REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

CENTRE UNIVERSITAIRE BELHADJ BOUCHAIB D’AIN-TEMOUCHENT

Institut des Sciences
Département des Sciences de la Nature et de la Vie
Mémoire
Pour I’obtention du Diplome de Master en Sciences Biologiques
Option: Microbiologie appliquée
Présenté par:
Melle. MOUSSAOUI Rayhana

Melle. MESSAOUDI Khaoula

RECHERCHE ET CARACTERISATION DE PHYTASES BACTERIENNES A
INTERET INDUSTRIEL

Encadrant :
M. Sofiane Mourad BENYAMINA

Maitre de Conférences « B » au C.U.B.B.A.T

Soutenu le 03/09/2020
Devant le jury compos¢ de:
Président : Dr. Meriem ZERRIOUH (MCB) CUBBAT
Examinatrice : Dr. Amina OUADAH (MCB) CUBBAT

Encadrant : Dr. Sofiane Mourad BENYAMINA (MCB) CUBBAT




@W@&WM

On voudrait dans un premier temps remercier Dieu tout puissant,
de nous avoir donné la force, le courage, la patience, la santé, pour
terminer ce travail malgré des circonstances difficiles.

Nous exprimons nos sincéres remerciements, notre appréciation
et notre grande gratitude a notre encadrant Dr. Sofiane Mourad
BENYAMINA pour lorientation, l'encouragement, le soutien, le
temps qu’ll a consacré pour bien nous former, pour sa patience.

Notre remerciement est également a Dr. Meriem ZERRIOUH
qui nous a fait I'honneur de présider le jury, ainsi qu’a Dr. Amina
OUADAH, qui ont accepté d'examiner notre texte, et pour le temps
~qu'elles nous ont accordé.

On désire aussi remercier Pr.BOUSALEM Smain du laboratoire
de Chimie du Centre universitaire Belhadj Bouchaib pour son aide
dans la réalisation du test effet chélateur des phytates.

Enfin on adresse nos sincéres remerciements a nos parents qui
attendalent avec Impatience notre succes, on remercie toutes les
personnes qui ont participés de pres ou de loin a la réalisation de ce
travaill et les professeurs qui nous ont enseignés au Centre
Universitaire Belhad] Bouchaib Ain Temouchent.

Avec toute notre reconnaissance

MOUSSAOUI Rayhana
MESSAOUDI Khaoula



Remerciement

Liste d’abréviation

Liste des figures

Liste des tableaux

Introduction générale.......... ... .. 01

Synthése bibliographique

R (111747 11 1 02
1.1. Les réactions catalysées par 1€S €NZymes. ..........ooeiieiiiiiiiiiiiiiiii e, 02
1.2. IMpOrtances deS ENZYMCS. .. ...uueuutententt ettt et ettt et e eer e e et e aaeeteeteneeaneenaans 02
1.2.1. Importances des enzymes au niveau cellulaire....................cooii, 02
1.2.2. Importances des enzymes dans le secteur industriel...............cooocceiiiiiiin. 03
1.3. Classification deS ENZYIMES. ... ..oeuuieeteette ettt e et et e e e e et e et e aneeeneanaens 06
2. LS MYArOlases. ...t 08
2.1. La réaction catalysée par les hydrolases.............cooveiiiiiiiiii i 08
2.2. Classification des hydrolases............ooiiiuiiiiiii e, 08
2.3. Importances des hydrolases..........oouieiiiiiiii e 09
2.3.1. Importances des hydrolases au niveau cellulaire...................cooiiiiiiiiiii .. 09
2.3.1.1. Importances des hydrolases au niveau des cellules végétales..................ccccevinennt. 10
2.3.1.2. Importances des hydrolases au niveau des cellules animales............................. 10
2.3.1.3. Importances des hydrolases au niveau des cellules microbiennes........................ 11
2.3.2. Importances des hydrolases dans le secteur industriel.......................ooon 12
2.3.2.1. Importances des hydrolases des végétaux dans le secteur industriel..................... 12
2.3.2.2. Importances des hydrolases des animaux dans le secteur industriel...................... 13
2.3.2.3. Importances des hydrolases des microorganismes dans le secteur industriel........... 13
R BT o) ) 1 PP 14

3.1. Mode d’action des Phytases. ... ...ouuenuietintt it 15



3.2. Classification des Phytases. .......oueententiietett et et e eeeaanaes 16
3.3, S0UICES AES PRYLIASES. ...ttt ettt et ettt et et e e 17

3.4. Importances des phytases au niveau cellulaire, environnemental et industriel...............17

Matériel et méthodes

1. Détermination des capacités chélatrices de 1’acide phytique..............c.ccooiiiiiiiiin... 20
1.1. Le test avec du papier filtre. ........ooooniiiii e 21
1.2. Le test avec les billes d’alginate..........ooooiuiviiiiiiiiii e 21
1.3. Le test des capacités chélatrices de I’acide phytique avec le chrome et le cobalt......... 22

2. Isolement et purification, sélection des isolats bactériens possédant la capacité a dégrader

Pacide PRYLIQUE. . ... 23
2.1. Préparation des milieux de culture............ooooiiiiiiiiiiiii e 23
2.1.1. Préparation de 1a GEloSe NULTIEIVE. .....ueeentiit ettt e ee e e e 23
2.1.2. Préparation du Bouillon nutritif..............oo i 23
2.2. Isolement et PUITIICATION .....uiuiitt ettt et et e e e eenanes 24
2.2.1. Isolement des bactéries a partir du sol de la rhizosphére..................cooooiiinat. 24

2.2.2. V¢rification de la pureté des isolats et des souches de la collection de notre

JaDOTALOITE. . .. et e e 24
2.2.2.1. Observation MaCTOSCOPIQUE. . ... .uuutneenteententeteeneenteantenteateaneaneeaneeneenneaneens 24
2.2.2.2. Observation MICTOSCOPIQUE. ... uuutnrtenteenttanteeaneeanteeaneeateenneeaaeenneeaneenens 24

3. Récupération de I’extrait brut des bactéries pour la caractérisation de 1’activité

0] 12T 25
4. Caractérisation de I’activité des phytases des extraits bruts................ccooeiiiiiiiiiinnne.n. 25
4.1. Influence du temps d’incubation sur ’activité des phytases.................ccocevviiiiniinn. 25
4.2. Influence de la température sur 1’activité des phytases...........ccvviiviiiiiiiiiiniennnnn.. 26
4.3. Influence du pH sur I’activité des phytases...........cooiiiiiiiii i, 26



Résultats et discussion

1. Détermination des capacités chélatrices de I’acide phytique.............c.ccoviiiiiiiiiin.n, 27
1.1. Le test avec du papier filtre. ... ..o 27
1.2. Le test avec les billes d’alginate. .........ooooiuiiiiiiiiii e 27

1.3. Le test des capacités chélatrices de [’acide phytique avec le chrome et le
CODALL. ...ttt a ettt ettt et 28

2. Purification, sélection, caractérisation des isolats bactériens possédant la capacité a

dégrader 1’acide PRYLIQUE. ......ccueiiiieiiieiieie ettt ettt et e ebe e eene 29
2.1. Vérification de la pureté des isolats bacteriens..........cccueeveerieeciienieeieeie e 29
3. Caractérisation de ’activité phytasique extracellulaire des extraits bruts bactériens........... 29
3.1. La courbe d’€talonnage..........ccueeruieiiieiieeiieiieeiie ettt 29
3.2. Influence de la durée d’incubation sur I’activité phytasique extracellulaire...................... 31
3.3. Influence de la température sur I’activité phytasique extracellulaire............c.cccecvveeuneenne. 32
3.4. Influence du pH sur I’activité phytasique extracellulaire........................oooiiinal. 34
4. DiSCUSSION GENETALC. ......ccuiiiiiiiiieiie ettt ettt ettt e bttt e sbe e beessseessaeenbeenseeenne 37
Conclusion et PersPeCtiVeS. ... ....ooiiiiii e e 39
Références bibliographiques........... ... . 41

Résumé



BN: Bouillion nutritif
Co: Cobalt

Cr: Chrome

CuSOq4: Sulfate de Cuivre
DO: Densité Optique

g: Gramme

GN: Gélose nutritive

h: heure

IS: Isolat

KH:POs4: Potassium dihydrogen phosphate

L: Litre

LISTE DES ABREVIATIONS

M: Molaire

Mg: Milligramme

min: Minute

mL: Millilitre

nm: Nanometre

pH: Potentiel d’Hydrogéne
rpm: Rotation Par Minute
pL: Microlitre

%: pourcentage

°C: Degré Celsius



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1: Exemples d’industries utilisant des enzymes microbiennes (Singh et al., 2016)..06
Tableau 2: les différentes classes des enzymes selon le NC-IUBMB............................. 07
Tableau 3: La gamme ¢talon des solutions KHoPO4....oooooooi i, 26

Tableau 4: Tableau récapitulatif des différents résultats de caractérisation des phytases des

AIfTEIENtS EXIIAILS DIULS. . ...ttt ettt e e e e e e e e e, 38



LISTE DES FIGURES

Figure 1: Structure chimique de 1’acide phytique (Carli ef al., 2006 in Silva et Bracarense,

7 ) T PP 15
Figure 2: Réaction catalytique des phytases (Cangussu ef al., 2018).........ccccooeviiiiinn... 16
Figure 3: solutions de CuSO4 (a gauche) et du phytate (a droite)................ccoeeviin.nn. 20

Figure 4: Test de la capacité chélatrice de I’acide phytique avec le CuSOg4 sur papier filtre...21

Figure 5: Test de la capacité chélatrice de 1’acide phytique avec le CuSO4 par les billes
L0 4 17 22

Figure 6: Test de la capacité chélatrice de I’acide phytique avec le Chrome et le Cobalt......23

Figure 7: Test des capacités chélatrice de ’acide phytique avec du papier filtre................ 27
Figure 8 : Test des capacités chélatrice de 1’acide phytique avec les billes d’alginate......... 28
Figure 9 : Vérification de la pureté des isolats du sol...............oooiiiiiiiiiiiii 29
Figure 10: La courbe étalon en fonction de la concentration du KHoPO4 (mM)................. 30

Figure 11: Etude de I’influence du temps sur I’hydrolyse de I’acide phytique par les
dIifferents eXtraits DIULS. .......ouiie it e 31

Figure 12: Effet de la température sur 1’hydrolyse d’acide phytique par les phytases
extracellulaires des différents extraits bruts...........ocooviiiiiiiii i e 32

Figure 13: Effet du pH sur I’hydrolyse d’acide phytique par les phytases extracellulaires des
différents eXtraits DIULS. ... ..ot 34



I ntroduction génerale



Introduction générale

Les enzymes sont des biocatalyseurs qui augmentent la vitesse des réactions de
transformation d’un substrat en un produit. Cette conversion biochimique est nécessaire au
fonctionnement et a la survie des cellules des différents organismes vivants (Smith, 1997 in
Gurung et al., 2013). Ces enzymes sont, aussi, largement utilisées dans diverses industries,
comme I’industrie de 1’agriculture, du cosmétique, du pharmaceutique et de 1’alimentaire (Li

etal., 2012).

Le phosphore fait partie des composants essentiels a la production des molécules
importantes pour les cellules, telles que I'ADN, I'ARN, I'ATP et d'autres molécules
biologiquement actives (Oh et al., 2003; Igbal et al., 2005).

Bien que, dans des végétaux, consommeés par ’homme et les animaux monogastriques
(comme le porc) tels que les céréales et les légumineuses, une grande quantité de phosphore
est disponible mais cette derniere est stockée, au niveau de ces végétaux, sous forme d’acide
phytique (6 molécules de phosphores attachés a une molécule d’inositol) non facilement
utilisable (Lolas et Markakis, 1977 in Pasamontes et al., 1997; Cangussu et a/.,2018). L’acide
phytique est considéré aussi comme un ¢élément antinutritionnel en raison de ses capacités
chélatrices des différents minéraux ce qui diminue leur disponibilit¢ pour 1’organisme

(Nagashima et al., 1999; Cangussu et al., 2018).

Les phytases, sont des hydrolases (sous-famille des phosphatases) (Wyss et al., 1999),
qui permettent I’hydrolyse de I'acide phytique et elles permettent, ainsi, de réduire son effet
antinutritionnel et améliorer la disponibilité du phosphore (Nagashima et al., 1999). Les
phytases sont présentes chez un certain nombre d’espéces des organismes vivants (Lamid et
al., 2018; Cangussu et al., 2018; De Angelis et al., 2003), mais celles des bactéries sont les
plus importantes et les plus utilisées en industries alimentaires (Kerovuo et al., 1998; Oh et

al., 2004 in Guerrero-Olazaran et al., 2010; Jain et al., 2015).

L’objectif de notre travail est de tester les propriétés chélatrices de I’acide phytique pour
rechercher et caractériser, aprés, des phytases extracellulaires a intérét industriel, chez 4
bactéries : 2 souches de la collection de notre laboratoire Enterobacter sp et Escherichia coli

(E.coli) et 2 bactéries isolées a partir de la rhizosphere (Isolat 1 et Isolat 2).

Les résultats obtenus montrent la présence de propriétés chélatrices chez I’acide phytique
et d’activités phytasiques, chez les 4 bactéries, avec des activités optimales a des pHs et des

températures différents.
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Synthése bibliographique
1. Les enzymes

Les enzymes sont des macromolécules biologiques synthétisées par les différents
organismes vivants, elles agissent comme des catalyseurs hautement spécifiques (chaque type
d’enzyme ne peut agir que sur un seul type de substrat. Exemple, les protéases ne dégradent
que les protéines) qui accélérent considérablement la vitesse des réactions biochimiques (Li et

al., 2012; Gurung et al., 2013; Robinson, 2015).

1.1. Les réactions catalysées par les enzymes

L’action de ’enzyme sur le substrat conduit & sa conversion en un produit, selon la
réaction suivante:

E+S _,' ES— E+P
(E):Enzyme, (S):Substrat, (ES):complexe Enzyme-Substrat, (P): Produit.

Le complexe ES se forme par la liaison des substrats au niveau d’un site spécifique qui se
trouve sur I’enzyme, appelé site actif ou site catalytique. Les sites actifs sont sites spécifiques
sur I’enzyme en forme de sillons, et qui vont permettre a I’enzyme de se fixer sur le substrat et

le transformer en un produit (Cooper, 2000; Robinson, 2015).

Cette interaction Enzyme-Substrat se fait a 1’aide de liaisons non-covalentes (liaisons
hydrogénes, liaisons ioniques et des interactions hydrophobes) (Cooper, 2000) ou a 1’aide des
liaisons covalentes transitoires (Lewis et Stone, 2020). L’interaction Enzyme-Substrat se fait
au niveau d’un site spécifique appelé site actif ou catalytique. Une fois le complexe ES est

établi, plusieurs mécanismes accéleérent la conversion du substrat en produit (Cooper, 2000).

1.2. Importances des enzymes

Les enzymes sont trés importantes et agissent comme des catalyseurs dans les réactions
biochimiques trés importantes pour la survie des différents organismes. De plus, ces enzymes
possédent une grande importance dans le développement des bioprocédés industriels (Mishra

etal., 2016).

1.2.1.Importances des enzymes au niveau cellulaire

Chez les différents organismes, les enzymes trouvent leur importance et leur implication
dans différents processus essentiels a la vie tels que la réplication et la transcription de I'ADN,
les réactions métaboliques (anaboliques et cataboliques), (Li et al., 2012; Gurung et al.,

2013). Les réactions métaboliques peuvent étre classées en trois groupes :
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1. celles qui synthétisent des molécules simples ou les polymérisent en macromolécules plus
complexes (anabolisme) (De Berardinis et Thompson, 2012), comme par exemple le
lactate est synthétisé a partir du pyruvate par I’enzyme lactate déshydrogénase (Buhl et
Jackson, 1978; Robinson, 2015) ;

2. celles qui dégradent des molécules pour libérer de 1'énergie (catabolisme) (De Berardinis
et Thompson, 2012), comme par exemple I'enzyme B-galactosidase qui décompose le
lactose en glucose et galactose (Roger, 1976; Robinson, 2015) ou bien la lipase
pancréatique humaine, une enzyme qui décompose, au niveau du systéme digestif
humain, les graisses alimentaires en acides gras (Gurung et al., 2013);

3. et celle qui contribuent a éliminer les déchets toxiques produits par les autres classes
(¢limination des déchets) (De Berardinis et Thompson, 2012), comme par exemple la
transformation de I’ammoniaque en urée au niveau des hépatocytes via le cycle de 1’urée
qui fait intervenir des enzymes telles que le N-acétyl glutamate synthétase;

I’argininosuccinate lyase et 1’arginase (Kouatchet et Lebas, 2007).

1.2.2.Importances des enzymes dans le secteur industriel

Les enzymes font partie des biomolécules les plus importantes possédant une diversité
d'applications dans divers secteurs industriels (Gurung et al., 2013), comme par exemple, le
secteur alimentaire, le secteur de la nutrition animale, le secteur du cosmétique, le secteur

pharmaceutique...etc (Li et al., 2012) (voir Tableau 1).

Avec l'avénement récent de la biotechnologie, il y a eu un intérét et une demande

croissantes pour des enzymes aux propriétés nouvelles (Umayaparvathi et al., 2013).

Une diversité¢ d’organismes vivants est utilisée pour la production d'enzymes a intérét
commercial. La majorité des enzymes utilisées en industrie proviennent des microorganismes.
En effet, plus de la moitié proviennent de champignons et de levures, et plus d'un tiers de ces
enzymes proviennent des bactéries. Le reste est réparti entre des sources animales et des

sources végétales (Chaplin et Bucke, 1990)

Chez les plantes et les animaux, I’enzyme la plus étudiée est la lipoxygénase cette
enzyme catalyse la bioxygénation des acides gras polyinsaturés pour former des acides
hydroperoxydiéniques conjugués (Baysal et Demirdoven, 2006). Les lipoxygénases ont des
applications en industrie alimentaire par exemple, la fabrication du pain et la production

d'arémes (Baysal et Demirdoven, 2006).
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Les enzymes microbiennes sont connues pour é&tre utilisées dans divers secteurs

industriels, par exemple les secteurs de 1'alimentation, de 1'agriculture, de la médecine...etc

(Li et al., 2012; Choi et al., 2015 in Singh et al., 2016) (Voir tableau 1).

Dans un but de production d’enzymes, un microorganisme est choisi selon sa capacité a

produire des enzymes tolérantes aux conditions extrémes utilisées dans les processus

industriels tels que la température, la salinité, le pH,...,etc (Umayaparvathi et a/ ., 2013).

Les enzymes microbiennes sont plus privilégiées par rapport enzymes des plantes et des

animaux pour les raisons suivantes :

Les enzymes microbiennes sont généralement moins chéres a produire (Chaplin et Bucke,
1990), plus faciles a extraire et a purifier (Robinson, 2015);

Les enzymes microbiennes sont plus actives et plus stables que les enzymes végétales et
animales (Anbu et al., 2013), elles sont thermostables, ce qui leur permet de fonctionner,
lors des réactions industrielles, a des températures élevées et pendant des durées
prolongées. Ces températures ¢levées diminueraient la possibilit¢é de contamination
microbienne (Poonam Singh Nigam, 2013; Singh et al., 2019);

Les microorganismes, contrairement aux tissus des végétaux et des animaux, ne
contiennent pas de composés phénoliques, des inhibiteurs d'enzymes endogeénes et des
protéases (Chaplin et Bucke, 1990). De plus, les microorganismes sont potentiellement
plus faciles a étre génétiquement manipulés, ce qui peut permettre de produire de
nouvelles enzymes, génétiquement modifiées, avec des propriétés nouvelles (Demain et
Vaishnav, 2009 ; Bragger et al., 1989; Annison, 1992; Niehaus ef al., 1999 in Zhang et
Kim, 2010 ; Anbu et al., 2013 ; Robinson, 2015);

Les microorganismes possédes une grande diversité biochimique, ils sont facile a cultiver
(Bragger et al., 1989; Annison, 1992; Niehaus ef al., 1999 in Zhang et Kim, 2010), ne
présentent pas de grandes variations de rendement, elles peuvent étre disponibles durant
toute 1I’année (condition de culture controlée), contrairement aux enzymes d’origine
végétal et animal qui ne peuvent étre produites qu'a certaines périodes de 1'année (Adrio

et Demain, 2014 ; Robinson, 2015; Singh et al., 2016).

Les différents microorganismes (bactéries, moisissures, levures...) possedent des

enzymes, utilisées dans différents secteur (voir Tableau 1), et qui présentent des

caractéristiques a intérét industriel. Mais il a été montré qu’au niveau industriel, les enzymes

bactériennes telles que les protéases (Rao et al., 1998), lipases (Gurung et al., 2013),
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a-amylases (Raveendran et al., 2018), laccase (Chauhan et al., 2017; Yang et al., 2017), sont

les plus utilisées comparées aux enzymes d’autres microorganismes (Gopinath et al., 2015).

Les enzymes bactériennes présentent plusieurs avantages comme par exemple :

Les protéases alcalines bactériennes comme celles des Bacillus sont caractérisées par leur
activité élevée a pH alcalin et leur large spécificité de substrat (Rao et al., 1998).

Les lipases bactériennes commercialement importantes, sont généralement
extracellulaires, et leur production est facile a réaliser (Gurung et al., 2013).

Les a-amylases bactériennes comme celles de Bacillus, sont hautement thermostables
(Raveendran et al., 2018), cette thermostabilité est donc une caractéristique importante du fait
que la saccharification de l'amidon, réalisée par les o-amylases, est effectuée a des
températures élevées (100—110°C) (Sundarram et Krishna Murthy, 2014).

Aussi, les laccases (catalysent 1’oxydation des composés aromatiques phénoliques et non
phénoliques), des bactéries ont plusieurs propriétés, absentes chez les laccases fongiques,
telles que la stabilité¢ a des températures et a des pHs élevés, des activités catalytiques dans
une large gamme de température et de pH (Chauhan et al., 2017; Yang et al., 2017 ). Ces
laccases sont importantes pour plusieurs secteurs industries tels que le secteur alimentaire,

pharmaceutique ou cosmétique (Yang et al., 2017).
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Tableau 1: Exemples d’industries utilisant des enzymes microbiennes (Singh ef al., 2016).

Industrie Exemples Fonctions Microorganismes Références
d’enzymes recherchées producteurs
Amylase Fabrication du Aspergillus niger | (Singh et al., 2016)
Alimentaire Catalase fromage. Bacillus sp. (Noone et al., 2001)
Phytase Amélioration de la Aspergillus sp
farine. Hydrolyse de
l'acide phytique.
Papier Protéase Elimination du Bacillus subtilis (Singh et al., 2016)
Amylase biofilm; amélioration Bacillus (Noone et al., 2001,
du drainage. licheniformis Frias et al., 2003;
Rejzek et al., 2011)
Détergent Cellulase Clarification des Aspergillus niger (Singh et al., 2016)
Lipase couleurs, éliminer les Bacillus sp (Noone et al., 2001,
huiles et les graisses. Tarantino, 2003;
Rejzek et al., 2011)
Cosmetique Laccase Teinture pour Bacillus subtilis (Diehl, 2008; Lang
Lipase cheveux, Aspergillus sp et Cotteret, 2004 in
Soin de la peau Singh et al., 2016)
Pharmaceutique Asparaginase Antitumeur E coli (Roberts et al., 2007;
Serrapeptase, Anti-inflammatoire Acinetobacter Devlin, 1986; Sabu.,
Streptokinase, Anticoagulant Lactobacillus- 2003; Vellard, 2003;
plantarum Kaur et Sekhon,
Streptococci sp 2012; Maneet Tale,
2015 in Singh et al.,
2016)
Cuir Protéase neutre Epilation Aspergillus sp (Baily, 1992;
Lipase Trempage Bacillus subtilis Sankaran, 1995;
Dégraissage Raju et al., 1996 in
Singh et al. ,2016)
Synthese Glucose Production de sirop de | Corynebacterium (Gerhartz, 1990;
organique ; Isomérase mais a haute teneur en sp Gianfreda et al.,
La gestion des Cutinase fructose, Fusarium solani 1999; Mai et al.,
déchets Dégradation des 2000; Have et
plastiques, Teunissien, 2001;

in Singh et al.,2016)

1.3.Classification des enzymes

Selon le NC-IUBMB (Nomenclature Committee of the International Union of

Biochemistry and Molecular Biology), les enzymes sont groupées en 6 classes (voir Tableau

2) correspondant chacune a un type de réaction catalytique différente: les oxydoréductases

(EC 1), les transférases (EC 2), les hydrolases (EC3), les lyases (EC 4), les isomerases (EC 5)

et les ligases (EC 6) (Gurung et al., 2013).
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Tableau 2 : les différentes classes des enzymes selon le NC-IUBMB.

Numéro de
commission | Classe d'enzyme Réaction Exemples d’enzymes
de I'Enzyme
Les enzymes de cette classe l'alcool
catalysent les réactions d'oxydo- déshydrogénases
EC1 Oxydoréductases | réduction (transfert d'électrons ou Catalases
d'¢lectrons associés a des protons) Glucoseoxidases
A +B—A+B"
Les enzymes de cette classe Les aminotransferases
transférent un groupement Fructosyltransferases
EC2 Transferases fonctionnel sur un accepteur Glucosyltransferases
AX +B—A+ BX
Les enzymes de cette classe Glycosidases
EC3 Hydrolases catalysent I'hydrolyse, le clivage Amylases
des substrats par 1'eau. Cellulases
A—X +H20—A-H + B-OH
Les enzymes de cette classe Les pectatelyases
catalysent l'addition des groupes
EC4 Lyases aux doubles liaisons ou la Alpha-acetolactate
formation des doubles liaisons par decarboxylase
I'¢limination des groupes.
A-B—A+B
Les enzymes de cette classe Glucose isomerases
catalysent le transfert de groupes Epimerases
EC5 Isomerases d'une position a une autre dans la Mutases
méme molécule. Lyases
A—B (isomere de A)
Les enzymes de cette classe Glutathione
relient les molécules aux liaisons Argininosuccinate
EC6 Ligases covalentes.

A+B+NTP—A—-B+NDP+P

De nombreuses enzymes soient retenues dans les cellules et puissent étre situées dans des

compartiments subcellulaires spécifiques, d’autre sont libérées dans [’environnement

extracellulaire, la majorité des enzymes a usage industriel sont des protéines extracellulaires

d’origine microbienne (Robinson, 2015).

La production a grande échelle d'enzymes exogeénes combine les disciplines de la

microbiologie, de la génétique, de la biochimie et de l'ingénierie avec le principe de base, la

fermentation (Sadhu et Maiti, 2013 in Sujani et Seresinhe, 2015), Seul un nombre limité de

toutes ces enzymes sont disponibles dans le commerce et encore moins sont utilisées en

grande quantité, plus de 75% des enzymes industrielles sont des hydrolases (Leisola et al.,

2011).
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2. Les hydrolases

Les hydrolases sont des enzymes qui catalysent la rupture des liaisons chimiques en
présence d’une molécule d'eau (Gaber, 2012).
En générale, les hydrolases permettent de décomposer les plus grosses molécules en

molécules plus petites (Gurung et al., 2013).

2.2. La réaction catalysée par les hydrolases

Les hydrolases sont des enzymes qui catalysent le clivage hydrolytique de différentes
liaisons (Boyce et al., 2004), telles que les liaisons peptidiques dans les protéines, les liaisons
glycosidiques dans les glucides et les liaisons ester dans les lipides, en présence d’une

molécule d’eau, selon la réaction générales suivante (McDonald et Tipton, 2014).

Hydrolases
A-B + H,O » AH + BOH

2.3. Classification des hydrolases

Selon le NC-IUBMB, les hydrolases sont classées dans la troisieme classe (EC3) des
enzymes et contiennent 13 sous-classes:
- EC 3.1 hydrolysent les liaisons esters pour générer un acide et un alcool (Montella et

al., 2012);

- EC 3.2 hydrolysent les liaisons N-glycosidique O-glycosidique et S-glycosidique
(Guillotin et al., 2019);
- EC 3.3 hydrolysent les liaisons éthers (Boyce et Tipton, 2001);

- EC 3.4 hydrolysent les liaisons peptidiques (Hamin Neto et al., 2018);

- EC 3.5 hydrolysent les liaisons Carbone-azote (Boyce et Tipton, 2001);

- EC 3.6 hydrolysent les liaisons diphosphates (Boyce et Tipton, 2001);

- EC 3.7 hydrolysent les liaisons carbone-carbone (Boyce et Tipton, 2001);

- EC 3.8 hydrolysent les liaisons halogénures (Boyce et Tipton, 2001);

- EC 3.9 hydrolysent les liaisons phosphore-azote (Boyce et Tipton, 2001);

- EC 3.10 hydrolysent les liaisons soufre-azote (Boyce et Tipton, 2001);

- EC 3.11 hydrolysent les liaisons carbone-phosphore (Boyce et Tipton, 2001);
- EC 3.12 hydrolysent les liaisons soufre-soufre (Boyce et Tipton, 2001);

- EC 3.13 hydrolysent les liaisons carbone-soufre (Boyce et Tipton, 2001).
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Parmi ces sous-classes il y a celles qui sont plus largement étudi¢es et utilisées en
industrie (Boyce et Tipton, 2001 ; Andrew McDonald, 2019) telles que les estérases
(exemple: lipase et phosphatase), les glycosylases (exemple: amylase et cellulase), les

peptidases (exemple: protéase) (Robinson, 2015).

2.4. Importances des hydrolases

Les hydrolases sont des enzymes qui catalysent 1'hydrolyse des diverses liaisons (voir
classification) (Mohammed et Guda, 2011) ce qui leur donne une importance dans diverses
réactions au niveau cellulaire (Toppan et Dominique, 1982; Martinez et al., 2008; Burgess et

Pletschke, 2008; Hodgson, 2009 ; Lee et Huang, 2013) et industriel (Robinson, 2015).

2.4.1.Importances des hydrolases au niveau cellulaire

Les hydrolases sont des enzymes qui jouent un réle important dans les cellules des
différents organismes vivants. Elles peuvent intervenir dans plusieurs réactions telles que le
métabolisme, les processus de croissance et les systemes de défense (Toppan et Dominique,
1982; Martinez et al., 2008; Burgess et Pletschke, 2008; Hodgson, 2009 ; Lee et Huang,
2013).

Par exemple, les protéases peuvent exécuter une grande variét¢ de fonctions
physiologiques complexes (par exemple, la coagulation sanguine, la croissance cellulaire...)
comme elles sont importantes dans la réalisation des fonctions métaboliques (par exemple,
I’hydrolyse des grandes polypeptides en petits peptides et acides aminés, facilitent leur
absorption par la cellule) (Rao et al., 1998). Aussi, les lipases, interviennent dans des
réactions métaboliques, comme le catabolisme des triglycérides, en acides gras et en glycérol
(Fickers et al., 2008). Les lipases interviennent aussi dans la biosynthése, comme la
biosynthése de transducteur (exemple les oxylipines telles que jasmonates) intervenant dans
les mécanismes de défense chez les végétaux (Farmer et al., 1992; Stelmach et al., 2001 in
Fickers et al., 2008).

D’autre hydrolases sont aussi impliquées dans différents réactions, telles que la
B-glucosidase qui joue un rdle dans lignification chez les plantes (Guo WF et al., 1998 in Li et
al., 2005; Ketudat Cairns et Esen, 2010; Ahmed et al., 2017), la lactase qui hydrolyse le
lactose chez les animaux (Ranciaro et al., 2014), I’amylase qui hydrolysent différents

substrats (comme le son de bl¢) chez les microorganismes (Saranraj et Stella, 2013).
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2.4.1.1. Importances des hydrolases au niveau des cellules végétales

Les hydrolases des plantes, telles que les protéases, les amylases, les lipases et les
cellulases, sont des enzymes importantes (Saurabh Bhatia, 2018) peuvent intervenir dans
plusieurs réactions telles que le métabolisme ou le systéme de défense (Toppan et Dominique,

1982; Martinez et al., 2008).

Les enzymes des plantes peuvent intervenir dans des réactions de défense contre les
agressions parasitaires, comme par exemple les réactions localisées au niveau cytoplasmique
faisant intervenir des enzymes de défense telles que la chitinase (Pegg et Vessey, 1973;
Wargo, 1975 in Toppan et Dominique, 1982; Hamid et al., 2013), qui joue un rdle dans
I’hydrolyse des tissues d’agents pathogenes fongiques, constitués principalement de chitine

(Sharma et al., 2011).

Les lipases sont largement répandues au sein de la plante mais on les retrouvent
principalement au niveau des graines ou sont stockés les triglycérides (Beisson ef al., 2001 in
Fickers et al., 2008), qui seront hydrolysés sous 1’action des lipases en acides gras qui vont
fournir 1’énergie nécessaire a la germination de la graine et au développement de la jeune

plante (Adlercreutz et al., 1997 in Fickers et al., 2008).

D’autres hydrolases, les B-glucosidases, qui sont largement distribuées dans le regne
végétal (Li et al., 2005), elles jouent un role essentiel dans la lignification, le catabolisme des
oligosaccharides de la paroi cellulaire des plants (Guo WF et al., 1998 in Li et al., 2005;
Ketudat Cairns et Esen, 2010; Ahmed et al., 2017).

Les B-glucosidases interviennent aussi dans la défense par hydrolyse des glycosides de
défense de la plante tels que les glucosides cyanogéniques et libérent des composés toxiques,
tels que le cyanure et les acides hydroxamiques (Guo WF et al., 1998 in Li et al., 2005;
Cairns et Esen, 2010; Ahmed et al., 2017).

Au niveau des racines, les phosphatases jouent un role important dans la libération de
phosphate a partir des substrats phosphorylés (Lei et al., 2013) qui est indispensable a la

croissance des plantes (Ahemad et al.,2009).

2.4.1.2. Importances des hydrolases au niveau des cellules animales

Les organismes appartenant au régne animal contiennent des hydrolases (Moss et al.,

1992), telles que les amylases (Champ et Colonna, 1993), les lipases (Lowe et al., 1989;

10



Synthése bibliographique

Fickers et al., 2008), les B-glucosidases (Ketudat Cairns et Esen, 2010; Ahmed ef al., 2017),
et les lactases (Ranciaro ef al., 2014), qui sont impliquées dans divers réactions métaboliques

(Champ et Colonna, 1993; Ranciaro et al., 2014).

Une grande variété d’hydrolases, impliquées dans le catabolisme des macromolécules
complexes (glycolipides, glycoprotéines, mucopolysaccharides, mucolipides,...etc.), sont

contenues dans les lysosomes (Bellier, 2001).

L’a-amylase salivaire et pancréatique, et plusieurs enzymes glycolytiques sécrétées dans
I’intestin chez les monogastriques, assure 1’hydrolyse de 1’amidon (Champ et Colonna, 1993).
le lactose est hydrolysé par le lactase en glucose et galactose, qui sont rapidement
absorbés dans la circulation sanguine (Ranciaro ef al., 2014), les B-glucosidases jouent un role
dans la dégradation des glucosides et des glycolipides (Ketudat Cairns et Esen, 2010; Ahmed
et al., 2017), les lipases pancréatiques sont impliquées dans la digestion, ’absorption et la

reconstitution efficace des graisses alimentaires (Lowe et al., 1989; Fickers et al., 2008).

2.4.1.3. Importances des hydrolases au niveau des cellules microbiennes

Les hydrolases interviennent dans divers processus importants tels que la croissance et les
réactions métaboliques (Burgess et Pletschke, 2008; Hodgson, 2009 ; Lee et Huang, 2013).
Chez les microorganismes, les hydrolases jouent un role important dans la croissance, la
modification et le renouvellement de la paroi cellulaire des microorganismes (Lee et Huang,

2013).

Par exemple les amylases bactériennes et fongiques sont secrétées a 1’extérieur de la
cellule pour effectuer la digestion extracellulaire des substrats telles que le son de blé, le son

de riz, son de gramme noir, comme une source de carbone (Saranraj et Stella, 2013).

Les phosphatases des microorganismes minéralisent les phosphates organiques en
phosphates inorganiques (Stege et al., 2009; Taylor et al., 2002 in Obidi et al., 2018) pour
étre utilisés dans des processus importants (Sambuk et al., 2011). Chez les levures les
phosphatases jouent un role important dans la régulation des nombreuses voies métaboliques
telles que le métabolisme des polyphosphates qui sont les réserves de phosphates et jouent un

role des molécules de haute énergie (Sambuk et al., 2011).
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2.4.2. Importances des hydrolases dans le secteur industriel
La majorité des enzymes industrielles actuellement utilisées sont des hydrolases (Gurung
et al., 2013). Plus de 75% des enzymes utilisées en industrie sont des hydrolases (Rao et al.,

1998; Leisola et al., 2011, Sharada et al., 2014 ).

Ces enzymes hydrolytiques représentent la plus grande part des marchés mondiaux des
enzymes (Robinson, 2015), par exemple pour les entreprises Advanced Enzymes
Technologies et Novozymes India, plus de 30 et 40 %, respectivement, de leurs productions
enzymatiques sont des hydrolases telles que les protéases, les xylanases, les a-amylases, les

glucoamylases, les phytases, les f-mannanases, les a-galactosidases,..etc (Singh et al., 2016).

Les hydrolases sont largement utilisées dans différents domaines tels que le domaine
bioanalytique, biomédical, thérapeutique, pharmaceutique, biotechnologique, alimentaire et
biosynthétique (Husain, 2016). L'importance industrielle des hydrolases dépasse celle des
autres classes d'enzymes (Adler-Nissen, 1982) en raison de:

- Leurs modes catalytiques (le clivage hydrolytique des différents liaisons) (Papamichael et
al.,2019; Boyce et Tipton, 2001) (voir Tableau 2) et leur grande spécificité au substrat ;

- Leur capacité a fonctionner sans les cofacteurs (De Maria et al., 2019);

- Leur grande compatibilité avec les solvants organiques, ce qui explique leur utilisation
dans les industries pharmaceutiques et les industries des pesticides (MaStovska et

Lehotay, 2004; Shin et al., 2007; Grodowska et Parczewski, 2010; Paul et al., 2018).

2.4.2.1. Importances des hydrolases des végétaux dans le secteur industriel

Les hydrolases d’origine végétale, sont largement utilisées dans différentes industries
telles que I’industrie alimentaire, pharmaceutique, 1’industrie des détergents (Eze et Ezema,

2012).

Par exemple en industrie alimentaire, les lipases extraites des graines de végétaux
(graines de lin, de tournesol, de céréales,...) sont utilisées pour libérer les acides gras dans les
produits alimentaires (Barros et al., 2010). Aussi, les amylases, sont utiles dans la liquéfaction
de ’amidon dans les boissons traditionnelles et dans les fabrications boulangeres (Tiwari et
al., 2015). Les protéases extraites de Ananas comosus ou de Ficus carica sont utilisées pour
I’attendrissement de la viande et la coagulation du lait (Singh et al., 2016; Shah et Mir, 2019).
Dans le secteur médical, la papaine, une protéase isolée de Carica papaya a également été

utilisée pour la dégradation du gluten (une protéine) dans le cas de son accumulation dans
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I’intestin en raison d’une insuffisance des enzymes pancréatiques (Amri et Mamboya, 2012).
Dans I’industrie de textile les amylases végétales sont utilisées pour le désencollage des tissus

(Tiwari et al., 2015).

2.4.2.2. Importances des hydrolases des animaux dans le secteur industriel

Les hydrolases d’origine animale sont utilisées dans différents secteurs industriels tels
que le secteur de I’industrie alimentaire, médicale (Guerrand, 2017) et de 1’agriculture

(Harrison et Bonning, 2010).

Par exemple dans le secteur alimentaire, les lipases animales sont utilisées pour donner
des différentes saveurs aux fromages (Guerrand, 2017). Dans le secteur médical, les lipases
du pancréas du porc sont utilisées comme un traitement pour les patients déficients en lipase

(Lowe et Whitcomb, 2015; Guerrand, 2017).

Dans le secteur thérapeutique, des protéases (la trypsine, la chymotrypsine, la pepsine) de
mammifere sont utilisées dans les suppléments pancréatiques dans le traitement des patients
atteints de mucoviscidose (une inflammation associés a un déséquilibre de la balance

protéase/antiprotéase) (Gauthier et al., 2006 ; Stewart et al., 2013).

Dans le secteur agricole, les protéases des insectes sont utilisées comme agent insecticide,
grace a leur capacité a détruire les protéines et les tissus essentiels de ’insecte (Harrison et

Bonning, 2010).

2.4.2.3. Importances des hydrolases des microorganismes dans le secteur industriel

La plupart des enzymes microbiennes d'importance industrielle appartiennent a la classe
des hydrolases (Singh et al., 2019). Les hydrolases sont utilisées dans plusieurs secteurs
industriels telles que l'industrie du textile dont des hydrolases microbiennes sont utilisées pour
le désencollage des tissus comme par exemple le désencollage de 1’amidon par amylase
(Gurung et al., 2013), I'industrie des détergents dont les lipases et les amylases microbiennes

sont présentes dans 90% des détergents liquides (Gurung et al., 2013).

Aussi, les hydrolases des microorganismes sont utilisées dans I’industrie alimentaire dont
les protéases sont utilisées pour modifier les propriétés des aliments en améliorent la valeur
nutritionnelle, la solubilité, la digestibilité, la saveur,...etc (Gupta et al., 2002; Tavano, 2013
in Singh et al., 2016). Par exemple, les peptidases des bactéries lactiques telles que

Lactobacillus helveticus, ou des champignons telles que Aspergillus oryzae, permettent
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I’hydrolyse des protéines, jouent un role trés important dans le développement des aromes des
fromages et leurs maturation (EI Soda et Demazea, 1982; Kilcawley et al., 2002). L’a-
amylase fongique et la glucoamylase sont utilisées pour produire un «sirop de mais a haute

teneur en fructose» a partir d'amidon (Adrio et Demain, 2014).

Aussi, les cellulases microbiennes sont utilisées dans les industries alimentaires pour
l'extraction et la clarification des jus de fruits et légumes (Saranraj et al., 2012). Les lactases
telles que celles d'Aspergillus niger catalysent la décomposition du lactose qui se trouve dans
le lait en sucres simples comme le glucose et le galactose qui augmentent la douceur du lait et

aide a la fabrication de créme glacée et de préparation de yaourt (Al-Maqtari et al., 2019).

Les phytases (phosphatases), utilisées pour I’hydrolyse de 1’acide phytique (la principale
forme de stockage du phosphate dans les céréales, les légumineuses et les graines
oléagineuses) (Nagashima et al., 1999), ce qui permet de libérer le phosphate inorganique et

le rendre disponible pour I’organisme (Singh et Satyanarayana, 2013).

3. Les phytases

Les enzymes phytases, ou myo-inositol-hexakisphosphate phosphohydrolases,
appartiennent a la sous-famille des phosphatases acides a histidine (Lolas et Markakis, 1977
in Pasamontes et al., 1997; Wyss et al., 1999; Lei et Poress, 2003; Lamid et al., 2018). Ces
enzymes ont ét¢ découvertes pour la premicre fois par 1’équipe de Suzuki en 1907 (Powar et

Jagannathan, 1982 ; Wang et al., 2004; Lei et al., 2013).

Ces phytases hydrolysent 1’acide phytique ou le myo-inositol 1,2,3,4,5,6-
hexakisphosphate (voir Figure 1) (Laboure et al., 1993; Lolas et Markakis, 1977 in
Pasamontes et al., 1997; Kerovuo et al., 1998; Greiner et Konietzny, 2006; Guerrero-Olazaran
et al., 2010; Parra, 2001; Angel et al., 2002 in Mellef et al., 2010; Tran et al., 2011a; Adeola
et Cowieson, 2011; Tamayo-Ramos et al., 2012; Lamid et al., 2018; Mullaney et al., 2000 in
Ajith et al., 2019) qui se trouve naturellement sous forme des sels appelés phytates (Laboure
et al., 1993; Kerovuo et al., 1998; Lei et Poress, 2003; Dersjant-Li et al., 2015; Plaami, 1997

in Silva et Bracarense, 2016).
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Figure 1: Structure chimique de I’acide phytique (Carli et al., 2006 in Silva et Bracarense,
2016).

Les végétaux contiennent 1 a 5% d’acide phytique (Laboure et al., 1993; Lei et Poress,
2003; Silva et Bracarense, 2016) qui est considéré comme la principale forme de stockage du
phosphate (60 a 90% du phosphate total) (Lolas et Markakis, 1977 in Pasamontes et al., 1997,
Kerovuo et al., 1998; Wyss et al., 1998; Reddy et al., 1982 in Lei et Poress, 2003; F. Loewus,
2002 in Greiner et Konietzny, 2006; Huang et al., 2009; Beckers et Piron, 2009;Guerrero-
Olazaran et al., 2010; Lei et al., 2013; Dersjant-Li et al., 2015; Silva et Bracarense, 2016;
Lamid et al., 2018; Cangussu et al., 2018) on le trouve dans les céréales, le pollen, les
légumineuses, les graines oléagineuses et les noix (Gibson et Ullah, 1990 in Laboure ef al.,

1993; Nagashima et al.,1999; Honke et al., 1998 in Lei et Porres, 2003; Lamid et al., 2018).

L’acide phytique, en raison de ses capacités chélatrices est considéré comme un facteur
antinutritionnel diminuant ainsi la biodisponibilité¢ des minéraux, présentant une importance
nutritionnelle comme le phosphore, le magnesium, le manganese, le fer, le zinc et le calcium
(Nagashima et al., 1999; De Angelis et al., 2003; Lopez et al., 2002; Swick et Ivey, 1992 in
Mellef et al., 2010; Guerrero-Olazaran et al., 2010; Dersjant-Li et al., 2015; Suleimanova et
al.,2015; Lamid et al., 2018; Cangussu et al., 2018).

3.1. Mode d’action des phytases

Les phytases sont des enzymes qui permettent I'hydrolyse de 1'acide phytique en inositol
et acide orthophosphorique libre (Figure 2) (Nagashima et al., 1999; Lei et Poress, 2003;
Wang et al., 2004; Huang et al., 2009; Lamid et al., 2018; Ktosowski et al., 2018; Cangussu

et al., 2018) selon la réaction suivante:
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Figure 2 : Réaction catalytique des phytases (Cangussu ef al., 2018).

Les phytases sont des enzymes phosphohydrolytiques qui permettent la libération
progressive du phosphate inorganique qui se trouve dans les phytates, produisant de I'acide
phosphorique, du phosphate d'inositol ou de 1'inositol (Pasamontes et al., 1997; Wyss et al.,
1999; Lei et al., 2013).

3.2. Classification des phytases

Les phytases sont une sous-famille des phosphatases acides a histidine de haut poids
moléculaire (Wyss et al., 1999). En fonction de la position du premier groupe phosphate des
phytates hydrolysés par I’enzyme (Greiner et Konietzny, 2006; Jorquera et al., 2008;
Guerrero-Olazaran et al., 2010; Parra, 2001 in Mellef et al., 2010; Yao et al., 2012; Lei et al.,

2013; Suleimanova et al., 2015), les phytases peuvent tre classées en trois classes:

Les 3-phytases (EC 3.1.3.8), commencent la déphosphorylation de I’acide phytique a la
position 3° de la molécule cyclique de I’inositol (Lei et Poress, 2003; Parra, 2001 in Mellef et
al., 2010; Guerrero-Olazaran et al., 2010; Dersjant-Li et al., 2015; Suleimanova et al., 2015).

Les 4/6-phytases (EC 3.1.3.26), commencent la déphosphorylation de 1’acide phytique a
la position 6’ de la molécule cyclique de I’inositol et peuvent déphosphoryliser aussi a la
position 4’ (Lei et Poress, 2003; Parra, 2001 in Mellef et al., 2010; Guerrero-Olazaran et al.,
2010; Dersjant-Li et al., 2015; Suleimanova et al., 2015).

Les 5-phytases (EC 3.1.3.72), commencent la déphosphorylation de I’acide phytique a la
position 5’ de la molécule cyclique de I’inositol (Guerrero-Olazaran et al., 2010;

Suleimanova et al., 2015; Spier et al., 2018).

Les 3-phytases sont trouvées généralement chez les microorganismes, les 4/6-phytases
sont souvent trouvées chez les plantes (Lei et al., 2007), et les 5-phytases ont ét¢ isolées des
légumineuses et de la bactérie du rumen Selenomonas ruminantium (Chu et al., 2004 in

Suleimanova et al., 2015).
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3.3. Sources des phytases

Les phytases sont omniprésentes et elles ont été isolées d'un certain nombre d’espéces
animales, végétales et microbiennes (Pointillart, 1994; Wodzinski et Ullah, 1996 in Wyss et
al., 1999; Lei et Poress, 2003; Greiner et Konietzny, 2006; Lei et al., 2007; Jorquera et al.,
2008; Beckers et Piron, 2009; Mellef et al., 2010; Dersjant-Li et al., 2015; Lamid et al.,
2018).

Chez les animaux, des activités phytasiques ont été détectées, par exemple, au niveau des
intestins des ruminants (Bae ef al., 1999), des volailles (Lei et al., 2007) et des rats (Jongbloed
et al., 1992 in Pointillart, 1994). Aussi, des activités phytasiques ont été détectées dans le sang
des poissons, des tortues de mer et des reptiles (Meyer et Rasmussen, 2008; Gupta et al., 2015
in Cangussu et al., 2018).

Chez les plantes, les phytases ont été isolées et caractérisées a partir des différentes
sources telles que le blé, 1'orge, les pois, le soja, le mais, le riz et les épinards...etc (Courtois,

1947 in Pointillart, 1994; Cangussu et al., 2018).

Chez les microorganismes, les phytases sont été isolées a partir des moisissures
(Aspergillus, Penicillium et Rhizopus) (Mayer et al., 1999; Lei et al., 2007; Schneider et al.,
2012 in Cangussu et al., 2018) des levures (Pichia) (Lei et al., 2007 ; Nakamura et al., 2000),
des bactéries (Escherichia, Bacillus, Pseudomonas, Lactobacillus) (Mayer et al., 1999; Lei et
al., 2007; Schneider et al., 2012 in Cangussu et al., 2018) et des protozoaires (Paramecium

tetraurelia) (Freund et al., 1992 in Lei et al., 2007).

3.4. Importances des phytases au niveau cellulaire, environnmental et industriel

Le role des phytases dans chacun de ces organismes est différent. Chez les plantes, les
phytases sont responsables de la libération de phosphore inorganique (Pi) pendant la
germination des semences (Hatzack et al., 2001 in Parra, 2001), ainsi que la production du
myo-inositol libre (non phosphaté) qui est un important facteur de croissance, Chez les micro-
organismes, les phytases sont plutot synthétisées comme réponse a une manque de phosphate;
ainsi la déphosphorylation du phytate devient une source riche en phosphore inorganique

(Parra, 2001).

Comme on I’a vu précédemment, 1’acide phytique est considéré comme un
antinutritionnel du fait qu’il empéche les oligoéléments importants d’étre absorbés par

I’organisme (Lei ef al., 2007). L'ajout de phytase permet d’améliorer la qualité des aliments et
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la biodisponibilit¢ des oligoé¢léments (Guimaraes et al., 2006; Adrio et Demain, 2014 in

Cangussu ef al., 2018), par hydrolyse de I'acide phytique (Klosowski ef al., 2018).

L’acide phytique peut aussi causer des impacts environnementaux en raison de
I’accumulation de phosphore inorganique dans l'environnement ce qui rend les phytases
importantes pour diminuer cette accumulation (Brinch-Pedersen et al., 2002; Dionisio et al.,

2011; Tan et al., 2014 in Cangussu et al., 2018).

Aujourd'hui, le marché mondial des enzymes alimentaires est dominé par I’enzymes
phytase qui est environ de 60%, et les non phytases tels que la carbohydrase 40% (Adeola et
Cowieson, 2011; Lei et al., 2013; Guerrand, 2018).

Les phytases microbiennes sont souvent utilisées comme additifs, dans I’alimentation des
animaux tels que le porc et les volailles, afin de résoudre les problémes associés aux phytates-
phosphore (Konietzny et Greiner, 2006; Selle et al., 2007 in Jorquera et al., 2008; Lei et al.,
2013; Dersjant-Li et al., 2015). Cette hydrolyse des phytates, les phytases microbiennes,
permet d’augmenter ’efficacité et la digestibilité des aliments, ce qui joue un rdle important
dans l'utilisation de 1'énergie et les performances de croissance (Yu et al, 2007; Khan et al.,

2013 in Lamid et al., 2018).

Les bactéries et les champignons sont les principales sources de phytases (Farias et al.,
2018). Cependant, les phytases bactériennes sont devenues une alternative aux phytases
fongiques utilisées, par exemple, dans les industries de 1’alimentation humaine et animale
(Kerovuo et al., 1998; Oh et al., 2004 in Guerrero-Olazaran et al., 2010; Jain et al., 2015). En
effet, les phytases bactériennes présentent une plus grande spécificité au substrat, ce qui
assure une bonne dégradation des phytates, de leur forte stabilité a des pHs acides (stables a
pH 2) (Konietzny et Greiner 2004; Konietzny et Greiner, 1993 in Jorquera et al., 2008 ), une
stabilité¢ thermique élevée, et une résistance a la protéolyse, exemple les phytases d’E.coli et
de Citrobacter sont plus résistantes a la pepsine (protéase du suc digestif) que celles
d’Aspergillus niger disponible dans le commerce (Kerovuo et al., 1998; Kim et al., 2002;
Konietzny et Greiner, 2004; Lei et al., 2007; Oh et al., 2004 in Guerrero-Olazaran et al.,
2010). Les phytases des bactéries, ont une masse moléculaire entre 37 et 55 kDa et sont
généralement actives dans les zones de pH de 4,5 a 8,5 et de température de 25°C a 70°C

(Jain et al., 2015).

Vu I'importance des phytases, L’objectif de notre travail est de tester les propriétés

chélatrices de D’acide phytique pour rechercher et caractériser, apres, des phytases
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extracellulaires a intérét industriel, chez 4 bactéries : 2 souches de la collection de notre
laboratoire Enterobacter sp et E.coli et 2 bactéries isolées a partir de la rhizosphére (IS1 et IS

2).
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Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Microbiologie du Centre Universitaire
Belhadj Bouchaib- Ain Temouchent (CUBBAT) durant le second semestre du Master 2 de
I’année universitaire 2019/2020.

L’objectif de ce travail est de tester les propriétés chélatrices de 1’acide phytique pour
rechercher et caractériser, apres, des phytases extracellulaires a intérét industriel, chez 4
bactéries : 2 souches de la collection de notre laboratoire Enterobacter sp et E.coli et 2

bactéries isolées a partir de la rhizosphere (IS 1 et IS 2).

1. Détermination des capacités chélatrices de I’acide phytique

Ce test des capacités chélatrices de 1’acide phytique a été effectué selon les indications du
Pr.BOUSALEM Smain du Laboratoire de Chimie du Centre Universitaire Belhadj Bouchaib-
Ain Temouchent (CUBBAT). Deux solutions, dans I’Eau distillée, ont été préparées

séparément afin d’observer les capacités chélatrices de 1’acide phytique (phytate).

La premicre solution contient 2% de phytate de sodium, la deuxiéme solution est
colorimétrique contenant du Sulfate de Cuivre (CuSO4). Cette deuxieme solution a été
préparée en ajoutant a I’Eau distillée du CuSOs jusqu’a ce que la couleur bleue devienne bien

visible.

0\ Sy Phykare

Figure 3 : Solutions de CuSO4 (a gauche) et du phytate (a2 droite).

La solution de CuSOg4 est utilisée pour tester les capacités chélatrices de I’acide phytique.
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1.1. Le test avec du papier filtre

Du papier filtre est immergé, séparément, dans chacune des deux solutions (acide
phytique et CuSO4) pendant 16 minutes, les deux papiers sont, ensuite, récupérés et laissés

sécher a 1’air libre.

Le papier filtre immergé dans la solution du CuSOs est laissé tel qu’il est sera utilisé
comme controle négatif.
Le papier filtre immergé dans la solution de phytate, est immergé¢ par la suite dans la

solution de CuSO4 pendant 16 min puis récupéré et séché a I’air libre.

La capacité chélatrice de 1’acide phytique au CuSOg4 sera traduite par une coloration au
bleue (couleur du CuSOy4) du papier filtre immergé dans 1’acide phytique puis dans la solution

du CuSOq, alors que le papier filtre immergé directement dans la solution CuSO4 ne retiendra

- I Papier filtre I q

Chy tare {Gso.

| &= |

{Gso.

pas la couleur bleue.

N Séchage a lair

L '

Figure 4 : Test de la capacité chélatrice de 1’acide phytique avec le CuSOg4 sur papier filtre.

1.2. Le test avec les billes d’alginate

Les billes d’alginate ont des caractéristiques d’adsorption des composés minéraux (Djebri

etal., 2018)
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20g des billes d’alginate sont immergées, séparément, dans la solution de phytate et la
solution du CuSO4 pendant 16 min. Les billes sont, ensuite, récupérées et laissés sécher a 1’air
libre.

Les billes d’alginate immergées dans la solution du CuSO4 sont laissées telles qu’elles
sont et sera utilisé comme contrdle négatif.

Les billes d’alginate immergées dans la solution de phytate, sont immergées par la suite

dans la solution de CuSO4 pendant 16 min puis récupéré et séché a I’air libre.

Les billes d’alginate immergées directement dans la solution du CuSO4 auront une
couleur bleue foncée en raison de leur capacité a former un complexe avec le CuSOs.

Les billes d’alginate immergées dans un premier temps dans la solution de phytate puis
dans la solution du CuSO4 auront une couleur bleue claire en raison de leur incapacité¢ a
former un complexe avec le CuSOs du fait qu’elles ont déja formé un complexe avec les
phytates. Ceci signifie que le phytate posséde des capacités chélatrices avec les billes

d’alginate.

Billes d’alginate

(> _

Phykare G So.

ﬂ Aprés 16 min ﬂ

Séchage a lair

Figure 5: Test de la capacité chélatrice de I’acide phytique avec le CuSO4 par les billes

d’alginate.

1.3. Le test des capacités chélatrices de I’acide phytique avec le chrome et le cobalt

Une solution de phytate de sodium a 2%, et deux solutions de Chrome (Cr) et de Cobalt

(Co) ont été utilisées pour ce test. Les deux solutions, Chrome et Cobalt, sont préparées par
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ajout a I’Eau distillée ces deux éléments jusqu’a apparition d’une teinte violette claire pour la
solution de Chrome et une teinte rose claire pour la solution de Cobalt (voir figure 6).

Ensuite, la solution de phytate est ajoutée doucement dans chacune des deux solutions. La
présence ou 1’absence d’un trouble dans les solutions de Chrome et de Cobalt, indique la

présence ou I’absence de capacité chélatrice des phytates vis-a-vis du Chrome et du Cobalt.

A\ J

5

chrome cobalte

ﬂ ﬂ

Phykare

Va-- N

Figure 6: Test de la capacité chélatrice de I’acide phytique avec le Chrome et le Cobalt

2. Isolement et purification, sélection des isolats bactériens possédant la capacité a

dégrader I’acide phytique

2.1. Préparation des milieux de culture

2.1.1.Préparation de la Gélose nutritive

Pour préparer la gélose nutritive (GN), 23g de la poudre de ce milieu (Conda Nutrient

Agar) sont dissoutes dans 1L d’Eau distillée.

2.1.2.Préparation du Bouillon nutritif

Pour préparer du Bouillon nutritif (BN), 8g de la poudre de ce milieu (Conda Nutrient
Broth) sont dissoutes dans 1L d’Eau distillée.
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2.2. Isolement et purification

La recherche des isolats producteurs des phytases extracellulaires a été effectuée sur des
bactéries isolées sur GN a partir d’un échantillon du sol d’une rhizosphére. La purification des
isolats est effectuée par des repiquages successifs des colonies sur GN.

Les souches de la collection de notre laboratoire E.coli (ATCC), et Enterobacter sp
fournit par le Laboratoire de Microbiologie du Centre Universitaire Belhadj Bouchaib-Ain

Temouchent (CUBBAT) ont été aussi testées pour leur activité de phytase.

2.2.1.Isolement des bactéries a partir du sol de la rhizosphere

L’échantillon du sol de la rhizosphére a été prélevé a partir d’un site situé¢ au niveau du
CUBBAT, la récolte de 1’échantillon du sol est effectuée a environ 5 cm de profondeur. Le
sol recueillies, ensuite, placés dans une boite de Pétri stérile.

Dés I’arrivé au laboratoire, 1’isolement des bactéries, est effectué selon la méthode décrite
par Rapilly (1968). Afin de faciliter I’isolement des bactéries, une série de dilution est
effectuée a partir d’une solution mere.

0,1g de sol est mélangé avec 10 mL d’Eau distillée stérile (solution mere). A partir de
cette solution, une série de dilution (10" a 107) est réalisée dans des tubes a essai contenant
de I’Eau distillée stérile.

100 pL de chacune des dilutions de 10* et 107 sont étalés a la surface de la gélose
nutritive.

Les boites de Pétri ensemencées sont incubées a 30°C pendant 24 a 48 h. La purification

des isolats est effectuée par des repiquages successifs des colonies sur GN.

2.2.2. Vérification de la pureté des isolats et des souches de la collection de notre
laboratoire

2.2.2.1. Observation macroscopique

Aprés un isolement et une purification des différents isolats sur le milieu GN, une
observation macroscopique a été réalisée pour déterminer la couleur, la taille, la forme, la
coupe et le contour des différentes colonies ainsi que la pureté des isolats.

2.2.2.2. Observation microscopique

Apres coloration de Gram, une observation microscopique a ¢été réalisée afin de

déterminer le Gram, la morphologie et la pureté des différents isolats.
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3. Récupération de P’extrait brut des bactéries pour la caractérisation de ’activité
phytase
A partir d’une, 25mL de BN sont ensemencés avec une pré-culture de 24h de sorte a
avoir une DO a 600nm de 0,1, puis incubé a 30/37°C pendant 24h.
Apres 24h d’incubation, les cultures sont centrifugées a 6000rpm pendant 10min. Le

surnageant est récupére et conservé a 4°C et sera utilisé comme extrait brut.

4. Caractérisation de I’activité des phytases des extraits bruts

L’activité des phytases est mesurée selon la méthode de Sajidan et al (2015), le mélange
réactionnel est constitu¢ de 125uL de tampon ammonium d’acétate 0,1M (pH 5,0) contenant
5 mM de phytate de sodium, et 25uL de I’extrait brut de chaque isolat et souche. Le milieu
réactionnel est incubé a 30°C pour les extraits bruts des isolats récupérés du sol et a 37°C

pour les extraits bruts des souches de la collection de notre laboratoire E. coli et Enterobacter

sp.

Le Pi libéré est mesuré selon la technique adaptée de Heinonen et Lahti (1981) in Sajidan
et al (2015). La réaction enzymatique est stoppée par l'addition de 750uL d'une solution
fraichement préparée constituée d'acétone, d'acide sulfurique 2,5M et de molybdate
d'ammonium 10mM (2: 1: 1 v/ v). Ensuite, 100uL d'acide ascorbique 1M ont été ajoutés.
Aprés 10min a température ambiante, I'absorbance est mesurée a 820nm contre un blanc
incubé dans les mémes conditions sauf que 1’enzyme est ajoutée apres que la réaction soit

stoppée (Wyss et al., 1999).

La caractérisation de 1’activité des phytases a été effectuée par I’étude de 1’influence du

temps d’incubation, du pH, de la température et du CaCl sur 1’activité de ces enzymes.

4.1. Influence du temps d’incubation sur ’activité des phytases

Pour déterminer I’influence du temps sur 1’activité des phytases, le milieu réactionnel
(décrit précédemment) est incubé a 30°C ou 37°C a différent temps 0, 5, 10, 15 et 20min
(Wyss et al., 1999; Sajidan et al., 2004).

La mesure du Pi libéré par 1’action des phytases, sous ses conditions, est effectuée de la

méme maniére que précédemment.
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4.2. Influence de la température sur ’activité des phytases

Pour déterminer I’effet de la température sur I’activité des phytases, le milieu réactionnel
(décrit précédemment) est incubé pendant 20min a différente températures 4, 20, 30 ou 37 et
45°C.

La mesure du Pi libéré par 1’action des phytases, sous ses conditions, est effectuée de la

méme manicére que précédemment.

4.3. Influence du pH sur Pactivité des phytases

Pour déterminer I’influence du pH sur I’activité des phytases, le tampon ammonium
d’acétate 0,1M (pH 5) du milieu réactionnel (décrit précédemment) est remplacé par un
tampon phosphate a 0,1M et pH 7 (acide) et du tampon glycine NaOH a 0,1M et pH 9
(basique).

La mesure du Pi libéré par ’action des phytases, sous ses conditions, est effectuée de la

méme maniere que précédemment.

5. Courbe d’étalonnage du phosphate

Afin d’établir la courbe étalon DO=f ([phosphate]) et déterminer la quantité de Pi libéré
par les phytases des bactéries le KH2POj4 est utiliser comme standard (Wyss ef al., 1999). Pour
cela, une gamme des solutions étalon (0,2 a ImM) est préparée a partir d’une solution mere de

KH>PO4 a une concentration de 1mM.

Tableau 3: La gamme ¢étalon des solutions KH2PO4,

[KH2PO4] (mM) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Solution KH,PO4 (mL) de 1mM 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Eau distillée (mL) 1 0,8 0,6 0,4 0,2 0

La DO de chacune des solutions de la gamme étalon, correspondant aux différentes
concentrations de phosphate, est mesuré¢ a 820nm de la méme fagcon que pour la mesure de

I’activité des phytases décrite précédemment.
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Résultats et discussion
1. Détermination des capacités chélatrices de I’acide phytique

Les capacités chélatrices de 1’acide phytique complexé avec du sodium (phytate) ont été

déterminées avec du papier filtre, des billes d’alginate, des solutions de chrome et de cobalt.

1.1. Le test avec du papier filtre

Pour ce test, les capacités chélatrices de 1’acide phytique au CuSO4 sont révélées par une
coloration bleue (couleur du CuSQOy4) du papier filtre (Figure 7) immergé dans 1’acide phytique
complexé avec du sodium (CsHi3024Ps x Na'), puis dans la solution du CuSOs, alors que le

papier filtre immergé directement dans la solution CuSO4 ne retiendra pas la couleur bleue.

Comme montre la Figure 7, le papier filtre immergé directement dans la solution CuSOg4
ne prend pas une couleur bleue contrairement au papier filtre immergé dans la solution
d’acide phytique complexé avec du sodium puis dans la solution du CuSO4 qui prend une

couleur bleue ce qui signifie que I’acide phytique chélate avec le CuSOs4.

Figure 7: Test des capacités chélatrices de 1’acide phytique avec du papier filtre.

(1) : papier filtre immergé directement dans la solution CuSQOy; (2) papier filtre immergé dans la solution
d’acide phytique complexé avec du sodium puis dans la solution du CuSOa.

1.2. Le test avec les billes d’alginate

Pour ce test, les capacités chélatrices de 1’acide phytique au CuSO4 sont révélées par une
coloration bleue claire pour les billes d’alginate immergées dans un premier temps dans la
solution d’acide phytique complexé avec du sodium (CsH13024P6 x Na"), puis dans la solution

du CuSOs en raison de leur incapacité a former un complexe avec le CuSOg4 du fait qu’elles
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ont déja formé un complexe avec 1’acide phytique, alors que les billes d’alginate immergés

directement dans la solution CuSQOg4 auront une couleur bleues foncées.

Comme le montre Figure 8, les billes d’alginate (1) immergées directement dans la
solution CuSOs4 ont une couleur bleue foncée que celles (2) immergés dans la solution d’acide
phytique complex¢ avec du sodium puis dans la solution du CuSO4 ont une couleur bleue plus

claire, ce qui signifie que 1’acide phytique chélate avec les billes d’alginate.

L & 2
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T Jid

Figure 8: Test des capacités chélatrices de I’acide phytique avec les billes d’alginate.

(1) : billes d’alginate immergé directement dans la solution CuSOys; (2) billes d’alginate immergé dans la

solution d’acide phytique puis dans la solution du CuSOs.

1.3. Le test des capacités chélatrices de I’acide phytique avec le chrome et le cobalt.

Pour ce test, les capacités chélatrices de 1’acide phytique au Chrome et de Cobalt sont
révélées par I’apparition des troubles dans les deux solutions de Chrome et de Cobalt apres

I’ajout de la solution de I’acide phytique complexé avec du sodium (CsH13024Ps x Na®).

Le résultat obtenu montre des troubles au niveau de ces deux solutions, ce qui montre les

capacités chélatrices de 1’acide phytique vis-a-vis du Chrome et du Cobalt.

Les résultats obtenus de ces trois tests montrent les capacités chélatrices de 1’acide
phytique vis-a-vis des différents minéraux, comme il a ét¢ montré par Nagashima et al (1999)
et Cangussu et al/ (2018). En raison de ses capacités chélatrices, I’acide phytique, est
considérée comme un facteur antinutritionnel diminuant ainsi la biodisponibilité des minéraux

présentant une importance nutritionnelle. Dans ce travail, les phytases, enzymes qui
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permettent 1’hydrolyse de I’acide phytique (Laboure et al., 1993; Ajith et al., 2019) ont été

recherchées et caractérisées chez des bactéries.

2. Purification, sélection, caractérisation des isolats bactériens possédant la
capacité a dégrader I’acide phytique

2.1. Vérification de la pureté des isolats bactériens

L’observation des colonies des isolats a partir des échantillons de la rhizosphére sur

G¢élose Nutritive (GN) apres incubation confirme la pureté des isolats: les colonies présentent

un aspect, une couleur, une taille, une forme, une coupe et un contour homogenes (Figure 9).

Figure 9: Vérification de la pureté des isolats du sol.

3. Caractérisation de D’activité phytasique extracellulaire des extraits bruts
bactériens
Les extraits bruts des souches de la collection de notre laboratoire (E.coli et Enterobacter
sp) et des isolats du sol (IS1 et IS2) ont été récupérés a partir d’une culture de 24h. Ces
extraits ont été testés pour leur capacit¢ a hydrolyser 1’acide phytique au niveau
extracellulaire, et a libérer du phosphate, en fonction du temps, du pH et de la température.
Les résultats présentés dans cette partie correspondent a la moyenne des répétitions

effectuées pour chaque test.

3.1. La courbe d’étalonnage

Comme décrit dans la partie matériel et méthodes, afin de déterminer la quantité de Pi

libéré suite a la dégradation de I’acide phytique par les phytases extracellulaires, le KH2POs, a
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différentes concentrations, a été¢ utilis€ comme standard (Figure 10). Les DO mésurées a

820nm ont été ajustées.

DO (820nm)
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R?=0,9113
0

Figure 10: La courbe étalon en fonction de la concentration du KH>PO4 (mM).
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3.2. Influence de la durée d’incubation sur I’activité phytasique extracellulaire

Pour ce test, ’activité phytasique extracellulaire des différents extraits bruts, a été

quantifiée a différents temps d’incubation (5, 10,15 et 20 min).
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0,14
0,12
0,1
0,08
0,06
0,04
0,02
14 16
-0,02 Temps (min)

-0,04
—@— Enterobacter sp —@—E coli —0—IS1 —0—IS2

Figure 11 : Etude de l’influence du temps sur I’hydrolyse de 1’acide phytique par les

différents extraits bruts. A: Cinétique de I’hydrolyse d’acide phytique par les phytases extracellulaires des

différents extraits bruts. B: la vitesse initial de I’hydrolyse d’acide phytique par les phytases extracellulaires des

différents extraits bruts.
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Les résultats obtenus de ce test, ont permis de révéler la présence d’activité phytasique chez
les différents extraits bruts testés (Figure 11 A). On remarque que la quantité de phosphate

libérée, par hydrolyse de 1’acide phytique, augmente avec le temps d’incubation.

Le temps d’incubation de 20 min a été retenu pour les différents tests de caractérisation

de I’activité phytasique des extraits bruts des différentes souches.

Le calcule des vitesses initiales, de cette hydrolyse par les phytases des différents extraits
bruts, montre que les phytases de la souche de la collection de notre laboratoire Enterobacter
sp est la plus rapide avec une vitesse initiale de 0,01 mM/min, suivie, respectivement, des
phytases des deux isolats IS1 et IS2 qui ont une vitesse initiale identique de 0,008 mM/min, et
de la souche de la collection de notre laboratoire E.coli qui a une vitesse initial de 0,003

mM/min. (Figure 11 B).

3.3. Influence de la température sur ’activité phytasique extracellulaire

Pour ce test, I’activit¢ phytasique extracellulaire des différents extraits bruts a été
quantifiée aprés I’incubation du mélange réactionnel, pendant 20 min, a différentes

températures (4 °C, 20°C, 30/37°C et 45°C).

[Pi] (mM)
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0 T
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Figurel2: Effet de la température sur I’hydrolyse d’acide phytique par les phytases
extracellulaires des différents extraits bruts.

L’astérisque indique une différence significative (p< 0,05) avec le test student.
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Les résultats de ce test (Figurel2) montrent que les extraits bruts IS1 et IS2 présentent
une activité phytasique optimale aux températures d’incubation de 30 °C et les extraits bruts
des souches de la collection de notre laboratoire présentent une activité optimale a 37°C pour

Enterobacter sp et a 45°C pour E.coli (Figure 12).

Pour les extraits bruts de 1’isolat IS1, IS2 et de la souche de la collection de notre
laboratoire Enterobacter sp, on remarque que leur température optimale de D’activité
phytasique est identique a leur température optimale de croissance bactérienne. En effet, la
température optimale de croissance des Enterobacille est de 37°C (Bowman et al., 1967) et
celle des bactéries de la rhizosphére est de 30°C (Imamuddin et al., 2015). Des résultats
similaires ont montré que les températures optimales d’activité phytasique et de croissance
¢taient identiques. Suleimanova et al (2015) ont montré que la température optimale de
I’activité phytasique, qui est de 37°C, est la méme que la température optimale de croissance
de Bacterium pantoea sp (Suleimanova et al., 2015; Acioly et al., 2017), d’autres résultats,
ont montré¢ que 30°C est la température optimale de I’activité phytasiques chez Aspergillus
niger (Gunashree et Venkateswarana, 2015) qui est aussi sa température optimale de sa

croissance (Romsdahle et al., 2018).

Par contre, pour la souche de la collection de notre laboratoire E.coli, notre résultat
montre que la température optimale de son activité phytasique (45°C) (Figure 12), n’est pas la
méme que sa température optimale de croissance (37°C) (Lupindu, 2017). Aussi chez d’autres
bactéries tels que Bacillus pumilus, Bacillus vallimortis et Actinobacillus sp, les températures
optimales de ’activité phytasique 40°C, 45°C, 50°C, respectivement (Lamid et al., 2018), ne
sont pas les mémes que leur température optimale de croissance qui est de 37°C (Macinnes et

lally, 2006; Cazorla et al., 2007 in Foysal et Lisa, 2018).

Pour la température de 45°C, contrairement, aux extraits bruts de 1’isolat IS1 et de la
souche de la collection de notre laboratoire Enterobacter sp qui présentent, respectivement,
une activité phytasique presque nulle et relativement faible, les extraits bruts de 1’isolat IS2 et
de la souche de la collection de notre laboratoire E.coli (température optimale de 1’activité
phytasique), présentent une bonne activité phytasique a 45°C. Des résultats similaires ont été
trouvés pour les phytases d’E.coli, qui présentaient leur optimum d’activité a 45°C (Mogal et

al., 2017).

Des travaux ont montré que les phyatses sont actives a des températures entre 25°C a

70°C (Jain et al., 2015), d’autres travaux, ont montré qu’elles sont actives entre 45 et 77°C
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(Liu et al., 1997, Vats, 2004; Mogal et al., 2017). Par contre, d’autre part certaines phytases
peuvent perdre leur activité a des températures comprises entre 40 et 60°C, par exemple, la
phytase purifiée d’Aspergillus niger a perdu 50% de son activité a 50°C (Gunashree et
Venkateswarana, 2015), celle de Bacillus subtilis a considérablement, diminuée a 40°C
(Rocky-Salmi et al., 2016). Ce qui a été trouvé pour les extraits bruts de la souche de la
collection de notre laboratoire FEnterobacter sp et de I’isolat ISI, qui présentaient,

respectivement, des activités phytasiques fortement réduite et nulle a 45°C (Figure 12).

Pour la température 4°C, les extraits bruts des deux souches de la collection de notre
laboratoire Enterobacter sp et E. coli, ne présentent aucune activité phytasique, contrairement
aux extraits bruts d’IS1 et d’IS2 qui présentent une activité enzymatique relativement faible.
Des ¢tudes ont montré, aussi, la présence d’une activité phytasique faible a des basses
températures. En effet, il a ét¢ montré qu’une phytase purifiée d’Aspergillus niger ne perdait
pas son activit¢ a 5°C mais elle était relativement faible (Gunashree et Venkateswarana,
2015).

3.4. Influence du pH sur Pactivité phytasique extracellulaire

Pour ce test, ’influence du pH sur I’activité phytasique extracellulaire a été testée a pH

acide (pH 5), pH neutre (pH 7) et pH basique (pH 9).

[Pi] (mM)
0,5

0,45

0,4
0,35
0,3

BMpHS5

0,2 mpH9

0,15

0,1
0,05
0

Enterobacter sp E coli IS1 IS2

Figure 13: Effet du pH sur I’hydrolyse d’acide phytique par les phytases extracellulaires des

différents extraits bruts.

L’astérisque indique une différence significative (p< 0,05) avec le test student.
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Les résultats obtenus (Figure 13), montrent que les différents extraits bruts présentent une
activité phytasique a pH 5 et a pH 9, par contre pour le pH 7, les extraits bruts des isolats IS1,
IS2 et la souche de la collection de notre laboratoire E.coli ne présentent aucune activité
phytasique et 1’extrait brut de la souche de la collection de notre laboratoire Enterobacter sp
présente une activité phytasique tres faible.

Le pH 5 est le pH optimal pour I’activité phytasique de I’isolat IS 2 et des souches de la
collection de notre laboratoire Enterobacter sp et E.coli, et le pH 9 est le pH optimal de

I’activité phytasique de I’isolat IS 1 et de la souche de la collection de notre laboratoire E.coli.

Des activités phytasiques optimales a pH 5, comme c’est le cas des activités phytasiques
de I’isolat IS 2 et des souches de la collection de notre laboratoire Enterobacter sp et E.coli,
ont été trouvées chez des bactéries telles que Lactobacillus coryniformis (Demir et al., 2018)
et Bacillus subtilis (El-Toukhy et al., 2016). Chez E.coli, il a ét¢ montré que D’activité
phytasique est optimale a pH 4,5 (Korfer et al., 2018), d’autres études ont montré que le pH
optimal pour I’activité phytasique chez E.coli est de pH 3,5 a pH 5 et que cette activité est
réduite a des pHs entre 5 et 7 (Mogal ef al., 2017), ce qui est en corrélation avec le résultat du
pH qu’on a testé (pH 5) et auquel I’activité phytasique était optimale. Certaines phytases
d’autres bactéries peuvent avoir leur activité optimale a des pHs plus acide que celui qu’on a
testé, comme par exemple les phytases d’Actinomycetes qui a un pH optimal de 2,5 (Puppala
et al., 2019). Aussi les phytases de certains champignons peuvent avoir leur activité optimale
a des pHs plus acides que celui qu’on a testé, par exemple, les phytases d’Aspergillus ont un

pH optimal de 2,5 (Soni et al., 2010; Korfer et al., 2018).

Comme on I’a vu précédemment, au pH 9, les différents extraits présentent une activité
phytasique et c’est le pH optimal pour I’activité phytasique de I’isolat IS1 et de la souche de

la collection de notre laboratoire £.coli.

Des activités optimales des phytases a des pHs alcalins ont été¢ trouvées chez d’autres
bactéries, en effet il a ét¢ montré que la phytase purifiée de Bacillus laevolacticus, isolée a
partir du sol, présente un pH optimal de 8 (Gulati et al., 2007), de méme que pour les phytases
d’Alcaligenes sp qui présentent un pH optimal d’activité de 8 (Vijayaraghvan ef a/.,2013).

Le phytate peut exister sous une forme libre sans métal et dans ce cas il sera appelé acide
phytique. Le phytate (complexé a un métal), est généralement solubles a des pHs acides ou la

protonation des groupements phosphates du phytate, génére la forme exempte de métal, par
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contre, ce phytate est presque insolubles a des pHs alcalins (Cheryan, 1980; Maenz et al.,

1999 in Oh et al., 2003).

Les phytases acides, qui ont des sites actifs chargés positivement, n’agissent que sur
I’acide phytique (Oh et al., 2003; Tran et al., 2011b) et a pH acide, le phytate qu’on a utilisé
perde ces ions de sodium et devient acide phytique (Cheryan, 1980; Maenz et al., 1999 in Oh

et al., 2003), ce qui a permet aux phytases acides de le dégrader.

Par contre, les phytases alcalines (qui ont des sites actifs chargés négativement)
permettent de déphosphoryler le phytate complexé avec des ions (Cheryan, 1980; Maenz et
al., 1999 in Oh et al., 2003). A pH basique, le phytate qu’on a utilisé est complexé avec des

ions de sodium, et il ne peut étre dégradé que par les phytases alcalines.

Les résultats obtenus montrent que les extraits bruts des différents isolats possédent les
deux types des phytases, acides et alcalines, du fait qu’il y a libération du phosphate a pH
acide et a pH alcalin (Figure 13).

Comme on I’a vu précédemment, au pH 7, Pactivité phytasique chez tous les extraits
bruts est faible a presque nulle. Des ¢études ont montré que ’activité phytasique chez E.coli,
Mitsuokella jalaludinii, Aspergillus et Klebsiella étaient relativement faible a pH 7 (Elkhalil et
al., 2007; Lan et al., 2011). Dokuzparmak et al (2017) ont montré que ’activité de phytase
chez Geobacillus sp est faible a des pHs entre 7 et 9 (Lan et al., 2011). Aussi, selon Shedova
et al (2008), une activité phytasique chez une souche de Serratia plymuthica isolée de la

rhizospheére, a complétement disparu a pH 7.

L’¢tude de Tanaka et Yada (2001), a montré que la pepsine de porc a été rapidement
inactivée a pH 7,5, et cette inactivation été causée par une dénaturation irréversible du
domaine N-terminal (a cause du réarrangement des liaisons hydrogene et/ou des interactions

¢lectrostatiques) a pH neutre.

D’autres études, au contraire, ont montré que les phytases chez Bacillus sont active a des
pHs optimale de 7 et 7,5 (Elkhalil et al., 2007), et celles de Bacillus subtilis sont actives a des
pHs neutres entre 6,5 et 7,5 (Kumar et Sinha, 2018), aussi Kalsi ef al/ (2016) ont montré que

les phytases d’Enterobacter, présentent leur activité maximale a pH7.

Chaplin et Bucke (1990) ont montré que le pH de I’environnement affect la charge total
des enzymes principalement dans les groupements acides et basiques situées dans la surface

d’enzyme, ces changements des charges affectent I’activité enzymatique.
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La plupart des phytases utilisées comme additifs pour 1'alimentation animale ont un pH
acide optimal (Korfer et al., 2018), elles sont importantes dans les industries alimentaires en
raison de leur forte stabilité (Konietzny et Greiner, 2004; Konietzny et Greiner, 1993 in
Jorquera et al., 2008) et de leur pH optimale (acide) proche de pH d’estomac, ce qui leur

donne une bonne capacité a digérer les phytates chez les animaux (Ugwuanyi, 2016).

4. Discussion générale

Comme il a ét¢é mentionné dans la partie synthése bibliographique, les phytases
présentent une grande importance dans le marché mondial des enzymes alimentaires, en
raison de leur grande utilisation dans 1’alimentation humaine et animale (Jorquera et al.,

2008; Lamid et al., 2018).

Les résultats de notre études ont montré que les phytases extracellulaire des bactéries
testées (les souches de la collection de notre laboratoire Enterobacter sp et E.coli et les isolats
ISlet IS2), et en attendant d’autres tests, peuvent étre utilisées dans les industries alimentaires
en raison de leur bonne activit¢é a des pHs acides (pH 5) proche du pH de I’estomac

(Ugwuanyi, 2016).

Pour les phytases extracellulaires des extraits bruts des souches de la collection de notre
laboratoire Enterobacter sp et E.coli, les conditions optimales de leur activités phytasiques
sont différentes, les phytases d’Enterobacter sp atteignent leurs optimums a une température
de 37°C et a pH 5, tandis que pour les phytases d’E.coli, ils atteignent leurs optimums a une

température de 45°C et aux pH 5 et 9.

Pour les phytases extracellulaires des extraits bruts des isolats IS1 et IS2, la température
optimale de leurs activités phytasiques est la méme (30°C) et les pHs optimaux sont

différents, IS1 présente une activité optimale a un pH 9 et IS2 a pH 5.

Les principales sources des phytases sont les bactéries et les champignons (Farias et al.,
2018), mais les phytases bactériennes sont les plus utilisé¢ dans le domaine alimentaire a cause
de leur grande spécificité au substrat, leur forte stabilit¢ a des pHs acides (Konietzny et
Greiner, 2004; Konietzny et Greiner, 1993 in Jorquera et al., 2008 ), leur stabilité thermique
¢levée, et une résistance a la protéolyse (Guerrero-Olazaran et al., 2010). Ce qui le rend

important leurs utilisations au niveau des industries alimentaires.
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Pour compléter cette étude de recherche et caractérisation des phytases extracellulaires, a
intérét industriel de nos bactéries (les souches de la collection de notre laboratoire
Enterobacter sp et E.coli et les isolats ISlet IS2), des tests complémentaire été programmeés
mais en raison du confinement, ils n’ont pu étre réalisés. Ces tests consistent en une étude de
la capacité des phytases extracellulaires de nos bactéries a résister aux conditions extrémes
utilisées en industrie, par des traitements a des températures €levées, a des pHs extrémes et en
présence de CaCly. L’activité résiduelle restante, détermine si nos phytases peuvent étre

utilisées ou pas en industrie.

La stabilit¢ des enzymes est une propriété de grande importance industrielle (Eijsink ef
al., 2005). Les phytases thermostables seront d’excellentes enzymes utilisées comme
compléments alimentaires (Kalsi et al., 2016) du fait que la transformation et la préparation
des aliments impliquent généralement une exposition a des hautes températures (Greiner et

Konietzny, 2006).

D’autre part, comme l'estomac est le site fonctionnel principal dans I’alimentation et du
fait que 1’estomac sécréte 1'acide chlorhydrique et la pepsine pour la digestion des aliments
(Heda et al., 2020), une enzyme avec une grande stabilité a des conditions de pH acide et une

résistance €levée a la pepsine est certainement souhaitable (Greiner et Konietzny, 2006).

Tableau 4: Tableau récapitulatif des différents résultats de caractérisation des phytases

des différents extraits bruts.

Les extraits Le temps Activité phytasique
d auigmanaFlon Température optimal pH optimal
d’activité °C)
phytasique (min)
Enterobacter sp Apres 20 37 5
E.coli Apres 20 45 Set9
IS1 Apres 20 30 9
IS2 Apres 20 30 5
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Les résultats obtenus a partir des trois tests (du papier filtre, les billes d’alginate, de
cobalt et de chrome), ont confirmé les capacités chélatrices de I’acide phytique vis-a-vis des

différents minéraux.

L’activité phytasique extracellulaire a été recherchée et caractérisée chez des souches de
la collection de notre laboratoire (Enterobacter sp et Escherichia coli), et chez deux bactéries

isolées a partir de la rhizosphére (IS1 et IS2).

Les résultats de 1’é¢tude de I’influence du temps sur la dégradation de ’acide phytique a
réveélé la présence d’activité phytasique chez les extraits bruts des 4 bactéries testées. Le
calcul des vitesses initiales de cette dégradation a révélé que les phytases de la souche de la
collection de notre laboratoire Enterobacter sp est la plus rapide avec une vitesse initiale de
0,01mM/min, suivie, respectivement, des phytases des deux 1’isolat IS1 et IS2 qui ont une
vitesse initiale identique de 0,008 mM/min, et de la souche de la collection de notre

laboratoire E.coli avec une vitesse initiale, la plus faible, de 0,003mM/min.

Les résultats obtenus sur I’influence de la température sur I’activité phytasique ont révélé
que cette dernicre est optimale a 30°C pour les IS1 et IS2, a 37°C pour la souche de la
collection de notre laboratoire Enterobacter sp et a 45°C pour la souche de la collection de
notre laboratoire E.coli. Tous les extraits bruts présentent une activité phytasique a 20°C, par
contre, a 4°C I’activité phytasique était faible pour les extraits bruts d’IS1 et d’IS2, et presque
nulle pour les extraits bruts des deux souches de la collection de notre laboratoire

Enterobacter sp et E.coli.

D’autre part, les résultats de I’influence du pH sur I’activité phytasique, ont révélé que les
phytases extracellulaire ont une activité optimale a pH 5 pour I’isolat IS2 et la souche de la
collection de notre laboratoire Enterobacter sp, et une activité¢ optimale a pH 9 pour I’isolat
IS1, tandis que, la souche de la collection de notre laboratoire E.coli a une activité phytasique
optimal a pH 5 et pH 9. Par contre, pour le pH 7 les extraits bruts de la souche de la collection
de notre laboratoire E.coli et des isolats IS1 et IS2 ont une activité phytasique nulle, et
seulement la souche de la collection de notre laboratoire Enterobacter sp qui présente une

activité phytasique tres faible.

Afin de mieux caractériser ces phytases et voir si potentiellement elles peuvent étre
utilisées en industrie, des tests supplémentaires doivent étre réalisés. La stabilit¢ de ces

enzymes a des températures élevées, a des pHs extrémes, a des concentrations ¢élevées de sels,
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et a la protéolyse doivent étre testées par mesure de l'activité résiduelle apres traitement par

ces diverses conditions.

Ensuite, les génes codant pour ces phytases a intérét industriel seront isolés, et afin de les
améliorer pour les rendre plus actives et efficaces aux conditions industrielles et aux

conditions des systémes digestifs, des modifications génétiques seront réalisées sur ces genes.

Ensuite, des protocoles seront adaptés pour permettre la production de ces phytases a

I’échelle industrielle.
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Résumé

Le phosphore fait partie des composants essentiels a la production des molécules importantes
pour les cellules, telles que 'ADN, I'ARN et I'ATP. Chez les végétaux consommés par I’homme et les
animaux, I’acide phytique est considéré, comme la principale forme de stockage du phosphore, mais
cette forme de stockage diminue la biodisponibilité phosphore et le rend non facilement utilisable par
I’homme et les animaux. Les phytases sont des enzymes de la famille des hydrolases, qui hydrolysent
I’acide phytique permettant, ainsi, la libération des phosphores. Ces phytases se trouvent chez un
certain nombre d’espéces animales, végétales et microbiennes, cependant, les phytases bactériennes
sont les plus importantes et les plus utilisées dans les industries des aliments destinés a la
consommation humaine et animale. L.’objectif de notre travail est de tester les propriétés chélatrices de
I’acide phytique pour rechercher et caractériser, aprés, des phytases extracellulaires a intérét industriel,
chez 4 bactéries : 2 souches de la collection de notre laboratoire Enterobacter sp et Escherichia coli et
2 bactéries isolées a partir de la rhizosphére (IS1 et IS2). Les résultats obtenus montrent que 1’activité
optimale des phytases d’Enterobacter sp est a 37°C et a pH 5, tandis que 1’activité optimale des
phytases d’E.coli, est a 45°C et aux pH 5 et 9. Pour les isolats IS1 et IS2, leurs activités optimales sont
a 30°C, et a pH9 et pHS, respectivement, pour les phytases de 1’isolat IS1 et 1’isolat IS2.

Mots-clés : enzymes, acide phytique, phosphore, phytases, bactéries, caractérisation des phytases.

Abstract

Phosphorus is one of the essential components for the production of molecules important for
cells, such as DNA, RNA and ATP. In plants consumed by humans and animals, phytic acid is
considered, as the main form of storage of phosphorus, but this form of storage decreases the
bioavailability of phosphorus and makes it not easily usable by humans and animals. Phytases are
enzymes of the hydrolase family, which hydrolyze phytic acid, thereby releasing phosphorus.These
phytases are found in a number of animal, plant and microbial species, however, bacterial phytases are
the most important and used in the food industries for human and animal consumption. The objective
of our work is to test the chelating properties of phytic acid to search for and characterize, afterwards,
extracellular phytases of industrial interest, in 4 bacteria: 2 strains from the collection of our laboratory
Enterobacter sp and Escherichia coli and 2 bacteria isolated from the rhizosphere (IS 1 and IS 2).. The
results obtained show that the optimal phytase activity of Enfterobacter sp is at 37 °© C and at pH 5,
while the optimal activity of E.coli phytases is at 45 ° C and at pH 5 and 9.For isolates IS1 and IS2,
their optimal activities are at 30 ° C, and at pH9 and pHS5, respectively, for the phytases of isolate IS 1
and isolate IS 2.

Keywords: enzymes, phytic acid, phosphorus, phytases, bacteria, characterization of phytases.
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