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Introduction

1. Introduction

L'amidon représente la principale source de calories dans l'alimentation humaine. Plus
de 600 produits commerciaux sont dérivés de I'amidon pour des applications alimentaires et
non alimentaires (Ball et al, 1996).

Sa structure, composée d'unités d'a-D-glucose liées de maniére complexe avec des
points de ramification en position o 4-1 et 6, nécessite l'action coordonnée d'un groupe
specifique d'enzymes pour sa dégradation, généralement désignées sous le nom d'hydrolases de
I’amidon. (S. Janecek 1998)

La demande mondiale en enzymes d'origine microbienne augmente afin d’améliorer
certains procédés de fabrications tels que I'industrie du textile (décoloration de jeans par
exemple), la papeterie (procéde de blanchiment de la pate a papier...), dépollution (attaque des
substances phénoliques...), industrie alimentaire (boulangerie...) (Dvail et al., 2010).

Les enzymes produites par des organismes vivants, sont des substances ou des
macromolécules biologiques qui accélérent des réactions biochimiques spécifiques, agissant
comme des catalyseurs dans les processus biologiques tant a l'intérieur qu'a I'extérieur des
cellules. Elles sont souvent désignées comme des "biocatalyseurs™” (Gurung et al., 2013).

Les enzymes microbiennes sont connues pour étre des enzymes supérieures obtenues a
partir de différents micro-organismes, une de ces micro-organismes est les Bacillus.
L'utilisation de souches bactériennes spécifiquement du genre Bacillus gagne du terrain en
raison de leur capacité a résister et a survivre dans des conditions industrielles difficiles.
Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis et Bacillus pumilus sont quelques-unes des souches
associées a la détérioration des aliments et a un large éventail de conditions cliniques
différentes. Cet organisme a été signalé comme produisant certaines des enzymes commerciales
les plus importantes, notamment l'a-amylase, la protéase alcaline, la kératinase et la -
mannanase (Ghani et al., 2013).

L’amylase, qui est considéré parmi les enzymes les plus importantes et revét une grande
importance pour la biotechnologie (De Souza et Magalhaes, 2010), est une enzyme qui
appartient a la famille des hydrolases et qui est responsable de la dégradation de I’amidon, les
amylases sont trés demandées en raison de leur large gamme d’application, tels que les
industries de liquéfaction de I'amidon, du papier, de I'alimentation, du sucre et pharmaceutique.
(Nigam, 2013).
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Le présent travail a pour objectif I’exploration de la production d’amylases par des
souches bactériennes spécifiques, mettant en lumiére leur capacite a synthétiser ces enzymes
clés.

Notre travail est composé de deux parties : la premiere est purement bibliographique,
elle comporte deux chapitres dont le premier est généralités sur les Bacillus et le second chapitre
porte comme titre généralité sur les amylases. La deuxieme est expérimentale consacré au
matériel utilisée et méthode suivies, un autre chapitre qui interprété les différents résultats
obtenus et en fin on est terminé par une conclusion générale.
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2.1. Généralités sur les Bacillus

Le genre Bacillus a été proposé en 1872 par Cohn (Ines et al., 2015), il renferme des
germes telluriques aérobies stricts ou aéro-anaérobies, sporogeénes, se présentant sous forme de
batonnets a Gram positif généralement mobiles. En dehors de Bacillus anthracis, les Bacillus
sont habituellement considérés comme des germes de I’environnement (Fouad et al., 2017).

Le genre Bacillus représente un ensemble tres vaste et diversifié de bactéries ayant une
caractéristique commune mais distincte : la capacité a former des endospores dormantes de
maniére aérobie lorsqu'elles sont confrontées a des conditions de croissance défavorables
(Zeigler and Perkiens, 2008).

Les Bacillus sont des bactéries en forme de batonnets qui sporulent dans des conditions
aerobies facultatif. Les cellules vegétatives mesurent de 0,5 sur 1,2 a 2,5 sur 10 mm et se
présentent seules ou en chaines. La plupart sont mobiles grace a des flagelles péritriches et
produisent de la catalase. La sporulation aérobie et la production de catalase distinguent les
membres de ce genre de ceux de Clostridium, et produisent des spores centrales a terminales

ellipsoides ou cylindriques.

Figure 1 : Une représentation microscopique et macroscopiques des Bacillus cereus
(Mursalin et al., 2020)
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Les Bacillus possédent des modes de métabolisme énergétique aérobies ou anaérobies
facultatifs. Les membres du genre survivent dans une grande variété de conditions
environnementales gréce a leur capacité a former des endospores, qui résistent a la chaleur, a la
déshydratation et a d'autres stress physiques. Les températures optimales de croissance se
situent entre 25°C et 38°C, bien que certaines souches psychrotrophes puissent croitre a des
températures aussi basses que 38°C et que certaines souches thermophiles puissent croitre a
75°C. lls peuvent se développer a des niveaux d'acidité et d'alcalinité extrémes, allant d'un pH
de 2 a un pH de 10.

En raison de cette diversité physiologique, Bacillus se trouve dans une grande variété
d'habitats, du sol aux sources thermales (Ziane, 2014).

2. 1. 1. Caracteristiques geneérales des Bacillus
2. 1. 1. 1. Morphologie cellulaire

Les especes du genre Bacillus sont des bacilles de forme cylindrique et rectilignes a
extrémités carrées ou arrondies, de taille variable (de 0,5 x 1,2 pm jusqu’a 2,5 x 10 um),
sporulés et sont souvent disposées en paires ou en chaines, a Gram positif ou a Gram variable
(fréquemment, la coloration de Gram n’est positive que pour les trés jeunes cultures).
Généralement mobiles grace a des flagelles péritriches (B. anthracis et mycoides sont
immobiles et pour les especes mobiles, la mobilité est variable selon les souches), parfois
capsulés (B. anthracis, licheniformis, megaterium et subtilis peuvent élaborer une capsule
formée d’un polymeére d’acide glutamique), , aérobies ou aéro-anaérobies, le plus souvent
catalase positive, donnant une réponse variable au test de I’oxydase, les endospores sont ovales,
parfois rondes ou cylindriques, déformante ou non déformante, a localisation centrale, para-

centrale, sub-terminale ou terminale (Holt et al., 1994).
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Figure 2 : Photo représente la morphologie des Bacillus

2. 1. 1. 2. Caracteres physiologiques

Les bactéries de genre Bacillus présentent des propriétés physiologiques assez diverses
telles que la capacité a dégrader de nombreux substrats provenant de sources végetales et
animales, y compris la cellulose, I'amidon, les protéines, l'agar, les hydrocarbures et également
les biocarburants. De plus, certaines especes de Bacillus sont des nitrificateurs hétérotrophes,
des dénitrificateurs, des fixateurs d'azote, des précipitateurs de fer, des oxydants du sélénium,
des oxydants et des réducteurs du manganése, des chimio-lithotrophes facultatifs, des
acidophiles, des alcalophiles, des psychrophiles, des thermophiles et d'autres encore, Cette
diversité de propriétés physiologiques, reflétée par la grande diversité des souches de Bacillus,
a ainsi permis a ces bacteries de coloniser une grande variété d'habitats écologiques. (Abrioul
et al., 2010 ; Ines et al., 2015).

2. 1. 2. Taxonomie et classification des Bacillus

2. 1. 2. 1. Taxonomie
Le genre Bacillus appartient du : (Rooney et al., 2009 ; Eric, 2008)

* Regne : Bacteria

* Embranchement : Firmicutes
* Classe : Bacilli

* Ordre : Bacillales

* Famille : Bacillaceae

» Genre : Bacillus
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2. 1. 2. 2. Classification phénotypique

La classification taxonomique des especes appartenant au genre Bacillus se fondait sur
leurs caractéristiques morphologiques, physiologiques et biochimiques, ainsi que sur leur
aptitude a former des spores aboutit a la division de genre Bacillus en trois grands groupes, en
fonction de la morphologie de la spore et du sporangiome (Smith et al., 1952).

e Le premier groupe des bactéries du genre Bacillus est devise en deux sous-groupes :

o le premier sous-groupe comprend des bactéries a grande cellule, en forme de
bacilles, supérieure ou égale a 1 um, a coloration de Gram positive, avec du
spores ellipsoides ou cylindriques, centrales ou terminales, ne dilatent pas
les sporanges et des d’inclusions protoplasmiques de poly-béta-
hydroxybutyrate, Bacillus anthracis. Bacillus cereus, Bacillus cereus var
mycoides (devenu Bacillus mycoides), Bacillus megaterium et Bacillus
thuringiensis, Actuellement, Il faut y rajouter Bacillus pseudomycoides et
Bacillus weihenstephanensis. (Drobniewski, 1993)

o Le deuxieme sous-groupe comprend des Bactéries a petites cellules,
inférieur a 1 um, dépourvues d’inclusions protoplasmiques de poly-béta-
hydroxybutyrate, il comporte : Bacillus subtilus, Bacillus pumilus, Bacillus
licheniformis, Bacillus coagulans, et Bacillus firmus (Drobniewski, 1993).

e Dans le deuxieme groupe, les bacilles a coloration de Gram variable, avec des spores
ellipsoides centrales ou terminales, ce groupe contient principalement Bacillus alvei,
Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus larvae, Bacillus lentimorbus, Bacillus
macerans, Bacillus polymyxa, Bacillus popillae et Bacillus stearothermophilus.

e Le troisieme groupe est dominé par des especes hétérogenes, a coloration de Gram
variable, avec des spores sphériques terminales ou subterminales, il comporte :

Bacillus sphaericus, Bacillus globisporus, et Bacillus insolitus. (Eric, 2008).

2. 1. 2. 3. Classification moléculaire de Bacillus sensu lato

Le séquencage de I'ARNr 16S a permet de classifier les espéces de Bacillus en cing
groupes distincts : B. subtilis, B. megaterium, B. cereus, B. anthracis, B. thuringiensis, ainsi
que de nombreuses autres especes, réunies dans ce qui peut étre désigné comme le Bacillus
sensu stricto. Ces groupes ont été caractérisés par les traits classiques des bacilles aérobies

Gram-positifs formateurs de spores. Depuis les années 1990, le groupe Bacillus cereus
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comprend actuellement neuf especes de Bacillus, a savoir B. anthracis, B. cereus, B. mycoides,
B. pseudomycoides, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis, B. cytotoxicus, B. bombysepticus,
et le membre le plus récemment classé du groupe, B. toyonensis. Le groupe B. cereus est
souvent appelé B. cereus sensu lato, et I'espece B. cereus est appelée B. cereus sensu stricto.
(National pesticide télécommunication network, 2000).

2. 1. 3. Distribution dans I’environnement

Les espéces du genre Bacillus sont omniprésentes dans la nature, ubiquitaires, Elles se
trouvent dans des environnements divers tels que le sol, les argiles, les roches, la poussiere, les
milieux aquatiques, la vegétation, les aliments et le tube digestif de divers insectes et animaux
(Abrioul et al., 2010). Cette capacité a survivre et a se développer dans des écosystémes aussi
différents repose sur la production de leurs robustes endospores (Ines et al., 2015).

2. 1. 4. Intérét technologique des Bacillus ssp

Le genre Bacillus est d'une importance primordiale en biotechnologie. Les bactéries de
ce genre sont réputées pour leur capacité a produire des molécules aux multiples applications
industrielles, notamment dans la production d'enzymes. En effet, plus de deux tiers des enzymes
fabriquées industriellement par des bactéries proviennent des Bacillus. (Devine, 1995)

Le genre Bacillus est bien connu et celébre pour la production d'alpha-amylase, et
plusieurs souches de Bacillus telles que B. stearothermophilus, B. subtilis, B. cereus, B.
licheniformis et B. amyloliquefaciens sont isolées et sélectionnées pour la production d'amylase
(Sivaramakrishnan et al., 2006).

Pour leur large éventail de caractéristiques physiologiques et leur capacité a produire
une multitude d'enzymes, d'antibiotiques et de métabolites, les espéces de Bacillus sont utilisées
dans de nombreux processus médicaux, pharmaceutiques, agricoles et industriels. Différentes
especes produisent des compléments alimentaires tels que des vitamines (par exemple, la
riboflavine, la cobalamine et I'inositol) et des caroténoides et ont été utilisées pour la synthese
de plusieurs compléments alimentaires pour la consommation humaine. De plus, les spores de
Bacillus ont une longue histoire de consommation et d'utilisation sGre en tant que probiotiques,
des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités adéquates, conférent
un bénéfice pour la santé de I'n6te. Les produits probiotiques contenant des spores a usage
humain ou animal sont commercialisés dans plusieurs pays, étant largement répandus en

Australie, en Asie, aux Etats-Unis, en Amérique du Sud et en Europe (Francesco et al., 2019).
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2. 2. Généralités sur les amylases

2. 2. 1. Définition et classification des enzymes

Une enzyme est une protéine composée d'acides aminés qui agit comme un catalyseur,
accélérant des réactions chimiques spécifiques. Contrairement aux substrats, I'enzyme n'est pas
modifiée ou dégradée pendant la réaction. Chaque enzyme posséde un site actif spécifique qui
reconnait et se lie a des substrats particuliers, garantissant ainsi la spécificité de la réaction
catalysée. Ce site actif contient des acides aminés qui participent directement a la
transformation chimique du substrat. Les enzymes fonctionnent de maniére optimale dans des
conditions physico-chimiques spécifiques, telles que la température et le pH. La plupart des
enzymes, étant des protéines, sont sensibles a des températures élevées et tendent a se dénaturer
au-dela de 41°C. De plus, les inhibiteurs enzymatiques peuvent ralentir ou stopper l'activité
enzymatique en se liant a I'enzyme et en bloquant son site actif. Les enzymes peuvent étre

classés en plusieurs classes (Tableau 01).

Tableau 01: Classification des enzymes (Weil et al., 2009)

E.C (class) Classification Type de reaction catalysee

EC1 Oxydoréductases oxydo-réductions

EC2 Transférases Transfert de groupements fonctionnels
EC3 Hydrolase Hydrolyse

EC4 Lyases Elimination de groupement et formation de

double liaisons

EC5 Isomérases Isomérisation

EC6 Ligases Formation de liaisons couplées a
I’hydrolyse de I’ATP

EC7 Translocases Catalysent le mouvement des ions ou des

molécules a travers les membranes ou leur

séparation au sein des membranes

2. 2. 1. 2. Généralités sur activité enzymatique
Lorsque les enzymes sont utilisées dans des processus industriels et des procédures
analytiques, I'évaluation précise de l'activité enzymatique devient importante. L’activité

enzymatique est dépendante de plusieurs facteurs telles que :
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- la quantité d'enzyme nécessaire pour realiser correctement le processus ;

- la durée de la réaction ;

- la quantité de substrat & convertir ;

- les conditions dans lesquelles la réaction se produit.

La réaction enzymatique peut se devise en trois phases (Figure 3)

e Phase 1 (début de la réaction) : il y a accumulation du complexe enzyme-substrat (ES)

sans formation de produit et sans consommation significative du substrat ;

e Phase 2 : durant cette phase la concentration de ES atteint une valeur maximale, restant

constante pendant un certain temps. La durée de I'état stable concernant la concentration

de ES dépend des concentrations relatives entre I'enzyme et le substrat. Pendant la phase

I1, le substrat est consommé et le produit s'accumule dans le milieu réactionnel ;

e Phase (3) : lorsque la concentration de ES n'est plus constante -, la consommation du

substrat et la formation du produit se produisent lentement (Vitolo, 2020).

A
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|
®) @L) ®
N—
(E) (g’'D) 3 \\
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! Phase III

Figure 3 : Variation des concentrations de I’enzyme (E), de substrat (S), du produit (P)

et du complexe enzyme-substrat (ES) en fonction du temps du réaction (Vitolo, 2020).

La vitesse d’une réaction enzymatique est une mesure de la rapidité avec laquelle la

concentration des réactifs et des produits change au cours du temps. Pendant la réaction, la

concentration du substrat [S] diminue tandis que celle du produit augmente [P]. La progression

de cette réaction peut étre représentée par une vitesse (V), qui peut étre la vitesse de disparition

du substrat (S) ou I'apparition du produit (P). Ainsi, pour déterminer la vitesse de la réaction a

un moment donné, on mesure la quantité de produit formé (ou la disparition du substrat) a cet

instant t, puis on calcule la vitesse de réaction avec I'équation 1, 2 et 3 suivante :



Synthese bibliographique

y=-4_ 2% (1)

D’apres la loi d’action des masses on a :

V1= Ky [E][S]

V2= K [ES]
La vitesse d’apparition des produits des réactions :
W = v = K ES) (2)
Et
% =—% doncVi-V2=V3—>Vi=V2+V3

K1[E][S] = K2 [ES] + K3 [ES]
K1[E][S] =[ES] [K2+Ks]

[E][S] _ K2+K3 _
Es] - k1 KM (3)

Km : Constante de dissociation du Complexe [ES]. Elle est appelée également la constante de
Michaelis Menten : qui représente la concentration du substrat a laquelle la vitesse de réaction
d’un enzyme est égale a la moitié de sa vitesse maximale, en autre termes, elle quantifie
I’affinité d’une enzyme pour son substrat, plus la valeur de Km est faible, plus ’enzyme a une

forte affinité pour son substrat.

Equation du Michaelis Menten

L’enzyme est soit sous forme libre E, soit complexe au substrat ES :
[Et] = [E] + [ES]

[Et] étant la concentration totale de ’enzyme

([Et]-[ESD[S] _ [Et]-[S]

Donc : Km = [Es] T
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_[Et][ES]
[ES]_Km+B]

La vitesse de la réaction Vo est égale a V3
Vo =V3=K3[ES]

Dot Vo=K3LE4IES]

Km+][S]

Le terme K3 [Et] représente en réalité Vmax, la vitesse maximale, donc 1’équation 4 final

devient :
__ Vmax|S]
Vo = Km+[S] Ea. 4

C’est I’équation de Michaelis Menten (Robinson, 2015)

V.

max

5]

Tax

>
S (g/L)

Figure 4 : Représentation de Michaelis Menten des vitesses en fonction des concentrations des
substrat (Vitolo, 2020)

Km : Se définir comme la concentration du substrat pour laquelle la vitesse est la moitié de

Vmax

2. 2. 2. Géneéralités sur les amylases

2. 2. 2. 1. Définition et nomenclature des amylase

Elle appartient a la famille des glycosides hydrolases nommée GH13 ; regroupant
maintenant plus de 1700 enzymes (Coutinho et Henrissat, 1999). Elle hydrolyse, les liaisons
osidiques de I’amylose, de I’amylopéctine, de I’amidon, du glycogéne et d’autres
polysaccharides contenant plus de trois liaisons a (1,4) D-Glucose (Franco et al., 2000). Parmi
les amylase, alpha amylase est le plus / La figure 2 illustre la structure tridimensionnelle de

alpha-amylase.

11



Synthese bibliographique

Figure 5 : Structure tridimensionnelle de I'alpha amylase (Weil et al., 2009)

Le code EC 3.2.1.1 correspond a I'enzyme alpha-amylase, également appelée glycogénase,
endoamylase, Taka-amylase A ou maxilase. Son nom systématique est 1,4-alpha-D-glucanes-

glucanohydrolase (Schamburg et Slzmann, 1991; Dauter et al., 1999).

2. 2. 2. 2. Caractéristiques et propriétes des a- amylases

Poids moléculaire

Le poids moléculaire des a-amylases peut varier selon leur origine et leur espéce,. Les
a-amylases provenant de levures ont un poids moléculaire compris entre 40 000 et 70 000
daltons (Panchal, 1990). Quant a celle d’origine bactérienne ont un fourchette générale allant
de 40 000 a 90 000 daltons.

Température optimale

Les températures optimales des a-amylases varient selon leur origine et leur espece,
généralement situées entre 40°C et 90°C (Schombury et Salzmann, 1991). L'alpha-amylase
bactérienne est bien connue pour sa grande stabilité thermique. Par exemple, celle de Bacillus

amyloliquefaciens présente une plage allant de 70°C a 90°C, selon les besoins spécifiques des

12
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applications. En revanche, l'alpha-amylase fongique présente une température située entre 50°C
et 70°C (Sicard, 1982 ; Panchal, 1990).

pH optimum
Le choix du pH optimum est crucial dans la production de I'alpha-amylase (McMahon

et al., 1999). L'optimum d'activité des a-amylases peut étre atteint dans une plage de pH allant
de 4 a 8. Les a-amylases bactériennes montrent un optimum d'activité généralement supérieur
a la neutralité, tandis que celles d'origine fongique ont des pH optimaux situés entre 4 et 6
(Larpent et al., 1992).

Effecteurs

Pour préserver leur intégrité et leur stabilité structurale, les a-amylases nécessitent la
liaison & au moins un ion calcium (Vallee et al., 1959, Steer et Levitzki, 1973). Toutefois, a des
concentrations dépassant 20 mM, le calcium agit comme un inhibiteur (Boel et al., 1990).

Spécificité du substrat

Les amylases sont des enzymes essentielles qui hydrolysent les liaisons glycosidiques
internes de l'amidon et produisent comme produits primaires des dextrines et des
oligosaccharides (Suriya et al., 2016). Au sein de la molécule d'amidon, les unités de glucose
sont liées par des liaisons osidiques o (1-4), formant ainsi des chaines hélicoidales d'amylose.
En paralléle, de courtes chaines de méme composition se ramifient sur ces chaines par des

liaisons osidiques a (1-6) (Mercier, 1985).

2. 2. 2. 3. Différentes sources et origines des a-amylases

Les amylases sont parmi les enzymes les plus cruciales et jouent un réle de premier plan
dans la biotechnologie contemporaine. Bien qu'elles puissent étre dérivees de diverses sources,
telles que les plantes, les animaux et les micro-organismes, les enzymes d'origine microbienne

sont particulierement significatives.

13



Synthese bibliographique

Tableau 2 : Origine des amylases.

Source Origine Référence

Végétale Blé, Malt d’orge, Seigle, Riz Mercier (1985)

Animale Salive et du pancréas French (1975)
mammiferes

Microbienne

Moisissure  Penicillium fellutanum Kathiresan et Mannivanan (2006)
Penicillium chrysogenum Ertan et Balkan (2007)
Rhizopus oryzae Akbache et Bariout (2007)
Aspergillus niger Mama (2009)

Acourene et Ammouche (2011)

Levures Saccharmyces cerevisae Ruohonen et al. (1991)
Canadida Pichia Wang et Kuo (2001)
Endomycopsis Lipomyces Bouix et Leveau (1999)

Bactéries Bacillus licheniformis Kandra et al. (2002)

Bacillus steorothermophilus
Bacillus circulans

Bacillus amyloliquefaciens
Bacills coagulans
Thermomonospora fuska
Alteromonas haloplinktis
Termus filiformis
Streptomyces rimosus

Dauter et al. (1999)

Dey et al. (2002)

Uiger et curakoglu (2001)
Babu et Satyanaray (1993)
Bush et Stutzenberger (1997)
Feller et al. (1992)

Egas et al. (1998)

Vukelié et al. (1992)

2. 2. 2. 4. Mécanisme d’action des amylases

Le role principal des amylases est de briser les liaisons glycosidiques au sein des

polysaccharides tels que 1’amidon et glycogéne, transformant ainsi les glucides complexes en

sucres plus simples (Zakowski JJ, Bruns 1985). Elle hydrolyse les liaisons a, 1 a 4 glucosidiques

de l'amidon et des substrats associés de maniere endo, produisant des oligosaccharides,

notamment le maltose, le glucose et la limite alpha dextrine (Calik et Ozdamar, 2001). Son

mode d'action comprend plusieurs méthodes :

Une attaque aléatoire, ou elle coupe les liaisons (a-1,4) a partir de l'extrémité non

réductrice. Cela conduit principalement a la formation de glucose, de maltose, et surtout

d'a-dextrines (Scriban, 1999) ;

Mécanisme en une seule chaine, I'a-amylase dégrade une chaine avant de passer a la

suivante. Ce processus est facilité par la formation d'un complexe actif avec le premier

substrat. L'enzyme catalyse la réaction et ne forme pas de nouveaux complexes actifs

avant d'avoir achevé la dégradation de la premiere chaine. (Berry et Paterson, 1990) ;
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« Meécanisme multi-chaine, la dégradation des chaines est simultanée (Pazur et Marchetti,
1992) ;

o Attaque multiple ou répétitive, I'enzyme se déplace le long de la chaine, ce qui entraine
plusieurs hydrolyses successives avant que le complexe enzyme-substrat ne se dissocie.
(Nakatani, 1996 ; Kandra et al., 1997).

2. 2. 2. 5. Utilisation industrielle de I’a-amylase

En raison de leur productivité et de leur capacité a résister a la chaleur, les a-amylases
microbiennes sont largement employées dans divers secteurs industriels en dehors de
l'alimentation, tels que la pharmacie, l'industrie textile, la papeterie et la fabrication de
détergents (Burhan et al., 2003) (Tableau 3)

Tableau 3 : Utilisation de amylases.

Industrie Application

Glucoserie Solubilisation de I’amidon, accompagnée d’une chute
importante de la viscosité (liquéfaction)

Sucrerie. Réduction de la viscosité des sirops de cannes a sucre,

en hydrolysant les contaminants amylacés pour réussir
le processus de cristallisation

Biscuiterie et Panification. Amélioration de la propriété rhéologique et
fermentaires de la pate, ainsi que la coloration de la
crodte

Industrie textile Le désencollage textile, qui permet d’éliminer la colle
d’amidon qui enduit les fibres et les protege au cours
du tissage

Papeterie Liquéfaction de I’amidon pour préparer des sauces
découchage, permettant d’¢liminer les irrégularités
superficielles de la feuille

Détergents Dégradation des taches a base d’amidon. Les
oligosaccharides et les dextrines libérés de I’action
hydrolytique sont solubles, par conséquent, la tache
est physiqguement découpée

Industrie Pharmaceutique Agent anti-inflammatoire
Traitement du diabéte et de 1’obésité.

15



MATERIELS ET METHODES



Ce travail a été réalis¢ au niveau du Laboratoire pédagogique de Microbiologie,
département de Biologie, faculté des Sciences et de Technologie, Universit¢ de Belhad]

Bouchaib, Ain Témouchent (UBBAT).

3. 1. Obtention des souches de Bacillus
Les souches bactériennes testées dans cette étude ont déja été identifiées par Ziane et al.
(2014, 2016) (Tableau 4). Elles étaient isolées a partir des echantillons de la semoule de

couscous commercialisé en Algérie ainsi que de lait de femelle dromadaire.

Tableau 4 : Description des souches de Bacillus spp testés dans cette étude.

Souches Espéces Origine Références

S1 Bacillus licheniformis Semoule de couscous Ziane et al. (2014)
S3 Bacillus licheniformis Semoule de couscous

S4 Bacillus licheniformis Semoule de couscous

S5 Bacillus cereus groupe IV Semoule de couscous

S6 Bacillus cereus groupe IV Semoule de couscous

S7 Bacillus cereus groupe IV Semoule de couscous

S9 Bacillus licheniformis Semoule de couscous

S10 Bacillus cereus groupe IV Semoule de couscous

S11 Bacillus cereus groupe IV Semoule de couscous

S12 Bacillus subtilis Semoule de couscous

ES1 Bacillus cereus groupe III  Lait de femelle dromadaire Ziane et al. (2016)
ES2 Bacillus licheniformis Lait de femelle dromadaire

ES3 Bacillus licheniformis Lait de femelle dromadaire

ES4 Bacillus pumilis Lait de femelle dromadaire

3. 2. Confirmation de la pureté et I’authentification des souches testées

Les colonies bactériennes obtenues ont subi une purification, en réalisant des repiquages
sur milieu nutritive gélosé coulées des boites de Pétri de 90 mm puis incubé a 30°C pendant
24h. Les cultures pures étaient testées pour la production de catalase (Annexe 1), puis une

coloration de Gram (Annexe 2).



3. 3. Mise en évidence de la production de ’amylase par les Bacillus sur milieu solide

Les essais de détermination de la production et I’activité de I’amylase ont été effectués
selon Andualem (2014). L’ensemble de souches figurait dans le tableau ? Les cultures de
Bacillus ont été préparée partir de milieu de purification par I’ensemencent d’un ose sur milieu
d’amidon gélosé (1 % d’amidon, 0,5 % de peptone, 1,5 % d’extrait de levure et 15 g d’Agar a
pH 7,0). Les cultures ont été ensuite incubées a 30°C pendant 24h.

Apres incubation, un volume de solution de Lugol (1%) était versé sur la culture. La

production de ’amylase était révélée par un halo clair non coloré par violet.

3. 4. Production de I’amylase sur milieu liquide

La production de I’amylase dans le milieu liquide a ¢été testée pour les souches
productrices de ’amylase sur milieu solide. Des précultures de ces souches ont été préparée
partir de milieu bouillon a 1% d’amidon (0,5 % de peptone et 1,5 % d’extrait de levure a pH
7,0). Les cultures ont été incubées a 30°C pendant 24h.

Apres incubation, les cultures ont été centrifugé a 5000g pendant 15 minutes. Ensuite, les
surnageant ont été récupéré puis filtré dans des tubes stériles et dans les conditions aseptiques.

Les filtrats stériles récupérés ont été testés sur milieu gélos¢ a 1% d’amidon par la
méthode des puits (Andualem, 2014). Un volume de 10ul de filtrat était déposé dans les puits
crée dans la gélose par la Cloch de durham stérile. Les boites ont été incubées a 30°C pendant
24h.

Apres incubation, un volume de Lugol a 1% a été versé sur la surface des boites. Un halo

clair non coloré révele une dégradation de 1’amylase.

3. 5. Etude de Pactivités de I’amylase

Ce volet consiste une étape de simulation basé sur les résultats empirique in vitro.

Etape 1 : étude de la cinétigue de la réaction in vitro

L’étude de la cinétique enzymatique de 1’extrait brute a été réalisé seulement pour deux
souches.

Préparation d'enzymes brutes

Les extraits enzymatiques brutes produites par les deux souches de Bacillus ont été
préparées fraichement avant les tests. Un ose de chaque souche a été repiqué dans un bouillon

a 1% d’amidon puis incubé a 30°C pendant 24h. Ensuite les cultures ont été centrifugé a 5000g



pendant 15 minutes. Les surnageants étaient récupéré puis stérilisé par filtration. Les surnageant

ont été gardé dans la glace jusqu’au utilisation.

Evaluation de I’activité d’amylase

Pour tester I’activité d’amylase présent dans les extraits brutes obtenus précédemment,
le plan d’expérience suivi est illustré sur le Tableau 5. Le mélange réactionnel de Tableau 5 est
incubé 37°C. La réaction est suivie durant 10 minutes. La concentration de produit formé et
estimé par la méthode spectrophotométrique de Fehling.

Le dosage des sucres réducteurs a été realise comme montre le Tableau 6. Les mélanges
réactionnels étaient incubés ensuite a 100°C pendant 15 minutes. Apres incubations la lecture
de densité optique a été réalise a 540nm. La concentration de produit formé est déduit a partir
de la courbe d’étalonnage tracé de ’absorbance de la gamme étalon du glucose en fonction de

leur concentration (g /L).

Tableau 5 : Mélange réactionnel pour évaluer ’activité d’amylase dans les extraits brutes.

Volume de mélange (mL)

Réactifs (mL) Blanc Control négatif ~ Control positif Echantillons
Tampon 3 2 1 1
Maxilase 5000 Ul 0 0 1 0
Extrait brut 0 0 0 1
Amidon 0 1 1 1
Volume total 3

Quatre mélanges a été préparées, un blanc qui contient seulement tampon a utilisé, un
controle négatif qui contient seulement 1’amidon et tampon, un controle positif qui contint
I’enzyme pure, I’amidon et de tampon et enfin 1’échantillon qui contient 1’extrait brute, le

substrat et le tampon.



Tableau 6 : milieu réactionnel de dosage de sucres réducteurs par la méthode de Fehling.

Volume (mL) Témoin/blanc Concentration du glucose (g/L)
5 2,5 1,25 0,625 0,312
H.O 1 0
Fehling A 2
Fehling B 2
Glucose 0 1
Volume total 5

Etape 1 : Détermination graphique de la constante de Michaelis KM et de Vimax

La détermination des constantes KM et vimax CONSiste une étude cinétique de la réaction
de I’amylase. Elle consiste a tracer le graphique représentant les vitesses initiales (vi) versus la
concentration en substrat [S] utilise. Pour ameliorer la précision de la détermination graphique
de ces deux constantes, il existe des représentations graphiques qui linéarisent les résultats,
permettant des extrapolations plus précises.

La méthode la plus connue est celle de Lineweaver et Burk dans laquelle on représente
1/vi=f(1/[S]). Cette représentation est obéie 1’équation : 1/vi=a x (1/[S]) +b avec : a=KM /Vmax
et b=1/Vmax.

Deuxiéme méthode consiste a estimer les deux paramétres qui était linéarisé par la
premiere méthode. Elle consiste d’estimer les deux parametres KM et Vmax par 1’ajustement

de I’équation de Menten :

vi = Vmax. [S]/([S] + Km) equation 7

Les valeurs de Vmax et KM ont été estimé par 1’ajustement des équations a I’aide de la

méthode de moindre au carrée su Excel.

3. 6. Analyse statistique
Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide open acces logiciel de Excel
Microsoft 2021. Quant a I’analyse de variance (ANOVA) suivi du test post hoc de Duncan a P

<0,05 a été réalisé par Minitab.
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Résultats et discussions

4. 1. Confirmation de la pureté et de I’authentification des souches testées

L’ensemble des souches testées ont été pure et appartiennent au genres Bacillus comme
était mentionné par Ziane et al. (2014, 2016). Selon Ziane et al. (2014, 2016), ces souches ont
été identifié par séquencage de genes rRNA 16S. Toutes les souches interagissent positivement
avec les colorants de coloration de Gram et de I’eau oxygénée (catalase positive), de forme

bacillaire avec une endospores.

Les souches étudiées ont été isolées a partir de la semoule de couscous (Ziane et al.,
2014) et du lait de femelle dromadaire (Ziane et al., 2016). Les especes testées sont B. cereus
groupe 1V et IlI, B. licheniformis, B. subtilis, B. pumulis. Ces espéces sont connus de leur
pouvoir producteur des amylases. En effet, plusieurs chercheurs ont montré la production des

amylases par les especes étudiées comme montre le Tableau 7.

Les espéces de Bacillus sont considérées comme les sources les plus importantes d'a-
amylase. Plusieurs auteurs (Tableau 7) ont utilisé ces especes pour la production des enzymes

et en particulier I’amylase.

Tableau 7: Synthese de certains souches productrice des amylases.

Genres/espéce Produit Références

Bacillus cereus Vermicompost Sivakumar et al. (2012)
Bacillus cereus Produits amylacés Vijayabaskar et al (2012)
Bacillus pumulis, Raplong et al. (2014)
Subtilis,

licheniformis

Aurelio et Estibaliz
Sansinenea (2022)

4.2. Détection préliminaire de I'activité amylase

Quatorze souches bactériennes ont été criblées pour la production d'amylase. Les
analyses sur milieu gélosé ont révelé que 8 souches, sur 14 souches, ont dégradé I’amidon
traduit par la formation de zones de clarification (zone d'hydrolyse) sur milieu gélosé a 1% de
I'amidon a 30°C (Figure 6 et Tableau 8). Le tableau 1 montre les souches ont méme pouvoir
dégradant de ’amidons sur milieu. Les zones de d’hydrolyse des souches positives a I'amylase

variaient de 2 a 3 cm de diameétre sur solide. Pas de différences significatives n’était observées.
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Ces souches dégradant de I’amidon ont été sélectionnées pour le test de caractérisation
enzymatique plus approfondi par la méthode des puits. Les résultats révelent que 7 souches, sur
8 souches, ont dégradé de I’amidon. La souche S1 et S3 a montré une meilleure dégradation par
rapport aux autres souches. Cependant le surnageant issu de la souche 3 a donné la zone la plus
faible. Au terme de cette partie, les résultats ont montré que I’activité d’amylase est hétérogéene
et dependante de la souche. Les mémes résultats ont été reporté par Kim et al. (2016).

Dans cette étude, le pouvoir de dégradation de I’amidon dépend de la souche et ne pas
de la source de la souche, c’est-a-dire les souches issues de lait de femelle dromadaire ont
montré une meilleure production de ’amylase par rapport aux souches identifiées a partir de la
semoule de couscous. Ces resultats sont en accord avec les résultats de Mitek et Lamkiewicz
(2022), Zhang et al. (2017). Ces auteurs ont montré que trois isolats doués de production de
I’amylase était provenu a partir de sources alimentaires pauvre en glucides, tandis que les isolats
provenant de sources alimentaires riches en glucides n’ont pas montré de niveau élevé d'activité

de l'amylase.

i N

Figure 6 : Représentation de résultats de test de recherche de dégradation de I’amylase.
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Tableau 8: Activite amylasique des souches étudiés dans cette étude.
Souches | Espéces Origine Diamétres de  zone  de | Activité enzymatique
dégradation sur milieu solide a | Equation de Michaélis | Lineweaver et Burk
1% d’amidon Menten
Cellules | Surnageant Vimax KM Vimax KM
S1 Bacillus licheniformis Semoule de | + + 41 2 8 0,05
couscous
S3 Bacillus licheniformis + +
S4 Bacillus licheniformis -
S5 Bacillus cereus groupe IV -
S6 Bacillus cereus groupe IV + +
S7 Bacillus cereus groupe IV -
S9 Bacillus licheniformis -
S10 Bacillus cereus groupe IV -
S11 Bacillus cereus groupe IV -
S12 Bacillus subtilis + + 20 0.5 6 0,01
ES1 Bacillus cereus groupe 111 Lait de femelle |+ -
dromadaire
ES2 Bacillus licheniformis + +
ES3 Bacillus licheniformis + +
ES4 Bacillus pumilis + +

NB : non déterminé
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4. 3. Détermination de la cinétique enzymatique

Selon Berg, Tymoczko et Stryer (2002), les enzymes sont importantes pour améliorer
le taux de réactions biochimiques. La Vmax st la vitesse de réaction maximale atteinte par une
enzyme et peut étre utilisée pour indiquer la capacité maximale d'une enzyme a effectuer des
réactions enzymatiques en présence d’une quantité suffisant de substrats. Par ailleurs, le Km
définit l'affinité de I'enzyme pour son substrat, plus KM est faible plus l'affinité de I'enzyme
pour son substrat est grande. Les valeurs de Vmax et KM obtenues sont illustré dans le tableau
8.

Les résultats de simulation par la méthode Lineweaver et Burk et de Michaélis Menten
(Figure 7, 8 et 9) montre que KM et le Vmax des souches testés S1 et S12 ont été calculés en
tracant des graphiques comme le montrent les figures 4. Les valeurs de KM et de Vmax sont
plus faibles par rapport aux valeurs estimées par la méthode de Michaélis Menten. Cependant,
les valeurs de Vmax et KM de maxilase est compris entre les deux valeurs. Ces valeurs de
I’activité enzymatique sont dépendant de conditions expérimentales de la concentration de

substrat, de I’enzyme et la méthode de détection de produit formé.

2.5

As7onm = 0,9254 [Glucose g/L]-0,0612 .
2 R2=0,8544 e

1.5

0.5

Absorbance du Glucose a 570nm
[y

=

0.5 1 15 2 2.5 3

-0.5
Concentration du glucose g/L

Figure 7 : Courbe d’étalonnage de sucre réducteur.
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Figure 8 : Cinétique de I’activité enzymatique de différents essais.
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Figure 9 : Cinétique de I’activité enzymatique des extraits par la méthode Lineweaver et Burk.
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Conclusion

Conclusion

Les enzymes revétent une grande importance dans divers domaines technologiques,
médicales...etc. En effet, ’utilisation des enzymes est en augmentation croissante. Parmi ces
enzymes se trouve l'amylase qui présente plusieurs intéréts technologiques et thérapeutiques.
Dans cette étude préliminaire, la production des amylases par les souches de Bacillus identifiées
a partir de la semoule de couscous et du lait de femelle dromadaire a été exploré.

Les résultats ont montré une variabilit¢ de dégradation de 1’amidon. Cette dégradation est
dependante des souches et elle n’a pas de relation entre les origines des souches.

Quant a Pactivité enzymatique des extraits de deux souches productrices des amylases,
les valeurs de KM et Vmax, déterminées par la méthode de Michaélis-Menten, est ¢levées par
rapport au control (Maxilase) et celles déterminées par la méthode de Lineweaver et Burk.

Au terme de ce travail, les résultats de cette étude nécessitent une étude moléculaire
pour purifier I’enzyme ainsi que déterminer les parametres de la cinétique enzymatique plus

précisément.
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Annexes

Annexes

Annexe (1):

e Pense une lame du microscope ou un tube a essai propre

e Préparez une solution de peroxide d’hydrogene (H202)

e Avec une boucle sterile, prélevez une petit quantité du culture bacterienne
e Déposez la culture sur la lame

e Ajouttez une ou deux gouttes de H202

e Observez immediatement pour voir si des bulles se forment

e Des bulles indiquent un resultat positif

Annexe (2):

e Deposez une goutte d’eau en plein centre de la lame

e Prenez une colonie isolée, déposez la dans la goutte d’eau et étendez sur la plus grande
surface

e Fixez la lame a la chaleur, repetez le flambage jusqu’a ce que la lame soit séche

e Violet de gentian — laissez 1 min puis rincez avec I’eau

e Lugol — laissez 1 min puis rincez avec 1’eau
e Alcool acetone — laissez 10 sec puis rincez avec I’eau
e Fushing — laissez 1 min rincez avec de 1’eau
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Résume :

Les enzymes revétent une grande importance dans divers domaines technologiques,
médicales...etc. En effet, I'utilisation des enzymes est en augmentation croissante. Parmi ces
enzymes se trouve l'amylase qui présente plusieurs intéréts technologiques et thérapeutiques. Dans
cette étude préliminaire, la production des amylases par les souches de B. cereus identifiées a partir
de la semoule de couscous et du lait de femelle dromadaire a été exploré. La recherche de I’activité
amylasique a été réalisé sur milieu solide a 1% d’amidon. Les résultats permettent a sélectionner
8 souches dégradant I’amidon. Parmi ces souches 7 souches ont pu secréter 1’enzyme
extracellulaire. Cette activité a été révélé sur milieu solide par la méthode de puits. L’activité
enzymatique des extraits de deux souches productrices des amylases montre des valeurs de KM et
Vmax, déterminées par la méthode de Michaélis-Menten, plus €levées par rapport au control
(Maxilase) et celles déterminées par la méthode de Lineweaver et Burk. Ces résultats présentent
un intérét technologique intéressant et peuvent étre exploité.

Mots clés : Bacillus, Amylase, biotechnologie, application industrielle.

Abstract :

Enzymes are of great importance in various technological, medical, etc. fields. Indeed, the use of
enzymes is increasingly increasing. Among these enzymes is amylase which presents several
technological and therapeutic interests. In this preliminary study, the production of amylases by
B. cereus strains identified from couscous semolina and female dromedary milk was explored. The
search for amylase activity was carried out on a solid medium containing 1% starch. The results
made it possible to select 8 starch-degrading strains. Among these strains, 7 strains were able to
secrete the extracellular enzyme. This activity was revealed on solid medium by the well method.
The enzymatic activity of extracts from two amylase-producing strains shows values of KM and
Vmax, determined by the Michaélis-Menten method, higher compared to the control (Maxilase)
and those determined by the Lineweaver and Burk method. These results are of interesting
technological interest and can be exploited.

Key words: Bacillus, Amylase, biotechnology, industrial application.
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