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"Sans enzymes, la vie telle que nous la connaissons ne serait
Pas possible. Elles sont les clés de la chimie de la vie."”

Max Perutz
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Introduction générale

La survie de différents organismes vivants , des bactéries aux humains , est
soigneusement coordonnée par des réactions biochimiques rendues possibles grace a

I’intervention des biocatalyseurs appelés les enzymes (Simon et Barry, 2005).

Ces molécules de nature protéique, sont capables d’accélérer les différentes réactions
biochimiques au sein des cellules vivantes (Gatenby et Frieden, 2016). Elles sont non
seulement essentielles pour ces processus cellulaires, mais également trés valorisées dans

diverses applications industrielles (Li et al., 2012 ; Choi et al., 2015).

Face aux évolutions du secteur industriel, 1I’optimisation de la production et la réduction
des cotits et des impacts environnementaux deviennent prioritaires. Dans ce contexte, les
enzymes industrielles, et particulierement la classe des hydrolases, représentant 75 % des

enzymes utilisées en industrie, elles attirent 1’attention des chercheurs (Assamoi et al., 2009).

Parmi les hydrolases, on distingue les amylases (EC3.2.1.1), qui catalysent la
décomposition initiale de 1’amidon en oligosaccharides courts en brisant les liaisons
glycosidiques a-D 1,4 (Tallapragada et al., 2018). Ces amylases sont omniprésentes et elles
sont produites par tous les organismes vivants : les microorganismes, les animaux et les

végétaux (Tallapragada et al., 2018).

De nos jours, les amylases commercialisées sont principalement extraites de sources
microbiennes, représentent la source alternative d’enzymes industrielles (Meunier, 1999) et
celles issues des champignons et des bactéries sont les plus couramment utilisées dans les

applications industrielles (Garske et al., 2017 ; Sindhu et al., 2017 et Debnath et al., 2019).

Pour cela, I’objectif de notre travail est d’isoler des bactéries a partir de différents sols,
(sol vierge, sol rhizosphérique, sol rhizosphérique & 1m de la végétation et un sol salin) afin
de rechercher et de caractériser les activités amylasiques a intérét industriel, chez ces

différents 1solats.
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Synthése bibliographique

1.Généralités sur les enzymes

Chez les différents organismes vivants, y compris 1’étre humain, il existe des
réactions biochimiques trés importantes pour leur survie et pour leur développement. Ces
réactions biochimiques sont considérées comme des éléments fondamentaux de tous les
processus biologiques et elles peuvent étre catalysées par des molécules spécifiques
appelées les enzymes (Gatenby et Frieden, 2016).

Les enzymes sont des macromolécules protéiques trouvees dans les différents
organismes vivants (plantes, animaux et microorganismes) (Gurung et al., 2013). Ces
enzymes sont connues pour leur spécificité dans la catalyse des réactions biochimiques
(Rouzé, 1969) et leur présence permet 1’augmentation d’au moins 10¢ fois les vitesses de
ces réactions biochimiques (Granner et al., 2008). Ces molécules jouent un rdle essentiel
dans de nombreux processus biologiques (ceci sera développé dans la partie importance
des enzymes en industrie), telles que la biosynthése des molécules et des métabolites
(Wohlgemuth et Littlechild, 2022), la régulation de I’expression des génes et des voies
métaboliques (Hall et al. ,2004). De plus, elles participent dans la dégradation de
molécules complexes, en molécules plus facilement assimilables par les organismes

(Meunier, 1999), tout en restant intactes a la fin de la réaction (Perez, 1990).

En plus de leur importance au niveau cellulaire, elles revétent une grande importance
dans le monde industriel. Les enzymes sont mondialement reconnues pour leurs larges
utilisations dans divers domaines industriels tels que I'agriculture, la médecine (ceci sera
développé dans la partie importance des enzymes en industrie), I'alimentation et les
produits pharmaceutiques (Li et al., 2012 ; Choi et al., 2015).

2. Mécanisme d’action des enzymes

De nombreuses études ont ét¢ menées depuis plus d’un siécle pour comprendre le
fonctionnement d’une enzyme, sa structure et commr t elle accélere les réactions
(Richard, 2013). Les enzymes se caractérisent par la présence d’un site actif par lequel le
substrat est transformé en un produit specifique, apres formation d un complexe Enzyme-

Substrat (Figure 1) (Kingsley et Lill, 2015 ; Cooper, 2000) selon la réaction suivante

E+S—ES—DE+P



Synthese bibliographique

Figure 1 : Mécanisme d’action des enzymes et interaction enzyme-substrat (Bugg, 2012).
3. Nomenclature et classification des enzymes

La Commission des Enzymes ou Enzyme Commission (EC) de 'TUBMB (The
International Union of Biochemistry and Molecular Biology) a résolu le probleme
complexe de la nomenclature des € 1zymes en décrivant I s enzymes avec un numéro qui

se compose de quatre parties (Robinson, 2015).

Chaque enzyme est identifiée par un numéro a quatre chiffres, précédé de "EC" pour
"Enzyme Commission", qui indique a la fois la classification de I'enzyme et le type de

réaction gqu'elle catalyse (McDonald et Tipton, 2014).

Le premier chiffre correspond a la classe de I'enzyme (voir Tableau 1), le deuxieme
chiffre représente la sous-classe, le troisieme chiffre correspond a la sous-sous-classe et le
quatrieme chiffre est un numéro de série utilisée pour identifier chaque enzyme d’une
facon individuelle (McDonald et Tipton, 2014).

Le suffixe "ase" est généralement utilisé pour désigner les noms des enzymes.



Synthése bibliographique
Cependant, il existe des exceptions qui se terminent par "ine", comme la chymotrypsine (Subin
et Bhat, 2016).

Il existe 7 classes différentes des enzymes (McDonald et Tipton, 2023) comme

mentionné dans le tableau suivant

Tableau 1 : les classes des enzymes, et les réactions qu’elles catalysent.

EC | Classe de Type de réaction catalysée Exemples
I"'enzyme
Oxydo- La réaction permet le transfert des D-Lactate
électrons et des protons entre substrat ; ;
EC1 | réductases. Deshydrogenase
(Morel et al., 2015).
(Iwatsubo
Et Motohiro,
1963).

Transférases. La réaction permet le transfert d’atomes ou ADN

EC2 de groupements fonctionnels entre polymérase
_ (Aravind et
substrat (Robinson, 2015).
Eugene,
1999).
Hydrolases. La réaction catalyse |"hydrolyse des a-amylases

liaisons (Bornscheuer, 2002). (Janecek et

EC3 Stefan, 2005)
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Lyases. Ces enzymes agissent pour rompre les Pyruvate
EC4 liaisons, mais pas par hydrolyse ou carboxylase
. . (Utter et
oxydation (Subin et Bhat, 2016).
Michael,
1969).
Isomérases. Catalyse la conversion des molécules Isomérase
d’une forme isomérique a une autre Phosphoglucose
EC5
(Trincone, 2002). (Bhosale et al.,
1996).
Ligases. La réaction permet de former des liaisons | Ligase
entre les molécules et de les lier (Robinson| D’ubiquitine
EC6
2015). E3 (Zeng et al.
, 2008).
Translocases. | La réaction permet aux molécules et aux | ATP synthase
ions de se déplacer a travers la membrane | (Penna
EC7
et de les séparer au sein de la membrane | et al., 2013).
(McDonald et Tioton, 2023).
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4. Importance des enzymes
4.1. Importance des enzymes au niveau cellulaire

La cellule, correspond a l'unité initiale de la formation de tous les organismes vivants
(Misslin, 2003). Malgré leur taille microscopique, les cellules sont capables d’effectuer de
nombreuses réactions chimiques, dont la plupart d’entre elles nécessitent des molécules

enzymatiques qui accélérent et facilitent leurs déroulements (Karp, 2010).

Chez les différents organismes vivants, les enzymes participent dans plusieurs

processus importants, par exemple : la réparation de I'ADN au sein de la cellule ('ADN

polymérase) (Bebenek et Kunkel, 2004), la régénération de I'énergie (ATP) pour la cellule
pour accomplir ses diverses fonctions cellulaires (ATP synthase) (Usey et Huet, 2023).

Les enzymes jouent également un réle crucial en facilitant et en accélérant les réactions
chimiques lors des processus métaboliques au niveau de la cellule (Prescott et al., 2018). Par
exemple, une anhydrase carbonique peut catalyser la réaction de conversion de plus d’un
demi-million de CO2 et H20 en HCO3, et ceci en une seconde (Robinson, 2015).

Gréace a cette propriété remarquable, les enzymes ont acquis une grande importance dans

diverses industries, offrant une grande valeur ajoutée et un large éventail d’applications

(Robinson, 2015).
4.2. Importance des enzymes au niveau industriel

Dans le monde industriel moderne, les entreprises ont constamment besoin de moyens
pour améliorer leurs processus de production et augmenter la qualité de leurs produits finaux.
Une des tendances de plus en plus répandues est ' utilisation d’enzymes (Li et al., 2012; Choi
et al., 2015). Les enzymes optimisent le processus de production en réduisant la durée et
I’énergie requises, tout en restant abordables et non toxiques (Li et al., 2012; Choi et al.,

2015).

Avec I’évolution de la biotechnologie, 1’industrie des enzymes a connu une expansion
significative, permettant la production de 40 a 50 variétés d’enzymes chaque année en
quantités allant de plusieurs kilogrammes a plusieurs tonnes pour divers secteurs industriels

(Robinson, 2015), ce qui génere de gros revenus par exemple en 2014 le marché mondial des
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enzymes industrielles a généré des revenus dépassant les 4.2 milliards de dollars et selon les
prédictions, les ventes devaient atteindre 6.2 milliards de dollars en 2020 (Mehta et

Sattyanarayana, 2016).

L’utilisation des enzymes est reconnue pour son efficacité économique, sa sécurité, et
est considérée comme une technologie écologique ou « verte » (Simon et Barry, 2005).Cette
technologie enzymatique a émergé dans les années soixante (Arbige et al., 1989) impliquant

une multitude de secteurs industriels.

Dans le secteur agroalimentaire diverses enzymes sont utilisées, comme par exemple les
lipases qui sont utilisées dans la production des biscuits et la maturation de certaines viandes
séchées comme les salamis et les saucissons (Hasan et al., 2006), les protéases sont utilisées

dans le processus d’affinage des fromages (Haussner ef al., 1996).

Dans I'industrie des détergents des enzymes comme les protéases, les amylases et les
lipases sont utilisées surtout pour la production des lessives « biologiques » (Simon et Barry,
2005), Les cellulases sont aussi utilisées dans cette industrie et spécifiquement pour
I’¢limination des différentes taches des tissus, tout en maintenant la couleur et la douceur du

tissu (Kuhad, 2011).

Dans I’industrie du papier, les cellulases ont un rdle crucial dans le bioblanchiment et le
détachage de I’encre (Dienes et al., 2004 ; Nakamura et al., 2001). Dans I’industrie de
textile, les amylases et les lactases sont un exemple de 'utilisation des enzymes dans cette
industrie, pour leur efficacité dans le blanchiment des tissus et la dégradation des exces de
peroxyde. De méme, la cellulase est reconnue pour son rdle crucial dans le délavage des

couleurs, contribuant ainsi a I’amélioration de la qualité des textiles (Mojsov, 2011).

Dans le domaine cosmétiques, les lipases, comme exemple, sont largement utilisées pour
créer des ardmes, elles contribuant aussi, dans les soins de la peau (Jaeger et Eggert, 2002 ;

Hasan et al., 2006).

Dans I’industrie pharmaceutique et médicale, aussi des enzymes sont utilisées comme
exemple les amylases sont employées en tant qu’agents anti-inflammatoires et aides
digestives, contribuant a prévenir des dyspepsies et fermentations intestinales (Charnock et
Mcclery, 2005) et les cellulases sont incorporées dans des préparations médicamenteuses

destinées a faciliter la digestion (Jayasekara et Ratanayake, 2019). Les collagénases aussi sont
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appliquées dans le traitement des plaies et des brilures (Rao et al., 1998) , les lactases sont
aussi utilisées pour assister certains patients intolérants au lactose, puisqu’elles permettent de

transformer le lactose en glucose (Tanasupawat et Komagata, 2001).

Alimentation

Autres animale
2 9 %  Pharmacie

8 %

Détergents

30 % Cuisson
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Boissons
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0,
Amidonnerie Textile e
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Figure 2 : parts du marché occupés par les enzymes dans différents secteurs (Lareeta-Garde,

1997).

Parmi ces enzymes, 75% des enzymes industrielles sont des hydrolases (Assamoi ef al.,
2009), une famille d’enzymes trés répandue dans la nature et trés diversifiée comprenant des
amylases, des lipases et des protéases, qui sont exploitées pour une variété d’applications

industrielles (Assamoi et al., 2009).

Leur marché mondial des enzymes a été évalué a 1,5 milliard de dollars en 2000,
représentant ainsi environ 60 % des ventes totales d’enzymes avec des prédictions

d’augmentation de ces ventes (Gupta et al., 2003; Chellapandi, 2010; Gaur ef al., 2010).

Parmi les enzymes hydrolytiques industrielles les plus utilisées, on compte les amylases
(Figure 3). Ces enzymes ont la capacit¢ d’hydrolyser un large spectre de substrats,
notamment la mylose, I’amylopectine, les cyclodextrines et le glycogene, tout en montrant

une spécificité particulierement élevée pour I’amidon (Antranikian, 1992).
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Figure 3 : Distribution des enzymes hydrolytiques dans le marché mondial total des

enzymes (Rao ef al., 1998).

Au niveau commercial, les amylases viennent en seconde position apres les protéases
(Assamoi et al, 2009), représentant a elles seules 18 % de ce marché (Rao et al., 1998; Rai et
Mukherjee, 2010) (Figure 3). Selon Ashraf ef al., (2018), le marché des amylases a I'échelle
mondiale a vu son expansion annuelle, avec une estimation portée a 320,1 millions de dollars

pour I'année 2024. (Dans la partie suivante, les amylases seront développées).
2. Les amylases

Les amylases, sont des enzymes qui ont été identifiées par Kirchhoff en 1811 (Emanuel et
Lorrence, 2009). Ces amylases, sont responsables de la dégradation de I’amidon et du

glycogene comme le montre la réaction suivante
Amidon amylase maltose glucose dextrines
(CsH19Os) n  ———= (Cs Hy2 O11) + (Cs Hi2 O )+ (Cg Hyg Os).

L’amidon est le polysaccharide de réserve le plus répandu dans la nature apres la
cellulose , (Meier et Reid, 1982), En revanche, il est la principale source d’énergie pour les

animaux, et par conséquent pour les étres humains (Hannah et James, 2008) , il est constitué
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de I’assemblage de deux types de molécules distinctes : I’amylose et ’amylopectine (Sindhu

etal, 2017).

Selon leurs modes d’action, les amylases peuvent étre classées en deux grandes

catégories : les endoamylases et les exoamylases (Masuda ef al., 1987).

Les endoamylases agissent en catalysant I’hydrolyse au sein de la molécule d’amidon de
maniére aléatoire, ce qui entraine la création d’oligosaccharides, a la fois linéaires et ramifiés,

de différentes longueurs (Ahmad et al., 2019).

Les exoamylases quants a elle, agissent sur I’extrémité non réductrice de la molécule,

libérant progressivement des produits finaux de longueur réduite (Gupta et al., 2003).

[ro——— alpha amylase
béta amylase

\\L—\—J hydrolyse au hasard

\, \ des liaisons alpha 1- 4

B

hydrolyse pas a pas,
de l'extérieur vers /
linténeur, des haisons extrémité réductrice

= -
maltose ) des
SN kaisons alpha 1- 6

r

hydrolyse pas a pas, de l'exténeur vers lintérieur,
__des kaisons aipha 1- 4 avec lormation de ghxcose

Figure 4 : Mécanisme d’action des enzymes amylolytiques ( Pierre, 2000).

Par ailleurs, au-dela des deux catégories mentionnées, on distingue plusieurs sortes

d’amylases comme le montre le tableau ci-dessous.

11
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Tableau 2 : tableau représentatif des types d’amylases et leurs mode d’action.

Type Mode d’action EC
d’amylases
Les a- Les o-amylases agissent comme des endoamylases, | (EC 3.2.1.1)
amylases rompant aléatoirement les liaisons osidiques (1,4) au
sein de I’amylose, de I’amylopectine, de I’amidon et
du glycogéne, mais sans affecter les liaisons en
extrémité de ces molécules. Cette action résulte en la
libération de glucose, de maltose et, en grande partie,
de dextrines, selon Kelly et al.,1997.
Les pB- Les B-amylases fonctionnent en tant qu’exoenzymes | (EC3.2.1.2)
Amylases hydrolysant sélectivement les liaisons o-1,4 de
manicre alternative a partir de D’extrémité non
réductrice. Ces enzymes contournent les liaisons o-1,6
des chaines ramifi¢es, engendrant ainsi du maltose et
des dextrines B de haut poids moléculaire, comme
I’ont décrit Vihinen et Méntasala en 1989.
Les gluco- | Les gluco-amylases, Ces amylases procédent a une | (EC3.2.1.3),
amylases hydrolyse spécifique des liaisons a-1,4 et a-1,6 des
connues aussi | a-glucanes, en partant des extrémités non réductrices.
sous les noms | Elles manifestent une préférence pour le traitement des
d’amylo- polysaccharides de grande taille, transformant
glucosidases I’amidon en glucose avec une efficacité maximale
ou y-amylases. | théorique de 100 %, comme rapporté par Kumar et
Satyanarayana en 2004.
Les Les pullulanases sont des enzymes débranchantes qui | (EC

12
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permettent de scinder les liaisons glycosidiques o-1,6
pullulanases ainsi que les liaisons a-1,4 dans le pullulane, I’amidon 3:2.14D)
et I’amylopectine, produisant ainsi des sucres réduits
tels que le maltose, le panose, le glucose, le
maltotriose, etc. On distingue cinq types de
pullulanase : la pullulanase type L
I’amylopullulanase, la néopullulanase, 1’isopullulanase
et la pullulan hydrolase de type III. (Hii et al., 2012 ;
Naik et al., 2023), chaque type ayant son substrat

spécifique et donc un produit de réaction différent

(Bertoldo et Antranikian, 2002).

Les Les transférases sont un autre groupe d’enzymes de | (EC
amylomaltases | conversion de [’amidon qui clive une liaison | .2.4.1.25)

glycosidique a-1,4 de la molécule donneuse et

(Les .
transfére une partie du donneur vers un accepteur

transférases) L . , ..
glycosidique avec formation d’une nouvelle liaison

glycosidique (Hii ef al., 2012 a).

En plus de leurs classification en fonction de leurs mode d’action, les amylases peuvent
aussi €tre classées selon leur slocalisation et leur fonction relative a la cellule, en enzymes

intracellulaires et enzymes extracellulaires (Gianfreda, 2015).

Les enzymes intracellulaires, aussi connues sous le nom d’enzymes cytoplasmiques,
agissent a I’intérieur de la cellule (Gianfreda, 2015; Nannipirri,2006), a I’'inverse, les enzymes
extracellulaires sont synthétisées a I’intérieur de la cellule, mais sont excrétées pour y exercer
leurs fonction a I’extérieur de la cellule, elles se concentrent sur la décomposition des

substances organiques dans I’environnement extracellulaire (Gianfreda, 2015; Luo et al.,

2017).

Ceci est ¢galement valable pour les amylases, qui peuvent étre classées en

13
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amylases intracellulaires qui participent a la décomposition des polysaccharides chez
certaines espeéces bactériennes (Simpson et Russell, 1998), tandis que les amylases

extracellulaires interviennent a I’extérieur des cellules (Elamary et Salem, 2020).
2.1 Importance des amylases au niveau cellulaire et industriel
2.1.1 Importance des amylases au niveau cellulaire

De nombreuses fonctions complexes sont assurées par les cellules, et le bon
fonctionnement de ces processus nécessite 1'action de plusieurs enzymes, comme par exemple

les amylases (Souza et Oliveira, 2010).

Les amylases jouent un rdle vital a travers plusieurs mécanismes biologiques, par
exemple, elles sont impliquées dans le métabolisme du glucagon dans les hépatocytes, comme
décrit par Pierzynowska et al., en 2020, et elle aide a décomposer le glycogeéne, un
polysaccharide (Simpson et Russell, 1998). Aussi, I’a-amylase pancréatique, joue un rdle
crucial dans la gestion de 1’absorption des sucres (Asanuma et al., 2012). L’amylase contribue
aussi a la digestion des aliments riches en amidon, en les convertissant en glucose, lequel est
absorbé par les cellules intestinales (Alpers et Solin, 1970). En addition, 1’amylase joue un
role prépondérant dans la régulation de la glycémie. La B-amylase, par son interaction avec
les N-glycanes, limite 1’absorption du glucose duodénal, facilitant ainsi une régulation

homéostatique du glucose dans le sang (Date ef al., 2015).

Dans le développement végétal, I’amylase joue son réle notamment dans la croissance
des angiospermes. I’a-amylase est particulierement importante tout au long de la croissance et
du cycle de vie des plantes. Pour le riz, par exemple, les isozymes de I’a -amylase sont
essentielles a la création de granules d’amidon de réserve durant la maturation des graines et a
la mobilisation de cet amidon stocké pour soutenir les jeunes pousses pendant la germination.
Ces processus influencent directement le développement des plantes et leur productivité

(Damaris et al., 2019).

Dans le monde microbien, I’amylase permet la transformation de I’amidon en glucose,
une source d’énergie primordiale pour les bactéries (Homaei et al., 2016 ; Planchot et al.,
1995), influencant également 1’adhésion cellulaire et la formation de biofilms, comme
démontré chez Staphylococcus epidermidis. Ainsi, 1’amylase se révele étre un pivot

énergétique et fonctionnel (Mack et al., 1992).
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2.1.2 Importance des amylases au niveau industriel

En raison de leurs efficacité et leurs thermostabilité, les amylases sont largement utilisées
dans divers secteurs (Behal et al., 2006), tels que le secteur de I’industrie des produits de
nettoyage , de l'industrie agroalimentaire, des textiles, du papier, des adhésifs, et 1I’industrie

pharmaceutique (Marc et al., 2002).

L'évolution de la biotechnologie a par ailleurs élargi le champ d'utilisation des amylases
a de nouveaux domaines, incluant la chimie clinique, médicale et analytique (Pandey et al.,

2000).

De multiples applications supplémentaires pour les amylases ont été¢ explorées, incluant
le secteur agroalimentaire dont la bioconversion de 1’amidon se réalise particuliérement par
les a—amylases, ou elles facilitent la conservation de I’amidon en sirops de glucose et de
fructose durant le processus de liquéfaction dans les boulangeries (Nielsen et Borchert,
2000). De méme, les amylases sont utilisées comme additifs alimentaires ou une faible
quantité¢ d’amylase incorporée a la farine génére des sucres simples facilement assimilables
par les levures, ceci permet d’obtenir un pain plus léger et mieux aéré (Pandey et al., 2000).
En sucrerie, les amylases sont employées pour simplifier les processus d’extraction et de
raffinage du saccharose de la betterave ou de la canne a sucre, aussi, les amylases sont
utilisées dans la fabrication de sirops sucrés a partir d’amidon de mais, ainsi que dans la

production de sirops de chocolat (Martin ef al., 2003).

Quant a I’industrie des boissons, les amylases jouent un rdle clé principalement dans la
production d’alcool éthylique, de boissons sucrées non alcooliques et de jus de fruits (Mamo

et Gessesse, 1999).

Par ailleurs, dans I’industrie des détergents, les amylases viennent en seconde position
dans la formulation de détergents enzymatiques, et elles sont représentées dans 90% de tous
les détergents liquides, L’intégration de ces enzymes dans la composition des détergents
renforce leur efficacité a ¢€liminer les taches tenaces et a nettoyer le linge, tout en étant

respectueuses a I’environnement (Hmidet ez al., 2009 ; Mitidieri et al., 2006).

Dans I’industrie du papier, les amylases sont employées pour dissoudre les colles a base

d’amidon, facilitant ainsi la conservation des feuilles de papier (Gupta et al., 2003). Dans
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I’industrie de textile, les amylases sont bien établies pour leur efficacité dans le blanchiment

des tissus (Mojsov, 2011).

Dans le secteur médical et pharmaceutique, les amylases trouvent leur utilité en tant
qu’agents anti-inflammatoires et aides digestives, contribuant a prévenir les dyspepsies et les

fermentations intestinales (Simon et al., 2005 ; Pandey et al., 2000).

Lefficacité¢ des amylases ne s’est pas limitée a cela, elles sont aussi utilisées dans des
domaines plus complexes, comme celui de la valorisation des déchets agricoles, Les
amylases contribuent efficacement dans la dépollution et la récupération des déchets (Chen et
al., 2007; Adeniran et al., 2010), notamment pour le traitement des résidus alimentaires tels
que les surplus de boulangerie et autres matiéres riches en amidon (déchets de céréales) ainsi
que les déchets agricoles. L'amidon présent dans ces déchets est transformé en sucres
réducteurs (glucose, maltose et divers malto-oligosaccharides), ces produits de dégradation
d’amidon, de grande valeur biotechnologique, trouvent leurs utilisations dans plusieurs
domaines, incluant la nutrition, la cosmétique et la pharmacie (El-Aty et Mostafa, 2015;

Rashid et al., 2018).
2.2 Sources et origines des amylases

Comme c’est le cas d’autres enzymes a intérét industriel, les amylases aussi peuvent étre
extraites de sources variées d’organismes vivants tels que les plantes, les animaux et les

microorganismes (Tanyildizi et al., 2005).
2.2.1 Les amylases d’origine végétale et les amylases d’origine animale

Les amylases végétales sont fréquemment extraites de divers types de céréales, incluant

le bl¢, I’orge maltée, le seigle et le riz (Pratima et Umender, 1989 ; Mamo et Gessesse, 1999).

Ces enzymes, sont utilisées dans le secteur industriel, comme le secteur de I’industrie
agroalimentaire par exemple il est possible d’accroitre la teneur énergétique des porridges (un
plat a base de céréales) enrichissant la farine avec des sources d ‘a-amylases d’origine
végétale, surtout celles provenant de farines de grains germés (Desikachar, 1980 ; Mosha et

Svanberg, 1983 ; Gopaldas et al., 1988 ; Gopaldas et al., 1989).

Au-dela de leurs provenance végétale, les amylases, peuvent aussi provenir des sources

animales. Chez les animaux, seules les a-amylases qui ont été identifiées (Gabriela et Elena,
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2008), ces enzymes sont principalement sécrétées par le pancréas des animaux supérieurs, et
chez certaines espéces, elles proviennent également des glandes salivaires, notamment chez
I’homme (Peyrot des Gachons et Breslin, 2016), chez le singe, le cobaye, 1’écureuil, le rat et
la souris (Gabriela et Elena, 2008).Cette enzyme se trouve également dans plusieurs tissus tels

que le sang, les muscles, le foie, et I'urine (Gabriela et Elena, 2008).

Chez les poissons, la présence et 1’activité des a-amylases dépendent de leurs régime
alimentaire (Rodriguez-Viera et al., 2016), a titre d’exemple, une activité €levée a été
observée dans le systéme digestif des tilapias herbivores (Pervin et al., 2020) et une activité

principalement pancréatique chez les perches carnivores (Cuvier-Peres et Kestemont, 2001).

Toutefois, ces enzymes n’ont pas encore trouvé d’application industrielle majeure, ce qui
explique pourquoi les recherches n’approfondissent pas davantage les études sur leurs

propriétés et leurs fonctions (Hi et al., 2012b).
2.2.2 Les amylases d’origine microbienne

Parmi toutes les enzymes amylolytiques existantes, les amylases microbiennes sont les
plus utilisés a I’échelle industrielle, cela revient a leurs stabilité, leurs spécifité, et la capacité
de controle de la réaction amylolytique (Mehta et Satyanarayana, 2016). L’emploi de
microorganismes pour produire des amylases présente principalement deux avantages : le
potentiel de production a grande échelle de facon économique et la facilit¢ de modification
génétique des microorganismes pour obtenir des enzymes aux propriétés spécifiques

souhaitées (Abdel-Fattah ef al., 2013 ; Nigam, 2013).

Les amylases d’origine microbienne trouvent leurs utilisations dans diverses industries,
notamment dans I’industrie des détergents ou elles vont servir a éliminer les taches d’amidon

responsables de la salissure des surfaces (Mitidieri et al., 2006).

Les a-amylases, utilisées en industrie, sont principalement extraites de sources fongiques
et bactériennes (Ferreira et al., 2021), étant donné que ces microorganismes synthétisent les

a-amylases en quantit¢ abondante (Wang et al., 2020).

L'extraction d'enzymes a partir de microorganismes fongiques, notamment les genres
Aspergillus et Penicillium, est une méthode éprouvée depuis le premier succes de production

d’a-amylase par Takamine en 1894. Les a-amylases issues de ces champignons présentent
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une thermostabilité modérée, avec une fourchette de température optimale s'étendant de 50°C

a 55°C, comme le soulignent Fogarty et Kelly en (1994).

D’autres espéces sont productrices d’a-amylase, comme Trichoderma harizianum
(Mohamed ef al., 2011), et Aspergillus niger qui est reconnue comme une espece productrice

d’une facon efficace d’a-amylase (Avwioroko et al., 2018).

Chez les bactéries, la production de cette enzyme peut se fait aussi par des bactéries de la
famille des Bacillacées (Milner et al., 1997), parmi les especes de cette famille on peut citer
Bacillus amyloliquefaciens et Bacillus licheniformis qui ont été identifiées comme des
souches productrices efficaces d'a-amylase (Bousseboua, 2002). Récemment ,Anoxybacillus
thermarum a ¢ét¢ mis en avant par Mantri et a/ en 2019 comme une source précieuse

d'a-amylase.

Parallelement aux bactéries, les actinobactéries démontrent également leurs capacités a
participer activement a la synthése des enzymes amylolytiques. Parmi les espéces
d’actinomycetes productrices d’amylases, on retrouve notamment Streptomyces lopnurensis
(Rathore et Singh, 2021) et Streptomyces griseorubens (Bukhari et al., 2021). Ceci met en
évidence I’importance des actinobactéries comme source d’enzymes industriellement utiles,
en particulier pour la dégradation de I’amidon dans divers secteurs tels que le secteur de

I’industrie alimentaire et I’industrie pharmaceutique (Elyasi Far et al., 2020).

Les microorganismes restent la source la plus exploitée dans la biotechnologie
industrielle (Nigam, 2013), en raison de leur grande productivité a faible cott, leur plasticité

et leur grande disponibilité (Burhan et al., 2003).

2.3 Production des amylases bactériennes a I’échelle industrielle et I’importance des

bactéries du sol dans cette production

La production a grande échelle des amylases est essentielle pour répondre aux besoins de
I’industrie. Dans ce contexte, la recherche de microorganismes capables de produire de
grandes quantités d’amylase constitue une priorité pour les scientifiques (Elyasi Far et al.,

2020).

Pour produire de I’a-amylase a grande échelle, les méthodes de fermentation submergée
et de fermentation en milieu solide sont privilégiées, La fermentation submergée est idéale

pour les cultures liquides et nécessite une humidité ¢élevée pour la croissance des
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microorganismes, facilitant ainsi la production et la purification de I’enzyme, notamment avec
I’utilisation de souches comme Bacillus sp (Vidyalakshmi, 2009). La fermentation en milieu
solide, quant a elle, utilise des déchets a faible teneur en eau, tels que le papier, et se distingue

par sa simplicité d’équipement, une production plus €levée et moins de déchets.

Cette méthode est couramment adoptée pour ’a-amylase, en particulier avec des

co-cultures de Bacillus thuringiensis et Bacillus cereus (Sundarram et Krishna, 2014;

Vidyalakshmi, 2009; Abdullah et al., 2018).

Le sol est un épicentre d’une large gamme d’activités enzymatiques, incluant les
oxydoréductases, les transférases et les hydrolases (comme les phosphatases, les cellulases,

les chitinases, les protéases et les amylases (Davet, 1996).

Selon les travaux de Xavier et Laurence (1997), les bactéries se présentent dans une
variété de sols et représentent la population microbienne la plus dense et la plus active
métaboliquement dans le sol. Les bactéries sont au cceur de nombreux processus et
d'interactions, soit bénéfiques soit néfastes, avec d’autres organismes du sol. Les défis
majeurs pour ces microorganismes incluent la résistance a des températures élevées et la
capacité a produire des enzymes thermostables ainsi que d’autres substances bioactives,

comme |’ont rapporté Alrumman et ses collegues (2018).

Ces enzymes, dispersées dans cette unité vivante (sol), sont indispensables pour la
décomposition de la matiere organique, un processus fondamental pour 1’équilibre
d’écosysteme (Petit et Jobin, 2005). Il a été estimé qu’un seul gramme de sol peut renfermer
entre 10" et 10" bactéries, réparties en 5000 a 6000 espéces distinctes (Gurtis et al., 2002;
Horner-Devine et al., 2003) , qui sont donc des fournisseurs principaux d’enzymes dans le
sol, se positionnant comme des agents de dégradation exceptionnellement efficaces (Parales et
Haddock, 2004). Ils facilitent la biodégradation de composés organiques méme complexes,
comme la cellulose, la lignine, la chitine, et la pectine, entre autres (Pollegioni, 2015). De
méme, la production d’enzymes par les bactéries telluriques qui décomposent la matiére
organique libére des nutriments minéraux nécessaires a la croissance des plantes (Shukla et
Varma, 2010). De plus, les bactéries ont un réle déterminant dans la modération des cycles
biogéochimiques (Bartoli, 1986) par exemple, la décomposition de la cellulose qui joue un

role vital dans le cycle du carbone (Leschine, 1995).
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Comme précisé plus haut, les amylases présentent une importance particuliére dans le
secteur industriel, d’ou I’importance de rechercher des bactéries du sol productrices de cette
enzyme, parmi les bactéries telluriques, le genre Bacillus est reconnu comme 1’une des
principales sources de production d’amylase en particulier Bacillus cereus, Bacillus subtilis et

Bacillus polymyxa (El-Fallal ef al, 2012; Dash Rahman et Sarker, 2015).

D’autre part, les actinobactéries possédent une capacité remarquable a dégrader des
substances complexes, grace a leur production d’une gamme d’enzymes hydrolytiques telles
que les pectinases, amylases, cellulases, xylanases, lipases, protéases et chitinases. Ces
enzymes, dont plusieurs, sont employées industriellement (Pooja et al ., 2009 ; Assamoi et

al., 2009 ; Mukhtar et al., 2017).

Les capacités, propres aux bactéries du sol, leur ont permis de s’imposer comme des
acteurs majeurs et de confirmer leur place au rang des microorganismes privilégiés pour la
production d’enzymes a intérét industriel. De ce fait, le sol a été identifi¢ comme un milieu
idéal pour I’isolation de bactéries a des fins de recherche d’enzymes a intérét industriel
important comme c’est le cas des amylases. Pour cela 1’objectif de notre travail est de

rechercher et de caractériser des amylases chez des bactéries isolées a partir de différents sols.
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Materiels et méethodes
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L’intégralité de ce travail expérimental réalisé pour I’obtention du dipldome de master en
microbiologie appliquée a été réalisée au niveau du laboratoire de Microbiologie de
I’Université Belhadj Bouchaib-Ain Témouchent (UBBAT), durant le second semestre du
Master 2 de I’année universitaire 2023/2024.

L’objectif de ce travail est de rechercher et de caractériser 1’activité amylasique a intérét

industriel chez des bactéries isolées a partir de différents sols.
1. Isolement et purification des isolats bactériens a partir des différents sols

Pour réaliser I’isolement des bactéries, 4 ¢chantillons de sol ont été collectés. Dans un
premier temps, 3 des échantillons du sol ont été prélevés a partir d’un site situé¢ au niveau de
notre université. Ces 3 échantillons du sol, prélevés d’une profondeur d’environ 5 cm de la
surface les terres (Figure 5 ) proviennent d’un sol vierge, d’une zone rhizosphérique et d’une
zone située a 1 m de distance de la végétation. Le 4°™ échantillon, provient d’une zone
rhizosphérique d’un sol salin situé a Hammam Bouhdjer de la ville d’Ain Témouchent. Les
échantillons ont été mis ensuite dans des boites de Pétri stériles et ramenés au laboratoire pour

I’isolement des bactéries.

Figure 5 : prélevement du sol pour I’isolement des bactéries.

Ensuite, pour I’isolement des bactéries du sol, les techniques de dilutions décimales en
série ont été utilisées (Jamil et al., 2007 ; Rasooli et al., 2008). Pour cela, 0.9 g de sol sont
placés dans un tube contenant 9 mL de 1’eau physiologique stérile, ensuite, le mélange est

vigoureusement vortex¢é pour obtenir une solution homogene. Cette solution sera
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considérée comme une solution mere a partir de laquelle les dilutions décimales seront

préparées jusqu’a la dilution 107

Solution
mére

0.9 g du sol +
9 mi d'eau 10-* 10-* 10-* 10-* 10-*
Physiologique stérile

10-* 10-°

GN GN
+

Incubation a 30C° pendant 24h

Figure 6 : Préparations des dilutions décimales a partir de solution mere .

Ensuite, 100 pL sont prélevés a partir de la dilution 107et 10 et étalés sur la Gélose

Nutritive (GN) (voir Annexe 1). Les boites sont incubées par la suite pendant 24h a 30°C.

Apres incubation, 2 colonies bien bien distinctes sont prélevées a partir des boites déja
incubeés 107 ou 107 et ensemencées sur GN par épuisement afin d’obtenir des colonies

purifiées. Les boites sont incubées, ensuite, pendant 24 h a 30°C.

Les 8 isolats obtenus apres purification ont été nommés comme suit

* SV1 et SV2 isolés a partir du sol vierge ;

* SRZ 1 et SRZ 2 isolés a partir du sol rhizosphérique ;

= SRZ Iml et SRZ 1m 2 isolés a partir du sol a Im de distance de la végétation ;

= SSI et SS2 isolés a partir dune zone rhizosphérique d’un sol salin.
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La puret¢ des colonies isolées est vérifiée par observation macroscopique et

microscopique.
2. Vérification de la pureté des isolats bactériens
2.1. Observation macroscopique

Dans le but de vérifier et d’assurer la pureté des colonies bactériennes, un examen

macroscopique des colonies bactériennes obtenues apres 1’incubation des boites a été réalisé.

Cela permet d’identifier leurs différentes caractéristiques telles que la forme, la taille, la

couleur, I’élévation, le contour, 1’opacité et la consistance des colonies.
2.2. Observation microscopique

L’observation microscopique a été effectuée apres coloration de Gram afin de déterminer

le Gram, la forme et le mode de regroupement des cellules bactériennes isolées.

Apres vérification de leurs pureté, les isolats bactériens sont conservés a 4°C, aprés

ensemencement sur GN inclinée sur tube a essai.
3. Préparation des cultures et récupération des surnagents des isolats bactériens
3.1. Préparation des cultures bactériennes

A partir des cultures bactériennes purifiées précédemment sur GN, des colonies sont
prélevées pour ensemencer des tubes a essai contenant 10 mL de Bouillon Nutritif (BN) (veir

Annexe 1).

Apres 24 h d’incubation a 30°C, la densité optique (DO) des pré-cultures obtenues est
mesurée & 600 nm. A partir de ces pré-cultures, 50 mL de BN stérile préparés dans des
flacons, sont ensemencés de sorte a avoir une DO initiale de 0.01 et incubés a 30°C pendant

24h.
3.2. Récupération des surnageants des isolats bactériens

A partir des cultures bactériennes de 24h, les surnagents des isolats bactériens sont
récupérés par centrifugation a 6000 tours/min pendant 5 min. Les surnagents obtenus sont
utilisés pour la recherche de I’activit¢ amylasique chez les différents isolats. La teneur en

protéines de ces surnagents sont déterminées par la méthode de Bradford (1976).
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4. Dosage des protéines par la méthode de Bradford (1976)

Afin de déterminer et de quantifier les concentrations des protéines présentes dans les

surnagents des isolats bactériens, la méthode de Bradford (1976) a été utilisée.

Cette méthode rapide, précise et fiable, se base sur 1’utilisation du colorant Coomassie
Brillant Blue G-250 qui se lie spécifiquement aux protéines. Cette interaction modifie le
spectre d’absorption du colorant, le faisant passer de 465 nm a 595 nm, et c’est ce
changement spécifique qui est mesuré (Bradford, 1976). La réaction de coloration est

compléte en 2 min environ et la teinte restant stable durant une heure (Bradford, 1976).

Pour le dosage des protéines dans les surnagents, un volume de 0.8 mL est pris de chaque
surnagent auquel 0.2 mL de réactif Bradford sont ajoutés. Pour le blanc, le volume du
surnageant est remplacé par 0.8 mL de BN stérile. L’absorbance est ensuite mesurée a 595

nm.

Ensuite, pour déterminer la quantité des protéines dans les surnageants, une courbe étalon
de la protéine de référence Albumine du Sérum Bovin ou Bovine Serum Albumin (BSA),

DOsgsnm = £ ([BSA]) est tracée (Brady et Macnaughtan, 2015).

Pour cela, une solution mére de la protéine BSA a 1 mg/mL est préparée. A partir de
cette solution, une gamme de solutions a différentes concentrations (de 0.05 a 1 mg/mL)
(Tableau3) est préparée. Ensuite, 0,2 mL du réactif de Bradford sont ajoutés a 0,8 mL de

chaque concentration. L’absorbance de chaque concentration est ensuite mesurée a 595 nm.

Tableau 3: les différentes concentrations, de la protéine de référence BSA, utilisées pour

la préparation de la courbe d’étalon DOsgspm = £ ([BSA]).

Concentrations  des  solutions | 0 0.05 0.1 0.25 0.5 1

étalons de BSA en mg/mL

Volume BSA a Img/mLen (mL) |0 0.05 0.1 10.25 0.5 1
Eau distillée en mL 1 0.95 0.9 10.75 0.5 0

5. Recherche et caractérisation de I'activité amylasique des isolats bactériens
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Afin de rechercher et de caractériser 1’activité amylasique présente chez les 8 souches
bacériennes et isolées dans notre étude, une méthode basée sur le dosage de la disparition de

I’amidon a été effectué.

A savoir que les enzymes amylolytiques, ont la capacité de cliver les grandes molécules
d’amidon en hydrolysant les liaisons glucosidiques (Mehta et Satyanarayana, 2016), les
produits finaux de cette digestion amylolytiques des amidons sont principalement le maltose,
une certaine quantité de glucose, ainsi que des dextrines limites (Jacobsen et al., 1972),

comme montré dans la réaction suivante
Amidon amylase maltose glucose dextrines

(CeHi0Os)n ——> (C¢ Hz On) +(Cs Hi2 O ) + (Cg Hip Os)

Afin de rechercher I’activité amylasique au niveau des surnageants des 8 isolats
bactériens, la disparition de ’amidon révélatrice de la présence d’une activité amylasique a
été évaluée , Pour cela, le substrat (I’amidon) est préparé en mélangeant 40 mL d’une solution
d’amidon a 1% avec 50 mL d’eau distillée préalablement bouillie. Ensuite, I’eau distillée est
ajouté jusqu’a I’obtention d’un volume total de 100 mL (Fatema et al., 2017). Cette solution

est ensuite diluée par un facteur de 10 pour obtenir la solution mere d’amidon a 400 pg/mL.

La réaction enzymatique pour révéler la présence de ’amylase dans les surnageants de
chaque isolat, s’effectue en ajoutant 0.4 mL du surnageant a 0.750 mL du tampon phosphate a

0,1 M et pH 7 et de 0.1 mL de solution d’amidon a 400 pg/mL.

Apres agitation et incubation a 30°C, 0.750 mL de Lugol sont ajoutés et la réaction est

arrétée par I’ajout de 1.5 mL de HCL a 10% (Aiyer, 2004 ; Fatema et al., 2017 ).

L’absorbance est ensuite mesurée par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 620
nm contre un blanc incubé dans les mémes conditions, sauf la solution d’amidon est

remplacée par I’eau distillée.

Pour déterminer la quantit¢ de I’amidon qui reste apres la réaction enzymatique, une
courbe étalon DOgonm = f ([amidon]) est tracée, Pour cela, des solutions a différentes
concentrations (de 20 a 100 ug/mL) sont préparées a partir de cette solution mere d’amidon a

400 pug/mL (Tableau 4).
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Ensuite, un volume de 0.750 mL de Lugol est ajout¢ a 1,250 mL de chaque

concentration, ensuite la DO de ce mélange est mesurée a 620 nm.

Tableau 4 : les différentes concentrations d’amidon utilisées pour la préparation de

courbe d’étalon DOe620nm = f ([amidon]).

Concentrations  des | 0 20 40 60 80 100
solutions étalon de
I’amidon en pg/mL

Volume de la solution | 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
d’amidon a (400

pg/mL) en mL
Eau distillée en mL 2 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5

5.1. Influence du temps d’incubation sur P’activité amylasique des surnageants des

isolats bactériens

L’¢tude de la cinétique de dégradation de I’amidon par les amylases présentes dans les
surnageants, s’effectue par incubation des milieux réactionnels décrit précédemment a 30°C a

différents temps (5, 10, 15, 20 et 30 min).

L’absorbance est ensuite mesurée par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 620

nm.

5.2 Caractérisation physico-chimique des amylases des surnageantsdes isolats

bactériens

Pour caractériser 1’activité amylasique des isolats bactériens, I’influence du pH et de la

température sur cette activité ont été testés.

5.2.1. Influence du pH sur Dactivité amylasique des surnageants des isolats

bactériens

Pour déterminer I’influence du pH sur I’activité amylasique des surnageants des 8 isolats
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bactériens, le tampon phosphate 0.1 M a pH 7 (neutre) du milieu réactionnel (décrit
précédemment) est remplacé par un tampon phosphate 0,1 M a pH 6 (acide) et un tampon
phosphate 0,1 M a pH 8 (basique). Le milieu réactionnel est incub¢ ensuite a 30 °Cpendant 30

min.

La quantité d’amidon restante apreés chaque réaction est mesurée par spectrophotométrie a

620 nm (Fatema et al., 2017).

5.2.2. Influence de la température sur P’activité amylasique des surnageants des

isolats bactériens

Pour déterminer 1’effet de la température sur I’activité amylasique des surnageants des 8
isolats bactériens, le milieu réactionnel (décrit précédemment) est incubé a différentes

températures (20°C, 25°C, 30°C, 35°C et 40°C) pendant 30 min.

La lecture spectrophotométrique est réalisée a 620 nm afin de mesurer la quantité

d’amidon restante aprés chaque réaction (Fatema et al., 2017).
6. Test de thermostabilité des amylases des surnageants des isolats bactériens

Une meilleure stabilité¢ thermique de 1’enzyme représente I'un des avantages les plus
significatifs des biocatalyseurs dans les applications industrielles (Cernia ef al., 1998). De ce
fait, le but principal du test de stabilité est d’identifier la capacité de I’enzyme amylase,
sécrétée par les 8 isolats bactériens, pour maintenir leurs activités stables suite a un traitement

thermique.

Ce test implique le dépot des surnageants des 8 isolats bactériens dans un bain-marie, a

une température de 90°C pendant 1h et 2h (Kiran et al, 2018).

Apres ce traitement thermique, 1’activité résiduelle des amylases est mesurée en suivant
le méme protocole décrit précédemment, sauf que le surnageant non-traité est remplacé par

surnageant traite.

La lecture spectrophotométrique est réalisée a 620 nm afin de mesurer la quantité

d’amidon restant apres chaque réaction.

28



Résultats et discussions

Resultats et discussions
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1.1solement et purification des isolats bactériens a partir des différents sols

Afin de rechercher des activités amylasiques extracellulaires chez des bactéries du sol, 8
souches bactériennes ont été isolees a partir de différents sols: un sol vierge, sol
rhizosphérique, un sol se trouvant & 1m de distance de la végétation et d’une zone

rhizosphérique d’un sol salin.
2. Vérification de la pureté des isolats bactériens
2.1 Observation macroscopique

La pureté des isolats bactériens a été examinés d’abord sur GN. L’examen visuel des

cultures sur boites a confirmé I’homogénéité et la pureté des colonies obtenues.

Les colonies des différents isolats bactériens présentent une variété de caractéristiques

comme la forme, la taille, et la texture ( Tableau 5).
2.2 Observation microscopique

L’examen microscopique réalisé aprés coloration de Gram, confirme la pureté des
cultures obtenues sur GN, et il permet de déterminer leurs aspects microscopique et leur

Gram, les résultats obtenus sont résumés dans le (Tableau 5).
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Tableau 5 : tableau récapitulatif de 1’observation macroscopique et microscopique des 8
isolats bactériens.

Observation macroscopique

Observation

microscopique

Isolats
Forme Taille Couleur | Texture Gra | Aspect
m
Circulaires Petites Blanchatre | Brillante et - Bacille,
avec un profil | tailles. lisse. courts et
sv1 P
légerement certains
bombeé longs, isolés
ou en
diplobacille.
Des colonies Petites Blanchatre | Brillante et + Bacille,
arrondies a tailles. lisse. courts Isolés
SV 2
élévation ou en
convexe et des diplobacille.
contours
réguliers.
De forme Petites Blanchatre | Butyreuse et | + Bacille, longs
circulaire a tailles. lisse. et certains
SRS 1
élévation courts et
surélevée bien isolés.
définis.
Des colonies Petites Blanchatre | Butyreuse et | - Bacille courts
arrondies a tailles. lisse. trés petits et
SRZ 2 p
élévation isolés.
convexe.
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Des colonies Petite a Blanchatre | Butyreuse et Cocci trés
circulaires, moyenne. lisse. etits,
SRZ y P
certaines regroupés en
im1 group
ovales avec amas denses.
des contours
réguliers et une
élévation allant
de convexe a
bombée.
Des colonies Tres petites | Blanchatre | Brillante et Bacilles,
arrondies a tailles. lisse. batonnets
SRZ
élévation allongés,
1m2 g
convexe et des .
isolés ou en
bords )
chainettes.
uniformes.
Des colonies Petites Blanchatre | Mucoide, Bacilles avec
circulaires, a tailles. . .,
SS1 brillante et extrémités
élévation _ _
lisse. arrondies,
variée de plate
courts
a convexe avec ,
géneralement
des contours .
isolés.
réguliers.
Des colonies Petites Blanchéatre | Mucoide, forme de
circulaires a tailles . cocci, trés
SS2 brillante et
élévation . petite et en
lisse.
surélevée. amas.
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2. Dosage des protéines par la méthode de Bradford (1976)

Pour déterminer les quantités des protéines dans les surnageants des 8 isolats bactériens,

une courbe étalon DOsgsm = f ([BSA]) de la protéine de référence BSA (Bovine Serum

Albumin) a été tracée (Figure 7).

0.16
0.14

€012

v 0.1

(2}

10 0.08

T 0.06

Q 0.04
0.02

y = 0.2683x
Rz =0.9761

*

0.1

0.2

0.3 0.4

[BSA] (mg/mL)

0.5

0.6

Figure 7 : courbe étalon de la protéine de référence BSA.

Ensuite, cette courbe étalon a été utilisée pour déterminer la quantité des protéines qui se

trouve au niveau des surnageants des 8 isolats bactériens qui vont servir a rechercher les

activités amylasiques. Les résultats de ce dosage de la quantité des protéines sont présentés

dans le tableau suivant

Tableau 6 : résultats de dosage des protéines au niveau des surnageants des isolats

bactériens.

L’isolat Sv1 SV2 SRZ1 SRZ2 | SRZ1 SRZ1 | SS1 SS2
bactérien m1l m2

Quantité des|0.201 | 0.5 0.481 0.182 0.145 0.115 |0.276 | 0.02
protéines 2
mg/mL
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Ces quantités de protéines seront utilisées pour déterminer les quantités d’amidon

dégradées (par les amylases des surnageants) par mg de protéines.

4. Recherche et caractérisation de ’activité amylasique des isolats bactériens

Cette partie consiste a rechercher et a caractériser l'activité amylasique dans les
surnageants des 8 isolats bactériens. La méthode utilisee pour évaluer cette activité est basée
sur le protocole établi par Syn et Chen en 1997. Cette méthode utilise le révélateur Lugol et

I'amidon comme substrat.

L’activité amylasique des 8 isolats a été mesurée en quantifiant la quantité d amidon

dégradee par les amylases présentes dans ces extraits bruts enzymatiques.

Afin de déterminer la quantité d’amidon dégradée par les amylases qui se trouve dans les
surnageants des 8 isolats bactériens, une courbe étalon DOgonm = f ([amidon]) a été tracee

(Figure 8).

025 y = 0.002x
0.2 R2 = 0.9004 ¢
£
S 0.15
o *
S 0.1 .
3 .
0.05
0
0 20 40 60 80 100 120
[amidon] (ug/mL)

Figure 8 : courbe étalon de 1’amidon.

Les résultats obtenus (Figure 9) montrent la présence d’une activité de dégradation de

I’amidon dans les surnageants des 8 isolats bactériens.

Les résultats de la recherche de 1’activité amylasique dans les surnageants des différents
isolats, ont montré que la quantité de I’amidon (Substrat) diminue en présence des différents
surnageants et en fonction du temps d’incubation (Figure 9). Comme indiqué dans la partie

matériels et meéthodes, les temps testés sont 5, 10, 15, 20 et 30 min.
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Figure 9 : courbes représentatives de la diminution, en fonction du temps, de la quantité de

I’amidon en présence des différents surnageants.

D’aprés les analyses des pré-résultats obtenus de la recherche d’activités amylasiques
(Figure 9), on remarque que les surnagents de tous les isolats testés possedent une activité
du temps, ce qui suggere que toutes les bactéries isolées a partir de différents sols sont

capables d’hydrolyser 1’amidon par leurs enzymes amylolytiques.

Plusieurs études sont en accord avec nos résultats, et qui ont confirmé I’existence des
enzymes amylolytiques, non seulement chez les bactéries du sol, mais également chez

d’autres microorganismes présents dans celui-ci (Aiyer , 2004 ; Reddy et Sreeramulu, 2012).

Les bactéries du genre Bacillus, naturellement présentes dans le sol, sont parmi les
bactéries les plus étudiées pour leur capacité a produire des amylases (Mehta et
Satyanarayana, 2016 ; Aiyer, 2004). Par exemple, les études d’Aiyer en 2004 ont démontré
que la souche de Bacillus licheniformis SPT 27 naturellement présente dans les sols alcalins
pouvait produire des amylases tres actives. Mehta et Satyanarayana en 2016, ont aussi

confirmé la présence des amylases de type a-amylases chez Bacillus subtilis TB1, Les
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actinomycetes sont aussi productrices des amylases (Saadoum et al., 2007 ; Sathya et
Ushadevi ,2014).

Autre que les bactéries du sol, I’étude de Reddy et Sreeramulu en 2012 a également
montré que des champignons filamenteux isolés du sol, notamment Aspergillus Niger,

Cladosporium, A. terreus et A. flavus, produisent aussi des amylases extracellulaires.

L’amylase, grace a sa capacité a décomposer I’amidon en plusieurs sous-produits
(dextrines, oligosaccharides, molécules de glucose) permettent a ces bactéries, d’utiliser ces
sous-produits comme source d’énergie pour accomplir leurs fonctions vitales (Gupta et al.,
2003). Aussi, a partir de ces sous-produits issus de leur activité enzymatique sur I’amidon, les
amylases jouent également un réle crucial dans le cycle du carbone (Tomasik et haron, 2012),
I’'un des principaux cycles biogéochimiques de la planéte. Par exemple les molécules du
glucose peuvent étre métabolisés en CO2 contribuant ainsi au flux global du carbone dans
I’écosystéme (Poolman, 1993 ; Nag et al.,2011 ).

Afin de comparer I’activité amylasique entre les surnagents des 8 isolats, la quantité
d’amidon hydrolysée par mg de protéine a été calculée en se basant sur les résultats de dosage

des protéines par la méthode de Bradford (1976) (Tableau 6).
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Figure 10 A : courbes représentatives de la cinétique de dégradation de 1’amidon par les

surnagents des isolats SV1 et SV2.
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Figure 10 B : vitesses initiales des amylases présents dans les surnagents des isolats SV1 et
SV2

Dans un premier temps, la comparaison des activités amylasiques a été effectuée entre

les bactéries isolées d’un méme sol.

Pour les isolats SV1 et SV2 (Figure 10 A), isolés du méme sol vierge situé dans un site

de I"université d’Ain Témouchent, on remarque qu’il y a une plus forte activité
amylasique dans le surnageant de 1’isolat SV1 que SV2.

En effet, au bout de 5 min, le surnageant de 1’isolat SV1 a dégradé une quantité
d’amidon égale a 104,22 pg /mg de protéines alors que le surnageant de 1’isolat SV2 n’a

dégradé qu’une quantité de 41 pg / mg de protéine.

Les amylases des surnageants des 2 isolats arrivent & leurs maximum d’activité au bout
de 15 min d’incubation, ce qui représente, respectivement, une quantité d’amidon par mg de
protéines égale a 158,81 pg/mg de protéines pour I’isolat SVI1 et égale a 64 pg/mg de
protéines pour SV2.
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La Figure 10 B : montre la vitesse initiale des amylases provenant des surnageants des
isolats SV1 et SV2 au début de la réaction enzymatique. La vitesse du départ pour 1’enzyme
présente dans le surnageant de I’isolat SV1 est estimée a 14,095 pg/min, alors que celle de

I’enzyme présente dans le surnageant de 1’isolat SV2 est estimée a 6,44 pg/min.
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Figure 11A: courbes représentatives de la cinétique de la dégradation de I’amidon par

surnageant des isolats SRZ 1 et SRZ 2.
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Figure 11B : vitesses initiales des amylases présents dans les surnagents des isolats SRZ 1
et SRZ 2.

Concernant les surnageants des isolats SRZ1 et SRZ2 provenant du méme sol
rhizosphérique d’un site au niveau de 'université d’Ain Témouchent, il a été constaté que

I’activité amylasique du surnageant de 1’isolat SRZ1 est moins importante comparativement a
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celle du surnageant de I’isolat SRZ2 (Figure 11A). Les amylases du surnageant de 1’isolat
SRZ1 a commencé a réagir en décomposant une quantité d’amidon évaluée a 56,093 pg/mg
de protéines dés la 5°™ minute. Par la suite, la quantit¢ d’amidon décomposé a augmenté
progressivement pour atteindre 66,48 pg/mg de protéines a la trentieme minute

lére

post-incubation. Quant a I’isolat SRZ2, dés la minute, la quantit¢ d’amidon hydrolysée

est égale a 131,265 pg/mg de protéines et a augmenté pour atteindre son maximum de
5éme

175,020 pg/mg de proteines a la minute.

La Figure 11B : montre la vitesse initiale des amylases provenant des surnageants des
isolats SRZ1 et SRZ2 au début de la réaction enzymatique. La vitesse du départ pour
I’enzyme présente dans le surnageant de 1’isolat SRZ1 est estimée a 10.787pg/min, alors que

celle de I’enzyme présente dans le surnageant de 1’isolat SRZ2 est estimée a 38.796g/min.
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Figure 12A: courbes représentatives de la cinétique de la dégradation de 1’amidon par

surnageant des isolats SRZ 1m 1 et SRZ 1m 2.
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Figure 12B : vitesses initiales des amylases présents dans les surnagents des isolats SRZ 1m
letSRZ1m 2,
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Pour les isolats SRZ1m2 et SRZ1m1, provenant du méme sol situé a 1m de distance de
la végétation, dans un site de 'université d’Ain Témouchent on remarque dans un premier
temps que l'activité amylasique du surnageant de I'isolat SRZ1m1 est supérieure a celle de
I'isolat SRZ1m2 (Figure 12A). En effet, en 5 min I’isolat SRZ1m1 a dégradé une quantité
d’amidon égale a 120.25 pg/mg de protéines alors que I’isolat SRZIm2 n’a dégradé qu’une
quantité¢ de 17.29 pg/mg de protéines. Ensuite au bout de 10 min d’incubation, 1'activité des
enzymes présentes dans le surnageant de l'isolat SRZ1m2 devient supérieure a celle du
surnageant de l'isolat SRZImI. En effet, aprés 10 min d’incubation, le surnageant de I’isolat
SRZ1m2 a dégradé une quantité¢ d’amidon égale a 207.48 ng/mg de protéines alors que le
surnageant de I’isolat SRZ1m1 n’a dégradé qu’une quantité de 175.23 pg/mg de protéines.

L'activité des amylases présentes dans le surnageant de l'isolat SRZ1m1 atteint son
activité maximale apres 15 minutes d'incubation, ce qui représente une quantité d’amidon
dégradée par mg de protéines égale a 219.89 pg. Quant aux amylases présentes dans le
surnageant de l'isolat SRZ1m2, son activité atteint sa valeur maximale aprés 20 minutes
d'incubation, ce qui représente une quantité d’amidon dégradée par mg de protéines égale a
276.64 ug.

La Figure 12 B : montre la vitesse initiale des amylases provenant des surnageants des
isolats SRZ 1m1 et SRZ 1m2 au début de la réaction enzymatique. La vitesse de départ pour
I’enzyme présente dans le surnageant de 1’isolat SRZ 1m1 est estimée a 16.001 pg/min, tandis
que celle de I’enzyme présente dans le surnageant de 1’isolat SRZ 1m 2 est estimée a 18.031

pg/min.
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Figure 13 A courbes représentatives de la cinétique de la dégradation de I’amidon par

surnageant des isolats SS 1 et SS 2.
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Figure 13B : vitesses initiales des amylases présentes dans les surnagents des isolats SS 1 et
SS 2.

Enfin concernant les isolats SS1 et SS2 (Figure 13A), provenant d’une zone
rhizosphérique d’un sol salin de la commune de Hammam Bouhdjer, on remarque qu'il y a

une faible activité amylasique dans le surnageant de l'isolat SS1, tandis que le surnageant de

41



Résultats et discussions

I'isolat SS2, il présente une activité amylasique plus élevée. En effet, au bout de 5 minutes,
l'isolat SS1 a dégradé une quantité d'amidon égale a 72,43 pug/mg de protéines, alors que

I’isolat SS2 a dégradé une quantité de 536 pg/mg de protéine.

A 10 minutes, on remarque que I’activité de I'isolat SS1 a augmenté & 115,89 pg/mg de

protéine et celle de I'isolat SS2 elle est restée constante.

Les amylases des surnageants des 2 isolats SS1 et SS2, atteignent leur maximum
d'activité, respectivement, au bout de 15 et 30 minutes d'incubation, ce qui représente une
quantité d'amidon par mg de protéines égale a 115,89 g pour le surnageant de l'isolat SS1 et
1362 ,33 g pour le surnageant de l'isolat SS2.

La Figure 13B : montre la vitesse initiale des amylases provenant des surnageants des
isolats SS1 et SS2 au début de la réaction enzymatique. La vitesse du départ pour I’enzyme
présente dans le surnageant de 1’isolat SS1 est estimée a 12.169 ug/min, alors que celle de

I’enzyme présente dans le surnageant de 1’isolat SS2 est estimée a 55.514 pg/min.

En comparant D’efficacité enzymatique des différents isolats, il est apparu que les
amylases de I’isolat SS2 sont les plus performantes, suivies par celles de 1’isolat SRZ1m2.
Les amylases des isolats SRZ 1m1, SRZ2, SV1 et SS1 présentaient une efficacité modérée,

tandis que celles des isolats SRZ1 et SV2 sont les moins actives parmi toutes celles testées.

D’apres les résultats obtenus de cette comparaison, le type du sol ne semble pas avoir un
effet direct, qu'il soit positif ou négatif, sur I'activité des amylases des isolats. De plus, on
remarque aussi qu’il y a une différence de ’activité amylasique méme entre les bactéries

isolées d’un méme sol.

La variabilité de ’efficacité des amylases des isolats pourrait étre expliquée par plusieurs
facteurs clés, incluant les différences physiologiques et génétiques entre les souches
bactériennes. Ces différences sont également influencées par de nombreux facteurs externes,

comme les conditions environnementales propres a chaque type de sol (Fry et Day, 1990).

Le sol est un milieu biologique multifonctionnel ou la croissance de diverses especes
bactériennes qui y résident dépend de sa qualité ou de sa fertilité, mesurée notamment par des

facteurs tels que les quantités de carbone et d’azote (Wei et al., 2024).

Concernant la production des amylases chez les bactéries, il a été montré que la nature et la

concentration des sources de carbone et d’azote dans ces milieux biologiques, affectent
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directement la production des amylases chez les bactéries productrices (Aiyer, 2004), par
exemple une carence en azote peut limiter la production optimale de 1’amylase, tandis qu’un

exces pourrait inhiber sa synthése (Aiyer, 2004).

De plus , il a été prouvé que des niveaux de production plus élevés d’amylase sont
obtenus dans des milieux composés de matiéres premicres complexes incluant de 1’amidon
issu de mais, d’orge, de blé et de malt (Pratima et Umender,1989 ; Mamo et Gessesse, 1999).
De méme, la composition et la quantité de carbone dans les milieux sont déterminantes pour

la croissance bactérienne et la production des amylases extracellulaires (Aiyer, 2004).

Bien que le contenu en amidon en tant que substrat essentiel pour les amylases stimule
I’expression du géne bactérien responsable de la production de cette enzyme (Nikitkova et al.,
2012), son produit catalytique, le glucose, exerce un effet répressif sur la synthése
enzymatique en inhibant la transcription du géne de I’amylase (Buonocore et al., 1976 ;
Srivastava et Mathur, 1984). Ce mécanisme permet a la cellule de réguler efficacement
I’utilisation de ses ressources énergétiques (Hill et al., 1997). En présence de glucose, qui est
une source d’énergie facilement utilisable, la cellule réprime la production de ’enzyme qui
dégrade I’amidon, évitant ainsi une dépense énergétique inutile pour produire des enzymes
dont le produit final est déja disponible. Ce type de répression métabolique est avantageux en
termes d’économie cellulaire et d’adaptation aux fluctuations des ressources disponibles dans

I’environnement (Salahuddin, 2011 ; Singh et al., 2008).

Par contre, certaines bactéries peuvent également produire cette enzyme en absence
d’amidon, ce qui suggere que la production d’amylase par ces microorganismes est
constitutive (Chandra ef al., 1980). Cette production chez certaines bactéries signifie que cette
enzyme est produite en continu, indépendamment de la présence de son substrat spécifique
(dans ce cas l'amidon) ou méme en absence de toute source de carbone externe. Cette
production continue pourrait étre le résultat de facteurs génétiques qui maintiennent
I’activation des geénes codant pour I’amylase, ce qui peut €tre un avantage pour les bactéries
présentes dans des environnements dépourvus d’amidon ou de tout autre substrat pour

I’amylase (Sanchez et Quinto, 1975).

Cependant, dans notre cas la production des amylases par les 8 isolats a été effectuée sur
le méme milieu BN, malgré que les 8 isolats ont eu les mémes conditions pour produire leurs

amylases, elles ont montré des différences dans I’activité des amylases entre les 8 isolats.
5. Caractérisation physico-chimique des amylases des surnageants des isolats bactériens
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Pour caractériser 1’activité amylasique des isolats bactériens, I’influence du pH et de la

température sur cette activité ont été testés.
5.1 Influence du pH sur I’activité amylasique des surnageants des isolats bactériens

L’effet du pH sur I’activité enzymatique de I’amylase chez les 8 isolats a été évalué en
remplacant le tampon phosphate 0,1 M a pH 7 (neutre) par un tampon phosphate 0,1 M a pH
6 (acide) et un tampon phosphate 0,1 M a pH 8 (basique).

La figure suivante représente les résultats obtenus pour les surnageants de chaque isolat.
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Figure 14 : résultats de I’effet du pH sur I’activité amylasique des surnageants des différents

isolats.

(A) : Lesisolats SV1,SV2,SRZ1etSRZ2;

(B) : les isolats SRZ 1m 2 ,SRZ 1m 2, SS1 et SS2.
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Les résultats obtenus montrent une influence du pH sur I’activité amylasiques des

surnageants des 8 isolats.

Pour les surnageants des isolats SV1, SV2, et SRZ1, I’activité amylasique est maximale

aux pH 6 et pH 7 (Figure 14 A) et elle diminue au pH 8.

Pour le surnageant de 1’isolat SRZ2, une activité optimale est notée aux pH 6, 7 et 8§,

I’activité amylasique du surnageant de cet isolat ne semble pas étre affectée par les pHs testés.

Le surnageant de I’isolat SRZ1m1 présente une activité maximale de ’amylase aux pH 7
et 8, avec une réduction de cette activité au pH 6. L’activité de I’amylase dans le surnageant
de I’isolat SRZIm2 est optimale a pH 7, cette activité est moins élevée aux pH 6 et 8. Le
surnageant de I’isolat SS1 affiche une activité amylasique optimale aux pH 6 et 7, et une

activité réduite au pH 8.

Enfin, ’activité amylasique du surnageant de 1’isolat SS2 ne semble pas étre affectée par
les pHs testés, en effet, les amylases de cet isolats sont a leurs optimums d’activités a pH 8,

mais gardent aussi de tres bonnes activités aux pHs 6 et 7.

D’apres les résultats de I’influence de pH, les amylases de tous les isolats présentent une
activité optimale a un pH neutre de 7, sauf celles de 1’isolat SS2 qui sont optimales a un pH
basique de 8. Ce résultat est en corrélation a 1’étude de Lu et al en 2016 qui montrent que
I’amylase provenant de Bacillus pseudofermus, ont une activité spécifique optimale a un pH

de 7, ce qui la rend utile dans les secteurs des textiles et des détergents.

A un pH acide de 6, les amylases de tous les isolats & 1’exception de celles de 1’isolat
SS2, montrent une activité supérieure ou equivalente a celle observée a un pH basique de 8.
L’activité de I’a-amylase a un pH bas présente un intérét majeur pour les usages industriels
(Sajedi et al., 2005), par exemple les travaux de Zafar et ses colléegues en 2019, ont montré
que I’a-amylase thermostable extraite de Thermotoga petrophila, est efficace dans I’industrie

textile en raison de son activité maximale a un pH de 6,5.

Par contre, les amylases de I’isolat SS2, sont plus actives & un pH basique de 8 qu'a pH
acide de 6. Cela est parfaitement similaire avec I’étude menée par Al-dhabi et al., en 2020 qui
révéle que I’amylase extraite de la souche Streptomyces sp est particulierement active a un pH
basique de 8. Cette enzyme est mise en avant pour son potentiel d’application dans la

production de divers produits, notamment dans les secteurs de 1’industrie alimentaire et de la

45



Résultats et discussions

production de biocarburants. Aussi, selon 1’étude de Kherouf et al., en 2021, les amylases
produites par la souche thermophile Actinomadura keratinilytica sp CPT 29 présentent leur
meilleure activité a un pH optimal alcalin de 8. Cette caracteéristique les positionne comme un

nouvel additif potentiel pour les formulations de détergents.

De plus, outre le pH optimal a pH neutre de 7, les amylases des isolats SRZ2, SRZ1 et
SS1 affichent également un pH optimal acide de 6, une constatation qui est similaire aux
conclusions d’autres études comme celle réalisée par Ammar et ces collegues en 2002 , qui

ont identifié un pH optimal entre 6,0 et 7,0 pour I’a-amylase de Streptomyces sp .

Enfin, il apparait que ’amylase de I’isolat SRZ2 n’est pas affectée par les variations de
pH, montrant une activité constante aux trois pH testés : acide, neutre et basique. Cette
propriété rend 1’amylase de SS2 particulierement adaptée pour des applications industrielles
nécessitant des conditions de pH variées, qu’elles soient acides, neutres ou basiques. Le méme
cas selon 1’étude de Enez en 2021, qui montre que I’a —amylase purifiée de Bacillus sp,
fonctionne de maniére optimale a des pH de 6.0, 7.0 et 8.0, la rendant appropriée pour les

industries du textile et des détergents.

Les résultats obtenus montrent que le pH a une influence sur I’activité de certaines
amylases, ceci peut étre expliqué par le fait que le changement du pH peut conduire a une
modification du site actif de I’enzyme (Alikhajeh et al., 2007) voire méme sa dénaturation, en
effet, la modification d’un seul groupement carboxyle peut étre associée a une perte totale de

I’activité enzymatique (Kochhar et Dua, 1984).

5.2. Influence de la température sur activité amylasique des surnageants des isolats

bactériens

L’effet de la température sur 1’activité enzymatique a été étudié en testant la réaction a
différentes températures d’incubation (20 ,25, 30, 35 et 40°C).

La figure ci-dessus montre les résultats obtenus pour les surnageants de chaque isolat.
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Figure 15: résultats de I’effet de la température sur ’activité amylasique des

surnageants des différents isolats.

(A):SV1,SV2, SRZ1 et SRZ2 ;

(B):SRZ1m1,SRZ1m 2, SS1 et SS2.
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Les résultats obtenus montrent une influence de la température sur 1’activité

amylasique des surnageants des 8 isolats.

Les activites amylasiques des surnageants des 8 isolats, présentent une trés bonne
activité a 30°C et elle est méme la température optimale de leurs activités amylasiques, sauf
pour les amylases de 1’isolat SS2 qui n’est pas la température optimale. Cependant, I’activité
amylasique du surnageant de 1’isolat SS2, ne semble pas étre trop affectée par les différentes
températures testées, 1’activité optimale de ces amylases est observée a toutes les températures
testées (20°C, 25°C, 35°C et 40°C) a I’exception de la température 30°C ou elle diminue un
peu (Figure 15B).

Méme chose pour les amylases de I’isolat SS1, les températures testées (20°C, 25°C,
30°C et 40°C) n’affectent pas leurs activités, a I’exception de la température 35°C ou

’activité est un peu affectée (Figure 15B).

Aussi, les amylases de I’isolat SRZ1m2, elles ne semblent pas étre trop affectées par les
différentes températures testées, 1’activité optimale de ces amylases est observée a toutes les
températures testées (25°C, 30°C, 35°C et 40°C) a I’exception de la température 20°C, ou
’activité est affaiblie (Figure 15B).

Les amylases présentes dans le surnageant de l'isolat SV1 fonctionnent de maniere
optimale aux températures de 25°C, 30 °C et 35 °C, I’activité diminuee un peu a 40 °C et

séverement affectée a 20°C (Figure 15A).

Pour les isolats SV2 et SRZ1, leurs activités amylasiques sont optimales a 30°C, tandis
que leurs efficacité diminue aux autres températures et elles sont plus séverement affectées a
la température de 20°C. Les amylases provenant de 1’isolat SRZ2 atteignent leurs optimal
d’activité a 20°C, 30°C et 40°C, et elles sont réduites a 25°C et 35°C (Figure 15A).
L’enzyme de I’isolat SRZ1m1 atteint un optimum d’activité amylasique a 25°C, 30°C et
35°C, mais elle est moins performante a 20°C et 40°C (Figure 15 B).

Selon les résultats obtenus (Figure 15), beaucoup des amylases, comme celles de SV1,
SRZ 1m1,SRZ 1m 2, SS1 et SS2 ne semblent pas étre trop affectées par les changements de
température. Des résultats similaires ont été trouvés par I'étude de Aygan et al., en 2008, qui
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ont montré que les variations de température entre 20°C et 90°C n'ont qu'un faible impact sur
l'activité des amylases issues de Bacillus sp, qui restent actives dans cette gamme de

températures.

Selon nos résultats, certaines amylases semblent avoir plusieurs températures optimales,
ceci a été montré par une étude menée par Areekijseree et al en 2004, sur les enzymes
amylases extraites des moules nacrées, qui ont montré une température optimale a 45°C,
55°C, 65°C et 60°C.

A une température ambiante de 30°C, les amylases de 7 isolats sur 8 affichent une
activité optimale, a I’exception de celle de I’isolat SS2 mais son activité reste importante a
30°C. Une activité optimale a 30°C pour les amylases a été démontrée, par exemple les
études de Samanta et al., en 2013, ont montré que 30°C est la température optimale pour
I’activité enzymatique des amylases extraites a partir des souches bactériennes Cronobacter
sakazakii Jor52 (C2). Aussi I’étude de Affifi et al en 2008, a montré que 1’activité optimale
desa-amylases extraites a partir du champignon Penicillium alsonii est enregistré a une

température de 30°C.

A 20°C, les amylases des isolats SRZ2 et SS2 montrent une activité optimale, ce qui est
conforme aux résultats de 1’étude de Lee et al en 2016 sur les o-amylases issues de

Bifidobacterium qui présentent une activité optimale a 20°C.

A 25°C, les amylases des isolats SV1, SRZ 1m1, SRZ 1m2 ,SS1 et SS2 exhibent une
activité optimale, un résultat similaire a celui de 1’étude d* Applebaum et ses collégues en
1961 sur Les amylases extraites du tube digestif des larves de Tenebriomolitor qui affichent

une activité optimale aussi a 25°C.

A 35°C, les amylases des isolats SV1, SRZ 1m1, SRZ 1m2 et SS2 présentent également
une activité optimale, indiquant que ces amylases partagent deux températures optimales
communes, a 25°C et a 35°C. L’étude de Behel et al., en 2006 , montre également une

température optimale de 37°C pour I’activité des amylases extraites a partir de Bacillus sp.

Enfin, & 40°C, les amylases des isolats SRZ2, SRZ 1m2, SS1 et SS2 sont optimales.
L’étude de Dahiya et Rhathi en 2015 a identifié une température optimale de 40°C pour
I’activité enzymatique des amylases extraites a partir de Bacillus licheniformis. L’a-amylase
destinée a une utilisation dans I’industrie des détergents devrait avoir une température

optimale de 40 a 60°C (Dahiya et Rhathi, 2015).
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5.3. Test de thermostabilité des amylases des surnageants des isolats bactériens

Ce test a été effectué pour examiner la thermostabilité des amylases présentes dans le

surnageant de 8 isolats, apres traitement thermique a 90°C pendant 1h et 2h. Les résultats

obtenus sont présentés dans la figure suivante

° 120.00% -
Z 100.00%
]
g 80.00% m aprés 1h de traitement
£ 60.00% thermique a 90C°
@©
o 40.00% m apres 2h de traitement
S 20.00% thermique & 90C°
< 0.00%
Sv1 SV2 SRZ1 SRZ2
120% -

[}
Z 100%
(]
‘—"; 80% m apres 1h de traitement
E 60% thermique & 90C°
L 40% m apres 2h de traitement
s thermique a 90C°®
5 20%
<

0%

SRZ1m1l SRZ1m2 SS1 SS2
Figure 16: résultats de test de thermostabilité obtenus aprés 1h et 2h de traitement thermique.

Les résultats obtenus révelent que, aprés 1h de traitement a 90°C, les amylases du

surnageant de I’isolat SV1 ont préservé 37,49 % de leurs activités initiales, ensuite, cette

activité a décliné a 25 % suite a une exposition prolongée de 2h a 90°C. Cependant, les
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amylases de I’isolat SV2, isolés a partir du méme sol que 1’isolat SV1, sont restées intactes (a
100 %) apres 1h de traitement thermique, toute fois, lors de la seconde heure, 1’activité de
I’enzyme a fortement baissé, ne maintenant que 21,81 % de son activité initiale (Figure 16
A).

Concernant les amylases du surnageant de 1’isolat SRZ1, elles ont conservé une activité
optimale de 100 % aprés la 1°® heure de traitement, et 73,43 % aprés la 2°™ heure du
traitement thermique. Les amylases du surnageant de 1’isolat SRZ2 , quant a elle, a conserve
75 % de son activité aprés la 1% heure de traitement et 65,62 % aprés la 2°™ heure du
traitement thermique (Figure 16 A).

L’activité amylasique du surnageant de I’isolat SRZ 1ml est restée stable a 100 %, tant
aprés 1 h, qu’apres 2 h de traitement thermique. Cependant, les amylases de 1’isolat SRZ1m?2
ont maintenu 57,81 % de leurs activités apres 1h de traitement et 43,74 % apres 2h de

traitement (Figure 16 B).

Enfin, les amylases trouvées dans les surnageants des isolats SS1 et SS2 ont montré une
remarquable stabilité, maintenant une activité constante de 100 % tant apres 1h que 2h de

traitement thermique (Figure 16 B).

L’analyse des résultats nous a permis de constater qu’il y a des variations dans la
capacité des enzymes des 8 isolats a conserver leur activité initiale aprés 1h de traitement
thermique a 90°C, cependant, La plupart des amylases ont réussi a preserver leurs activités a
100 % (celles des isolats SRZ1m1, SS1, SS2, SRZ1 et SV2) (Figure 16). Ceci est compatible
avec les expériences menées par Morgan et Priest en 1981 qui ont montré que les amylases
produites par Bacillus licheniformis maintient son activité initiale a 98 %. Apres 1h de

traitement a une température de 85°C .

Tandis que d’autres amylases ont montré une conservation d’activité moins efficace
(celles des isolats SRZ1m2, SRZ2 et SV1) (Figure 16). Cette instabilité de I'enzyme pendant
le traitement thermique peut étre due a une distorsion de la structure protéique (Ouahidi et al.,
2011), en effet, selon Szasz (1974), la température diminue I"affinité des enzymes pour leurs
substrats et affecte le site actif de I'enzyme avant leur dénaturation. Ceci est soutenu par
d’autres études comme celle de Saito et Yamamoto en 1975, sur une a-amylase stable a la
température de Bacillus licheniformis indiquant que cette enzyme perdait rapidement son

activité a des temperatures supérieures a 76°C et n'était pas stable a 75°C au-dela de 5 min
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Certaines amylases, aprés 2h de traitement thermique & 90°C, IlIs n’ont pas pu maintenir
une activité satisfaisante (celles des isolats SRZ1m2, SV1 , SV2 ,SRZ1, SRZ2) alors que
d’autres (celles de SRZ1ml, SS1 et SS2) ont réussi a conserver leur activité intacte méme
aprés 2h de traitement. Ceci a été démontré par les recherches menées par Kishnan et
Chandra, en 1983, qui ont confirmé que l'enzyme a-amylase reste active méme aprés 3h
d'incubation a une température de 80°C. Aussi selon Al-Quadan et al., en 2009 ; Das et al.,
en 2004 et Valaparla, en 2010, une stabilité a 100% a été observée pour les amylases de
diverses espéces de Bacillus a des températures plus élevées.

La réduction de I’activité enzymatique a des températures élevées est due a la
dénaturation de 1’enzyme (Saboury et al., 1999), aussi les températures élevées peuvent
entrainer des modifications a la conformation de I’enzyme, ’empéchant de se lier
correctement au substrat (Mahdavi et al., 2011). De ce fait, pour des applications industrielles
nécessitant 1’utilisation de hautes températures, il est préférable d’utiliser des enzymes ayant
une meilleure thermostabilité (Vieille et Zeikus, 2001). Cela souligne 1’importance de choisir
ou de développer des enzymes plus résistantes pour des processus tels que la dégradation de
I’amidon, ou des températures €levées sont souvent nécessaires pour accélérer les réactions et

minimiser les risques de contamination microbienne (Meghati et al., 2017).

Ainsi, la capacité des amylases a conserver leurs activités catalytiques a des températures
élevées offre des avantages notables dans plusieurs secteurs industriels (Behal et al., 2006).
Par exemple, dans l'industrie des détergents, les amylases bactériennes sont efficaces, et les
amylases thermostables sont utilisées pour éliminer les taches difficiles (Niyonzima et More,
2014).

L’objectif de notre travail est de rechercher et caractériser des amylases a intérét
industriel chez 8 isolats bactériens provenant de divers types de sols. Le Tableau 7 récapitule
les différents résultats obtenus de cette étude. Ces résultats montrent la présence d'activité
amylasique chez les 8 isolats testés. Cependant, chaque amylase des isolats testés présentent
des caractéristiques distinctes (la vitesse initiale de dégradation de 1’amidon, le pH optimal, la
température optimale et la thermostabilité). Certaines de ces amylases possédent des
propriétés qui les rendent particulierement adaptées a des applications industrielles, comme

résumé dans le tableau suivant
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Tableau 7 : tableau récapitulatif des résultats de la recherche et de la caractérisation des
amylases chez les 8 isolats bactériens.

Isolats Activité enzymatique Thermostabilité
de I’enzyme
Vitesse initiale | pH optimal | Température optimale | 1h 2h
Sv1 14.095 pg/min | 7 25°C /30°C/35°C Faible Faible
SVv2 6.44 pg/min 7 30°C Forte Faible
SRZ1 10.787 ug/min | 6et7 30°C Forte Forte
SRZ2 38.706 pg/min - | 6, 7et8 20°C/ 30°C/ 40°C Forte Moyen
ne
SRZ1m | 16.001 pg/min | 7et8 25°C/30°C/ 35°C Forte Forte
1
SRZ1m | 18.031 pg/min |7 25°C/30°C/ 35°C/ 40°C | Moyenne | Moyen
2 ne
SS1 12.169 pg/min | 6et7 20°C/25°C/30°C/ 40°C | Forte Forte
SS2 55.514 pg/min | 8 20°C/25°C/35°C/ 40°C | Forte Forte

Comme mentionné dans la partie bibliographique, les amylases sont des enzymes qui
hydrolysent les liaisons glycosidiques internes présentes dans I'amidon (Quax, 2006). Ces
enzymes sont largement utilisées dans diverses industries, notamment I'industrie alimentaire,
textile, papetiere et des détergents (Khannous et al., 2014).

Selon le Tableau 7, qui résume les différentes caractéristiques des amylases produites par
les différents isolats, celles des isolats SRZ1 , SRZ2, SRZ 1m1, SS1, SS2 (qui sont montrées
en gras dans le tableau), elles attirent plus I'attention que les autres en raison de leurs
caractéristiques particulierement recherchées dans le domaine industriel (plusieurs pH

optimaux, plusieurs températures optimales, une forte thermostabilite)
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Les résultats de cette étude (Tableau 7) montrent que les amylases des 8 isolats sont
dotées une excellente activité a pH 7 et une bonne activité a pH 6, ce qui leur donne la
possibilité d’étre appliquées dans des industries qui nécessitent un pH neutre et/ou un pH
acide telles que les industries du textile, alimentaires et des détergents (Lu et al., 2016 ; Zafar
etal., 2019) .

Pour les amylases avec une activité optimale a pH 8 peuvent étre appliquées dans les
industries nécessitant un pH basique, comme les industries alimentaires et les industries de
détergents (Al-dhabi et al., 2020 ; Kherouf et al., 2021).

Exceptionnellement, les amylases produites par 1’isolat SRZ2, qui ont maintenu une
stabilité de leurs activités aux différents pHs testés leur permet d’étre utilisées dans diverses
applications industrielles, telles que l'industrie du textile, des détergents, du papier et
I'industrie pharmaceutique (Miao et al., 2021 ; Souza et Mgalhaaes, 2010).

Concernant les températures optimales, selon les résultats résumés dans Tableau 7, les
amylases de la majorité des isolats ont montré une bonne activité a 30°C, ce qui les rend
efficaces pour éliminer les taches de chocolat lorsqu'elles sont combinées a un détergent
commercial (Saini et al., 2017), de plus certaines des amylases sont dotées d’une activité
élevée voire méme optimale a 40 °C, les rendant ainsi adaptées a étre utilisées dans des
processus industriels tels que les industries des détergents (Carrasco et al., 2017).

Concernant la thermostabilité, les amylases stables aux températures élevées sont des
enzymes tres polyvalentes pour diverses applications industrielles. Leur résistance a ces
conditions extrémes, les rend adaptées aux industries du textile, du papier, de l'alimentation,
de l'agriculture et des détergents (Arikan, 2008). Selon les résultats résumés dans le tableau
7, certaines amylases (SRZ1, SRZ1m1, SS1, SS2) presentent une stabilité qui persiste jusqu'a
2 h de traitement thermique a 90°C, ce qui les rend utilisables dans diverses industries telles
que l'industrie des détergents pour éliminer les taches tenaces (Niyonzima et More, 2014).
Elles peuvent également étre utilisées dans l'industrie alimentaire (Srivastava, 1991), dans
I'industrie du textile pour eliminer I'amidon des tissus en coton (Aggarwal et al., 2019), et
dans les industries de I'éthanol et pharmaceutiques en raison de leur résistance a la
dénaturation  (Azad et al, 2009 ; Abdel-Mageed et al, 2019).

Pour les amylases ayant une activité amylasiqgue moyenne a faible ou perdant leur
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stabilité comme méme étre utiles dans I'industrie de la boulangerie et la fabrication du glucose
(Lee et al., 2006).
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Conclusion et perspectives

56



conclusion et perspective

Dans cette ¢tude une recherche et une caractérisation ont été effectuées sur l'activité
amylasique a importance industrielle de 8 isolats bactériens récupérés a partir de différents
sols :sol vierge (SV1 et SV2) sol rhizosphérique,( SRZ1 et SRZ2), sol rhizosphérique a Im
de distance de la végétation (SRZ1m1 et SRZ1m?2) et un sol salin (SS1 et SS2).

Ensuite, les amylases ont été recherchées par étude de la capacité des surnageants des 8
isolats a dégrader I’amidon. Une fois leurs activités détectées, ces amylases ont été
caractérisées par dosage de leurs activités a différents pHs (6, 7 et 8) et a différentes
températures (20°C, 25°C, 30°C, 35°C et 40°C). Ensuite, la thermostabilité de ces amylases a
¢été étudiée par le dosage de I’activité résiduelle apres traitement thermique a 90°C pendant 1h

et 2h.

e Les résultats ont montré que les surnageants des 8 isolats sont capables de dégrader

I’amidon, c’est-a-dire qu’ils sont dotés d’une activité amylasique.

e (es capacités de dégradation de 1'amidon ainsi que leurs vitesses initiales different
selon le surnageant de chaque isolat, les amylases produites par l'isolat SS2 ont le taux

d'activité le plus élevé.

e La majorité des enzymes amylases ont montré bonne activit¢ a pH7 et a une
température optimale de 30°C,cependant, différentes valeurs d'activité enzymatique ont

été obtenues , lorsque les pHs ou les températures des réactions ont été changées.

e Les amylases des différents isolats montrent une bonne stabilité aprés 1h de traitement
thermique a 90°C, a l'exception de l'enzyme de l'isolat SV1. Aprés 2 heures de
traitement thermique, Les amylases des isolats SRZ1, SRZIml, SS1 et SS2 ont
maintenu leurs stabilité, celles des isolats SRZ2 et SRZ1m2 se sont affaiblies et celles

des isolats SV1 et SV2 se sont fortement affectées.

Ces résultats montrent que certaines des amylases possédent des propriétés qui leurs ouvrent
la possibilité d’étre utilisées en industrie.
D’autres travaux peuvent étre effectués pour compléter ce travail comme par exemple
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Identifier les génes qui codent pour ces amylases et grace aux progres de la
biotechnologie, il est possible de modifier ces génes afin d'accroitre leurs résistance

aux conditions extrémes et d'augmenter leurs productivité en un temps réduit.

La purification des amylases (précipitation au sulfate d'ammonium, le dialyse, et la
précipitation a l'acétone) a partir des surnageants de chaque isolat pour mieux les
caractériser et étudier leurs stabilité face aux changements de température ou de pH, et
en présence de facteurs affectant son activité tels que la présence des sels (CaCl2 et

NaC)) et la présence de métaux lourds.. ..etc.
Tester la possibilité d’application de ces amylases dans différents secteurs industriels

tels que le secteur pharmaceutique, alimentaire ou encore le secteur de I’industrie

détergent.
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Il existe deux types de milieux de culture pour la culture et la prolifération des différents
micro-organismes au laboratoire : Le GN (Gélose Nutritive) et le BN (Bouillon Nutritif) sont
considérés comme des milieux de culture généraux ou « non sélectifs » En raison de leur
capacité a permettre la prolifération de divers types de micro-organismes sans favoriser ni

inhiber spécifiquement d'autres micro-organismes (. Pashirova et al., 2015).

La gélose nutritive (GN) : est un milieu solide polyvalent servant a la culture d'un grand
nombre de microorganismes bactériens. Qui ne présentant pas d'exigences particuliéres
(Hitchens,1921). ce milieu contient principalement de 1’agar, un agent gélifiant, qui permet au
milieu de rester solide a température ambiante et Iégérement en dessous, Pour la préparer, 23
grammes de poudre de (GN), (Conda Nutrient agar 1SO-6579 1SO-10273 ISO 19250), sont
dissous dans un 1L d’eau distillée ,Aprés avoir été agitée sur une plaque chauffante, la

préparation est autoclavée pendant 1h.

Le bouillon nutritif (BN) : est un milieu liquide largement utilisé pour la culture des
microorganismes peu exigeants (Baker et Silverton,1976). Le BN (Conda Nutrient Broth)
contenant des ingrédients similaires a ceux de la gélose nutritive mais sans 1’agar. Sa
préparation se fait en dissolvant 13 grammes de poudre de Bouillon Nutritif (BN) dans 1L
d’eau distillée, Le mélange est ensuite agité puis stérilis¢ pendant 1 h en autoclave. Ces
milieux s’averent trés efficaces pour le maintien et la multiplication des cultures microbiennes
en laboratoire. lls sont aussi employés pour effectuer des tests de stabilité, vérifier la pureté

des cultures, et pour diverses autres applications en recherche microbiologique.
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Résumé

Les enzymes sont des macromolécules qui catalysent et accélérent les réactions biochimiques impliquées
dans divers processus biologiques importants pour les cellules des différents organismes vivants. Ces enzymes
présentent aussi une trés grande importance dans divers secteurs industriels. Environ 75% des enzymes
industrielles sont des hydrolases, telles que les amylases, les lipases et les protéases. Les amylases
sontparticuliérement importantes et elles permettent la dégradation de I'amidon et du glycogeéne. Les amylases
sont utilisées dans de nombreux secteurs industriels, tels que le secteur de I'agroalimentaire, du textile, du papier,
des adhésifs et dans le secteur pharmaceutique. Ces amylases sont présentes chez les différents organismes
vivants mais celles des bactéries présentent un intérét particulier en industrie. Pour cela, notre travail consistait a
rechercher et & caractériser 'activité enzymatique des amylases chez 8 souches bactériennes isolées a partir de
différents sols, par une étude de la cinétique enzymatique ainsi que l'influence de la température et du pH sur
leur activité. Aussi, la thermostabilité des ces amylases a été étudiées. Les résultats obtenus ont montré que les 8
souches bactériennes présentaient une activité amylasique. Les vitesses enzymatiques variaient entre les souches,
avec l'isolat SS2 présentant une activité amylasique la plus élevée. En ce qui concerne le pH, les amylases des
isolats SRZ1, SS1 et SRZ2 ont montré une activité optimale a pH 6 et pH 7, tandis que les amylases de 1'isolat
SS2 ont montré une activité optimale a un pH 8. En ce qui concerne la température, les amylases des isolats SS1,
SS2 et SRZIm2 ont montré une activé optimale a la plupart des températures testées comparé aux autres
isolats.En ce qui concerne la thermostabilité des enzymes, aprés le traitement thermique a 90°C, la plupart des
amylases des isolats étaient plus stables aprés 1h de ce traitement qu’aprés 2h de ce méme traitement, a
I'exception des amylases des isolats SRZ1ml1, SS1 et SS2 qui sont restées stables méme aprés 2h de traitement.

Mots clés : bactéries, sols, enzymes industrielles, hydrolases, amylases, activité enzymatique, thermostabilité.

Enzymes are macromolecules that catalyze and accelerate biochemical reactions involved in various important
biological processes for the cells of different living organisms. These enzymes also hold great significance in
various industrial sectors. Approximately 75% of industrial enzymes are hydrolases, such as amylases, lipases,
and proteases. Amylases are particularly important as they facilitate the degradation of starch and glycogen.
They are utilized in numerous industrial sectors, including the agri-food, textile, paper, adhesive, and
pharmaceutical sectors. While amylases are present in various living organisms, those found in bacteria are of
particular interest in industry. Hence, our work aimed to research and characterize the enzymatic activity of
amylases in 8 bacterial strains isolated from different soils, through a study of enzymatic kinetics as well as the
influence of temperature and pH on their activity. Additionally, the thermostability of these amylases was
studied. The results obtained showed that all 8 bacterial strains exhibited amylase activity. Enzyme velocities
varied among the strains, with isolate SS2 showing the highest amylase activity. Regarding pH, amylases from
isolates SRZ1, SS1, and SRZ2 showed optimal activity at pH 6 and pH 7, whereas amylases from isolate SS2
showed optimal activity at pH 8. Concerning temperature, amylases from isolates SS1, SS2, and SRZ1m2
showed optimal activity at most tested temperatures compared to other isolates. Regarding enzyme
thermostability, after thermal treatment at 90°C, most amylases from isolates were more stable after 1 hour of
treatment than after 2 hours of the same treatment, except for amylases from isolates SRZ1ml, SS1, and SS2,
which remained stable even after 2 hours of treatment.

Keywords: bacteria, soils, industrial enzymes, hydrolases, amylases, enzymatic activity, thermostability.
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