en hydrolysant les huiles et les graisses présentes 

dans les aliments  (Liaquat et Apent, 2000 in Barros et al., 2010).  

La bromélaïne, une protéase isolée de l'ananas, et en raison de sa forte activité, elle 

est utilisée dans de nombreuses applications, principalement dans les industries de 

l'attendrissement, de l'alimentation, des détergents et du textile (Arshad et al., 2014).  

Figure 3 : Répartition des enzymes industrielles par origine de l'organisme 

donneur sur la base des données de l'AMFEP (2009) (Østergaard et Olsen, 

2011). 
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Aussi, la papaïne une autre protéase végétale utilisée depuis longtemps pour traiter 

les blessures sportives, des traumatismes et des allergies (Dietrich, 1965 in Mamboya, 2012). 

Le tableau suivant regroupe des exemples d’enzymes végétales utilisées en industrie.  

Tableau 1:exemples d’enzymes d’origine végétale et leur application dans des secteurs 

industriels. 

L’enzyme L’origine Application fonction références 

Proteases Citrouille pharmaceutique Inhibitor 
Krishnamoorthi 

et al., 1990 

Ficine (une cystéine 

protéase 

endoprotéolytique) 

Figue 

industrie 

pharmaceutique 

et alimentaire 

dégradation des 

protéines 
Zare et al., 2013 

Pepsine 
Brucea 

javanica 
Pharmaceutique antibactérien 

Ahmad et al., 

2018 

exoglucanase 
Nicotiana 

tabacum 

Détergeant, 

textile 

élimination des 

brins de fibres 

horizontaux 

Kumari et al., 

2019 

 

 

 

1.4.2 Importance industrielle des enzymes d’origine animale  

Jusque dans les années 1970, la plupart des applications commerciales des enzymes 

impliquaient, en plus des plantes, l’utilisation des animaux (Robinson, 2015). En effet, les 

enzymes d'origine industrielle, animale et végétale étaient le premier choix  (Robinson, 

2015). Les enzymes d’origine animales sont utilisées dans diverses industries, par exemple  

la pepsine (généralement extraite de l'estomac Porc), une enzyme proche de la présure, est 

utilisée dans la production de fromage comme le cheddar (Alais et Novak, 1968).  Le tableau 

suivant regroupe des exemples d’enzymes animales utilisées en industrie. 
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Tableau 2 :exemples d’enzymes d’origine animale et leur application dans des secteurs 

industriels (Singu et Annapure, 2018 ; Kunamneni et al., 2008) 

L’enzyme La source (l’organe) Application  Fonction  

Catalase  foie Industrie 

Alimentaire  

Réduit le peroxyde d'hydrogène 

dans les aliments 

Serine protéase Jus pancréatique Nourriture, cuir Enzyme sérine protéase utilisée 

dans la production de protéines 

hydrolysées de sources 

végétales et animales 

Lipase Jus pancréatique Aliments (gras et 

industries 

pétrolières) 

Hydrolyse, transestérification, 

estérification 

Présure Caillette Fromage C'est une enzyme protéase qui 

caille la caséine dans 

lait 

L'urokinase rein humain Médecine  l’élimination des caillots de 

fibrine de la circulation 

sanguine, utilisées comme 

médicaments anticancéreux 

humains 

Trypsine 

 

 

 

Jus pancréatique  biotechnologies Utilisé pour convertir la  

proinsuline en insuline 

 

1.4.3 Importance industrielle des enzymes d’origine microbienne  

Les microorganismes ont été, longtemps, utilisés dans des applications 

commerciales, la levure a été utilisée pour la première fois chez les Babyloniens et les 

Sumériens (6000 avant J.C) pour la production des boissons alcoolisées à partir de l'orge 

(Singh et al., 2016).   

La plupart des enzymes utilisées dans l'industrie sont des protéines extracellulaires 

dérivées de sources fongiques (par exemple les espèces d’Aspergillus) ou bactériennes (par 

exemple les espèces de Bacillus) (Robinson, 2015). 
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En raison de leurs nombreux avantages, tels que l’extraction facile, la production 

rentable et stables, les enzymes des microorganismes sont la source préférée des enzymes 

par rapport aux plantes ou aux animaux (Raveendran et al., 2018). Aussi, les enzymes 

produites par les microorganismes ont des rendements élevés et sont faciles à modifier et à 

optimiser (Liu et Kokare, 2017). 

Les enzymes microbiennes présentent des intérêts commerciaux et sont utilisées dans 

de nombreuses applications industrielles. En raison de leurs propriétés spécifiques, qui 

comprennent la thermotolérance, la stabilité à une gamme de pH extrêmes et la stabilité de 

l'activité enzymatique sous d’autres conditions extrêmes telles que la stabilité en présence de 

solvants organiques et de métaux lourds (Nigam, 2013 ; Cabrera et Blamey, 2018). Les 

enzymes thermostables ont trouvé de nombreuses applications commerciales (Gurung et al ., 

2013),  par exemple, lorsque le procédé doit être exécuté à des températures élevées (comme 

pendant le traitement de l'amidon), la stabilité à haute température des enzymes provenant 

de micro-organismes thermophiles est souvent utile (Robinson , 2015).  

Aussi, les enzymes de certains microorganismes halophiles comme Halobacterium 

halobium (Ryu et al., 1994) ont une très bonne activité sous des conditions de salinité, ce 

qui permet leur utilisation dans de nombreux procédés industriels utilisant des conditions de 

salinité à haute concentration (la salinité peut inhiber plusieurs réactions enzymatiques) 

(Gurung et al ., 2013 ). Aussi, les enzymes des microorganismes thermophiles comme celles 

de Bacillus stearothermophilus (Gurung et al., 2013) et   celles des archées 

hyperthermophiles comme Desulfurococcus, Staphylothermus (Cabrera et Blamey, 2018) 

présentent une stabilité élevée sous condition de haute température, comparé aux enzymes 

d'origine animale et végétale, ce qui les rend plus adaptées à un usage commercial 

(Robinson, 2015). 

Le tableau suivant démontre des exemples d’enzymes microbiennes et leur 

application en industrie : 
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Tableau 3: l’application de certaines enzymes microbiennes en industrie 

L’enzyme  L’espèce microbienne L’application industrielle  Références  

Cellulose Aspergillus  niger 

,Penicillium 

funiculosum 

Adoucissement du 

coton,finition denim 

Singh et al., 2016 

l-Asparaginase E.coli  Chimiothérapie 

anticancéreuse (injections), 

en particulier pour le 

leucémie  

Robinson, 2015 

Ohnuma et al., 1970 

Transglutaminase Streptomyces sp. Modifier la viscoélasticité Ahlawat et al., 2018 

 Alkaline 

proteases 

Bacillus  Détergents et lessives 

 

Robinson, 2015 

Lipases Pseudomonas 

mendocina 

Industries de l'alimentation, 

des graisses, des produits 

laitiers, de la pharmacie et 

de la boulangerie 

 

Ahlawat et al., 2018 

1.4.4 Importance industrielle des enzymes d’origine fongiques  

Pour de nombreuses raisons, les enzymes d'origine fongique sont particulièrement 

adaptées aux applications industrielles (Østergaard et Olsen, 2011), en effet, ces enzymes 

ont également évolué naturellement pour fonctionner sous des conditions difficiles, ce qui 

les rend idéales pour les catalyseurs industriels (Østergaard et Olsen, 2011). 

Les enzymes des champignons et des levures sont largement utilisées dans plusieurs 

préparations alimentaires par exemple pour améliorer le goût et la texture des aliments 

(Raveendran et al., 2018), pour l'amélioration de la qualité de la boisson et pour la 

stabilisation de produits contenant des huiles végétales( Ahlawat et al., 2018). Par exemple, 

la laccase, est importante dans diverses applications industrielles, telles que le blanchiment 

des colorants textiles le blanchiment de la pâte et la biorestauration, ce qui a fait de la 

laccase fongique une alternative plus respectueuse de l'environnement aux méthodes 

chimiques actuellement utilisées (Desai et al., 2011).  

Aussi, la laccase isolée du champignons filamenteux Aspergillus et de plusieurs 

autres espèces de basidiomycètes, notamment Agaricus bisporus, Cerrena unicolor est 

utilisée dans l'industrie alimentaire, pour stabiliser le vin ( Ahlawat et al., 2018). 
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Les enzymes fongiques sont aussi utilisées dans les produits pharmaceutiques 

(Ghorai et al., 2009), par exemple, la  penicillin acylase issu de Penicillium sp  est utilisée 

dans la production de l’antibiotique pénicilline (Gurung et al., 2013) et les xylanases extraire 

de Penicillium canescens sont utilisées dans l’industrie du papier (Assamoi et al., 2009).  

Les enzymes issues des champignons peuvent aussi participer dans la dégradation 

des matériaux indésirables tels que les déchets d'égouts provenant des parcs domestiques et 

industriels, les déchets végétaux, animaux et agricoles, les déversements d'hydrocarbures 

(Gopinath et al., 2013).  

1.4.5 Importance industrielle des enzymes d’origine bactérienne 

Les bactéries sont des organismes très utilisées pour la production à grande échelle de 

protéines commercialement importantes en raison, entre autres, de leur taux de croissance 

rapide et de leur capacité élevée à synthétiser les protéines (Quax, 2006).  

Les enzymes bactériennes sont utilisées dans les industries alimentaires, comme par 

exemple dans la préparation des produits céréaliers, du chocolat et du sirop et dans les 

industries du nettoyage (Underkofler et al., 1958). Elles ont aussi un rôle dans la 

bioremédiation et en médecine (Mukherjee et Roy, 2013). 

Les espèces de Bacillus telles que Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens et 

Bacillus licheniformis sont utilisées dans les cultures microbiennes industrielles pour la 

production d'une variété d'enzymes (Deb et al., 2013) comme par exemple la β-amylase 

dérivée de Bacillus licheniformis, de Bacillus stearothermophilus et Bacillus 

amyloliquefaciens a de nombreuses applications dans différentes industries telles que 

l'alimentation, la fermentation, le textile et la fabrication du papier (Gurung et al., 2013 ; 

Konsoula et Liakopoulou-Kyriakides, 2007). Aussi, elle est utilisée dans les industries de la 

boulangerie, de la brasserie, de la pâtisserie, des jus de fruits, du sirop d'amidon et dans la 

préparation des aides digestives (Ahlawat et al., 2018). 

Aussi, les lipases microbiennes sont produites par des levures, des champignons et 

des bactéries (Raveendran et al., 2018). Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas 

mendocina et Burkholderia cepacia sont les producteurs majeurs de lipases microbiennes 

utilisées dans différentes industries comme par exemple, les industries alimentaires,  les 

industries des graisses et des huiles et les industries pharmaceutiques (Ahlawat et al., 2018). 
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La protéase bactérienne est l'une des enzymes les plus importantes et peut être 

utilisée dans divers processus industriels (Hamza, 2017). La protéase alcaline extracellulaire 

bactérienne est très importante en raison de sa large application en industrie des détergents, 

industrie alimentaire, transformation du cuir et dégradation du biofilm (Bholay et al., 2012), 

Parmi ces bactéries, Bacillus est une source intéressante de protéases industrielles (Hamza, 

2017). 

La majorité des enzymes industrielles actuellement utilisées ont une action 

hydrolytique (des hydrolases), qui sont utilisées pour la dégradation de diverses molécules 

(Gurung et al., 2013). Les hydrolases ont un large éventail d'utilisations industrielles telles 

que la transformation des denrées alimentaires et des aliments pour animaux, synthèse de 

polymères, productions pharmaceutiques, fabrication de détergents, de papier et de textiles, 

et raffinerie de biocarburants (Thapa et al., 2019). 

2 Les hydrolases  

Les hydrolases sont des enzymes qui appartiennent à la classe (EC3) (voir la partie 

classification des enzymes), leur rôle est de  catalysées la dégradation des molécules en 

coupant les liaisons covalentes (Ravindran et Jaiswal, 2018). telles que les liaisons 

peptidiques présentent dans les molécules protéiques (Bett et al., 2015 , les liaisons 

glycosidiques présentent par exemple dans les polysaccharides (Davies et al., 1997) , les 

liaisons ester présentent dans le cholestérol (Fickers et al., 2008). 

Le marché mondial des enzymes est actuellement dominé par les hydrolases 

(Robinson, 2015), 75% des enzymes sont des hydrolases (amylases, cellulases, 

hémicellulases, pectinases) et au niveau commercial, les protéases sont les plus importantes 

et représentent environ 40 % du total des ventes (Assamoi et al., 2009). Les protéases sont 

toujours les enzymes dominantes en raison de leur utilisation répandue dans les industries 

des détergents et des produits laitiers (Gurung et al., 2013). 

Les enzymes de cette famille sont largement distribuées chez les procaryotes et les 

eucaryotes avec une diversité fonctionnelle importante (Sathya et Khan, 2014). 

Parmi les hydrolases, les lipases par exemple et les amylases présentent des 

caractéristiques à intérêt industriel qui font d’elles des enzymes très recherchées dans 
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différentes industries et différentes applications industrielles (Mobini-Dehkordi et Javan, 

2012 ; Ravindran et Jaiswal, 2018).  

Les lipases forment une famille hétérogène d’enzymes capables d’hydrolyser les 

triglycérides à longues chaînes d’acides gras en glycérol et en acides gras correspondants 

(Fickers et al., 2008 ). Les lipases sont essentielles dans l'industrie alimentaire, notamment 

l’industrie des huiles, des boissons, mais aussi dans l'industrie pharmaceutique (Chandra et 

al., 2020 ). Les lipases microbiennes ont reçues une attention particulière en raison de leur 

stabilité dans les solvants organiques (Kumar et al., 2012). 

Les amylases sont des enzymes qui catalysent l'hydrolyse de l'amidon en produits de 

faible poids moléculaire (Konsoula et Liakopoulou-Kyriakides, 2007) Les amylases sont des 

enzymes qui hydrolysent les molécules d'amidon pour produire une variété de produits, 

notamment des dextrines et des polymères de plus en plus petits composés d'unités de 

glucose (Naidu et Saranraj, 2013). Les amylases ont des applications dans de nombreux 

procédés industriels, tels que les industries alimentaires, pharmaceutiques les industries de 

la boulangerie, du papier, du textile et des détergents (Souza et Magalhães, 2010 ; Naidu et 

Saranraj, 2013). Ces enzymes peuvent être obtenues à partir de plantes, d'animaux et des 

microorganismes. Cependant, les enzymes d'origine fongique et bactérienne dominent les 

applications dans le secteur industriel (Souza et Magalhães, 2010).  

Pour cela l’objectif de notre travail et de rechercher et caractériser des lipases et des 

amylases à intérêt industriel chez 3 souche de références E.coli (ATCC 25922), 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus  (ATCC 25923).
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Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Microbiologie de l’Université 

Belhadj Bouchaib - Ain Temouchent (UBBAT) durant le second semestre du Master 2 de 

l’année universitaire 2020/2021. 

1 Préparation des milieux de culture 

 Préparation du Bouillon nutritif 1.1

Le Bouillon Nutritif (BN) a été préparé  par la dissolution de  8g de la poudre de ce 

milieu (Conda Nutrient Broth)  dans 1L d’eau distillée. 

 Préparation de la gélose nutritive 1.2

La gélose nutritive (GN) a été préparée par la dissolution de 23 g de la poudre de ce 

milieu (Conda Nutrient Agar) dans 1L d’eau distillée. 

 

2 Purification des souches de références et préparation de leurs extraits bruts 

enzymatiques 

Pour la recherche et la caractérisation des activités lipasique et amylasique, 3 souches 

de référence ont été utilisées à savoir Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), de 

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et Escherichia coli (ATCC 25922). 

Les extrais bruts enzymatiques des 3 souches de références ont été testés pour leurs 

activité lipasique et amylasique. Ces extraits sont préparés par ensemencement de 50 mL de 

BN avec 1 mL d’une pré-culture de 24h. 

Après incubation de  24h à 37° C,  les surnageants ont été  récupérés par centrifugation 

des suspensions bactériennes  à  6000 rpm pendant 5 min. Les surnageants sont conservés à 

4°C. 

 Recherche et caractérisation d’activité lipasique des extraits bruts enzymatiques 2.1

des 3 souches de référence 

Dans cette étude l'activité enzymatique lipolytique des différentes souches de       

références a été déterminée par la méthode Titrage par NaOH (Schnatz, 1964). 
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Les lipases (triacylglycérol acylhydrolase, EC 3.1.1.3) appartiennent à la famille des 

hydrolases et agissent sur les liaisons esters d'acides carboxyliques. La fonction naturelle de 

lipases est d'hydrolyser les triglycérides en diglycérides, monoglycérides, graisses acides et 

glycérol (Houde et al., 2004) selon la réaction suivante : 

Lipase 

Triglycéride + H2O                         Diglycéride + Acide Gras 

La recherche et la caractérisation de l’activité lipasique des extraits bruts 

enzymatiques ont été effectuées par étude de l’influence des différentes températures et des 

différents pH. Ensuite la stabilité des lipases au traitement thermique a été étudiée. 

L’activité lipasique des extraits bruts enzymatiques des 3 souches de références a été 

recherchée selon la méthode de Rajeswari et al., (2010)  et Selvam  et al., (2011). Le milieu 

réactionnel a été préparé comme suit : 

à 3 mL d'huile d'olive (substrat)  sont ajoutées 2,5 mL d'eau distillée et  1 mL de 

solution tampon phosphate à 0,2 M et pH 7,2. Ensuite, 1 mL d'extrait brut enzymatique des 3 

souches  ont été ajoutées. Après incubation de 30 min à 37 ° C, la réaction est arrêtée par 

l’ajout de 3 mL d’éthanol (95%) (Kermasha et al., 1993; Xu et al., 2015).  

Le blanc a été préparé dans la même condition que le test sauf que l’extrait 

enzymatique a été ajouté après que la réaction enzymatique soit arrêtée par l’éthanol. 

La quantité des acides gras libérés par l'activité lipasique des extraits bruts 

enzymatiques est mesurée par titration avec du NaOH  à  200 mM, après l’ajout de 4 gouttes 

de phénophtaléine (indicateur de virage de couleur) (Kermasha et al., 1993 ; Ginalska et al., 

2004; Prazeres et al., 2006 ). 

 

2.1.1 Influence de la température sur l’activité lipasique des extraits enzymatiques 

bruts des 3 souches de référence 

Dans le but de déterminer l’effet de la température d’incubation sur l’activité lipasique 

des extraits bruts enzymatiques, le mélange réactionnel est incubé à différentes température (4 

ºC, 20 ºC, 37 ºC, 45 ºC) pendant 30 min.   
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Ensuite, la quantité des acides gras libérés par l'activité lipasique des extraits bruts 

enzymatiques est mesurée comme décrit précédemment. 

2.1.2 Influence du pH sur l’activité lipasique des 3 souches de référence 

Afin d’évaluer l’influence du pH de la réaction sur l’activité lipasique des extraits 

bruts enzymatiques, les pHs 5, 7,2 et 8,4 ont été testés. Ensuite, la quantité des acides gras 

libérés par l'activité lipasique des extraits bruts enzymatiques est mesurée comme décrit 

précédemment. 

2.1.3 Test de la stabilité thermique des lipases des extraits enzymatiques bruts des 3 

souches de référence 

L'étude de la stabilité thermique est déterminée par la mesure de l'activité lipasique 

résiduelle des extraits bruts enzymatiques des 3 souches de référence après traitement 

thermique au bain marie à 90 ºC pendant 1h et 2h (Ginalska et al., 2004 ). 

La quantité des acides gras libérés par l'activité résiduelle lipasique des extraits bruts 

enzymatiques est mesurée comme décrit précédemment. 

 Recherche et caractérisation d’activité amylasique des extraits bruts enzymatiques 2.2

des 3 souches de référence 

La recherche et la caractérisation de l’activité amylasique des extraits bruts 

enzymatiques ont été effectuées  par étude de l’influence des différentes températures et des 

différents pH. Ensuite la stabilité des lipases au  traitement thermique a été étudiée. 

L'hydrolyse de l'amidon par les amylases permet la rupture des liaisons glycosidiques 

en ajoutant une molécule d'eau pour chaque liaison rompue (Kameda et al., 2009 ) ce qui 

conduit à la formation de  maltose (disaccharide) (Park et al., 2018 ;Anbu et al., 2017) selon 

la rection suivante : 

Amylase 

(C6H12O5)n +  H2O                              ( C12H22O11) 

Amidon                                           maltose 

L’activité amylasique des extraits bruts a été déterminée selon la méthode de 

(Caraway., 1959) qui utilise l'iode/iodure de potassium (IKI) (Lugol) comme révélateur et 

l’amidon comme substrat. 
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La préparation du substrat se fait par liquéfaction de l'amidon, en ajoutant 40 mL 

d’une solution d'amidon soluble à 1 % à 50 mL d'eau bouillante. Après agitation, la solution 

d'amidon est laissée refroidir, ensuite un volume d’eau distillée est ajouté pour arriver à un 

volume final de 100 mL (Afiukwa et al., 2009). 

1 volume de cette solution d'amidon  préparée est dilué 10 fois avec de l'eau distillée 

pour être utilisé comme solution  substrat dans la recherche et la caractérisation de l’activité 

amylasique (Afiukwa et al., 2009). 

Le milieu réactionnel a été préparé comme suit : 

A 0,1 mL de la solution d’amidon préparée, sont ajoutés 750 µL de tampon phosphate 

(pH 7,2 et 0,1 M) et 0,4 mL de l’extrait brut enzymatique. Le mélange est incubé à 37 ºC 

pendant 30 min. 

Ensuite, 750 µL de Lugol sont ajoutés au milieu réactionnel, ensuite à 1 mL de ce 

mélange réactionnel, sont ajoutés 1,5 mL d’HCl à 10% afin de stopper la réaction (Afiukwa et 

al., 2009 ), et les DO sont mesurées à 620 nm contre un blanc préparé dans les mêmes 

conditions afin de déterminer la quantité d’amidon dégradée. 

2.2.1 Courbe d’étalonnage de l’amidon 

Afin d’établir la courbe étalon DO=f ([amidon]) et déterminer la quantité d’amidon 

dégradée par les amylases des trois souches de référence, une gamme étalon est préparée (20 à 

100 µg/mL) à partir d’une solution mère d’amidon (400 µg/mL) 

Tableau4 : Différentes concentrations utilisée pour la préparation de la courbe étalon de 

l’amidon  

Solutions 

étalons 

d’amidon   

20 à 100 µg/mL 

0 20 40 60 80 100 120 140 

Solution   mère  

d’amidon 

400µg/mL 

0 0,1 mL 0,2 mL 0,3 mL 0,4 mL 0,5 mL 0,6 mL 0,7 mL 

Eau 

distillé 

2 mL 1,9 mL 1,8 mL 1,7 mL 1,6 mL 1,5 mL 1,7mL 1,8mL 



Matériels et méthodes   

19 

2.2.2 Influence de la température sur l’activité amylasique des extraits 

enzymatiques bruts des 3 souches de référence 

Dans le but de déterminer l’effet de la température d’incubation sur l’activité 

amylasique des extraits bruts enzymatiques, le mélange réactionnel est incubé à différentes 

température (4 ºC, 20 ºC, 37 ºC, 45 ºC) pendant 30 min. La quantité d’amidon dégradée par 

l'activité amylasique des extraits bruts enzymatiques est mesurée comme décrit 

précédemment. 

2.2.3 Influence du pH sur l’activité amylasique des extraits enzymatiques bruts des 3 

souches de référence 

Afin d’évaluer l’influence du pH de la réaction sur l’activité amylasique des extraits 

bruts enzymatiques, les pHs 5, 7,2 et 8,4 ont été testés. La quantité d’amidon dégradée par 

l'activité amylasique des extraits bruts enzymatiques est mesurée comme décrit 

précédemment. 

2.2.4 Test de la stabilité thermique des amylases des extraits enzymatiques bruts des 3 

souches de référence 

L'étude de la stabilité thermique est déterminée par la mesure de l'activité amylasique 

résiduelle des extraits bruts enzymatiques des 3 souches de référence après traitement 

thermique au bain marie à 90 ºC pendant 1h et 2h  (Kiran et al., 2018). 

La quantité d’amidon dégradée par l'activité résiduelle amylasique des extraits bruts 

enzymatiques est mesurée comme décrit précédemment. 
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1 Recherche et caractérisation d’activité lipasique des extraits bruts enzymatiques des 

3 souches de référence  

La recherche d’activité lipasique de l’extrait brut enzymatique des souches de 

référence a été effectuée selon la méthode de quantification des acides gras libérés par les 

lipases en utilisant du NaOH pour la titration (Schnatz, 1964).  

Le résultat obtenu a révélé la présence d’activité lipasique avec une libération, à 

37° C et pH 7, de 205,3333 mM/mL d’acides gras pour l’extrait enzymatique de la souche 

Escherichia coli, 74,66667 mM/mL pour l’extrait enzymatique de la souche de 

Pseudomonas aeruginosa et 56 mM/mL pour l’extrait enzymatique de la souche de 

Staphylococcus aureus. 

Ensuite cette activité a été caractérisée par étude de l’influence de la température et du 

pH sur son activité et le traitement thermique sur sa stabilité.  

  Influence de la température sur l’activité lipasique des extraits enzymatiques 1.1

bruts des souches de référence 

L’effet de la température sur l'activité lipasique des extraits bruts enzymatiques des 

trois souches de référence a été déterminé par incubation des milieux réactionnels à 

différentes températures (4° C, 20° C, 37° C et 45° C). 

Les résultats obtenus (Figure 4) montrent que les extraits enzymatiques des trois 

souches possèdent une activité lipasiques optimale à 37° C. Des résultats proches, d’activité 

enzymatique optimale à 37° C ont été aussi trouvés pour ces souches. En effet, il a été montré, 

par exemple, que les lipases d’une souche de Pseudomonas sp. possédait une activité optimale 

à 35° C (Rashid et al., 2001), aussi, une lipase de Staphylococcus aureus possédait un éventail 

optimal d’activité entre 33° C et 39° C (O'Leary et Weld., 1964). Pour la souche 

d’Escherichia coli il a été montré que certaines enzymes comme Trans-Succinylase 

possédaient une activité optimale à 37° C (Ron et Shani., 1971). 
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Figure 4: influence de la température sur l’activité lipasique des extraits bruts enzymatiques 

des trois souches de référence. 

Les 3 souches de référence possèdent une température optimale de croissance ou une 

température de bonne croissance de 37° C (Doyle et Schoeni 1984, Onyango et al., 2012 ; 

LaBauve et Wargo, 2012), et qui peut expliquer le résultat de cette température optimale de 

37° C, pour l’activité lipasique des 3 souches de référence.  

Les résultats montrent aussi que cette activité lipasique est moins forte aux 3 autres 

températures testées (4° C, 20° C et 45° C) comparé à l’activité à 37° C et ceci pour les 

extraits des 3 souches testées. Des résultats similaires trouvés pour les lipases de la levure 

Yarrowia lipolytica, indiquent que ces enzymes possèdent une activité plus faible à des 

températures inférieures et supérieures à 37° C (Destain et al., 1997).  

Pour l’extrait de la souche de référence Escherichia coli, à la température 45° C 

d’incubation, l’activité lipasique est nulle. Cependant, l’étude de Ron et Shani (1971) sur 

l’enzyme Trans-Succinylase d’Escherichia coli a montré que lorsque la température atteint 

une valeur comprise entre 42 et 45 ° C, l'activité enzymatique dans la cellule chute 

soudainement.  Aussi aux températures de 4 et 20° C l’extrait de la souche Escherichia coli 

présente une activité presque nulle. 

 

Pour l’extrait de la souche Pseudomonas aeruginosa, on remarque que l’activité 

lipasique est détectée à toutes les températures testées. Les résultats des travaux de Gügi et al 

(1991) sur l’effet de la température de croissance sur plusieurs activités enzymatiques, chez la 
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bactérie Pseudomonas fluorescens, ont indiqué que les changements observés dans les 

activités enzymatiques sont dus à l'influence spécifique de la température de croissance. 

Comme il est montré dans la Figure 04 la température optimale de l’activité 

lipasique de la souche Pseudomonas aeruginosa est de 37° C, une température à laquelle 

cette souche pousse bien (LaBauve et Wargo., 2012), ce qui peut expliquer le résultat de 

cette température optimale. Aussi, cette souche peut survivre à un large éventail de 

températures de 4° C à 42° C (LaBauve et Wargo., 2012), ce qui peut expliquer la présence 

d’activité lipasique aux températures de 4° C à 45° C. De plus, un large éventail de 

températures d’activité a été aussi montré chez d’autres bactéries par exemple, les lipases de 

bacterium Chryseobacterium polytrichastri possèdent un éventail de températures allant de 5 

à 65 ° C avec une température optimale de 37 ° C (Kumar et al., 2020). Par contre, pour 

l’extrait de la souche Escherichia coli, l’activité n’est qu’à la température d’incubation de 37° 

C.  

L’extrait de la souche de Staphylococcus aureus, présente une faible activité à 4° C et 

une activité nulle à 45° C, alors qu’il a été montré que la lipase de Staphylococcus aureus, 

présente une activé sur un large éventail de température, allant de 4° C à 45° C (O'Leary et 

Weld., 1964). 

 Influence du pH sur l’activité lipasique des souches de référence 1.2

Pour déterminer l'effet du pH sur l'activité lipasique des extraits enzymatiques bruts des 

trois souches des tests d'activité à différentes valeurs de pH 5, 7,2, 8,4 ont été utilisés.  
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Figure 5: influence des différents pH sur l’activité lipasique des extraits bruts enzymatiques 

des trois souches de référence. 

Les résultats obtenus (Figure 05) montrent que les extraits enzymatiques des trois 

souches possèdent une activité lipasique optimale à pH 7,2. Des résultats proches ont été 

trouvés pour les activités lipasiques optimales des bactéries. Par exemple, les lipases de la 

souche Staphylococcus epidermidis atteignent leurs activités maximales à pH 7 (Esakkiraj et 

al., 2010), et celles de Pseudomonas cepacia possède un pH optimal à pH 6,5 (Sugihara et 

al., 1992).  

On remarque que pour la souche Escherichia coli, l’activité lipasique est présente aux 

différents pHs testés, mais elle a diminué drastiquement à pH 5 et pH 8,4. Tandis que cette 

activité disparaît complètement pour les extraits enzymatiques des deux souches 

Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus¸ les résultats obtenus ne sont pas en 

accord avec les résultats de Dharmsthiti et Kuhasuntisuk (1998), qui ont montré que la lipase 

de Pseudomonas aeruginosa garde une bonne activité à pH 8 et un éventail de pH qui varie de 

3 à 9. 

 Test de la stabilité thermique des lipases des extraits enzymatiques bruts des 1.3

souches de référence 

 Pour tester la stabilité thermique des lipases des extraits bruts enzymatiques des 

trois souches de référence, des traitements ont été effectués à 90° C pendant 1 h et 2 h. 
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Les résultats du traitement thermique à 90° C des extraits bruts enzymatiques des trois 

souches de références montrent qu’aucune activité résiduelle n’a été détectée après 1 h et 2 h 

de traitement. Ce qui montre que les lipases des trois souches de référence sont 

thermosensibles. Des lipases thermosensibles ont été déjà trouvées chez des bactéries, par 

exemple, la lipase de Serratia marcescens a été complètement inactivée à 90° C (Abdou, 

2003), aussi l’étude de Guncheva et al., (2013) indique l’absence de l’activité de la lipase de 

Bacillus Stearothermophilus après son incubation à 90° C pendant une heure. La lipase 

purifiée de Bacillus pumilus perdait 52 % de sa stabilité après traitement à 70 ° C (Kumar et 

al.,2012).  

Les lipases microbiennes sont d'une grande importance commerciale grâce à leur 

grande polyvalence et leur grande stabilité (Bacha et al., 2018), En général, les lipases ont des 

applications prometteuses dans le traitement chimique organique, la formulation de 

détergents, synthèse de biosurfactants, industrie agrochimique, papeterie, nutrition, 

cosmétique et traitement pharmaceutique (Shariff et al., 2011).  

Les résultats obtenus montrent que les lipases des extrais bruts enzymatiques des trois 

souches de référence ne sont pas thermostables ce qui les rend inutilisables dans les 

applications industrielles nécessitant des températures élevées telles que l’industrie agro-

alimentaire et dans l’industrie chimique (Fickers et al., 2008). 

2 Recherche et caractérisation d’activité amylasique des extraits bruts enzymatiques 

des 3 souches de référence  

La recherche d’activité amylasique de l’extrait brut enzymatique des souches de 

référence a été effectuée selon la méthode de Caraway, (1959), qui utilise l'iode/iodure de  

potassium (IKI) (Lugol) comme révélateur et l’amidon comme substrat. 

L'activité amylasique des extraits bruts des trois souches de référence a été mesurée 

par détermination de la quantité de l’amidon dégradée par les amylases présentent dans 

l'extrait brut enzymatique des 3 souches de référence. Les DO obtenues à 620 nm sont 

ensuite convertis on concentration en utilisant la courbe étalon de l’amidon (Figure 07).  
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Figure 6: Courbe étalon de l’amidon 

      Les résultats obtenus (Figure 07) montrent la présence d’activité amylasiques  

avec une dégradation, à la température de 37 ° C et pH 7,2 de 115,945 µg/mL d’amidon par 

l’extrait brut enzymatique de la souche Escherichia coli, de 71,621 µg/mL d’amidon par 

l’extrait brut enzymatique de la souche Pseudomonas aeruginosa et de 113,513 µg/mL 

d’amidon par l’extrait brut enzymatique de la souche Staphylococcus aureus. 

Ensuite cette activité a été caractérisée par étude de l’influence de la température et du 

pH sur son activité et le traitement thermique sur sa stabilité. 

2.1. Influence de la température sur l’activité amylasique des extraits enzymatiques 

bruts des souches de référence 

L’effet de la température sur l'activité amylasique des extraits bruts enzymatiques des 

trois souches de référence a été déterminé par incubation des milieux réactionnels à 

différentes températures (4° C, 20° C, 37° C et 45° C). 

Les résultats obtenus (Figure 07) montrent que les extraits enzymatiques des trois 

souches de référence possèdent le même profil de l’influence de la température sur leur 

activité amylasique.   
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Figure 7: influence de la température sur l’activité amylasique des extraits bruts 

enzymatiques des trois souches de référence. 

Ces résultats montrent aussi que les extraits enzymatiques des trois souches possèdent 

une activité amylasique optimale à 20° C, des résultats proches ont été trouvés pour les 

amylases de Pseudomonas balearica avec une température optimale d’activité à 25° C 2 ±° C 

(Kizhakedathil, 2021). Une température optimale de 20 ° C a été aussi trouvé pour une 

enzyme (lipase) produite par la souche Staphylococcus epidermidis (Joseph et al., 2006). 

On remarque que l’activité amylasique reste bonne à 37° C et ceci pour les extraits 

enzymatique des trois souches de référence, l’activité à cette température est proche de celle 

de la température optimale (20° C). Des résultats ont montré que la température optimale des 

amylases est de 37° C pour la souche Pseudomonas luteola (Khannous et al., 2014), et aussi  

les amylases de Halomonas meridiana qui ont montré un maximum d’activité à la 

température 37° C (Coronado et al., 2000). 

Pour les 2 autres températures testées 4° C et 45 ° C, l’activité amylasique est 

fortement affectée et ceci pour les extraits enzymatique des trois souches de référence.  

Contrairement aux résultats obtenus dans cette étude et qui montrent que les amylases 

des 3 souches perdent leurs activités à 45° C, il existe des amylases thermophiles qui montrent 

une activité maximale à des températures élevées comme le cas des amylases produites par 

Aspergillus niger qui possède une bonne activité à 60° C (Weerasooriya et Piyarathne, 2019). 
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  Influence du pH sur l’activité amylasique des extraits enzymatiques bruts des 2.1

souches de référence 

Pour déterminer l'effet du pH sur l'activité amylasique des extraits bruts enzymatiques 

des 3 souches, des mesure d'activité à différents pHs (pH 5, pH 7,2, pH 8,4) ont été 

effectuées. 

 

Figure 8: Influence des différents pH sur l’activité amylasique des extraits bruts 

enzymatiques des trois souches de référence. 

Les résultats obtenus (Figure 08) montrent que les extraits enzymatiques des trois 

souches de référence ont une bonne activité amylasique aux différents pHs testés.    

Les deux souches de références Escherichia coli et Staphylococcus aureus possèdent 

une activité amylasique optimale à pH 8,4 avec une bonne activité détectée aux autres pH 

testés (5 et 8,4). Des amylases avec une large gamme de pHs d’activité a été déjà montré 

comme par exemple les amylases de Pseudomonas stutzeri qui possèdent un éventail de pH 

de 5 à 12 avec pH optimal à 8 (Maalej et al., 2013).          

La souche Pseudomonas aeruginosa montre une activité optimale à pH 5 et aussi avec 

une bonne activité détectée aux autres pH testés. Des amylases avec des pH acides optimaux 

ont été déjà trouvés comme par exemple les amylases trouvé chez Bacillus sp avec un pH 

optimal de 4 à 6 (Sajedi et al., 2005). 
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 Test de la stabilité thermique des amylases des extraits enzymatiques bruts des 2.2

souches de référence 

Pour tester la stabilité thermique des amylases des extraits bruts enzymatiques des 

trois souches de référence, des traitements ont été effectués à 90° C pendant 1 h et 2 h. 

 

Figure 9: Effet du traitement thermique sur la stabilité des amylases des 3 souches de  

référence. 

Les résultats obtenus (Figure 09) montrent que les amylases des extraits bruts 

enzymatiques des 2 souches de référence Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa 

maintiennent leurs stabilités lors des deux traitements de 1h et de 2h. Les amylases de la 

souche Staphylococcus aureus ont préservé 92% de leurs activités après 1h et 73% après 2h 

de traitement et les amylases de la souche Pseudomonas aeruginosa ont préservé presque 100 

% de leurs activités après 1h de traitement et 83% de leurs activités après 2h de traitement. 

Concernant les amylases de la souche de référence Escherichia coli¸ les plus 

sensibles, n’ont préservé que 52% de leurs activités après 1 h de traitement et 4  % de leurs 

activités après 2 h de traitement.  

 

Des travaux sur la stabilité des amylases des bactéries ont montré que les amylases 

extracellulaires des souches de Bacillus licheniformis sont thermostables et conservent plus 

de 98% de l'activité d'origine après traitement d’une heure à 85° C (Morgan et Priest, 1981), 
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des résultats proches de ce qu’on a trouvé pour les amylases des souches Staphylococcus 

aureus et Pseudomonas aeruginosa.  

Par contre d’autres travaux ont montré par exemple que les amylases de la souche 

Bacillus subtilis (Kiran et al., 2018 ) et de Pseudomonas stutzeri (Maalej et al., 2013) sont 

moins stables que les amylases de nos souches de référence, et ces amylases ne gardent, 

respectivement, que 51% de leurs activités après traitement à 90° C et 6% de leur activité 

d'origine après traitement à 60° C (Kiran et al., 2018 ).  

Les résultats trouvés montrent que les amylases des extraits bruts des 2 souches de 

référence Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa sont thermostables ce qui 

permet leur utilisation potentielle dans les industries nécessitant des enzymes thermostables 

telles que l'industrie des sucres liquides (Kiran et al., 2018) la production de sirop de glucose 

et de maltose, clarification des jus de fruits et saccharification de l'amidon (Christopher et 

Kumbalwar 2015 in (Ahlawat et al., 2018). 

3 Discussion générale  

Dans cette étude les lipases et les amylases de 3 souches de référence ont été 

recherchées et caractérisées. 

Les lipases sont des enzymes qui hydrolysent les liaisons ester des lipides (Singh et 

al., 2016), qui sont utilisées dans une variété d'industries, telles que les industries de 

l'alimentation, des biocarburants, des détergents et de l'alimentation animale (Raveendran et 

al., 2018).  

Les amylases sont des enzymes qui hydrolysent liaisons glucosidiques internes de 

l'amidon, du glycogène et des polysaccharides (Quax, 2006) qui sont utilisées dans une 

variété d'industries, telles que les industries de l'alimentation, du textile, du papier, des 

détergents (Khannous et al., 2014). 

Les résultats obtenus dans cette étude montrent la présence des activités lipasiques et 

amylasiques dans les extraits bruts enzymatiques chez les 3 souches de référence testées. 

 

Pour la souche de référence Escherichia coli, ces deux enzymes (lipases et amylases) 

ont montré une bonne activité dans les conditions standards c’est-à-dire 37 ° C et pH 7,2. 

Par ailleurs ils ont montré différents profils lorsqu’ils ont été testés à différentes 

températures (4° C, 20 ° C et 45 ° C) et pHs (5, 8,4), par exemple, les lipases ont montré 
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une diminution d’activité à 20° C et à 4 ° C et une absence totale d’activité à 45 ° C, tandis 

que les amylases ont montré une meilleure activité à 20 ° C et une diminution à 4 ° C et 45 ° 

C. 

Aussi dans les tests de pHs les lipases ont subi des diminutions d’activité à pH 5 et à 

pH 8,4 contrairement aux amylases qui ont montré de bonne activité à pH 5 et une activité 

maximale à pH 8,4.   

Concernant le teste stabilité thermique les résultats montrent que les lipases de 

Escherichia coli sont thermosensible et ils ont perdu toutes leur activité après 1h de 

traitement à 90 ° C, alors que les amylases de cette souche ont gardé 52% de leurs activité 

après 1 h de traitement.    

Comme c’est le cas pour Escherichia coli, les lipases et les amylases de la souche 

Pseudomonas aeruginosa, ont montré une bonne activité à 37° C et à pH 7,2 et des profils 

d’activités différents aux autres températures testées (4° C, 20 ° C, et 45 ° C) et aux autres 

pHs testés (5, 8,4). L’activité des lipases a diminué à ces 3 températures testées, alors que 

les amylases montrent une diminution seulement à 4° C et à 45° C, par contre, à 20 ° C 

l’activité est presque similaire que celle trouvé à 37 ° C.  

Dans les tests de pHs les lipases ont montré une bonne activité à pH 7,2 et une 

activité nulle à pH 5 et pH 8,4, par contre les amylases ont montré une excellente activité à 

pH 5 et à pH 8,4. 

Pour les tests de stabilité, les lipases de cette souche sont aussi thermosensibles et 

perdent leurs activités après le traitement thermique à 90° C. Par contre, les amylases de 

cette souche présentent une forte stabilité à ce traitement et conservent presque la totalité de 

leur activité après 1h de traitement. 

Comme c’est le cas des 2 autres souches, les lipases et les amylases de la souche 

Staphylococcus aureus montrent une bonne activité dans les conditions standards (37° C et 

pH 7,2) et des profils différents aux autres températures testées (4° C, 20° C, et 45° C), ainsi 

qu’aux autres pHs testés (5 et 8,4). 

L’activité des lipases diminue à 4 ° C et 20° C et disparait carrément à 45° C, alors 

que les amylases montrent une meilleure activité à 20° C et diminue à 4° C et 45° C. 
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Ainsi que les tests de pHs influencent fortement les lipases de cette souche, l’activité 

des lipases à pH 5 et à pH 8,4 est nulle, alors que ce n’est pas le cas pour les amylases de 

cette souche qui montrent une bonne activité à pH 5, et une excellente activité à pH 8,4.  

Comme c’est le cas des autres souches, les lipases de la souche Staphylococcus 

aureus  sont thermosensibles, et perdent la totalité de leur activité suite au traitement 

thermique à 90° C, alors que les amylases présentent une bonne thermostabilité à 90° C et 

conservent 92% de leurs activités après 1h de traitement  

Tableau 5: Tableau récapitulatif des résultats de la caractérisation de l’activité et de la 

stabilité des lipases et des amylases de 3 souches de référence. 

  

 

Souches 

Activité enzymatique Stabilité enzymatique 

(activité résiduelle) 

pH 

optimale 

Température 

optimale 
Stabilité à 90° C 

 

Lipases 

E. coli 7,2 37° C Nulle 

S. aureus 7,2 37° C Nulle 

P. aeruginosa 7,2 37° C Nulle 

 

Amylases 

E. coli 8,4 20° C Moyenne 

S. aureus 8,4 20° C Forte 

P. aeruginosa 5 20° C Forte 



 

 

 

Conclusion et perspectives 
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Afin de rechercher des activités enzymatique a intérêt industriel chez des souches de 

référence bactériennes, les activités lipasiques et amylasiques de l’extrait brut enzymatique de 

3 souches de référence Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli 

ont été caractérisées en fonction de différentes températures (4° C, 20° C, 37° C, 45° C) et 

différents pHs (5, 7,2, 8,4). Leur stabilité thermique a été testée après traitement thermique.  

- Les résultats obtenus de cette études ont montré que les extraits bruts enzymatiques 

des 3 souches de référence possèdent les activités lipasiques et amylasiques. 

  -  Les extraits bruts enzymatiques des 3 souches de référence ont montré une bonne 

activité lipasique à 37° C et à pH 7,2 et une activité amylasique optimale à 20° C et à pH 8,4 

pour les amylases d’E. coli et de S. aureus et une activité amylasique optimale à 20° C et à 

pH 5 pour les amylases de P. aeruginosa.    

- Le test de stabilité au traitement thermique à 90° C a montré que les lipases des 3 

souches de référence sont thermosensibles par contre les amylases de ces souches possèdent 

une bonne thermostabilité. 

 

- Afin de trouver des enzymes d’origine bactérienne et qui présentent un intérêt 

industriel, des enzymes de souches bactériennes extrêmophiles peuvent être recherchées et 

caractérisées.  

- Ensuite, ces enzymes doivent être purifiées afin de mieux les caractériser et pour les 

identifier et déterminer leurs structures. 

- Les enzymes doit être testées en présence d’autres conditions industrielles comme 

par exemple une plus large gamme de pHs, de températures, en présence des ions, des 

solvants, des métaux lourd,..., etc. 
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Résumé  

Les enzymes sont des macromolécules biologiques produites par les cellules des différents 

organismes vivants. Ces enzymes possèdent un rôle central dans presque tous les processus biologiques et 

les réactions biochimiques nécessaires au maintien de la vie. Les enzymes présentent aussi une importance 

industrielle, dans divers secteurs industriels tels que le secteur pharmaceutique et agroalimentaire. Les 

bactéries sont des organismes très utilisées pour la production à grande échelle d’enzymes commercialement 

importantes.  

Pour cela l’objectif de ce travail est la recherche et la caractérisation de 2 hydrolases (lipases et 

amylases) à intérêt industriel chez des souches de référence bactérienne. Pseudomonas aeruginosa (ATCC 

27853), de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et Escherichia coli (ATCC 25922). L’influence des 

températures et des pHs sur l’activité de ces enzymes et le traitement thermique à 90° C sur leur stabilité a 

été étudiée. Les résultats obtenus montrent que les lipases des 3 souches possèdent une activité optimale à 

37° C et pH 7,2 et une sensibilité au traitement thermique. Les amylases des 3 souches ont montré une 

activité optimale à 20° C. Les résultats de l’étude de l’influence des pHs ont montré que les amylases des 

souches E. coli et S. aureus possèdent un pH optimal à 8,4 et celles de la souche P. aeruginosa possèdent 

pH optimal de 5.  Les amylases des souches P. aeruginosa et S. aureus ont montré une bonne stabilité au 

traitement thermique à 90 ° C, en effet, ces amylases ont gardé, respectivement, 83% et 73% de leur activité 

après 2h de traitement. Les amylases de la souche E. coli ont gardées seulement 4% de leur activité après 

2h de traitement.  

Mots clés : hydrolases, souches de référence, secteurs industriels, bactéries, amylases, lipases.  

Abstract  

Enzymes are biological macromolecules produced by cells of different living organisms. These 

enzymes have a central role in almost all biological processes and biochemical reactions necessary for the 

maintenance of life. Enzymes are also of industrial importance, in various industrial sectors such as the 

pharmaceutical and agrifood sector. Bacteria are organisms that are widely used for the large-scale 

production of commercially important enzymes. 

For this, the objective of this work is the research and characterization of 2 hydrolases (lipases and 

amylases) of industrial interest in bacterial reference strains. Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), 

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Escherichia coli (ATCC 25922). The influence of temperatures 

and pHs on the activity of these enzymes and heat treatment at 90 ° C on their stability was studied. The 

results obtained show that the lipases of the 3 strains have optimal activity at 37 ° C and pH 7.2 and 

sensitivity to heat treatment. The amylases of the 3 strains showed optimal activity at 20 ° C. The results of 

the study of the influence of pHs showed that the amylases of the E. coli and S. aureus strains have an 

optimal pH at 8.4 and those of the P. aeruginosa strain have an optimum pH of 5. The amylases of the P. 

aeruginosa and S. aureus strains showed good stability to heat treatment at 90 ° C, in fact, these amylases 

retained, respectively, 83% and 73% of their activity after 2 hours of treatment. The amylases of the E. coli 

strain kept only 4% of their activity after 2 hours of treatment. 

Keywords: hydrolases, reference strains, industrial sectors, bacteria, amylases, lipases. 

 ملخص:

العمميات تمعب هذه الإنزيمات دورًا مركزيًا في جميع  جزيئات بيولوجية كبيرة تنتجها خلايا من كائنات حية مختمفة.الإنزيمات هي 
الصناعية مثل البيولوجية والتفاعلات الكيميائية الحيوية اللازمة لمحفاظ عمى الحياة. تعتبر الإنزيمات أيضًا ذات أهمية صناعية في مختمف القطاعات 

 البكتيريا هي كائنات حية تستخدم بشكل كبير لإنتاج الإنزيمات المهمة تجاريًا عمى نطاق واسع.  .ة والأغذية الزراعيةقطاع الأدوي
 انبكخيسيت انمسخعيت انسلالاث في انصىبعيت الأهميت ذاث( والأميلاش انهيببش) هيدزولاش مه اثىيه وحىصيف انبحث هى انعمم هرا مه انهدف

(ATCC  Escherichia coliATCC 25923) ( Staphylococcus aureus,  (ATCC 27853)aeruginosa Pseudomonas 

 أظهسث.ثببحهب عهى مئىيت دزخت 59 عىد انحسازيت وانمعبندت الإوصيمبث هري وشبط عهى انحمىضت ودزخبث انحسازة دزخبث حأثيس دزاست حمج..25922)

 نهمعبندت وحسبسيت 3.7 انحمىضت ودزخت مئىيت دزخت 73 عىد مثبني وشبط نهب انثلاثت انسلالاث في انهيببش أن عهيهب انحصىل حم انخي انىخبئح

 و E. coli نسلالاث الأميهيص أن انهيدزوخيىي انخأثيس دزاست وخبئح أظهسث.مئىيت دزخت 79 عىد مثبنيبً وشبطبً انثلاثت انسلالاث في الأميهيص أظهسث.انحسازيت

S. aureus سلانت وأن 4.8 حبهغ مثهى حمىضت دزخت نهب P. aeruginosa نسلالاث الأميهيص أظهسث.9 حبهغ مثبنيت حمىضت دزخت نهب P. aeruginosa 

 مه انخىاني عهى٪ 37 و٪ 47 بىسبت صاثالأميهي هري احخفظج,انىاقع في ، مئىيت دزخت 59 عىد انحسازيت انمعبندت في خيدًا ثببحبً S. aureus و

 .انعلاج مه سبعخيه بعد وشبطهب مه٪ 8 عهى  فقط  حبفظجE. Coliمه  الأميهيص سلانت. انعلاج مه سبعخيه بعد وشبطهب

  ، سلالاث مسخعيت ، قطبعبث صىبعيت ، بكخيسيب ، أميهيص ، نيببش. شهيدزولا 6 الكلمات المفتاحية


