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Théme :

Sélection et Optimisation de la production d'a-amylases par
Streptomycesp. 20r par la méthodologie des surfaces de réponse.
Clonage et expression de deux genes.

Résumé

Une nouvelle souche detreptomycesp. (20r) a été choisi parmi quatorze actinomycetes en
raison de son activité amylasique et de ses bonnes carapiégstle croissance et de
sporulation. Elle estsue d’un biotope semi-aridedu nord-est Algérien, les marais salants
d’Ain Mlila. Le gene codant pour cette amylase a été isolé et cloné. telat® de
I’annotation structurale des séquences a permis d’identifier les bornes nucléotidiques de six
ORFs sur la séquence génomique de la so®&theptomycesp. (20r) séquencé par la
technologie Illumina HiSeq 2000, suivie d’une annotation fonctionnelle qui a son tour permet

de prédire la fonction des ORFs en tant que GH et plus précisémexyant une activité
amylasiqueappartenant a la famille GH13. L’alignement des séquences nous a permis de
mettre en évidence la triade catalytique de I’enzyme, formée d’un acide glutamique (Glu) et

de deux acides aspartique (Asp) spécifique pour la famille des G#fjBi prouve que ces
protéines appartiennent bien a cette derniére. L’analyse de séquences a permis de mettre en
évidence la présence de domaine modulaire, ce qui nous a permierle deux genes
codant pour des amylases pour la suite des travaux, sur les sixogémmsgues putatives
positifs: Les Nodes 67 et 65 possédant un CBM 20 et un CBM 2 ey et deux CBM

25 en N-terminal, respectivement. Ces deux genes de 537 aa etr@6pexdivement ont été
clonés dans le vecteur pET28a (+), puis exprimé &seherichia coli.Par ailleurs, Grace a

la méthodologie des plans d’expériencesde Plackett et Burmannous avons puidentifier quatre
facteurs qui ont un effet significatif sur la production enzyquati Ces derniers ont fait
I’objet d’une optimisation par le plan d’expérience de Box-Wilson basé sur les composites
centrés (CCD) combiné a la méthodologie de surface de réponsg.(R&ti4 étude a permis
de définir un milieu de production optimisé composé de 16,03%¢dhets d’orange, 6,60%

de NaCl, 9,45% d'inoculum et un pH 8,95. Nous avons ainsi obtenu des niveaux de
production enzymatique optimale de 1’ordre de 12,19 U/mL, ce qui a était en bon accord avec

la valeur prédite par le modéle quadratique (11,55 U/ilagamylase purifieeprésentait une
activité sur une large gamme de pH (2,2-10,6), elle démontre un piHeetempérature
d’activité optimaux de 8,8 et 85°C, respectivement.

Mots clés Streptomycesp.,GH, a-amylase, déchets d’orange, optimisation, SmF, Plackett-
Burman, CCD, RSM, purification, caractérisation, Séquencage lllumina HiSeq 200@eslona
expression protéique.
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Abstract

A new strain of Streptomyces sp. (20r) was selected from Byudetinomycetes because of
its amylase activity and its good growth and sporulation chaistater It comes from
ansemi-arid biotope of northeastern Algeria, the salt marshesibfiils. The gene coding for
this amylase has been isolated and cloned. The results of thaursiratnotation of the
sequences made it possible to identify the nucleotide boundaries@RSis on the genomic
sequence of the strafBtreptomycesp. 20r sequenced by llluminaHiSeq 2000 technology,
followed by a functional annotation which in turn makes it possibleddigrthe function of
ORFs as GH and more specifically by having an amylaseitadbelonging to the GH13
family. The alignment of the sequences allowed us to highlight the catélgd of the
enzyme, consisting of a glutamic acid (Glu) and two aspartits g@sp) specificfor the
GH13 family which proves that these proteins belong to this last $&guence analysis
revealed the presence of a modular domain, which allowed us to tvetagenes coding for
amylases for the rest of the study, on the six positive putatthelogous genes: Nodes 67
and 65 possessing CBM 20 and CBM 2 in C-terminal and two CBM25 innNAizl;
respectively. These two genes of 537aa and 960aa, respectivelyglovere into the pET28a
(+) vector and then expressedEacherichia colin addition,the production ofi-amylase has
been optimized by adopting the methodology of the plans of experimeRiacluett-
Burmanwhich allowed us to identify four factors that have a sagmtfi effect on enzyme
production. These have been optimized by the Box-Wilson experiment gied da centered
composite@CCD) combined with the Response Surface Methodology (RSM). Ty st
defined an optimized production environment consisting of 16,03% orange Ww&eé
NaCl, 9,45% inoculum size and a pH of 8,95. We obtained optimal enzypmataction
levels in the order of 12,19 U/mL, which was in good agreement withalie predicted by
the quadratic model (11,55 U/mL). PurifiedAmylase exhibited activity over a wide pH
range (2,2-10,6), exhibiting an optimum pH and activity temperaturg,&fand 85° C,
respectively.

Key words: Streptomycesp., GH,a-amylase, orange waste, optimization, SmF, Plackett-
Burman, CCD, RSM, purification, characterization, llluminaHiSeq 2000 sequgg cloning,
protein expression.
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Introduction

Le marché total des enzymes industrielles a été estin2 illiards de dollars en
2014 et devrait atteindre 6 milliards de dollars en 2016 (IndustriginignMarket, 2015). Le
marché de lutilisation des enzymes industrielles est extrémement répandu avec de
nombreuses applications commerciales industrielles (Adrio et iDeA@05). Les principales
enzymes utilisées sur le marché sont les amylases, Iesdipales protéasgsrmi d’autres
(Eijsink et al., 2008 ; Académie des technologies, 2010).

Les a-amylases sont parmi les enzymes les plus importantes damstdahnologie
actuelle, ces enzymes gagnent en importance parce que leue spagplication s'est élargi
dans de nombreux domaines tels que les médicaments et la chalygqgae. Outre leur
utilisation dans la saccharification de I'amidon, ils trouventeégent des applications dans
les industries alimentaires, de la boulangerie, de la brasdesalétergents, du textile et du
papier (Aggeeet al.,2001 ; Shafique eshafique, 2009 ; Sahnoust al., 2015). Les amylases
représentent I'un des trois plus grands groupes d'enzymes indutriefsésentent environ
25 a 33% des ventes totales d'enzymes dans le monde (Sharmaeaidggna, 2013). Avec
le développement de techniques efficaces, la production a grande ébhathylase devient
une activité attrayante (Zangirolaeti al., 2002). La production maximale d'enzymes est I'un
des obijectifs les plus importants des procédés biotechnologiques eisaptiles conditions

physico-chimiques de la culture.

Les a-amylases peuvent provenir de plusieurs sources, y compris des ,ptiages
animaux et des microeganismes. Les a-amylases microbiennes ont un large spectre
d'applications industrielles puisqu'elles sont plus stables que les a-amylases végétales et
animales et qu'elles peuvent étre obtenues a moindre colt (@tupta2003), I'avantage
majeur étant la capacité de production sur le plan économique, eiispimt faciles a

manipuler pour obtenir des enzymes de caractéristiques désirées (LenRangesh, 1990).

Lesa-amylases microbiennes ont été trouvé dans plusieurs microorgamsmese
les bactéries (Hagihast al.,2001, Hacgt al.,2003), les champignons (Ramachandraal.,
2004) et les actinobactéries (Kunelual., 2006 ; Sivakumaet al., 2007 ; Kar et Ray, 2008 ;
Cotarlet, 2013 ; Oussadi et Kitouni, 2015).

Les actinobactéries, en particulier B8eptomycessont I'un des groupes les plus
étudiés car ils constituent une source potentielle de substanoteshbblogiquement
intéressantes (Lealem et Gashe, 1994). Les espe&se¢omycesont les plus importants
producteurs d'un certain nombre de métabolites secondaires, d'emyaffeegibiotiques (De

Azeredoet al., 2003 ; Ahmecet al, 2008). Lesu-amylases sont largement distribuées dans
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les especes detreptomycesexempleS. thermoviolaceaust S. erumpengKar et al., 2008 ;
Khemakhemet al., 2009). L'hydrolyse de l'amidon, catalysée par l'a-amylase, est I'une des
utilisations a grande échelle les plus importantes des actigb@syen termes de processus

enzymatiques (Konsulkt al.,2004).

Face a la pollution croissante de la planete, la biotechnologmrsiiérée comme
une solution dans bon nombre de domaines tels que la prévention de la po#iutiaiterhent
des déchets et les nouvelles technologies moins polluantes.

Le colt total de la production d'enzymes et du traitement eneavdlun des principaux
obstacles a l'application réussie de toute technologie dans l'indiesrenzymes (Tokuoksd

al., 2010). En effetd production d'a-amylase en utilisant des milieux synthétiques est tres
colteuse et non économique. Ces milieux doivent donc étre remplacées pésides agro-
industriels plus économiques et disponibles pour réduire le colt (Balkatart 2007). Pour
ces raisons, certains déchets agricoles, industriels et enviramiaement été étudiés pour

leur capacité a induire la production d'a-amylase.

En Algérie, l'industrie de la transformation de I'orange ej@®0 milles tonnes de
déchets par an et leur élimination devient de plus en plus un problarimeneemental
(FAOSTAT-FAO Statistical Database, 2005). Avec de thiffres, la notion de gestion des
déchets agroalimentaires est fondamentale. Plusieurs moyenstpalors étre employés
pour le traitement de ces déchets (Rietaal.,2008 ; Martiret al.,2013).

Ces résidus représentent I'un des meilleurs réservoirs de cdvbmmans la nature et les
substrats les plus économiques et les plus riches en énergie deundmtation afin de
générer plusieurs produits a valeur ajoutée par le biais dedmawasions microbiennes ou de
modification enzymatiques (Martiat al., 2010 ; Baluet al., 2012). Les déchets d'orange
contiennent 16,9% de sucres solubles, 9,21% de cellulose, 10,5% d'hémi-cellu@sedo
de pectine comme composants les plus importants (Rivas, 2008). certaines méthodes
prometteuses rencontrées dans l'utilisation efficace des déltratisge ont été décrites dans
la littérature (Hartet al., 1991). Parmi ces méthodes, l'utilisation de ces déchets dans les
industries enzymatique (Naomichi et Nagai, 1981 ; Fonseca et Said, ;1%8s et
Thompson, 2010). Cependant, peu de travaux ont utilisé des résidus agroakseotaime
une alternative pour les milieux de base synthétigueduisant les a-amylases (Crueger et
Crueger, 2000 ; Gangadharetral.,2008).

La recherche de nouvelles enzymes et I’optimisation de leurs productions ont suscité

un grand intérét en utilisant des méthodes statistiques pour obtenierdbsments plus
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économiques pour des applications industrielles (Cotarlet, 2013). Eniledféité démontré
gue lesétudes et les analyses des conditions physico-chimiques de Uee cailisi que la
composition dumilieu de croissance et de production peuvent influencer les it&pac

meétaboliques de I'organisme producteur ainsi que la biosynthése de molécul@gebioact

Pour répondre aux demandes industrielles, on sait que la production telibesta
bioactifs chez les microorganismes dépend a la fois de I'érghwiogique et métabolique de
la culture. Il y a constamment une étroite relation entreube de croissance et le rendement
maximal de ces métabolites (Abou-Eletd al., 2009) L'optimisation des différents
parametres et manipulations des milieux est I'une des techngguglsi$ importantes utilisées
pour la surproduction de biomolécules actives en grande quantité. bssepl@erimentaux
sont d'excellentes techniques d'optimisation des conditions de cultureobtamir une
production optimale (El-Helovet al., 2000 ; Rao et Satyanarayana, 2003 ; Boyaci, 2005 ;
Gasmi et Kitouni, 2017). llsnt été récemment utilisés pour la production d'a-amylase par les
StreptomycefOussadi et Kitouni, 2015).

Les travaux de recherche de cette thése se focalisehiétade de la production d'o-
amylase par une souchl&ctinobactérie. lls visent les objectifs suivants :

v' La sélection parmi 14 souché®ctinobactéries, la meilleure souche productridé:-
amylase.

v La mise en évidence des génes responsables de I’activit¢é amylolytique chez
Streptomycesp. (20r).

v' Le clonage el’expression des génes codant pour des activités amylolytiques de la
soucheStreptomycesp. (20r).

v" L’optimisation d’un milieu de culture a base de déchet d’orange pour la production
d'a-amylase paBtreptomycesp (20r).

v’ La purification préliminairet la caractérisation partielle de I’a-amylase produite.
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1. Les glycosides hydrolases
1.1. Définition et classification des Glycosides Hydrolases (GHs)

Les liaisons glycosidiques, en particulier entre deux glucoses, lssnliaisons
covalentes les plus stables chimiquement de tous les biopolynatasls. Les glycosides
hydrolases clivent ces liaisons'i@ois plus rapidement qu’une hydrolyse spontanée, ce qui

en font les catalyseurs connus les plus efficaces (Wolfenden, 1999).

Les sucres et les glycoconjugués, retrouvés en quantité imdersda nature,
nécessitent une trés grande variété de glycosides hydroladget{@e glycosyltransférases
(GT) en vue de leur hydrolyse ou de leur synthése. Les Glycddighslases (EC 3.2.1.1)
sont un groupe étendu d'enzymes. Ils sont impliqués dans 1’hydrolyse des liaisons
glycosidiques entre deux hydrates de carbone ou plus ou entre un ligdcatdone et une
fraction non glucidique. Dans la classification des enzymesietadl I'union internationale
de biochimie et de biologie moléculaire (IUBMB), la nomenclatdgd'enzyme est basée sur
sa spécificité de substrat-produit et parfois sur son mécammst@eulaire de catalyse. Cette
classification qui est trés utile pour rendre compte de la spécificité mepespendant pas de
mettre en lumiere les homologies de séquences et de sricturles liens mécanistiques
pouvant exister au niveau moléculaire entre les différenteseslaBour pallier & ces défauts,
une autre classification des (GH) a été proposée dans les années 1990 pdrHRamssat et

ses collaborateurs. Une telle classification :

- reflete les caractéristiques structurelles de cesmeszynieux que leur seule

spécificité de substrat.
- aide a révéler les relations évolutives entre ces enzymes.

- fournit un outil pratigue pour dériver des informations mécanistiquerwigsht,
1991 ; Henrissat et Bairoch, 1993).

- illustre la difficulté de dériver des relations entre #ippance a la famille et la

spécificité du substrat.

La base de données CAZy (Carbohydrate Active Enzymes) reetndécrit les
modules catalytiques et fonctionnels des enzyapgelées CAZymes (Lombaed al., 2014)
dégradant, modifiant ou créant des liaisons glycosididgtles fournit une liste mise a jour
des familles de GHs, car le repliement des protéines eskmiéservé que leurs séquences
de leurs domaines catalytiques, ce qui a conduit a la définition Sldaidilles de GHs

différentes. Selon cette classification, des enzymes ave@@én#iaté de substrat différente
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sont parfois retrouvées dans une méme famille, Ceci tendant a proneeévolution
divergente pour acquérir de nouvelles spécificités (Coutatrad, 2003; Giacopuzzet al,
2012). D’un autre c6té, des enzymes hydrolysant le méme substrat peuvent étre retrouvées
dans différentes familles de GH.

Certaines familles peuvent étre regroupées en « clans » sur la bases diens de parenté
- lorsque de nouvelles séquences sont associees a plusieurs familles,
- lorsque la sensibilité des méthodes de comparaison de séquences est augmentée,

- lorsque les déterminations structurelles démontrent la reasembéntre les

membres de différentes familles (Henrissat et Bairoch, 1996).

On distingue ainsi 15 clans parmi les GHs, du clan GH-A au clatOGk CAZy -
Home »,2017). A titre d’exemple, les glycosides hydrolases des familles 13 (famille des a-
amylases), 70 et 77 sont regroupés dans le clan GH-H.

Les glycosides hydrolases possedent tres souvent une organisation in@odula
(Henrissat et Davies, 1995). Elle consiste en un module catalytique eu plusieurs
modules non-catalytiques. Ces derniers sont regroupés sous le nonCasohydrate
Binding Modules » (CBM) (Bolanet al, 1998), ce sont des modules généralement associés
aux GHs qui dégradent des substratiditment accessibles. Ils permettent a I’enzyme de se
fixer au substrat, d’augmenter la concentration de substrat autour de I’enzyme et ainsi

d’accroitre de deux a cinq fois leur activité (Guillén et al., 2009 ; Cuskiret al.,2012).

Un CBM est défini comme un domaine protéique contigu a un domaineticpia)gt
qui possede un pli discret ayant une activité de liaison aux sucres. Ils n’ont pas de position
particuliére sur la séquence des GHs. lls peuvent sedecaln N- ou C-terminau bien au
milieu de la GH. L'exigence de CBM existant en tant que modules diamdus grandes
enzymes, place cette classe de protéine liant les sucreshers dies autres protéines de

liaison aux sucres non catalytiques, tels que les lectines et les protéirassgert de sucre.

Initialement découverts en 1988 chez les cellulases, Les CBbhEtd@ssées en tant
gue Cellulose Binding Domains (CBD8n raison de leur fixation spécifique sur la cellulose
(Gilkes, 1988 ; Tommet al, 1988). Cependant, a partir de 1999 des modules associés aux
GHs fixant d’autres molécules que la cellulose tels que I’amidon, la chitine, les xylanes, les -
1,3glucanes,...etc ont été mis en évidence tout en répondant aux criteres CBM (Boraston et

al., 1999).
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A ce jour, 81 familles de CBM sont connues. Du point de vue structusamaedules
renferment entre 30 a 200 résidus d’acides aminés. Ils peuvent se présenter aussi bien sous la
forme d’un seul domaine que sous la forme de multi-domaines. Les CBM sont généralement
reliés au domaine catalytique des GHs par I’intermédiaire de séquences de liaison (linker)
riches en proline et en acides aminés hydroxylés tels quera s€ou la thréonine (Tomme
et al, 1995 ; Divneet al, 1998).

La résolution de la structure 3D (dimension) de plus de 81 famill€Bts a permis
de les classer en sept superfamilles (tableau 1)

Tableau 1:Les superfamilles de repliements des CEMashimoto, 2006) (Annexe n°01)

Super-famille Repliement Famille des CBMs
1 Beta-sandwich 4,6, 11, 25, 26, 31, 33, 34
2 Beta-tréfle 13, 42
3 Noeud de cystéine 1
4 Unique 5,12
5 Motif OB 10
6 Motif Hévéine 18
7 Unigque 14

La plupart des CBMs présentent un repliement tridimensionnel de type B-sandwich,
constitué¢ essentiellement de deux feuillets B, comprenant chacun trois a six brins B anti-
paralléles (figure 1). Ce repliement est observé entre awtnssles CBM des familles 20, 21,
2,25, 26, et 34 fixant I’amidon (Janeéek et al, 2011).

Figure 1 : Structures tridimensionnelles de CBM#@b I’amylase de Bacillus halodurans
(pdb2c3v)
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1.2. Modes d’action des GHs

Le mode d'action des glycosides hydrolases &st dur I’hydrolyse du substrat qui
peut étre endo- ou exolytique. Le mode endolytique se traduit par laergeuia liaison
osidique de manicre aléatoire a 1’intérieur de la chaine polysaccharidique. Quant au mode
exolytique, il se traduit par la dégean du polysaccharide a partir de 1’extrémité réductrice
ou non réductrice et peut €tre processive. Dans ce cas, le substrat reste associ¢ a I’enzyme et

les sucres sont libérés a partir de I’extrémité nouvellement crée (figure 2).

Activité exo-glycosidase sur

Activité endo-glycosidase et
I'extrémité réductrice

Extrémité non réductrice +
(o} " : o} or -0 . -0
Lt N S L et [ et G et W WY e i et P,
? Extrémité réductrice

Activité exo-glycosidase

Figure 2: Représentain schématique d’un polysaccharide et des sites de coupures pour les
enzymes a activité endoglycosidase ou exoglycosidase des GHs (« QitdyR616).

1.3. Topologies du site actif des GHs

Le mode d’action d’une enzyme est dicté par la structure du site actif (Davies et
Henrissat, 1995) (figure 3). Ainsi la topologie du site actif eméode poche (ou cratere) est
caractéristique pour les exo-enzymes. Cette topologie estabptpour la reconnaissance de
I’extrémité nontéductrice d’un saccharideou réductrice d'une chaine d’oligo- ou de
polysaccharide. Elle est retrouvée chez les monosaccharidaess extopolysaccharidases.
Cette topologie n’est pas du tout adaptée aux substrats fibreux tels que la cellulose, par

exemple.

La crevasse (ou sillon) est une structure ouverte qui periiradtian de plusieurs
unités de sucre des substrats polysaccharidiques. Cette topotagigas/ée chez les endo-

polysaccharidses, tel que les a-amylases GH13.

La derniére topologie en tunnel dérive de la précédente, lorsque la protéine detsent
longues boucles, recouvrant une partie de la crevasse pour formeruastereten tunnel.
Dans ce cas, le produit enzymatique peut étre libéré, bien qumailae golysaccharidique
reste fermement liée, ce qui permet a I’enzyme de réaliser plusieurs cycles consécutifs
d’hydrolyse, se définissant sous le terme de « processivité » (Breyer et Matthews, 2001). Ce
processus egtrobablement un facteur clé pour I’efficacité enzymatique sur des substrats

insolubles tel que la cellulose microcristalline.
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Figure 3: Topologie du site actif des GHs (A: forme de poche, B: fadmaillon, C: forme
de tunnel) (Maktouf, 2013).

1.4. Mé&anismes d’action catalytique des GHs

Deux mécanismes d’actions sont retrouvés le plus couramment chez les GHs. lls ont
ete décrits pour la premiére fois par Koshland en 1953. Dans la plegaras, I'hydrolyse de
la liaison glycosidique est catalysée par deux résidus d'aamiees de I'enzyme : un acide
donneur de protons et un autre agissant comme un nucléophile/base (Davesissat,
1995). En fonction de la position spatiale de ces résidus catalytighgdrdlyse se produit
par rétention ou inversion globale de la configuration anomérique. Un rsideani
completement indépendant a été recemment démontré pour deux fatailiggcosidases
GH4 et GH109 utilisant le NADcomme cofacteur (Rajat al, 2004 ; Liuet al, 2007).

1.5. Le site actif et les sous-sites de fixation du substrat
Avant 1997, la nomenclature des sdtes-n’était pas cohérente pour toutes les GHs.
Une nouvelle nomenclature a été alors proposée prenant en compte d@ues cri

primordiaux :
- La position relative des satites par rapport au point d’hydrolyse.

- La conservation de la numérotation des sous-sites du coté réduomuréducteur

lors de nouveaux complexes.

La cartographie des sous-sites adoptée est donc une nomenclatype de a
représentant respectivement 1’extrémité non-réductrice et réductrice. Le site de coupure se
situant par définition entre les sous-sites -1 et +1. Dansdecattalytique des enzymes a
activité endoglycosidase, les polysaccharides sont orientédeaweextrémité réductrice du
cOté des sousites positifs et I’extrémité non- réductrice du coté des sous-sites négatifs. Chez
les enzymes a activité exoglycosidase qui hydrolysent lesicatians, le résidu a hydrolyser
se situe dans le sous-site -1 et la chaine principale du pdigsatecvient se fixer dans les

sous-sites positifs (Davies al, 1997) (figure 4).
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A B
NN
2 A #2 AT4 42 +4

Figure 4 : Sites de coupure des A: endo-enzymes et B: exo-enzymes

2. Les activités amylolytiques
2 .1. Définition del’activité amylolytique

L’activité a-amylolytique est définie comme une activité enzymatique respendabl
la rupture des liaisons a-(1,4)glucosidiques présentes dans 1’amidon. Cette activité
endolytique est déployée par deux catégoriesrdiffes d’enzymes. Ces derniéres sont
classées sur la base de leur homologie de séquences dansilles fE3n 57 et 119 des
glycosides hydrolases. Par ailleurs, I’amidon peut aussi étre hydrolysé par des enzymes

exolytiques du typ@-amylases (famille GH14).

2.2. L’Amidon substrat des amylases
L’amidon est un polysaccharide d’origine végétale qui est composé de deux types d'a-
glucanes, I’amylose et 1'amylopectine, représentant globalement 98 a 99% de son poids sec

total.

2.2.1. L’Amylose

L’amylose, fraction minoritaire, représente 15 a 25% de lI'amidon. Il est constitué de
longues chaines linéaires d’unités D-glucopyranosyle, liéeen o-(1,4) pouvant aller de (G
10° Da en masse moléculaire. L'amylose présente une structweitiélie renfermant de 6 &
8 résidus glucopyranosyle par tour de spire (pas de I'hélice 10,6e8).Idicalisé dans la zone
amorphe du granule d’amidon (Malumba et al, 2011)(figure 5). On retrouve cependant deux
types de chaines dans 1’amylose : des chaines strictement linéaires, et des chaines
modérément ramifiées, qui représentent 255% de la molécule selon I’espéce étudiée
(Takedeet al.,1987)
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HO

Figure 5: Structure de I’amylose

2.2.2. L’Amylopectine

C’est I'un des plus grands polymeéres d’unités glucosyle présents dans la nature avec
un poils moléculaire compris entre 10’ et 10° Da. L’amylopectine constitue la fraction
majoritaire de 1’amidon, puisqu’elle représente 70 a 80% de son poids sec. Elle est
principalement constituée d’une chaine linéaire de résidus D-glucopyranosyle liés en a-(1,4),
et 5 a 6% de ramifications en a-(1,6). L’ensemble confere a I'amylopectine une structure
arborescente. Ainsi, au sein de ’amidon, les points de branchement sont concentrés dans
certains régions, appelées lamelles amorphes. Les chaines linéaires, elles, s’organisent en
double: hélices au sein de la lamelle cristalline (Parada, 2012) (figure 6). La strudcture en
grappe de I’amidon est donc constituée d’une lamelle cristalline et une lamelle amorphe. Elle

mesure 9 nm quelle que soit I’espéce végétale considérée.

H:o\&‘o
S,
o b
/A/o\ " HO °~\n k o 0 o
HOHOWO/%/ o/\/ \n \H

Figure 6: Structure de I’amylopectine
2.3. Définition des amylases

Les micro-organismes élaborent un large éventail d'amyiagesgllulaires et/ou
extracellulaires (Mohseet al., 2005). Les amylases intracellulaires sont importantes pour

divers processus cellulaires et métaboliques, tels que la spmmulkgirenouvellement des
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protéines, la maturation des enzymes et des hormones et ldaemalat taux protéique
cellulaire (Yakup et al, 2010). Les amylases extracellulaires sont importantes pour
I'hydrolyse de I'amidon et de la cellulose dans des environneme&mpts de cellules. Elles
permettent & la cellule d'absorber et d'utiliser des prodyibolytiques (Chi Wen Lkt al.,
2011). En méme temps, ces amylases extracellulaires ont égaledté exploitées
commercialement pour aider la dégradation de I'amidon dans diversgusdadustriels

(Encarnacioret al, 2011).

Lors de la régulation de la production des amylases, plusiedes ént montré que
les amylases sont produites avec un niveau basal, qui va permettre 1’hydrolyse de I’amidon et
la libération de produits de faible masse moléculaire. Ces produits d’hydrolyse vont pénétrer
parla suite dans la cellule et induire la synthése d’amylases. Dans ce cadre, le maltotétraose a

été décrit comme un bon inducteur des amylases (Maktouf, 2013).
2.3.1. Les a-amylases

Les a-amylases (EC3.2.1.1), classées dans la famille GH-13 des glyoside
hydrolases, sont les enzymes endtives. Elles hydrolysent les liaisons glycosidiques a-(1,4)
des polysaccharides (amylose, amylopectine, amidon et glycogamee),la rétention de la
configuration alpha-anomérique dans les produits (Bahatehl., 2011). Ces enzymes
hydrolysent de maniere aléatoir@aatir de I’extrémité réductrice, tout en contournant le point
de ramification en libérant le glucose, le maltose et surtout les a-dextrineslimites comme

produits (Antranikian, 1992 ; Gupé al.,2003 ; Sivaramakrishnaet al.,2006).

2.3.2 Les p-amylases

Les B-amylases sont des exo-amylases qui hydrolysent lesngislygosidiques de
type a-(1,4) a partir de I’extrémité non-réductrice de la chaine glucanique et libérent du
maltose. L'amylose est hydrolysé a 100% alors que I'amylopewt sera hydrolysé qu'a 55-
60%. Etant incapable d’hydrolyser les liaisons o-(1,6), la B-amylase va agir sur
I’amylopectine et s’arréter a 3 ou 4 résidus glucosyl avant la ramification pour libérer des
dextrines limites.Ce sont des enzymes qui inversent 1’anomérie de la liaison selon un

mécanisme en une seule étape. Le maltose libéré aura donc une anomérie .

2.4. Source des alpha-amylases

Les a-amylases sont des enzymes ubiquitaires produites par les plastasinhaux et
les microbes, ou elles jouent un réle dominant dans le métabolisngéudiees (Varekt al.,
1994). Les amylases animales sont généralement extraitesalezéahumaine et du pancréas

des mammiferes tels que les porcs et les veaux (Berdteals, 1985 ; Chatterton edl.,
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1996). Les amylases provenant de sources végétales et microtsenhegilisées pendant
des siecles comme additifs alimentaires (Madiedl., 2008). Celles de l'orge sont utilisées
dans [lindustrie brassicole, tandis que les amylases fongiquesaotériennes sont
principalement utilisées pour des applications industrielles. €elaison de leur rentabilite,
de leur cohérence, du temps et de l'espace requis pour la productien l&t facilité
d'optimisation et de modification du procédé (Ellagalal.,2002).

2.5. Les différentes familles des amylases
Les enzymes qui possédent une activité amylolytique sont classélasbase de leur

homologie de séquences dans les familles GH13, 57, 119 et 14.

2.5.1. Famille des GH13

La famille GH13 regroupe les enzymes sur la base dehteudogies de séquences
reflétant des traits structuraux et mécanistiques communsfarpidle 13 des GH est
communément appelée famille dasamylases”. Elle renferme 49476 séquences dont 812
caractérisees et compte 26 activités enzymatiques differéat€AZy - Home »,2017).
L’analyse des homologies de séquences des enzymes de cette familtarpat 8l., (2006) a
permis de proposer une division de la famille 13 en 42 fmuidles dotées d’activités
distinctes. Cette sous-classification comprend aussi des transpordéacides aminés

répertoriés dans les sous-familles.

2.5.1.1. Spécificité de substrat et de produit

La famille GH13 présente le plus de diversité de fonction daglipe des GHSs,
leurs activités enzymatique regroupent des hydrolases, des glycasgdases et des
isomérases (MacGreget al, 2001). Elle comprend des enzymes qui catalysent le clivage de
liaisons a-glucosidiques par un méme mécanisme de rétention de la configuration o-
anomérique pour produire des mono- ou oligosacchadigasmeres (hydrolyse) ; ou pour
synthétiser des liaisons glycosidique$l1,4) oua-(1,6) (transglycosylation) ; ou bien pour
présenter les deux activités. Les GH13 peuvent agir sur unevingee de substrats tels que
l'amylose, I'amidon, le glycogene, les maltooligosaccharides ou erca@ctharose et le
tréhalose (Kelhet al, 2009).

2.5.1.2 Mécanisme d’action catalytique des enzymes de la famille GH13

Le clivage de la liaison osidique s’opére entre les sous-sites -1 et +1. La catalyse
procede selon un double-déplacement impliquant un acide glutamique, jouaatiskenent
le rble de catalyseur acide-base et un acide aspartique jouddle lde nucléophile. Un

troisieme résidu catalytique (un acide aspartique) intervientoickement avec deux
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histidines conservées au sein de la famille GH13, afin de stald#i complexe intermédiaire

covalent.

2.5.1.3. Structure et organisation des domaines

Les enzymes de la famille 13 sont des enzymes multi nredul&lles sont
caractérisées par un ceeur structural conservé, composé principalement de trois domaines A, B
et C (Ramasubbet al, 1996) (figure 7)En dehors de ces trois domaines, certaines enzymes de
la famille possedent aussi des modules supplémentaine®xtrémité C ou N-terminales, tels
gque des domaines de liaison au substrat CBM, ou des modules de fonction inconnue
(Jespersent al, 1991 ; Janecek, 1997).

Figure 7: Structure du module GH13 de I’a-amylase deéBacillus halmapalugDavieset al.,
2005). En rouge le domaine A, en bleu le domaine B et le domaine C en vert

- Le domaine A est le plus conservé, il renferme le site catalytique enealensillon
oude poche selon les enzymdsest situé dans la plupart des cas a I’extrémité N-terminale de
la protéine et adopte une structure en tonnpaws( (Macgregoret al.,1996). Le site actif se
trouve dans une crevasse entre le domaine A et le domaine B (BrzoebWskiies, 1997). Il
comprend une triade catalytique formée d’un acide glutamique (Glu) jouant le role du
donneur de proton. D’un acide aspartique (Asp) agissant comme nucléophile. Enfin un second
acide aspartique intervenant dans la stabilisation de I’intermédiaire covalent glycosyl-enzyme
(Uitdehaaget al, 1999). La liaison au substrat se trouve dans la boucle C-terminale des

feuillets B de ce domaine.

- Le domaine B :est une boucle, de longueur variable, insérée entre le feuillet B3 et
I’hélice a3 du tonneau catalytiquéB/a)e (Janeceket al., 1997). Sa structure primaire et sa
structure tertiaire varient grandement d'une enzyme a I'@graombreux travaux indiquent
qu’il joue un réle important dans le contréle de la spécificité de substrats, ou de produits des

enzymes de la famille 13 (Janeatkal., 1997). Il est aussi impliqué dans la liaison des ions
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calcium (C&") qui ont un réle structural. Ils maintiennent la chaine polypeptidigues une
conformation correcte pour sa stabilité et son activité enzguetiBoelet al., 1990). La

liaison de C& au domaine B facilite son interaction avec le domaine A.

- Le domaine C: suit le domaine A et constitue la partie C-terminale de daesice
juste apres le tonneau catalytiq@&a)s. Il possede une structure tertiaifesandwich
(MacGregor, 1988) en forme de clef grecque (Ramasabhly 1996). Les deux domaines B

et C sont situés sur les cbtés opposes du repligifieyt TIM barrel.

Le repliement TIM barre{p/a)s est constitué de 8 feuillets B paralleles et de 8 hélices
a. Les feuillets B et les hélices a alternent le long de la chaine polypeptidique. Ils sont reliés
entre eux par des boucles irrégulieres. Les boucles 1 a 8 liamtstiémités C-terminales des
feuillets B aux extrémités N-terminales des hélices adjacentes portent les acides aminés
impliqués dans la fixation et la catalyse du substrat (une tciaiddytique composée de deux

aspartames et d’un glutamate) (figure 8).
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Figure 8: Représentation schématique du replieng@fads (TIM barrel) trouvé chez GH13 et
GH14 (Kuriki et Imanaka, 1999)

=

Les alignements de séquenaksdifférentes a-amylases a permis de mettre en évidence
guatre régions conservees (de | a 1V) (figureBles constituent la signature de la famille
GH13. Elles se trouvent au niveau du tonneaaiytique (B/a)g sur les brins 3, 4 et 5 et dans
la boucle reliant le brin B 7 a I’hélice a 7 (Jespersemt al, 1993 ;Sarcabakt al.,2000) Une
étude par mutagenése dirigée guidée par ces travaux d'alignarmpermis eBarcabakt al.,

(2000)d'identifier les résidus catalytiques du site actif.
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Figure 9: Régions conservées de quelques enzymes de la Famille GH 13 (Batcaba
2000)

En Rouge :les résidus strictement conservés (triade catalytiqe®) Bleu : les résidus les mieux
CoNnserves.

TAKA: o-amylase d’Aspergillus oryzageAMY1: o-amylase d’orge, As: I’amylosaccharase de N.
polysaccharea OLG: oligo-1,6-glucosidase de Bacillus cereus CGT: cyclodextrine
glucanotransférase deBacillus circulans 8, SUP: sucrose phosphorylase deeuconostoc
mesenteroide§,RS: trehalose synthétase Bemelobacteisp. R48.

2.5.2. Famille des GH57

La famille GH57 a été créée en 1996, c’est une famille multispécifique comprenant
1936 séquences dont 24 caractérisées. La premiére séquenceis@eadtde de 1988 avec
I’a-amylase d®ictyoglomughermophilum(Fukusumiet al, 1988). Il faudra attendre plus de
dix ans pour qu’une premiére structure tertiaire, celle de la 4-a-glucanotransférase TLGT de

I’archaea hyperthermophile Thermococcus litoralifimamuraet al, 2003), soit publiée.

2.5.2.1. Mécanisme d’action

La détermination des produits de réaction catalysée par I’enzyme de branchement
produite parThermus thermophifuainsi que 1’observation de I’intermédiaire glycosyl-
enzyme ont permis de mettre enidévice que I’enzyme agissait selon le mécanisme de

rétention de la configuration anomérique décrit par Koshland (1953).

2.5.2.2. Les différentes activités

La famille GH57 comprend les activités suivantes : a-amylase (EC 3.2.1.1), a-
galactosidase (EC 3.2.1.22), amylopullulanase (CE 3.2.1.4&)gldeanotransférase (CE
2.4.1.25) et des enzymes de branchement (EC 2.4.1.18).

2.5.2.3. Structure tridimensionnelle
Avant la résolution de la premiére structure d’une enzyme de la famille GH57,

plusieurs efforts ont été déployés pour tenter d’unir cette famille a la famille GH13 dans le

clan GH-H.
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Cependant, la famille GH57, malgré une prédamia d’activités amylolytiques, elles ne
présentent pas de similitude de séquence avec les familléand@ld-H. En particulier, elles
n’ont pas le méme domaine catalytique et ne possédent pas les régions conservées

caractéristiques des enzymes de la famille GH13 (Janecek, 2002etzdn2004).

Le repliement de la famille GH57 a ainsi pu étre cars&€tédmme présentant une
architecture en tonneau de tyg#aj;. Ce repliement est assez rare au sein des glycosides
hydrolases, mais il est néanmoins rencontré dans quelques famifasyment la famille
GH119. Audela de son repliement, cette famille présente plusieurs originalités. Elle n’est en
effet présente que chez les procaryotes, dont un grand nombre est issu de mibeuesexn

particulier de milieux a hautes températures.

Figure 10: Structurestertiaires de 1’a-amylase deThermotoga maritima2B5D (GH57)
(Dickmannset al, 2006)

Le domaine Aest coloré en vert, en jauleedomaine Betle domaine Cen rouge.

Topologiqguement, le domaines central catalytiques en TIM b@itel ¢onstitue le
domaine A. La structure présente en outre deux domaines additionnempeaires, mais

superposables (figure 10) :

Le domaine B, qui est un domaine fonctionnel constitué¢ d’hélices a insérées entre des

éléments de structure secondaire du domaine A.
Le domaine C, de composition variable située en position C-terminale.

L’alignement de toutes les séquences disponibles de la famille GH57 (Zona et al,
2004) a permis de mettre en évidence cing régions conservees. Le nileléapdiytique
(Glu) et le catalyseur acide/base (Asp) étant situés risgment dans les régions conservées
3 et 4 (figure 11).
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GH57:

57 AMMY Mecja
57_PAMY Betth
57_APU_Pycfu
57 APU Thchy
57 APU Theli
57_APU Thesi
57_BEE_Thcko

57 _EE_Theth

57 BE_ Thtma
57 4AGT Argfu
57_4AGT Pycfu
57_4AGT_Thcko
57 4AGT Thecli
57 4AGT Dicth
57 AGAL Pycfu
57 MGA Pycfu

57 _AMY Uncba

8 EVHQP

9 EIHQI
39_HQHQP
40_HQHQP
37 _HQHQP
45_HQHQP
10 HTHIP

¢ HAHLP
10 HAHLP
11 HNHQP
12 HNHQP
11_HNHQP
11 _HNHQP
12 HNHQP

7_HGNLQ
10_HAYQP
10 _HFYQP

96_GNVELI
98_GCCEFL
26Z_GNVEVT
263_GNVEVT
260 GNVEVT
268_GNVEVT
134 GYVEVI
135 CQUELT
135 GKLEIV
76_GQIEIV
76_GQVEIV
76_GQLEIV
76_GQLEIV
77_GQIEFV
69 GLIEIL
104_TYVERV
106 GHGNAI

142 RNTELI
143 RNSSLI

235 YMZYETFGEH

240 FMELSALGMA

349 LQTSDNLYY
343 LOASNNFRF
566_AEASDWFWW
565 AEASDWEWW
562 _AEASDWEWW
572 AEGSDWEWW
463 LEASDWQFL
456_LEASDWPFL
460 AQSSDWAFI
350 _AQCNDAYWH
351_AQCNDAYWH
350 _AQCNDAYWH
350_AQCNDAYWH
359 GOANDAYWH
331_AENSDARGW
445 ANHSCPRFW
426 MYTSCGWEF

Figure 11: Les cinq régions conservées dans la famille GH57 (Janec™ek et al., 2012).

En rouge : les résidus catalytiques, en jaune : les résidus décrits comme importants dans 1’activité ou
la spécificité des enzymes. AAMY: a -amylase ; PAMY: a -amylase putative -like protein; APU:
amylopullulanase; BE: enzyme de branchement; 4AGT: 4- o -glucanotransferase; AGAL: o -
galactosidase; MGA: maltogenic amylase; AMY: amylase.

2.5.3. Famille des GH119

La famille 119 des glycosides hydrolases contient l'alpha-amylase produite parar
Bacillus circulans et quatorze autres protéines hypothétiques. A 1’heure actuelle, trés peu
d’informations sur les caractéristiques biochimiques, mécanistiques et structurales de cette
famille sont malheureusement disponibles. Janecek et ses collaborateurs (2012) ont tres3s
récemment mis en évidence une relation nette entre les familles GH57 et GH119. Une analyseyse
in silico indique en effet clairement une similarité entre les régions conservées (figures 12),2),
les résidus catalytiques et le repliement du domaine catalytique de type (3/a))7 pour ces deuxix
familles (figures 13). Il n’y a pas de corrélation entre les repliements et les mécanismes
catalytiques observés. Dans la séquence de I’alpha-amylase de B. circulans les résidus Glu23131
et Asp373 jouent respectivement le role de nucléophile et de donneur de proton. Janecek:k
propose de ce fait de regrouper les familles GH57 et GH119 dans un nouveau clan (Janecek ef.

al., 2012).

CSR1 CSR2 CSR3 CSR4 CSRS

GH119:

119 Bacci 40 HNEMP 178 NRIDLI 228 FPTJLG 371 AHRGDNSSGR 502 AKTAEQTWL
119 Cocco 34 HNHMP 172 RSIDLI 222 FPTILG 367 AHBGDNSGGR 497 AKTAEQLWL
119_Pabcu 48 HNHMP 186 RTMDLI 236 FPTILG 379 AHSGDNASGR 510 AQTAEQTWL
119_Pabmu_1 36 HNHMP 176 RTMDMV 226 FPTELG 369 AHBGDNSSGR 500 AKTAEQIWL
119_Pabmu_2 81 HNHMP 219 RIMDMV 269 FPTOLG 412 AHSGDNSSGR 543 AKTAEQIWL
119 Stiau 33 HNHMP 171 RTIDLI 221 FPTBLG 366 AHMGDNSGGR 496 AKTAEQIWL

Figure 12: Les cing régions conservees de la famille GH119 (Jaretck 2012).

Bacci: Bacillus circulansAM7 ; Cocca Corallococcus coralloide®SM 2259;Pabcu Paenibacillus
curdlanolyticus Pabmu-1  Paenibacillus mucilaginosus 3016; Pabmu-1 Paenibacillus
mucilaginosu&KNP414 ;Stiau: Stigmatella aurantiac®W4/3-1
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(B/la),

GH3&, GH56,
GH57

Figure 13: lllustration du repliement}{a); trouvé chez GH57 et GH119 (Stam, 2006)

2.5.4. Famille des GH14
Les B-amylases appartiennent a la famille GH14 selon la cleassidn CAZy définie
par Henrissaet al.,(2001). Cette famille regroupe de nombreuses enzymes qui n’ont qu’une
seule activité connue, 1’activité f-amylase (EC 3.2.1.2). Elle renferme 499 séquences dont 30

caractérisées.

On retrouve au sein de leur séguence trois domaines hautement constamées
lesquelles ont été identifiés deux résidus situé’eatrémité C-terminale du domaine
catalytique. lls sonimpliqués dans la réaction catalytique. Il s’agit de deux résidus d’acide
glutamique. La résolution de structures tridimensionnelles montretwedure commune a

ces enzymes sous forme de tonngau){ (figure 14).

Trois domaines de séquences hautement conservées sont présents damss{bute
amylases connues. Le domaine A est situé dans la sectiomMakr des enzymes. |l
contient un acide aspartique connu pour étre impliqué dans le mécaoiaigique
(Sakiyamaet al., 1989) Le domaine B située a un endroit plus central, est centrée sur un
glutamate impliqué également dans le mécanisme catalytiqueukbet al., 1994. Enfin le

domaine C semble jouer le role de domaine de fixation au substrat.
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Figure 14: beta-amylase déacillus cereus var. mycoidemn complexe avec le maltose
Brayeret al., (1995).

2.6. Applications industrielles des activités amylolytiques

Commercialisées pour la premiere fois en 1984 (@upia 2003), les amylases sont
d’une grande importance en biotechnologie. Leur marché représente environ 25-33% du
marché mondial des enzymes (Sharataal, 2013). Elles trouvent des applications tres
diverses dans les secteurs de la détergence, de 1’alimentaire, des bioénergies, de 1’industrie du

papier, des colles, ou encore la production de cyclodextrines pour 1’industrie pharmaceutique

(Marcet al.,2002)

2.6.1. Liquéfaction de I’amidon et saccharification

Les enzymes amylolytiques sont tres stitdi pour la production d’hydrolysats
d'amidon, en particulier de sirops a haute teneur en fructose tr&ssutbomme édulcorants
dans les boissons gazeuses (Crabb et Mitchinson, 1997). Le processiendouepix étapes
enzymatiques : la liquéfaction ktsaccharification. Il exploite toute une panoplie d’enzymes
donnant un ensemble varié de produits. De telles enzymes sont latgetitisées dans
I'alimentation, les industries chimiques et pharmaceutiques (Nigam et $894§).

2.6.2. Désencollage des textiles

Pendant le processus de tissage, les fils sont soumis a unexteonécanique
considérable entrainant le cassage des fils. Pour remédada,aune couche de protection
gélatineuse temporaire va étre appliquée sur les fils,tanidon, Il sera ensuite facilement

¢liminé par dégradation enzymatique a 1’aide d’amylases (Hendriksen et al, 1999).

2.6.3. Industrie de la boulangerie

Une autre application majeure de ces enzymes est dans lendedaiboulangerie.
Pour éviter le rassissement du pain et d'autres produits de boulaagesieque pour
améliorer sa texture et sa durée de conservation. La pa&tengsietée avec divers additifs tel
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gue les des produits chimiques, et les émulsifiants (A&tiai., 2003). Une autre alternative
consiste da supplémentation en a-amylases thermorésistantes qui antelgrenulation, le

volume, la texture, la saveur et la durée de conservation du pain (&tragp2016).

2.6.4. La détergence

Les amylases sont les enzymes les plus utilisées damwsidation des détergents
enzymatiques derriére les protéases. Plus de 90% des détergeidiss|en contiennent
(Guptaet al, 2003). Dans les domaines des lessives et des détergents, argesont
utilisées poura dégradation des résidus ainsi que ’amélioration de la digestibilité (Roy et
Mukherjee, 2013). La stabilité des amylases est l'un des srlegglus importants pour leur
utilisation dans les détergents qui sont tres agressifs du fait ddeptd température et de

I'environnement trés oxydant.

2.6.5. Domaine médical et pharmaceutique

Dans le domaine pharmaceutique, les amylases sont utilisées ag®nieanti-
inflammatoire et aussi comme aide digestif pour éviter lepapses et les fermentations
intestinales (Pandest al.,2000).

2.6.6. Les biocarburants
Plus récemment, la commercialisation d’amylases a été fortement stimulée par le
développement des biocarburants de premiere génération, en paniculiéa production de

bioéthanol.

Traditionnellement, la fermentation de I'éthanol dépend de substnats en sucre,
principalement la canne a sucre, car leur hydrate de carboseussforme fermentescible.
Cependant, la canne a sucre est un substrat colteux et non dispondnérancar c'est une
culture saisonniere (DeMoraestal., 1999), c’est pour ¢a qu’il est remplacé par I’amidon, le

substrat le plus utilisé en raison de son faible co(t et de sa disponibilitét @hR2009).

L'amidon est hydrolysé par voie enzymatique en sucre fermentescible pracessus

de liquéfaction et de saccharification avant la fermentation'ékeanol par la levure

Saccharomyces cerevisifieao et Satyanarayana, 2007). Afin d'obtenir une nouvelle souche

de levure qui puisse directement produire de I'éthanol a partiidda sans avoir recours a

une pré-saccharification, la fusion de protoplastes a étéaeargre la levure amylolytique

Saccharomyces fibuliget S. cerevisiaéchi et al., 2009).
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2.6.7. Autres applications

Les a-amylases sont également étudiées actuellement pour plusietnss a
applications telles que la biodégradation des n-alcanes, la sydlésnoparticules et autres
(Karimi et Biria, 2016). Dans une étude, le potentiel bio-réducteuvlidrococcus luteus
pour la synthése de nanoparticules d'or (PNG) a été étudié. L'a-amylase extracellulaire et
I'acide teichuronique de la paroi cellulaire (TUA)Meluteusont été utilisés dans la synthése
de nanoparticules d'or (Arunkumetral.,2013).

3. Les actinomycetes
3.1. Caractéristiques générales

Les actinobactéries filamenteuses sont un groupe de micro-orgmnisicellulaires
ramifiés, dont la plupart se composent de mycéliums aérobies foumantycélium de
substrat et un autre aérien. lls se reproduisent par fissionebmaien produisant des spores
asexuées ou des conidies. La sporulation des actinobactéries, esa disgmentation et la
segmentation ou la formation de conidies. La chimie de leur pargariculier celle du
peptidoglycane, la séquence de I'ARNr 16S et la forte teneur Ef6Gle leur ADN (70%)
sont également caractéristiques de ce groupe de bactéries. L'aspetiologiqgue des
actinobactéries est compact, souvent coriace, donnant un aspect conigumensirface

seche sur les milieux de culture et est fréquemment recouvert de mycéiieim aé

Elles présentent un cycle biologique semblable a celui de cecteangpignons, mais
leur structure procaryotique, sans noyau distinct, les classes |pa bactéries. Cependant
leur croissance est plus lente que celle des autres bactériesnps de génération moyen est
d’environ 2 a 3 heures (Larpent et Sanglier, 1989). En effet, leurs parois ne renferment ni
cellulose ni chitine (Kikaniet al., 2010) mais une glycoprotéine contenant de la lysine
(formes fermentatives) ou de l'acide diaminopimélique (formedaiixaes). Enfin, elles sont
sensibles aux antibiotiques antibactériens (Koneman, 2006), aux attagussctigiophages

et des lysozymes (Hawker et Linton, 1971).

3.2. Classification morphologique

Les principales caractéristigues utilisées pour délimitertabonomie des
actinobactéries au niveau du genre et de l'espece sont la morphulogscopique et la
chimiotaxonomie. La derniére de ces caractéristiques concerngpal@meent la composition
de la paroi cellulaire et la distribution du sucre dans la cadhiiére, bien que la composition
en phospholipides et en ménaquinone puissent également étre prise ma (ombeda,
1987).

Page | 21



Syntheése bibliographique

Les actinobactéries présentent une grande variété de morphologiEsandif
principalement par la présence ou l'absence de mycélium de sobstlatmycélium aérien,
la couleur du mycélium, la production de pigments mélanoides diffugbliesstructure et
I'aspect de leurs spores (Hettal.,1994).

Il existe des groupes qui ne forment qu’un mycélium de substrat poussant a la surface
et dans le milieu de culture, ou un mycélium aérien dont les hygumesattachés au milieu
par des crampons (Kalakoutskii et Agre, 19H) culture liquide et sans agitation, les hyphes
formés apres la germination des spores montent en surface porg eroitontact de l'air
(Van Keulenet al, 2003). Cependant, en milieu liquide avec agitation, il n'y a pas de

formation du mycélium aérien ni de spores.

3.3. Phylogénie des actinomycetes

La taxonomie microbienne est une branche complexe de la biologat.dtquis que
le vivant se divise en trois domaines principaux et bien distireethii desArchae celui des
Bacteria et celui desEucarya Cette division du vivant s’appuie sur les travaux de
comparaison de séquences ADNr de Carl Woese (Woese, 1987). lBagroube des
Bacterig il existe un groupe de microorganismes appelé actinomycéetegmles bactéries
aerobies, Gram positif filamenteuses (formant des hyphesiéajn# haut taux en G+C%,

elles ont la propriété de former des spores asexuées (Petsaot2007).

Néanmoins, d’un point de vue phylogénétique, le taxon des actinomycetes n’est pas
monophylétique, il ne regroupe pas qu’un seul embranchement bien défini : il comprend le
phylum complet deéctinobacteriaqui sont les bactéries Gram positif a haut taux en G+C%,
mais aussi quelques genres supplémentaires appartenant aux o&taénmepositif pauvres
en G+C%. Cela a d’ailleurs toujours été sujet a débat (Stackebrandt et Woese, 1981).
L’exemple représentatif de cette difficulté de classification du vivant est le changement opéré

dans le Bergey’s manual of systematic bacteriology, entre la premiére et la secondméditi

En effet, initialement considéré comme un groupe a part entiergd®d 1989), les
représentants des actinomyceétes se retrouvent a présentéispersein deBacterig avec
les Actinobacteria(bactéries Gram positif riches en G+C%) et des genres appattaux
bactéries Gram positif pauvres en G+C% (Prestait, 2007 ; Bergey, 2009 ; Bergey, 2011)
(figure 15).
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Families Orders Class

Micromonosporaceae

Frankiaceae (Frankia)
Actdothermaceae
Sporichthyaceae
Geodermalophilaceae
Micrasphacraceas
Pseudonocardiaceae
Streptomycetaceae (Streptomyces)
Nocardineene (Nocardia)
Gordoniaceae

Myeobacteriaceae (Mycobacterium)
Digtztacead

Tsukamurellaceae
Corynebacterincene (Corpnebacterisim)

Intrasporanglaceae Acttnomycetales
Dermahacteraceae
Jm%gf;f;;acwﬂaaeae Actinohacteria
Dermatophilaceae
Micrococcaceae
Fromicromonosporaceae
Celtulomonadaceae (Fropheryna)
Micrebacteriacene (Leifsonia)
-Actinomycetaceae
Prapionibacteriaceae (Prapionibacterium)
Nocardicidaceae

Streptosparangiaceae
Thermonosporaceae

Nocardiopsaceae (Thermobifida )
Glycomycetaceae |
Bifidohacteriaceae (Bifidobacterium) Bifidohacteriales
cidimicrobiaceae Acidimicrohiales
y Coriobacteriaceae Coriobacteriales
Spaerobacteraceae Spaerobacterales
Rubrobacteraceae Rubrobacterales  _]
0.05

Figure 15 : Classification du phylum de#ctinobactéria basée sur des données de
séquengage de I’ADNr 16S. Les familles contenant des membres soumis au séquencage
complet du génome sont représentées en grag(ahj 2009).

3.4. Les types des actinomyceétes

De nombreuses études ont été menées par les chercheurs pouercbegfistence
d’actinobactéries de sol extrémophile et extréme tolérant (tolérantes aux acides et a

l'alcalinité psychrotolerant et thermotolérants, halotolérants et halo-atitétants ou
xérophiles).

3.4.1. Actinobactéries thermophiles

Les actinobactéries mésophiles peuvent croitre a une tengéminmale de 20°C a
42°C, tandis que les espéces thermotolérantes peuvent survivre a 504ctihesactéries

modérément thermophile ont une croissance optimée@&55°C (Jensemt al.,2005), alors
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gue les actinobactéries strictement thermophiles se développentCa63°C avec une
température optimale de 55°C-60°C (Jiang et Xu, 1993).

3.4.2. Actinobactéries acidophiles

Les actinobactéries acidophiles, qui sont communs dans les habiéstses tels que
les foréts acides et le sol de drainage de la mine, se dévelafpentia gamme de pH
d'environ 3,5 a 6,5 avec des taux optimaux de croissance a pH 4,5 aarbefkWilliams,
1975 ; Hagedorn, 1976). Il a été démontré que les actinobactéries a@sdofanihent
systématiguement deux taxons distincts (neutrotolérant acidophdggetment acidophiles)
(Khan et Williams, 1975).

3.4.3. Actinobactéries halophiles

Les actinobactéries halophiles sont classés en différentsetypesction de leur
croissance dans les milieux contenant différentes concentratiorsele Les halophiles
extrémes se développent mieux dans les milieux contenant 2,5-5,2M, gdoeelque les
halophiles extrémes limites poussent mieux dans des milieux cohtea4 M de sel, les
halophiles modérés poussent mieux dans des milieux contenant 0,5-2,5Metiérsgiement
halotolérants qui ne présentent pas une exigence absolue en seh pooissance, mais
poussent bien jusqu'a des concentrations de sel souvent tres d@evélEsent au moins
100g/I de sel (équivalent a 1,7M de NaCl). L'eau de mer, les alots,des lacs salés, les
saumures et les milieux salins alcalins sont considérés cdesmmeilleurs habitats pour
isoler les actinobactéries halophiles. Les actinobactéries haspéalées des milieux marins
sont attribuées a quelques genres, dditromonospora Rhodococcuset Streptomyces
(Maldonadcet al.,2005).

3.4.4. Actinobactéries endophytes

Les actinobactéries endophytes sont définis comme ceux qui Habit@mie interne
des plantes, ne provoquant apparemment pas de changements visihles l#tes. Ces
Actinobactéries jouent des rbles spécifiques, par exemple, protegeames hotes contre les
insectes et les maladies. Les actinobactéries endophytegumnistine grande partie de la
rhizosphere, qui se trouve également a lintérieur des plantes dapelles les especes
étudiées de maniere extensive sont du gémemkia, des bactéries fixatrices d'azote de
plantes non légumineuses (Benson et Silvester, 1993), et quelques edpegesire

Streptomycegui sont des phytopathogénes
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3.4.5. Actinobactéries symbiotiques

Environ 15% de l'azote mondial est fixé naturellement par leSaredasymbiotiques
entre diverses espéceskankia appartenant a la famille des actinobactéries. Les plantes qui
forment les relations symbiotiques ave@nkia sont appelées plantes actinorhiziennes. Les
chercheurs ont trouvé plus de 160 plantes dont les hétes sont des actireshactamment
des oliviers russes, des baies des Caraibes, des fougéres douces, déltelsramssas et des
rosiers des falaises. L&sankia ont la capacité de fournir la plupart ou la totalité des besoins
en azote de la plante héte. Ces bactéries fixatrices deizlsters plantes hétes sont souvent
des espéces pionniéres sur de jeunes sols déficients en azatarbépeels que les coulées

volcaniques et les dunes de sable (Anaredaai., 2016).

3.4.6. Actinobactéries endosymbiontiques

Un endosymbiont est un organisme qui vit dans le corps ou les celinlesutie
organisme. Le processus d'endosymbiose est parfois obligatoire, diestieFendosymbiote
ni I'hdéte ne peut survivre sans l'autre. Les membres du phylum Adtieobaont été
identifiés comme étant des membres abondants des communautésenig@slaissociées aux
éponges (Anandaet al.,2016).

3.4.7. Actinobactéries intestinales

Bien que les actinobactéries se trouvent dans divers halgititgies sont également
connues pour former des associations intimes avec des invertéliés gertébrés. Les
interactions symbiotiques sont essentielles principalement pounie ®t la reproduction,
car ils jouent un réle crucial dans la nutrition, la désintoxicatiormettins composeés, les
performances de croissance et la protection contre les lkeacp@thogénes. De nombreuses
études ont montré que certaines especes actinobactériennes igymabjotelles que les
probiotiques, contrdle des maladies bactériennes chez le bétailailéevet I'aquaculture. lls
participent également a la santé de I'héte en transformantlileents en biomasse
microbienne et en produits de fermentation pouvant étre utiliséapanadl hote (Anandaet
al., 2016).
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4. LesStreptomyces
4.1. Généralités

La famille deStreptomycetaceas été créée en 1943 par Waksman et Henrici, Les
Streptomycegdu grec Streptos: courbé, tordu eMyces: moisissure) sont des bactéries
présentant une coloration de Gram positive, a haut pourcentage eGb&sasriant de 69 a
78 % selon les especes, ce genre possede le plus haut taux du vesodt{@ral, 2003).
appartenant a 1’ordre des Actinomycétalesce sont des bactéries filamenteuses dont le biotope
est le solou ils peuvent constituer jusqu’a 20% de la flore microbienne de ce biotope. Les
Streptomycesprésentent un cycle de différenciation complexe, caractérisé upar

différenciation morphologique et biochimique (Chater, 1993).

Ces bactéries possedent également un métabolisme assez coppisoyee par la
production d’enzymes hydrolytiques extracellulaires, elles sont capables de métaboliser de
nombreux sucres, acides aminés, alcools et composés aromatigpesdiisent aussi une
grande variété¢ de composés de grands intéréts dans 1’industrie pharmaceutique mais aussi

I’agriculture.

4.2. Cycle de développement

Les streptomyceétes présentent un cycle de développement compiecemprend des
processus programmés de mort cellulaire, ainsi que des phénomeénef$eéidmcthtion
conduisant a la sporulation (Mantestaal., 2005, 2006). Leur cycle passe par quatre grandes
étapes sur milieu solide que sont la germination des spores, lemg@sent du mycélium
vegetatif puis du mycélium aérien et enfin la sporulation (figure 18).cycle de
différenciation débute par la germination d’une spore. A partir de cette spore, un myceélium
végétatif a croissance radiale va se développer (Migeélalz 1999, 2000). Ce mycélium est
constitué de filaments qui contiennent de nombreuses copies du génome.l€@uoaleu
devient limitant en ressources nutritives, le mycélium végé&atiflifféerencie en mycélium
aérien. En effet le mycélium végétatifiutolyse et les produits de la lyse sont utilisés par le
mycélium aérienCe dernier est formé d’hyphes contenant plusieurs copies du génome de la
bactérie. Ces hyphes se spiralisent puis forment des chainepotks uninuclées par
séptation. Chaque spore contient une seule copie du géndteptmycesces spores sont
des agents de dissémination. [Steeptomycetacease différencient des autres actinomyceétes
par le fait que le mycélium végétatif n’est pas a I’origine de la formation de spores (Waksman

et Henrici, 1943).
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En milieu liquide, les cellules se développent uniquement sous foermeydélium
primaire qui se ramifient et s'agregent pour former enfin ldstpeiméme si de tres rares
Streptomycepeuvent sporuler dans cet environnement. En milieu solide, une difédiamti
morphologique est donc observée (formation du mycélium aérien) tandis qu’en milieu liquide,

la différentiation est généralement physiologique.
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Figure 16 : Cycle de développement d&sreptomycesur milieu solide (Hopwoodet al,
1985)

4.3. Habitats et niches écologiques

Les streptomycetessnt des saprophytesyant su coloniser un trés large panel de
niches écologiques toutes aussi variées les unes que les aidiresa deur mode de vie, de
développement et de reproduction. Ainsi, des espéces ont été trouvédssdaabitats
terrestres et aquatiquesLes données concernant leur répartition géographique ou plus
spécifiguement leurs macro et micro-niches sont @amtpierre, 2001)Ceci est di au fait
que les études écologiques appliquent principalement la technidaeptigue de dilution,
qui ne permet pas de déterminer si les streptomycetesnigétans I'environnement sont

présents sous forme de mycélium actif ou d'arthrospores endormies.

4.3.1. Environnement terrestre

Le sol contient 1ba 10 UFC de streptomycétes par gram, représentant 1-20% de la
totalité de la flore bactérienne (Donadiéd al, 2002). De plus, le genreStreptomyces
représente plus de 95% des actinomycetes isolés de la plupampeese sols. Leur aptitude
de coloniser le sol est tres facilitée par le développementhgphes végétatives et qui
peuvent se différencier en spores qui se dispersent et assurent leur gersistan

lIs sont ubiquistes dans les sols bien drainés (limon sableux, emmsvrant du
calcaire). Le fourrage et le compost semblent étre les paungiréservoirs de leur isolement.
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Dans le bac a compogiche en matiere organique récalcitrante, 70% des souchessisolée
étaient des procaryotes, dominés par le g&treptomyceq13%). Les champignons ne

représentaient que 30% de tous les isolats (Ryckebadr, 2003).

Les métabolites secondaires comme les antibiotiques rendesttdptomycetes tres
compétitifs dans la nature, en particulier dans les habitats paavnestriments comme les
déserts. Plusieurs rapports montrent la répartition des streptesgais divers endroits, tels
gue les sols sableux, les sols alcalins noirs, les sols sablenelix, sol a dessert alcalin, et
sol a dessert subtropical, dstreptomyces spOnt été dominants suivis par les autres

organismes, tels qudocardia, NocardiopsigCundell et Piechoski, 2016).

De méme, Plusieurs bactéries de ce genre jouent un role majsuladaommunauté
microbienne de la rhizosphére dans le renouvellement de la matgmaique végétale
récalcitrante, et c’est due a leur caractére d’antagonisme contre des autres bactéries comme

Pseudomonast Bacillus (Kieseret al, 2000).

Les streptomycetes jouent un role majeur dans la dégradatiamasiere organique
et plus spécifiquement de composés assez complexes comme la lignine, 1’amidon, la
cellulose, la lignocellulose, la kératine, la chitine ou encore déingect d’autres composés
aromatiques grace a la production de nombreuses enzymes lytiquesetixtiaires comme
par exemple les amylases, les xylanases, les lip&Sest. pourquoi ces bactéries sont
extrémement importantes dans le processus de compostage (Detoakin2006; Loria et
al., 2003 ; Yikmis et Steinbuchel, 2012).

4.3.2. Environnement marin

Comme les Streptomycetes du sol, les Streptomycétes agsatiqostituent eux-
mémes un pourcentage assez important. Alan et Stach, (28@if)ent le nombre des
actinomycetes a 35% de la flore bactérienne des larges zosescédans.L'espéceS.

thermogriseus par exemple été isolée a partir d'une source chiudet al., 1998).

Les Streptomycetes marines constituent une trés importante sberogolécules
bioactifs, tel que les antibiotiques, les molécules bioactivedératits usages thérapeutique
mais de type différent, puisque les conditions de I’environnement marin sont différentes de
celles de I’environnement terrestre (Solanlet al., 2008 ; Daset al.,2010 ; Bhatnagar et Kim,
2010).

Les Streptomycétes de I’environnement marin sont plus connues pour leur potentiel a

produire les anticancéreux comme les: Borophycine, Daunorubid¢in&ugngimycine
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(Bhatnagar et Kim, 2010 ; Boopathy et Kathiresan, 2010). A part leur réle commetptoguc
d’antibiotiques, les Streptomycesle 1’environnement marin participent vivement dans le

recyclage et la biodégradation continue des différents matériawe(2gs2010).

4.4. Applications industrielles

Ces bactéries présentent un grand intérét industriel, en possé&damtuckeires
chimiqueset des activités biologiques trés variées qui n’existent dans aucun autre genre
bactérien. En effet, la différenciation morphologique &teptomycesest accompagnée
d’une différenciation métabolique. Leur métabolisme secondaire se met en place dans le
¢tapes tardives de leur développement morphologique. Elles sont a I’origine de la grande
majorité plus de 70% des antibiotiques utilisés en thérapie humamdécenaire et 60% des
antifongiques utilisés en agriculture (Sujatiaal., 2005). Cette diversité considérable de
composés biologiguement actifs a pour conséquence la grande impaigaisteeptomyces
dans I’industrie pharmaceutique puisque les molécules produites par fermentation sont la
deuxiéme source de revenus de I’industrie biotechnologique apres la brasserie (Thomsen
al., 2004).

L'espoir que ces bactéries soient a nouveau une source majeure de rtearive
nouveaux composés utiles est apparu suite au séquencage des génoplesiedes
Streptomyceflkedaet al.,2003 ; Vera Ortseifest al.,2015). En effetil a ét¢ démontré qu’il
y’a une influence majeure des conditions de culture de la bactérie productrice sur la
production des métabolites recherchés (Smaoui, 2010), en plus, l'analysenfwie des
genes a réveélé que les prédispositions génétiques de ces gaaisores a produire des
métabolites secondaires étaient tres sous-estir@ésshactéries possedent en réalité un grand
nombre de métabolites cryptiques. Si on arrive a induire la producticesdeétabolites, il serait

possible d’obtenir plusieurs nouvelles molécules d'intéréts thérapeutique et industriel.

Dans cette partie bibliographique, nous nous pencherons sur quelques appldesi

streptomycetes.

4.4.1. Les Enzymes

Il existe une reelle demande au niveau industriel pour des enzgioagine
microbienne afin d'améliorer certains procédés de fabricationdbaemines d'application
enzymatiques sont trés divers: industrie textile, papeterie,|dépol(attaque des substances
phénoliques), et industrie alimentaire (Ait Barkt al., 2015). La plupart des enzymes
industrielles sont des hydrolases, principalement utilisées daabrlaation de détergents
(37%), d'aliments et de boissons (19%), de textiles (12%) anhdf#s pour animaux (6%).
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lls sont principalement produits a grande échelle $aeptomycesspp. en raison du
meétabolismes et du systéme de sécrétion bien développé de ce diagpnismes. En effet,
l'analyse des séquences des genes du génome enfiecaddicolor (Bentleyet al., 2002) a
révélé que 7,8% (614 protéines) et 10,5% (819 protéines) respectivemesnt éles

transporteurs et des protéines putats@sétées (Webet al.,2003).

En outre, les hydrolases d'importance industrielle produites pastrigstomycetes
comprennent les protéaséaretz et al., 1989), les lipases(Vujaklija et al., 2002), les
phosphatase¢Labedaet al., 1997), les xylosesisomérases (Bandliskt al., 2002) les
xylanases (Kansoh et Nagieb, 2004),est dlpha amylasegui sont d’une grande importance
dans les applications biotechnologiques en raison de leur capacité amedéfmmidon
(Pandeyet al., 2000) (tableau 2). lls sont utilisés pour la dégradation des protéindsete
I'élimination des graisses (détergents), I'hnydrolyse de I'amidgtueose (boissons gazeuses,
production de biére, cuisson, détergents), libération de phosphate (aliomeataimale),
conversion du glucose en fructose (boissons gazeuses) et dégradapatysi@scharides -

bioblanchiment (alimentation animale, textile, industrie papeterie).

Le criblage de nouveaux isolats ou l'ingénierie des protéipesnais la sélection de
protéines ameéliorées possédant une thermostabilité plus éleviégjaiksson, 1989), une

alcalitolérance (Horikoshi, 1999), et un pH plus élevé ou une meilleure spéafc#ubstrat.

Tableau 2: Streptomycespp. en tant que producteurs d’a-amylaseset leurs applications
industrielles (Lanogt2004).

Enzyme Utilisation Streptomyces Réferences
Streptomycesp Ammaret al., 2002
S. megasporuSO 12 Dey et Agarwal, 1999
S. lividans Nguyenet al.,1997

a-amylases| Production de glucose et de Vigal et al., 1994
maltosg(industrie alimentaire) | S. griseus Vukelic et al., 1992

S. rimosus Virolle et Bibb, 1988
S. limosus Virolle et al., 1988
S. venezulae Hoshikoet al., 1987
S. hygroscopicus Zhanget al.,2003
S. yunnanensis Li et al., 2002
S. scopiformis Xu et al., 1998
S. thermogriseus
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4.4.2. Les Antimicrobiens

Les streptomycetes produisent des métabolites secondaires lorstariquent de
nutriments pour la croissance, c'est-a-dire pendant l'idiopRags de 80% des antibiotiques
du monde sont connus pour étre dérivés principalement des gStmgstomyceset
Micromonospora(Jenseret al., 1991 ; Hassamt al., 2011), en particulier, les especes de
Streptomycegjui produisent environ 7600 composeés, dont beaucoup sont des meétabolites
secondaires qui sont des antibiotiques puissants, qui ont fait des syregtEsries principaux
organismes producteurs d'antibiotiques exploités par l'industrie prartiqae (Watvest al.,
2001). Les antibiotiques produits par les Streptomycetes sont: lesolioex les
tétracyclines, les streptogramines, les aminoglycosidess@fdctames (Jensest al., 2007 ;
Ramesh et Mathivanan, 2009). La raison derriére la capacité duSjeptomycea produire
des composés commercialement significatifseregpréme en raison de I’ADN génomique

extra large de ces bactéries (Kurtboke, 2012).

Outre le domaine des antibiotiques, une multitude d'autres compatégels sont
produits par les streptomycetes (Weleeral., 2003), telque lesimmunosuppresseurs, les
anticancéreux (Olanceet al, 2009), les antidiabétiques (Kulkarni-Almeida, 2011), les
antiviraux (Araet al, 2012), les antifongiques (Oskay, 2009), les herbicides (Dhanasekaran
al., 2010), les insecticides (Deshparateal, 1988), les antiparasitaires (Pimentel-Elaedo
al., 2010).

4.4.3. La Bioremédiation

Les sols contaminés par des niveaux élevés de métaux lourds paftfeetdr la
structure qualitative et quantitative des communautés microbienne$anttane diminution
de l'activité métabolique et de la biomasse ainsi qu'une diminutiandieersité (Kozdroj et
VanElsas, 2001). Une grande attention est maintenant accordéen@étiation microbienne
de quelques sites contaminés (Dielsal., 1999) nécessitant une connaissance détaillée des
bactéries résistantes aux composés meétalliques et chimiquesgd¢h et al., 2001;
Ambujom, 2001).

Les actinobactéries possédent de nombreuses propriétés qui en fons dafaidats
pour l'application dans la biorestauration de sols contaminés par deang®lbrganiques.
Dans certains sites contaminés, le gedtreptomyceseprésente le groupe dominant parmi
les dégradeurs (Lallai et Mura, 2004 ; Gaisal.,2004). lls jouent un rdle important dans le

recyclage du carbone organique et sont capables de dégrader les compiegnéies.
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4.4.4. Humification et biodégradation

Les feuilles et les tiges des plantes sont constituées desosants structuraux
importants que sont la cellulose, la lignine, la pectine et lanehifin de raccourcir le cycle
des nutriments dans la nature, la transformation et la dégradati@esdenolécules en
composants réutilisables pour I'écosysteme sont nécessaires.l€usgeptomycétes, un
nombre limité d'autres bactéries aérobies (Cytophaga), anaér@liestridium) et les

champignons y jouent un réle majeur (Johareteal., 2002 ; Wirth et Ulrich, 2002).

4.4.5. Bioconversion de composés chimiques

Les produits naturels peuvent nécessiter une manipulation chimique pour étrefficac
ou pour améliorer leur fonction avant leur application médicale. @gdique parfois des
meéthodes chimiques colteuses employant des solvants organiques nonbtEsnpaec
I'environnement. D'un point de vue écologique et environnemental, le camaat de ces
procédés chimiques par fermentations biologiques ou bioconversions eum@nateraient
souhaitables, car une spécificité plus élevée et des conditionsatiopélus douces sont
obtenues en utilisant des enzymes. Cela impliqgue une connaissancerafiprdés voies de
conversion.Une telle stratégie a été élaborée avec succes pour la pooduwdi la
céphalosporine semi-synthétique et de la pravastatine en utiisaraichinerie enzymatique

de Streptomycespp.(Thykaer et Nielsen, 2003).

4.5. Le génome deStreptomyces

Les Streptomyceprésentent des caractéristiques génomiques originales au sein des
bactéries. En effet, chaque génome caractéris¢ se compose d’un chromosome linéaire
(Dworkin et al, 2006) de grande taille entre 7 et 10 Mb (8,7 Mb fucoelicolor 9,1 Mb
pour S. avermitili3, il est considéré comme le plus large chromosome dans le monde
bactérien, avec un pourcentage tres élevé en bases G+C (69% ael@¥dp nature des
genes et des especes (Mederhal, 2010). De nombreuses especes possedent en plus des
plasmides linéaires et/ou circulaires.

La complexité de sa niche écologique a conduit a la sélection ee m@taboliques
complexes, ce qui pourrait également expliquer la taille impertd@tson chromosome. Ce
meétabolisme complexe se traduit notamment par la production d'ugrénéd nombre de

métabolites bioactifs d'intérét industriel.
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La structure chromosomique est caractérisée par la préseséguences terminales
inversées, appelées TIR (Terminal Inverted Repeats). Elles amttailbe qui varie
considérablement de 25kb a 550kb suivant les espéces. Les TIR soidsadsomaniere
covalente a des protéines permettant, entre autre, la protection extesmités
chromosomiques de l'action d'éxonucléases (Chen, 1996). EnfirGtleggomycesont les
rares bactéries ayant un chromosome linéaire avec une origir@plamtion oriC située
approximativement au centre du chromosome et fonctionnant de manieestludinelle,

définit les deux bras chromosomiques (Fisatel.,1998).

La région centrale chromosomique, nommée région «core», contieradrguaki-
totalité des genes dits «essentiels» au développement vedeétsttieptomycegintervenant
dans la division cellulaire, la réplication, la transcriptionagrdductionZhou et al, 2011).
Les régions, contenant les genes probablement non essentiels cssanoe végétative,
comme les genes du métabolisme secondaire, ont été définies cégioms de contingence.

Ces regions correspondent aux régions terminales (Les bras chromosoffigues) 7).

TIR (21,7 kb) TIR (21,7 kb)

Bras chromosomique

droit (1,5 Mb) 1

Bras chromosomique

S. coelicolor A3(2) gauche (2,3 Mb)

(8 667 507 ph)

Figure 17: Structure du Génome circulaire 8ecoelicolorBentleyet al,, 2002)
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Matériel et méthodes

1. Souches utilisées

Quatorze souches actinomycétales, ont été testées pour la production de 1’a-amylase.

Ces souches ont été identifiées par le Pr. Kitouni (Kitetal, 2005).

Les souches d’actinomycétes choisies pour la réalisation de cette étude ont été isolées
a partir d’un échantillon provenant d’eau, de sol et d’écorces d'arbres sur deux sites (Les
maras salants d’Ain Mlila (Ezemoul) etDjebel ElI Ouahch, Constantin&calisés dans le

nordest de 1’ Algérie.

Les souches bactériennes sont cultivées sur milieu géloséAiRXe n°02). Ce
milieu est préconisé par Shirling et Gottlieb, (1966) pour la @ocss et la sporulation des

actinomycetes.

2. Conservation des souches actinomyceétales

Les souches sont ensemencées sur le milieu de Bennett (Anf&xeApres 5 jours
d’incubation a 30°C, le stock de culture est maintenu a 4°C en tube sur gélose inclinée, et a -
20°C en suspension de spores dans le milieu de Bennett liquide additionnéda glymme

agent cryoprotecteur a 50%/\).

3. Sélection de la meilleure souche productria#’alpha-amylase
3.1. Préparation de I’inoculum

Les spores des cultures de 5 jours ont été récoltées des boites de pétri par I’ajout de 10
mL d’eau distillée. Les spores ont ét¢ délogées a 1’aide d’une anse de platine sous conditions
aseptique. des dilutions de toutes les suspensions de spores ont @té@exfgusqu'a
I’obtention d’une solution mére d’une DOggp de 0,68 de chaque souche (Solis-peretral.,
1993).

3.2.Recherche de I’activité amylasique

Pour sélectionner la souche la plus productrice d'a-amylase, les colonies de toutes les
souches actinomyceétes (quatorze) ont été ensemencées parctiniquies (technique des
puits, des spots et des stries) sur un milieu gélosé a basidaiia(0,2%) contenant (g
extrait de viande 3, peptone 10, amidon soluble 2, agar 15, pH 7,2. Les souchesigpesduc
d'amylase ont été identifiées, aprés une période d'incubation de #j80r8C, en ajoutant
une solution de lugol 0,1% (Annexe n°02) et en ochsemnne zone d’hydrolyse entourant la
culture (Tatsinkotet al.,2005). Le diamétre des zones de lyse, est pris en considération pour
la sélection de la souche amylolytique la plus performante. 4ss8sesont effectués en deux
répliques.
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Remarque : si les zones d’hydrolyses sont d’une couleur claire, il s’agit d’une p-amylase, si

par contre les zones sont de couleur rougeae, ’enzyme est une a-amylase (Larpent et
Larpent-Gourgaud, 1990).

3.2.1. Technique des puits
Des puits de 4 mm de diameétres creusés dans des boites demémaat la gélose
nutritive additionné de 0,2 % d’amidon recoivent 30 pl d’inoculum des souches. Les boites

sont incubées pendant 3 jours a 30 °C (Merouane, 2016).

3.2.2. Technique des spots

lul d’inoculum des souches actinomycétales d’une DOgoo de 0,68 sont déposés en
spots sur la surface du milieu GN additionnée de 0,2% d’amidon. Les boites de pétri sont
incubées a 30 °C pendant 3 jours, pour permettre une diffusion des emaygielytiques

dans le milieu de culture. Les diamétres des zones de lyse sont mesotés.et n

3.2.3. Technique des stries
Toutes les souches d’actinobactéries sont ensemencées a la surface du milieu GN
additionné de 0,2% d’amidon en grandes stries espacées sur toute la boite de pétri, elles sont

ensuite incubées pendant 3 jours a 30 °C.

La souche (20r) est la souche performante ayant répondu le plus positivemestsaux t
d’activité amylolytique, en plus de sa grande capacité de croissance et de sporulation. Cette
derniére, a fait I’objet d’investigations plus poussées. La sou&teeptomycesp. (20r) a été
isoléea partir d’un échantillon provenant d’un milieu extréme (les eaux des marais salants
d’Ain Mlila, Algérie). La séquence de son gene ADNr 16S a été déterminée et soumise a

GenBank sous le numéro d'accession KP314280.

4. Criblage de génes d’alpha amylase
4.1. Extraction d’ADN génomique de la souchestreptomycesp. (20r)

La plupart des méthodes utilisées pour isoler 'ADN génomique dasnagtétes
font face a de nombreux problemes, tels que le faible rendementdretAlBs contaminants
de polysaccharides élevés. Le faible rendement est di a uriadge®lete, en raison de la
tendance des actinomycetes a se développer sous forme de magsetaou de pellets de
mycélium (Hopwoodet al, 1985). Dans la présente étude, I'azote liquide a été utilisé pour
briser les pellets de mycélium augmentant ainsi la surfacgorte que le lysozyme dissout
correctement la paroi cellulaire. Les protoplastes résultants ont été dieméant lysés.
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L'extraction d'ADN génomiquele la soucheStreptomycesp (20r) a partir d’une

culture liquide sur le milieu ISPE&G0 mL) pendant 48 h a 180 rpm a 30°C a été réalisée par

deux méthodes :

1- Par le Kit GenElute Bacterial Genomic DNA Kit Protocdbigma-Aldrich) selon les

recommandations du fournisseur (Annexe n°03).

2- Selon la méthode modifiée de Vijayal, (2010). Apres centrifugation a 10600 g pendant

10 min, le surngeant est écarté. 0,5 g de mycélium est tradsfgséin creuset en porcelaine

puis écrasé¢ dans 1’azote liquide a 1’aide de pilons stériles. Le mycélium broyé est transféré

dans un tube Eppendorf contenant 500 ul de tampon TE (Annexe n°11), additionné de 20

mg/ml de lysozyme puis incubé a 37°C pendant 30 min. Vingt micro(@®sL) d’SDS a

10% (p/v) et20ul de protéinase K sont alors additionnés, la suspension est incubée de

nouveau a 55°C pendant 3-4 heures. En fin le tube est conservé a -20°C pendant toute la nuit.
L’ADN est extrait avec un volume égal de 540 ul de phénol/chloroformév/v). La

solution est ensuite agitée a 70 rpm pendant 15 Apmés une centrifugation a 10600 g pendant 5

min, la phase aqueuse est transférée dans un autre tube. L’ADN est précipité par 1’ajout de

600 pul d’éthanol a 70% puis laissé pendant 30 min a -20°C. Une centrifugation de §2800

pendant 10 min permet de précipiter ’ADN. Le culot est ensuite séché puis réhydraté dans

500 pL de tampon TE. Afin d’éliminer 'ARN, 25 ul de RNase (20ug/ml) sont ajoutés. Le tout

est incubé a 37°@endant 1 heure. Une deuxiéme extraction de I’ADN est alors réalisée avec

un volume égal de phénol/chloroforme comme précédemiexiDN est ensuite resuspendu

dans 100 pl de tampon TE. La quantit¢ d’ADN est mesurée par la lecture de 1’absorbance a

260 nma l’aide du spectrophotométre Nano Drop. L’échantillon de notre ADN est alors

stocké a20°C jusqu’a son utilisation.

4.2. Séquencage du génome d&treptomycesp. (20r)

Le séquencgage haut débit du génomé&tadeptomycesp. (20r) a été effectué grace a
la technologie lllumina HiSeq 2000 (2x100pb) de la plate-forme Géhome et
Transcriptome du Génotoul de Toulouse, France. Le principe de ce séqupagagire
simplifié en 6 étapes :

v' Préparation de la librairie (des banques d’ADN).
Fixation de la matrice sur la « flow-cell » (cellule).
Amplification en pont.

Séquencage.

Acquisition et analyse de I’'image (base calling).

D D N N NN

Analyse des données générées.
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Tout commence par la fragmentation aléatoire des ADNs génomiquess

nébulisation et sonication en morceaux de 200 pb, puis des adaptabetrses a chaque
extrémité des fragments. Ces fragments sont ensuite attachés aléatoirement a la surface d’un
support solide appelé « flowell ». C’est sur cette cellule que les matrices seront multipliées
par unsystéeme d’amplification en pont. Pour cela des ADNs simple brin vont dans un premier
temps étre attachés a la surface de la flow-cell gnéicadaptateurs situés a leurs extrémités.
La premicre étape d’amplification va permettre la création de ponts doubles brins puis, apres
dénaturation, une nouvelle étape d’amplification pourra étre initiée pour obtenir a nouveau
des ADNs simple brin. Cette étape d’amplification aboutit a 1’obtention d’un cluster, ou
groupe d’ADNs clonaux autour de I’ADN initialement fixé a la cellule. Une fois 1’étape
d’amplification achevée vient la phase de séquengage. Pour cela les ADNs sont dénaturés et
I’extrémité 3’ est bloquée afin d’empécher toute nouvelle formation de pont. Des amorces
sont hybridées sur la matrice et des nucléotides marqués suidsagvec la polymérase. Les
nucléotides possedent également un terminateur réversible bloquantHase apres leur
incorporation. Ce nucléotide incorporé est excité par un laser permettant 1’émission de la
fluorescence de celui-cL’acquisition de la couleur est faite en temps réel a chaque cycle
pour chaque assimilation de nucléotide. Chacun des nucléotides (A/T/G/C) est poredur
d’une couleur différente permettant I’analyse de 1’image acquise. La séquence est déduite par
différenciation de la couleur des fluorochromes, ce qui est apgmée«calling ». Une fois
I’acquisition finie, le terminateur est clivé ce qui permet I’ajout d’un nouveau nucléotide qui
bloque a son tour la synthese. Ces cycles de séquencage sont eépitésiettent de
déterminer la séquence des fragments. Une fois le séquencageodpses de séquences
(cluster) terminé, les données sont analysées en passant dansiian fgn@ps par une série
de filtres servant a vérifier la qualité des séquences danélircelles qui ne correspondent pas
a ’attente minimum fixée par le constructeur. Les séquences seront alors alignées avec une

stringence plus ou moins importante, suivant les attentes des utilisateurs.

4.3. Traitement bioinformatique des séquences

Les différents scripts informatiques nécessaires au teaitedes séquences ont été
développés grace a la plate-forme Bioinformatique du Genotoul Bidlioialduse, France).
L’assemblage des reads (lecture) en contig a été effectué afin d’obtenir une séquence unique

contenant plus de 98% de la séquence totale du génome.

4.4. Blast et alignements des séquences
Pour recenser I’ensemble des a-amylases caractérisées, nous avons utilisé la base de

données CAZY, qui répertorie la famillesd8H13. C’est a partir de cette derniére que nous
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avons sélectionné deux séquences protéiques d’ a-amylase de taille connue &reptomyces

Une a-amylase deStreptomyces lividansomposée de 993 acides aminés et une autre de
Streptomyces griseuwse taille 566 acides aminés. Les séquences obtenues sontspée la
comparées avec celles de la banque de données du site du NCBhgN&enter for
Biotechnology Information databases) grace au programme BLA&3ckul et al, 1990)

afin d’identifier les séquences les plus prochdsalignement multiple des séquences
homologues est alors effectué en utilisant le logiciel Clusta¢ga (Sieverst al., 2011).
L’analyse de cet alignement est enfin réalisée par le programme ESPript 3.0 (Gariedl.,
2003).

Afin de déterminer les orthologues putatifs (Nodes) des genles éamillesd’ a-
amylases de la soucH&treptomycesp. 20r une analysi sillico est effectuée. Quatre
séquences protéiques d’o-amylases de taille différentes préalablement choisi lors de
I’alignement précedent (507aa/566aa/914aa/989aa) (Annexe n°04), appartenanta lividans
S. albusS. lividans TK24tS. griseorubensespectivement sont utilisées comme sonde. Pour
cela nous avons fait un Translated BLAST (tblastn) de 1’assemblage génomique contre les

séquences protéiques d’a-amylases.

Un Blast protéique de I’assemblage génomique contre la pdb (Protein Data Bank) a été
effectué. Le but de ce Blast est de sélectionner les ségumotéisiues homologues a notre
assemblage dans la pdb. Suivie d’un alignement de ces séquences par Clustal omega et
ESPript 3.0.

4.5. Annotation structurale et fonctionnelle des séquences

L’annotation d’un génome consiste a analyser la séquence nucléotidique qui constitue
I’information brute pour en extraire I'information biologique. Cette analyse a deux objectifs.
Le premier est de localiser les génes et les régionsitesdd e second est d'identifier ou de

prédire la fonction biologique des genes localisés.

L’annotation structurale consiste a définir la position précise des génes, ainsi que leur

cadre de lecture. Ceci est réalisé en recherchant les ORFs de leceégprmmique.

L’annotation fonctionnelle est une prédiction bioinformatique, car pour prédire la
fonction potentielle de ces genes, on utilise des prograndmeecherche d’homologie de
séquence. Lorsque le produit d'un géne prédit a des ressemblarcasapeotéine connue,
on en déduit en général une homologie probable de fonction. On peut égaldendfien

dans la séquence protéique prédite des motifs d'acides amiaéteiistiques de certaines
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classes de protéines ce qui peut permettre d'attribuer une fonctiorblpraha gene

correspondant.

La prédiction de la position des ORFs des Nodes ou contigs de ssetneblage
génomique a éteffectuée grace au logiciel Clone Manager Professional 9.2, suivie d’une
annotation fonctionnelle afin de prédire la fonction des ORFs en tantGélet plus

précisément des amylases a 1’aide de Blastp contre la pdb.

Les contigs et les ORFs obtenus ont été analysés par aligmdBiastp) de
séquences contre les banques nr (non-redundant protein sequences) (Attsthdl990),

pour pouvoir déterminer les domaines conserveés des séquences amylolytiques.

La présence d’un peptide signal (PS) a été prédite a 1’aide du serveur SignalP 4.1
Server, La séquence du PS est enlevée de celle des ORFs de nppuisgles généralement
celui deStreptomycesp. qui se localise en Ndrminal des amylases exocellulaires n’est pas
compatible aec celui d’E. coli. Les peptides signaux sont nécessaires lorsque les protéines
sont sécrétées a travers la membrane. La longueur et la coompesi acides aminés des
peptides signaux pourraient affecter la production de protéines reconasifhammertyret
al., 1998 ; Morosoli et Dupont, 1999).

4.6.Construction d’amorces pour ’amplification des génes d’alpha-amylases

Une construction d’amorces a été réalisée pour I’amplification par PCR des deux
ORFs ou orthologues putatifs (Nodes) (65/67) de la so&theptomycesp. (20r). Ces
derniers codent pour deux amylases de taille difféerentes. lls sont sélectionnés pauitie
des travaux. Afin de réaliser le clonage, des sites dactestrdes enzymebslidel en 5’ et
Spel en 3° déterminés grace au logiciel Bioedit sont ajoutés aux amdeseséquences des
nodes 65 et 67 (tableau 3).

Tableau 3: les séquences des amorces d’amplification des génes d’a-amylases

Amorces Positions Tm¢ Séquences 5' =>3'

NODE650ORF3F (P81) | 5' Position 1 86|8GATATACATATGTCCCCGCGCACCGCCCCCGTCG

NODEG650ORF3R (P82)| 3'Position 2880 77.RAATTCACTAGTCTACTTGAGGTACGGTCCGGCGG

NODEG670RF28F (P83) 5' Position 1 81| IGATATACATATGGCACCGCCCGGTGAGAAGGACG

NODEG670RF28R (P84) 3'Position 1611 79.AATTCACTAGTTCAGCTGCGGAACGTGTCGTTCA

Les séquences sur fond gris correspondent auxdsatesstrictions Ndel et SpeR; reverses F:forwards.
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4.7. Optimisation des conditions de PCR
4.7.1. Principe

Le principe de la PCR consiste a amplifier grace a des couples d’amorces spécifiques
serns et antisens, de manicre exponentielle, une séquence d’ADN particuliere située sur un
ADN d’intérét en utilisant une ADN polymérase. La PCR se déroule en plusieurs cycles
successifs de température au cours desquels la quantité d’ADN cible est doublée a chaque
cycle.

Dans notre étude, nous avatislisé¢ une optimisation de la PCR, car on n’obtient pas
forcement les tailles moléculaires attendu ou des fois on obtiestepts bandes qui
apparaissent ou des smears, pour cela la stringence des conditP@&®dloit étre modifiée.
Plusieurs programmes PCR ont été testés (tableau 4).

4.7.2. Révélation des produits de PCR par électrophorése sut’agdrose

Afin de s’assurer de la qualité et de la spécificité de la PCR une révélation des produits
de PCR est réalisée pélectrophorese sur gel d’agarose a 1% dans le tampon TBE. Les
¢chantillons d’ADN (6 uL) sont mélangés avec un tampon de chargeu(l & DNA loading
dye x6)avant qu’ils soient déposés dans les puits. 5 uL. de marqueur de taille sont déposés
dans un puits, ce dernier sert de référence pour estimer éadithostchantillons d’ADN.
La migration s’effectue a 200V pendant 20 min. La révélation des bandes d’ADN se fait sous
U.V par le logiciel Gel Smart a I’aide d’une solution de réveélation (Gel red annexe n°05)

pendant 15 min et sous agitation.
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Tableau 4: Optimisation des conditions de PCR demmylases

PCR Mix Volume Programme Nombre de cycles
H,O 14pL
Buffer Taq Dream 5puL Dénaturation 95°C=>30"S
dntp 0,5uL o _
Primers [5uM] 2,5uL(R) +2,5 pL(F) | Hybridation 55-56-57 °C => 1min
PCR1 Taq Dream (ThermoScientific) 0,25uL 30 Cvcles
Nodes 65/67 Elongation 72 °C => 1mid5’S y
ADN génomique 0,5uL
Elongation finale 72°C =>5min
H,O +DMSO (5%) 14pL+1 pL
Buffer Taq Dream 5uL Dénaturation 95°C=>30"S
PCR2 d@p 0.5uL Hybridation 57 °C => 1min
Nodes 65/67 | Primers [5uM] _ 2,5uL(R) +2,5 uL(F) Elongation oG = 1S S 30 Cycles
Taqg Dream (ThermoScientific) 0,25uL
ADN génomique 0,5 uL Elongation finale 72°C => 5min
H,O +DMSO (5%) 14pL+ 1,33 pL
Buffer Tag Dream ouL Dénaturation 95 °C =>30"°S
dntp 0,5uL
PCR3 Primers [5uM] 2.5uL(R) +2,5 uL(F) Hybridation 57 °C => 1min 20 Cval
Nodes 65/67 , o o ycles
o 0,25pL Elongation 72 °C => 1mimM5’S
Taqg Dream (ThermoScientific) '
Elongation finale 72°C => 5min
ADN génomique (1/10) ; (1/50) 2 uL
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Tableau 4: Optimisation des conditions de PCR demmylasegsuite)

PCR Mix Volume Programme Node 65 Node 67 Nombre de cycle
0,
H,O + DMSO (5%) 14uL + 1,33 pL
Buffer Taq Dream 5 L Dénaturation Initiale | 95 °C => 5 min 95 °C => 5 min
Dnt Dénaturation 95 °C => 2 min 95 °C => 2 min
PCR4 P 0,5uL
Nodes 65/67 - Hybridation 57 °C => 1 min 57 °C => 1 min
Primers [5uM] 2,5uL(R) +2,5 uL(F) 30 Cycles
Elongation 72 °C =>2min 58 | 72 °C => 1min 45
Taq Dream 0,5uL
Elongation finale 72 °C =>5min 72 °C => 5 min
ADN génomique (1/10) ; (1/50 2 uL
N -
H,O 10uL Node 6! Node 6°
Primers [0,3uM] 1uL(R) + 1uL(F) Dénaturation 98 °C => D S 98 °C => 10 S
PCRS Premix de la prime Star Max Hybridation
Nodes 65/67 | (Takara) 12,5uL o NP o _ - 30 Cycles
Elongation 68 °C => 3min20’S | 68 °C => 2 min
ADN génomique (1/10) 1puL
H:0 10uL PCR a trois étapes| PCR a deux étapeg
Primers [0,3uM]
15 uL(R) + 1.5 uL(F) Dénaturation 98°C=>D"’S o _ ,
- - 98°C=>D"S
PCR6 Premix de la prime Star Max
Nodes 65/67 | (Takara) 12,5uL Hybridation 60 °C => 15'S i 30 Cycles
. . Elongation 68 °C => 2min o _ .
ADN génomique (1/10) 1,5 ulL 30°S/kb ggsk? 2min
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Tableau 4: Optimisation des conditions de PCR demmylasegsuite)

PCR Mix Volume Programme| PCR a trois étapes PCR a deux étapes  Nombre de cycles
H,O 9L
DMSO (2%) 05 1l Deénaturation 98°C=>D"S 98°C=>10"S
pcry | Primers [0.3uM] 1 pL(R) + 1 pL(F) |[Hybridation 55-60-65-70 °C =>
Nodes 65/67 - 15°S
Premix clone Amp (Clontech) 12.50L Elongation 32 Cycles
ADN génomigue (1/10) 72°C => 1min 68°C => 5min
lpL
H,O +DMSO (3%) 11pL+ 0,6 pL Dénaturation initiale 95 °C =>2 min
Phusion Buffer 4ul Dénaturation 95°C=>3°S
dntp 0,4uL
PCRS8 : Hybridation 55 °C =>30"’S
+
Nodes 65/67 | P1imers [SuMI 1 HLR) +1 uL(F) 30 Cycles
la Phusion high-fidelity Elongation 72 °C => 2 min
TN 1uL g
(Therme-scientific
ADN génomique (1/10) ; (1/10d 1puL Elongation finale 72°C => 5min
H,O 29 uL
Tp 3x prime star Buffer 10 pL
dntp 4uL Dénaturation 98 °C =>10"S
Primers [5uM 2,5uL(R) + 2,5uL(F
NI(:))(?(55965 V] HLR) HEE) Hybridation 30 Cycles
- 68 °C => 2 min
la prime Star GXL (Takara) 1puL Elongation
ADN génomique (1/10) et non
S 1uL
dilué
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4.7.3. Purification des produits PCR sur gel

La purification des produits PCR sur gel est congue pour un nettogpigie des
fragments d’ADN. Elle est réalisée a I’aide de GeneJET Gel Extraction Kit, Thermo Scientific
selon les recommandations du fournisseur (Annexe n°06).
4.7.4.Purification des produits PCR

Vu que la purification des produits PCR sur gel n’a pas donné un bon taux d’ADN
pour la suite de I’étude, on a refait une autre purification directement sur les produits PCR,
qui est réaliséar ’aide de GeneJET PCR Purification Kit, Thermo Scientific selon les

recommandations du fournisseur (Annexe n°07).

5. Clonage des ORFs codant les alpha-amylases

Dans le cas’dn clonage par PCR, il faut introduire au niveau des extrémités de la
séquence d’intérét et du vecteur des sites de restrictmiaptés a chacun d’entre eux pour
permettre le clonage des inserts dans le vecteur d’expression. En ce qui nous concerne les
sites de restriction (tableau 5) des enzymes (Ndel et) ¢h¢Ndel et Spel) sont introduits
aux extrémités des séquences du vecteur pET28a(+) et des paml#HER (Node 67/65)

respectivement.

5.1. Construction de plasmides recombinants

Dans notre étude nous avons utilisé le vecteur pET28a(+) (figureClést un
plasmide bactérien qui permet I’expression de fragments PCR avec le promoteur T7lac. Il
porte une séquence codant une étiquette hexahistidines en N-tedmimal protéine. I
contient le géne de résistance a la kanamycine ce qui permet la séleetitmdkls plasmides
recombinants lors du clonage.

Le vecteur d’expression (Plasmide pET28a(+)) et les produits PCR (Node 67/65) a
cloner sont mis en présence des enzymes de restriction (Ndwdl) Nt (Ndel; Spel)
respectivementfin d’obtenir les extrémités cohésives, dans le tampon adéquat (tableau 6),
puis incubés 1-2 h a 37°C.

Les produits de digestion sont alors purifiés sur colonne. 250 pL ¢gentare liaison
sont ajoutés aux produits de digestion enzymatique ce qui induit un cremgispH et une
diminution de concentration en sel qui permet une fixation de I’ADN sur la membrane de la
colonne. Une centrifugation de 10.60@egdant 30’S est alors réalisée. Les fragments libérés
lors de la digestion < 100pb ne vont pas étre adsorbés sur la colonne. dsO tpipon
d’¢lution sont ensuite ajoutés puis incubé a 56 °C pendant 10min, puis 700 puL de tampon de

lavage sont ajoutés pleentrifugés a 10.600 g pendant 30°S. Une deuxiéme centrifugation est
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alors effectuée a 16.600 g pendant 1 ro#ncolonne est incubée a 56 °C pendant 5 fairfin 30

uL de tampon d’élution sont ajoutés puis incubé a 56 °C pendant 5 min et la colonne est
centrifugée a 16.600 g pendant 1min.

La ligation est ensuite réalisée dans un tres petit volumglL(20endant 10-15 min &
température ambiante, de fagcon a faciliter le rapprochementxtigsnigés cohésives de
I’insert et du vecteur sous 1’action de la T4-ADN ligase. Généralement, le ratio (vecteur :
insert) est de (1:3) (tableau?7).

Les tailles totales des vecteurs attendues recombinés avesdds 65 et 67 sont de 8294 pb
et 6980 pb respectivement.

Tableau 5 :Les sites de reconnaissance des enzymes de restriction utilisées

Ndel: 5  cATATG.. 3
3..GT ATIAC... &

[2)
_[
U_

.AJCTAG T.. 3
3..T GATCtA.. 5

Z
=
@

5..G/CTAG C..3
3..C GATCt1G.. 5

Khol(158)
Notl(166)
EcoRI(192)
B amHI() 98)

Neol(296)
| Xbal(335)

T7_g210_1(207, 239)
T7 leader(207
X _fwd_pri

Smal(4300)
Bell{1137)

Clal(4117)
Nnul(4083)

pBRrevBam __pnm;:n“ 2
pET28a
54 kb

19%]

Apalf1334)

EcoRV(1573)
Hpal(1629)

Fspl{2205)

Figure 18 : pET28a(+) vecteut’expression
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Tableau 6 :Digestion du vecteur et des inserts par les enzymes de restrictions

Node 67 Node 65 | Plasmide pET28a(+

Mix (25,9 ng/uL) | (6,8 ng/uL) (55 ng/uL)
H,O 15pL 8uL 21pL
Tampon Fast digest 10x 3uL 5uL 3uL
ADN des inserts et du vecteur 10uL 35uL 4uL
Enzymes de restrictions (Ndel et Spel) 1pL+1pL 1pl+1
Enzymes de restrictions (Ndel et Nhe lplL+1pl
Volume final 30uL 50uL 30uL

Tableau 7 :Ligation du vecteur avec les inserts Node 65/67

Mix Volume (uL)
Tampon T4 ADN ligase 10x 2
ADN vecteur 7
ADN inserts 65/67 10
T4-ADN ligase 1
Volume final 20

5.2. Amplification des plasmides recombinés

Pour I’amplification des différentes constructions, différentes souches d’E. coli sont
utilisées (tableau8).Il s’agit de bactéries compétentes avec une forte efficacité de
transformation ce qui en fait de bons hoétes, d’autre part, elles portent les mutations recA et

endAqui permettent de ligs rendements d’ADN plasmidique de bonne qualité.
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Tableau 8 :Souches compétentes d’E. coli utiliséepour I’amplification

Souches Génotype caractéristiques
Compétentes yp q

HB101 F-, thi-1, hsdS20 (g, mg ), sufE44,recAl3, aral4,

leuB6, proA2, lacY1, galK2, rps_20 (str), xyl-5, mtl-1

F- 80dlacZ M15 (lacZYA-argF) U169 recAl SOT{:E ‘I’_Fég’t‘_“;iégepou'
DH50. endAlhsdR17 (rk-, mk+) phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 picat

| plasmide, permet la
relAl stabilité des inserts

Un aliquot de la souche compétente d’E. coliHB 101 (pour le vecteur recombiné avec
I’insert 65) et d’E. coli DHS5a (pour le vecteur recombiné avec 1’insert 67) est décongelé sur
glace. 20 pL des produits de ligation du vecteur avec les inserts 65/65ont ajoutés a 200 uL
de la souche&’E. coli HB 10¥DH5a, respectivement. Apres 20 minutes sur glace, un choc
thermiquede 45°S a 42 °C est réalisé puis immédiatement refroidi dans un bain de glace
pendant 2 min. 800uL du milieu SOC (Annexe n°02kont alors ajoutés aux cellules qui sont
incubées 1 h a 37°C. 175 uL des souches HB 10DHS5a sont étalées avec des billes sur six
boites de pétri (trois boites pour chaque insert 65/67) contenailida B (Luria-Bertani)
additionné de kanamycine (416ul/250 mL de LB). Les boites sont ensuite placées dans un

incubateur a 37°C toute la nuit.

5.3. Analyse plasmidique par criblage virtuel

Une carte de restriction du plasmide établie a pdutir eiblage virtuel, est réalisée a
I’aide du logiciel Clone Manager Professional 9.2. La cartographie de restriction a pour
objectif de reconstituer et de calculer la taille de la sgrpi@l’ADN en réordonnant les
fragments issus des digestions, c'est-a-dire, le vecteur pE)238agHes inserts 65/67 plus
les sites de restriction. Il permet aussi de détermin@viestuelles enzymes de restriction qui

digérent les fragments dicteur et de I’insert.

5.4. Analyse plasmidique par digestion de restriction

Parmi les transformants ayant intégré un plasmide, il s’agit de sélectionner ceux qui
ont intégré le plasmide recombinant. Ce type de criblage convient lorsque I’on procede a un
clonage classique avec un fort taux de réussite. Pour cela, une dieaicenes sont
sélectionnés a partir des boites de g&iis mis en préculturels sont inoculés dans dix tubes

pour chaque insert 65/67 contenant 3 mL du milieu LB liquide mddé& de 5 pL de
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kanamycine (50 pg/ml). Les tubes sont incubés sous agitation a 182 rpm toute la nuit a 37°C.

Des mini-préparations ont été effectuées par la suite pour extraire etrdarglasmide.
a- Extraction et Purification de I’ADN plasmidique

L’extraction et la purification des plasmides sont réalisées en utilisant le kit QIAprep
Spin Miniprep par Qiagen selon les instructions du fabricant. Laadétest basée sur la lyse
alcaline (Sambrookt al, 1989). Les étapes de la miniprep consistent a lyser les sgbaite
un détergent en milieu alcalin afin de libérer 'TADN géenomiquelasmidique. L'ADN
génomique et les protéines sont précipités par la suite. Le peé@pt séparé par
centrifugation, le surnageant contient I'ADN plasmidique. Celugsti précipité par de
I'éthanol & 95 % et lavé par de I'éthanol a 70 % pour dissoudre $e®tsedstituer ses
propriétés physico-chimiques a I'ADN.

Ce protocole est utilisé pour purifier jusqu'a0d’ADN plasmidique a partir d’une
culture de 1-5 h d’E. colidans le milieu LB (Annexe n°08).
b- Digestion enzymatique et sélection des clones positifs

Les mini-préparationdes deux plasmides recombinaststensuite digérées avec une
enzyme de restriction Bglll pendant 1h a 37fableau9). Cette enzyme a été sélectionnée par
criblage virtuel car elle a une capacité de digestion de I’insert et du vecteur. Le produit de
restriction est ensuite analysé par électrophorese sur gel d’agarose 0,8 %. Les clones positifs
ayant intégré un plasmide miude 1’insert souhaité montreront deux bandes distinctes apres
restriction.

Le palindrome de_Bdlll est :

5.. AlGATC T.. &
3... T CT AGTA.... Y%

Tableau 9 :Digestion de I’ADN plasmidique

Mix Volume (uL)
H,O 2,5
Tampon Fast digest 10x 2
ADN plasmidique 5
Enzyme de restrictions Bglll 0,5
Volume final 10
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6. Tests d’expression des protéines recombinantes en systéme procaryote

Pour la production et ’expression des différentes constructions, deux souches d’E. coli
sont utilisées. Il s’agit d’E. coli BL21(DE3) etE. coli Rosetta DpLysS(DE3). La premiére est
une souche classique d’E. Coli BL21 modifiée, qui a intégré le phageDE3. Elle contient le
gene codant I’ARN polymérase du bactériophage T7 dans son génome sous le contrdle d'un
promoteurdac inductible par I'lPTG.

La deuxiéme est une souche améliorée afin de palier a lanpesle codons rare
(AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, GGA). Cette souche nécessite une cséte au
chloramphénicol (0,34ug/mL). Le vecteur pLysS exprime le lysozyme T7, qui inhibe I'activité

basale de I'ARN polymérase T7, optimisant de ce fait la régulation du niveau desxpres
6.1. Transformation des saches d’expression et séquencage des plasmides recombinés

Des aliquots de deux souches compétenkescoli BL21 (DE3) etE. coli Rosetta 2
pLysS(DE3), sont décongelés sur glace. Les plasmides des deux 66éiont été isolés a
partir de cellule€. coli HB101/DH5a respectivement a I’aide de mini-préparationd’ ADN
plasmidique. lls sont ensuite introduits dans les deux solthesli BL21 (DE3) etE. coli
Rosetta 2 pLysS (DES3). Pour celal de plasmide recombinants sont ajoutés a 50 uL. des
soucheskE. coli BL21 et Rosetta 2 pLysfDE3). La transformation se fait comme décrit

précédemment (Sambroekal.,1989).

Les plasmides des clones positifs sont ensuite anglygésérifier I’insertion et la
séquence, puis séquencés par (GATC, Constance, Allemagne). Palescelg&cultures des
clones ont été realisés. 3 mL du milieu LB additionnés ded.Gle Kanamycine ont été
ensemenceés par une colonie des clones positifs puis incubés a 37°(a taute Des mini-
préparationsd’ADN plasmidique ont été réalisées pour chaque clone puis envoyées au

séquencage.
6.2. Conservation des plasmides
Des stoks glycérolés a 25% des souches d’E. coli BL21 (DE3) et d’E. coli Rosetta 2

pLysS (DE3) transformées ont ¢été réalisés a partir de 500 puL de précultures des clones

positifs additionnés de 500 pL de glycérol a 50%.

6.3.Tests d’expression des a-amylases sur milieu LB cheZ. coli BL21 (DE3)
Une culture des clones positifs de 1’insert 65 est réalisée. 1,2 mL de préculture des
clones d’E. coli BL21 (DE3) contenant I’insert 65 est additionné a 60 mL du miliecu LB-

Kanamycine (100uL de Kanamyciné0 pg/ml)), la culture est incubée a 37 °C sous
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agitation. L expression est induite par I’ajout de d’IPTG a 0,5 mM final au début de la phase

de croissance exponentielle (a unesk@e 0,5-0,6 de culture)Apres 2 h d’induction, des
prélévements de 5 mL sont effectués chaque heiirde suivre 1’évolution de 1’expression.
La croissance est poursuivie pendant 5 h. Un témoin négatif d’induction a été réalisé en

utilisant des BL21 DE3 non induites. Elle est incubée a 37 °C toute la nuit.

6.4. Tests d’expression des a-amylases sur milieux LB et auto inductible cheZ. coli
BL21 (DE3)

D'autres parametres, comme la température de la culture dsrpre peuvent
influencer et améliorer la solubilité des protéines recombinabtes.culture de 60 mL de
milieu LB-kanamycine est alors ensemencée avec un volume dellde mréculture des
clones positifs des deux inserts 65/67 de maniere a obtenir upede®,5-0,6. Cette culture
est ensuite placée a 37 °C sous agitation. Pour les clones 67 I’expression des protéines
recombinantes est induite par 1’ajout de 0,5 mM final d’IPTG dans les milieux de cultures
lorsque la D@y atteint la valeur voulue. La culture est alors poursuivie pendant 37if@
puis elle est stoppée (apres 2 h d’induction, des prélévements de 5 mL seront effectués chaque
heure). Tandis que polks clones 65, a I’issu de ce délai de 5 h d’induction, une baisse de
température a 20 °C de la croissance bactérienne est réatisg&eroissance est poursuivie

toute la nuit.

Une autre culture des clones 65 est réalisée avec cettedaisilieu auto-inductible
(tableau 10)Ce milieupermet un contrdle strict de 1’expression des protéines recombinantes.
Une culture de 50 mL de ce milieu est ensemencée avec 1 mEdaidtyre, elle est incubée

a 20 °C pendant 72 h sous une agitation de 175 rpm.

Tableau 10: Composition du milieu auto inductible

Composants Volume
solution de sels 10X 10 mL
solution de sources carbonée 25X 4 mL
solution de trace metal 100X 1mL
MIX Vitamines 500X 200 pL
eau mQ Stérile 100 mL

Page | 50



Matériel et méthodes

6.5. Tests d’expression des a-amylases sur milieu LB cheZ. coli Rosetta 2 pLysS (DE3)
Lors de ce test d’expression, on utilise les souches Rosetta 2 pLysS (DE3), car le
vecteur pLysS permet une inhibition de la fuite du T7 polymérasie, ftete conduit & une

surexpression des protéines sans induction par I'IPTG.

Les souches Rosetta ont été transformées par le vecteur d’expression des deux inserts
65/67 encodant les amylases, puis mises en préculture afin d’ensemencer la culture de 60 mL
de milieu LB-chloramphénicol.’expression de la protéine a été induite a une DOggp de 0,5-

0,6 par I’ajout de 0,5 mM final d’IPTG, puis maintenue a 20 °C sous agitation toute la nuit.

La méme culture est réalisée mais a 37 °C. Cette deesiestoppée au bout de 5 h

d’induction. Des prélévements de 5 mL sont effectués chaque heure, aprés 2 h d’induction.
6.6. Détermination des parametres d’expression des a-amylases sur milieu LB

Afin de déterminer les conditions favorabjesir 1’expression protéiques des deux
constructions, des changements ont éf@ctués dans la concentration d’inducteur, la
température, et le tampon de lyse. Pour cela, des cultures de 6@e nmiilieu (LB-
kanamycine) pour les souchescoliBL21 (DE3) et une autre (LB-chloramphénicol) pour les
Rosetta2 pLysS (DE3), sont ensemencées avec 1,2 mL de préceluoctodes des deux
inserts 65/67. Les cultures sont incubées a 37 °C sous agitation jusqu'a obtention d’une DOgoo
de 0,5-0,6. A partir de Ia, une induction est réalisée a ®Ifimal d’IPTG. Les cultures sont

ensuite remises en incubation a 30 °C pendant 4 h.

On réalise ensuite le méme test d’expression que le précédent, mais cette fois ci, on
fait une réplique de cultures : une avec les deux souches munis demshkats 65/67 est
induite par 0,1 mM final d’IPTG, et ’autre non induite (témoin négatif). Ces dernieres sont
placées a 30 °C sous agitation pendant 4 h. Cette fois ci lors lgeelales cellules et
I’extraction des protéines recombinante, un changement du tampon de lyse est réalisé : (25
mM Tris pH 8, 200 mM KCI, 10% de glycérol, 0,1% et 1% de triton X-100).

6.7. Extraction des protéines recombinantes
La lyse des cellules bactériennes et ’extraction des protéines sont réalisées de la
maniere suivante. Les bactéries sont sédimentées en culot pdugatdbn 15 min 10.000 g

4°C, apres élimination du surnageant, les culots bactériens sont congelées a -20°C.
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Les culots bactériens sont décongelés a température ambisnteont ensuite

transférés dans un bécher en verre et placés dans la glagee kst effectuée par sonication.
Les culots sont remis en suspension dans 1,5 mL de tampon de lysal{irse 100 Mm pH
8, NaCl 150 mM, lysozyme 0.75 mg/mL). La rupture des membranesibao&s est initiée
en introduisant du lysozyme. Afin de compléter la lyse des membranes, I’homogénat est
soumis a 4 cycles de sonication pendant 1 min a 4. “@nplitude est de 50 %, un temps de
pulse de 1S’ active et 1S’ inactive, a la puissance 4 (on laisse repoSéchantillon dans la
glace pendant 2 min aprés chaque cycle). Apres la lyse, 1I’échantillon est centrifugé 30 min a
10.000 g a 4 °C. Le contenu cytoplasmique des bactéries est récupété samsmageant
(extrait cellulaire). Le culot contenant le matériel insoluddé resuspendu avec 1,5 mL de

tampon de lyse. Les fractions seront ensuite analysées par électropliiesage.

6.8 Analyse de ’expression des protéines recombinantes

La pureté et le poids moléculaires des enzymes ont étenétermpar électrophorese.
Les protéines sont analysées par une électrophorése SDS-Page sur amyd@hide a 10 %
(Laemmli, 1970)annexe n°05yomposé d’un gel de séparation et un autre de concentration
(tableau 11).

Dans un tube Eppendorf, 5 pL de tampon de charge 5X sont rajouté a 20 pL
d’échantillons (culot/surnageant). Ces derniers sont dénaturés pendant 5 min a 95 °C par
chauffage, puis déposées dans les puits du gel en plus du marqueue deaarligration se
fait dans un tampon de migration 10X a 200 V pendant 1 h. Aprés migration des protéines, le
gel est ensuite coloré pendant 10 min sous agitation dans du ldeardassie, puis décoloré
jusqu'a ce que les bandes de protéines soient clairement visibles

Tableau 11 :Composition d’un gel SDS page a 10%

Composants Gel de séparation Gel de concentration
Acrylamide 40% 2,1 mL 600 pL
H.O 4,2 mL 3,8 mL
Tris HCI [1,5M/0,5M] (pH 8,8/ 6,8) 2,1 mL 500 pL
SDS 20% 40 pL 25 pL
APS 10% 60 pL 40 pL
TEMED 20 pL 20 pL
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7. Test de purification des protéines recombinantgsar chromatographie
d’affinité

Le test de purification a été mené par chromatographie IMAh¢bilized metal

affinity chromatography). Ce type de chromatographie d'afffaitéappel a lI'immobilisation,

sur une résine, d'un atome métallique, dans notre étude on a utilisé le cobalt.

L’étape de purification consiste en une chromatographie d’affinité en «batchy.
L’ensemble du processus a été réalisé a 4 °C. Les élutions se font par gravité, en faisant
passer ’échantillon a travers une résine déposée dans une petite colonne en plastique de 20
mL. Deux cent (200 pL) de résine de cobalt en billes (Clonetechg¢téridéposés dans la
colonne, puis centrifugés a 560 g pendant 5 min a 4 °C. Par la fiestelavée avec de
I’éthanol pour eéviter toutes contaminations, ce dernier est retiré paitggrd mL de
surnageant des soucheB. coli BL21 et RosettazLysS (DE3) des clones 65/67 aprés
sonication ont été chargés sur la résine. La suspension est platéedans la glace puis
centrifugé a 560 g a 4 °C pendant 5 min. La fraction non retenue lest@elet conservée a 4
°C. Les protéines recombinantes sont retenues sur la résine lparslele son étiquette a
hexa-histidines. La résine est resuspendu dans un eppendorf dand. 5D0n ptampon
composé de 100 mM tris pH 7, 150 mM NacCl, puis centrifugé. Ell@ese |3 fois avec 500
puL d’un tampon (100 mM tris pH 7, 150 mM NaCl, 10 mM imidazole). Le premier lavage
c’est pour retirer tout ce qui n’est pas fixé sur la résine. Le second lavage est réalisé deux fois
afin d’éliminer tout ce qui s’est fixé de fagon non spécifique sur la résine. L’ ¢élution a été
menée a 3 reprisea etroduisant 100 pL d’un tampon d’¢lutions contenant (100 mM tris pH
7, 150 mM NaCl, 300 mM imidazole). L’ensemble des fractions recueillies lors du lavage et
de I’élution ont été collectées et conservées a 4 °C, puislysées sur gel d’électrophorese

SDS-page.

8. Déchets d’orange substrat de fermentation
8.1. Milieu de base

Les déchets d'oranges sontiisde I’ENAJUC une entreprise de production de jus de
Ramdhan Djamel, Skikda. Algérie. Ils sont d’abord séchés a l'air, puis réduits en poudre a
I’aide d’un broyeur, et enfin tamisés a travers un tamis de 0,25 mm de diameétre. Les déchets
sont stockés dans des boites a température ambiante.
Le milieu de base est préparé sous forme de suspension de aBoteiges (5% et 10%
(p/v)) avec de l'eau distillée, sous agitation jusqu'a obtention d’une solution homogéne. Le

mélange est ensuite centrifugé a 4000 g, puis le surnageantrésé fitavers la gaze. Le

Page | 53



Matériel et méthodes
filtrat est alors utilisé comme milieu de base pour la prodocénzymatique apres une

dilution au %2 avec un tampon phosphate de 0,1M pH5. La composition du milieu de

fermentation varie selon les plansxpériences (Saci, 2012).

8.2. Composition physicoehimique du déchet d’orange
8.2.1. Dosage des sucres totaux

Les sucres réducteurs sont déterminés par la méthode de Puahig1956)(Annexe
n°09). La réaction des sucres avec 1’acide sulfurique provoque la formation des composés
furfural. Ces produits se condensent avec le phénol pour donner un coljaplex®rangé,
leur concentration est déterminée a 488 nm par rapport a une gamme étalon @e glucos
8.2.2. Dosage des protéines

Les protéines sont quantifiées par la méthode de Lawrgl., (1951) (Annexe

n°09).La bovine serum albumine (BSA) a été utilisée comme standard.

8.2.3. Mesure du pH
La poudre de déchets d’oranges est solubilisée dans 1’eau distillée, puis centrifugée a
4000 gpendant 20 min, puis filtrée a travers la gaze. Le pH de la solution du déchet d’orange

est alors mesuré a I’aide d’un pH-metre.

8.2.4. Détermination de la matiére séche
La détermination de la matiere seche consiste a séchier12ghantillon dans une

étuve réglée a 105°C jusqu'a poids constant (Afnor, 1986) (Annexe n°09).

8.2.5. Dosage des cendres et des minéraux

La teneur en cendres de I’échantillon est déterminée aprés calcination suivant les
normes Afnor (1986)Annexe n°09). Deux grammesi’échantillon sont placés dans un
creuset en porcelaine préalablement pesé. Le creuset estéraams un four a moufle a une
température de 550°C pendant 5h jusqu’a minéralisation compléte. Le taux de cendres se

calcule comme étant le rapport de masse restante apres incinération asgdanitiale.

8.2.6. Détermination de ’azote total

Dans la méthode de Kjeldahl (Afnor, 1986) (Annexe n°09), le dosalge rdatiere
azotée se fait par une minéralisation. Elle est effectié@ida d'un excés d'acide sulfurique
concentré et chaud. Son but est de dégrader la matiere orgamn@ée sous forme de sel
d'ammonium. Cette dégradation se fait a l'aide d'un mélange agseats (sélénium en
poudre pur)L’ammonium du minéralisat se transforme alors sous forme d’ammoniaque. Ce
dernier est recueilli dans une solution d’acide borique par distillation. Le titrage de

'ammoniaque se fait ensuite par une solution d'acide sulfurique de normalité connue 0,1N.
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Facteurs

Tableau 12:a matrice de PlackeBurman pour I’étude de 23 variables avec 24 expériences.

Ne

d’essais

X10 X11 X12 X13 X14 X155 X16 X17 X18 X19 X20 X21 X22 X23

X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9

X1

-1

-1

1

-1 1 -

-1

-1

I e B o e B U o B

9
10
11
12
13
14
15
16

R RS B

o

e A
—
1111._

1
1
-1
1

1
1
1
-1
1
1
1
1

A e B e B e B o B e R A e |

17
18
19
20
21
22
23
24
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8.2.7 Détermination de la matiére grasse

Le dosage de la matiere grasse se fait par la méthode H&tSecoq, 1965)
(Annexe n°09)L’extraction de la matiére grasse se fait a chaud grace a 1’éther de pétrole par
distillation. Cette opération est réalisé€aade d’un appareil Soxhlet. La teneur en extraits
lipidiques est déterminée apres évaporation du solvant.

9. Optimisation de la production enzymatique

L'optimisation statistique des conditions de fermentation est un p®br@portant
dans le développement du bio-processus économiquement réalisablesnidatipn du
milieu par la méthode classique implique de changer une variable indégeadanaintenant
les autres facteurs constants. Les méthodes classiques pour épticon@xpérimentale
multifactorielle sont longues et incapables de détecter l'optiméeh en raison des
interactions entre les facteurs (Liu et Tzeng, 1998). Dans lessos de fermentation, les
variables opérationnelles interagissent et influencent mutwestiela réponse. Il est important
gue la méthode d'optimisation tienne compte de ses interactions afikételeniner un
ensemble de conditions expérimentales optimales (Weuster-Botz, 2D8€)processus
optimaux peuvent étre développés en utilisant une procédure de conceptiomexjade
efficace.
Dans cette étude, une premiere approche statistique a étéeutilens laquelle un plan de
Plackett-Burman (1946) est employé pour sélectionner et ideriéBevariables qui ont un
effet significatif influencant la production amylasique sous SmFSp@ptomycesp. (20r).
Une deuxieme approche est effectuée lors de ce travail, afilétdeminer les optima des
variables par CCD de Box et Wilson (1951) combiné avec la méthodalegi surfaces de
réponse (RSM).

9.1. Conditions de fermentation

Les cultures sont réalisées dans des erlenmeyer de 250 mharwri® mL du
milieu de production additionnés de sources de carbone et d'azd&rentis concentrations
selon le (tableau 12), générant 24 essais différents. Apres utigasiign a 121 ° C (15 psi)
pendant 20 min, les milieux sont inoculés avec 10% etd@d'une suspension de spores de
la soucheStreptomycesp. (20r) (DO600 = 0,68). Les cultures sont ensuite incubées pendant
5 jours a 30 °C sous agitation a 140 rpm. Apres centrifugation a 4000 g andfahip20 min,
le filtrat (I’extrait enzymatique brut) est utilisé pour différents dosages : dosage de I’activité

enzymatique, des protéines totales et mesure de la biomasse.
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Tableau 14 :Relation entre les niveaux codés et les niveaux réels des facteurs utilisés da

les matrices de Plackett-Burman pour 19 facteurs.

Facteurs

Niveaux

)

©)

X1

X2

X3

X4

X5

X6

X7

X8

X9

X10

X11

X12

X13

X14

X15

X16

X17

X18

X19

X20

X21

X22

X23

Déchets d’oranges (g/L)
Amidon soluble (g/L)
Dummy

Solution saline (ml/L)
CaCl (g/L)

NacCl (g/L)

Glycérol (ml/L)

Taux d’inoculum (ml/L)
pH

Tween 80 (ml/L)

Corn Steep Liquor (ml/L)
Dummy

Extrait de levure (g/L)
Peptone (g/L)

Tryptone (g/L)

Dummy

Urée (g/L)

Caseine (g/L)

Dummy

Sulfate d’ammonium (g/L)
Extrait de viande (g/L)
Phosphate d’ammonium (g/L)

Nitrate de sodium (g/L)

15% (150)
1% (10)
0,1% (1)

0,1% (1)

6,5% (65)

0,02% (0,2)

10% (100)

9
1% (10)
0,1% (1)
0,1% (1)
1% (10)
0,1% (1)
0,1% (1)
0,1% (1)

0,5% (5)
1% (10)

0,1% (1)

0,1% (1)

5% (50)

0

0
5% (50)

5
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9.2. Les plans d’expériences

Les plans d’expériences, sont des modeles statistiques permettant d’obtenir un
maximum d’informations sur une réponse en un minimum d’expérience (Imbert, 2012). Il est
ainsi possible d’étudier I’impact de paramétres expérimentaux sur les mesures réalisées, ou
encore d’optimiser ces parametres, mais également d’étudier les variations des niveaux de
tous les parametres biologiques en méme temps pour chaque essai.
9.2.1. Plan d’expériences Plackett et Burman

La Matrice de Plackett-Burman est un plan factorietibanaire de premier ordre. Ce
sont des matrices carrées établies a partir d'un génédatéase (tableau 13). Ce plan permet
d’identifier les constituants du milieu en ce qui concerne leurs principaux effets significatifs.
La conception expérimentale de Plackett-Burman est une conceptimnielee a deux
niveaux qui identifie différents parameétres critiques requis pour la production élevée d'a-
amylase en sélectionnant n variables avec un nombre d'expéri@tiesales n + 1
(Plackett et Burman, 1946). Vingbis variables ont fait I’objet de la présente étude, dont 19

variables réelles et quatre dummy conduisant a 24 essais (tableau 12).

Tableau 13:Générateurs des matrices de Plackett et Burman

N Générateurs des matrices

8 +++-+--

12 ++-+++---+-

16 +4+++-+-++--+---

20 e S

24 +++++-+-F++--F -+

La matrice expérimentale pour la sélection des variabledoestte dans le (tableau 12). Les
colonnes représentent les variables et les lignes représkestelifférentes expériences. Pour
estimer l'erreur expérimentale, quatre variables (X3, X12, X1618) Xont concues comme
étant muettes. Tous les facteurs sont désignés comme des factegnigmesret sont étudiées
a deux intervalles espacés -1 (niveau bas) et +1 (niveau élevé) (thdjeau

Le plan de Plakett-Burman suppose gu'il n'y a pas d'interaaitns les différents
constituants du milieu Xi dans D’intervalle des variables sous les conditions d’essai. Une
approche linéaire est donc jugée suffisante pour la sélectiomadiesirs qui ont un effet
positif sur la production amylasique.

La réponse expérimentale peut étre donc approchée par une équation Eié&ydem
premier degré :

Y =Bot IFiXi+e (i=1.....K) (1)
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Ou Y est la réponse expérimentdbe, les effets principaux des facteufl, sont les

coefficients de régression etest I’erreur aléatoire. L'effet principal d'une telle conception
peut étre simplement calculé comme la différence entre l@mneydes mesures effectuées au
niveau élevé (+1) du facteur et la moyenne des mesures effectuées auda¢-hjve

L'effet des paramétres individuels sur la production d'a-amylase a été calculé par

I'équation suivante :

=D+ - )/N

E représente l'effet de chaque parametre ; Y+ eto¥t des réponses (activités de 1’a-
amylase) des essais auxquels le parameétre était a son niwpérew et inférieur,

respectivement. N est le nombre total d'essais.

Les coefficients polynomiaux de premier ordre ont été caletlésalysés a l'aide du
logiciel statistique «R» (version 2.14.1 (2011-12-22)).

Lasignification de chaque variable sur la production de I’a-amylase est déterminée via
le testt de student. S’il est significatif, I'effet est vraiment di au changement du niveau du
facteur et non pas au hasard ni aux erreurs expérimentalesmgatrdit, le changement du
facteur du niveau (-) au niveau (+) entraine un effet positif outihéga la réponse. Le

niveau de confiance accepté estift= 90%.
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9.2.2. Plan Composite Centré

Le plan composite centré (CCD) de Box et wilson (1951), combinéngtlaodologie
de la surface de réponse (RSM) a été adopté pour détermineritea dps quatre variables
les plus significatives (concentration du déchet d’orange, taille d'inoculum, NaCl et pH), afin
d’améliorer la production amylasique par 1’isolat Streptomycessp. (20r). Ce processus
comporte les étapes importantes suivantes : la réalisation mstptéstique, I'estimation des
coefficients dans un modele mathématique, et la prédiction de la ecpams que la

vérification de I'adéquation du modéle (Elibol, 2004).

Le plan CCDest composé de trois parties distinctes, générant 28 essais différents
(tableau 15):

= un plan factoriel complet'2(k est le nombre de facteurs égal & 4) sur deux niveaux (-
et +1) soit 16 points factoriels.

= 8 points en étoile avec deux niveaux €t + o) correspondant au plan factoriel :
oua = 1/4(2Kk); k est le nombre de variables, donc dans notre cas a =2

= N=4 répétitions du point central (niveau 0) soit 4 points centraux.

Tableau 15:Matrice du plan composite centré de Box et Wilaguatre facteurs.

N° d’essais X1 (Déchets d’oranges) X2 (NaCl) X3(Inoculum) X4(pH)
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 -1
9 -1 -1 -1 1
10 1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 1
12 1 1 -1 1
13 -1 -1 1 1
14 1 -1 1 1
15 -1 1 1 1
16 1 1 1 1
17 -2 0 0 0
18 2 0 0 0
19 0 -2 0 0
20 0 2 0 0
21 0 0 -2 0
22 0 0 2 0
23 0 0 0 -2
24 0 0 0 2
25 0 0 0 0
26 0 0 0 0
27 0 0 0 0
28 0 0 0 0
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La production d'amylase a été estimée a l'aide d'une équation polismdmisecond

Y=BO+ZBiXi+ZBiiXiZ+ZBinin @)

Y : la réponse expérimentale (activité de I” a-amylase).
Bo : la constante du modeéle

Bi : le coefficient linéaire.

Bii : le coefficient quadratique.

Bij : le coefficient d'interaction.

Xi : le niveau codé des variables indépendantes.

ordre :

Les quatre variables indépendantes ont été étudiées a cing niveaux differeht® (
+1, + a) (tableau 16). llsont codifiés selon 1’équation :
XI — X0
-~ d

XR : valeur codée

X : valeur réelle

Xo : valeur au niveau 0
d: pas entre les niveaux

Le calcul des concentrations des quatre facteurs sélectionnés estsiginmme

__ déchéts d’oranges — 15

5
_ NaCl — 6.5
05
X3 = Taux d'inoculum — 10
B 2.5
pH-9
X4 =
1

Tableau 16 :Les niveaux codés et réels des variables indépendantes utilisés dans le plan
composite centré

Niveaux
Facteurs code
-a (-2) -1 0 +1 4 (+2)
Déchéts d’oranges (%) X1 5 10 15 20 25
NaCl (%) X2 5,5 6 6,5 7 7,5
Taux d’inoculum (% (v/v)) X3 5 7,5 10 12,5 15
pH X4 7 8 9 10 11
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L'équation polynomiale ajustée a ensuite été exprimée sous forcentbeirs et de
parcelles de surface tridimensionnelles afin d'illustrerelation entre les réponses et les
niveaux expérimentaux de chacune des variables utilisées dans cette étude.

9.2.3. Analyses statistiques et modélisation

Le traitement statistigue du modele a été réalisé pour évalwateurt, la valeurP,
ainsi que l'analyse de la variance (ANOVA) qui permet la coarpan entre les variables
dépendantest d’estimer leurs effets.

- Le test deStuden(t) a été effectué pour déterminer la signification des coefficients

de régression.
- Les valeurs? ont été utilisées comme outil pour vérifier la signification elésts
d'interactions qui, a leur tour, peuvent indiquer les modeles des imirsaentre
les variables (Montgomery, 1991)

- La qualité de l'ajustement du modéle de régression a été érpria le
coefficient de détermination R

- La signification statistique du’Rajusté a été déterminée par un tesFidaer (F)

ainsi que ces probabilités associp@s).

- Le logiciel statistique, STATISTICA software (Versionl0, tStt Inc., USA) a

éte utilisé pour tracer les surfaces de réponse.
9.2.4. Confirmation du modéle expérimental

Le modéle mathématique généré lors de I’'RSM a été validé en effectuant une

fermentation en trois répétitions avec les optima obtenus. Les doroidesues

expérimentalement ont été comparées a celles prédites et I'erre@didéqr a été calculée.

10. Méthodes analytiques
10.1. Mesure de la biomasse

La mesure du poids sec de la biomasse est effectuée a lecfiagige fermentation. 2
mL de bouillon de culture sont prélevés et centrifugés a 4000 g a 4°Cnp@@dmin. Le
culot est lavé avec 2nL d’eau distillée, puis filtré sur papier Watman N°2. Afin de
déterminer le poids sec, la biomasse est séchée dans 1’étuve réglée a 105°C pendant 24
heures, puis 15 min dans un dessiccateur sous vide jusqu'a poids corstansef et

Nielsen, 2000). La différence de poids est calculée puis exprimée en poids sec (g/L

10.2. Dosage de I’activité amylasique
Le surnageant est utilisé pour desage de 1’activité enzymatiques et des

protéines. Il constitue I’extrait enzymatique brut. L'activité amylasique est évaluée selon la
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méthode décrite par Bernfeld (19%8nnexe n°09), basée sur la mesure du pouvoir réducteur
lors de I’hydrolyse de I’amidon. La réaction est colorimétrique, elle est due a la céadii
sucre réducteur avec I’acide 3,5-dinitrosalycilique (DNSA). L'intensité de la coloration est

proportionnelle a la quantité de sucre réducteur (maltose) libéré par la réaction d’hydrolyse.

Le mélange réactionnel est composé de 0,5 mL de ’extrait enzymatique brut auquel

on ajoute 0,5 mL d'amidon soluble a 1p#v) dilué dans un tampon phosphate 0,1M, pH5.
Le mélange est incubé pendant 30 min a 40°C dans un bain marieuagltateéaction est
arrétée par 1’addition de 1 mL de DNSA. Le tout est ensuite chauffé¢ au bain marie a 100°C
pendant 5 min, puis refroidis immédiatement dans un bain de glace, 10auldi$tliée sont
ajoutés. L’absorbance est mesurée au spectrophotométre (Shimadzu UV-120-02) a 540 nm.
La concentration des sucres réducteurs est déterminée en fateteonourbe étalon de 0 a 2
mg/mL de maltose utilisé comme référence.

Une unité de l'activité enzymatique est définie comme la qualidtieyme qui
catalyse la libération de sucres réducteurs équivalent a 1 umol de maltose par minute et par
millilitre d’enzyme sous les conditions d'essai.

10.3. Dosage des protéines

La concentration en protéines des différentes cultures estémaslon la méthode de
Lowry et al, (1951) (Annexe n°09). Cette méthode est basée sur le fait que le réactif de Folin-

ciocalteu en présence d'umetéine donnée est réduit en un complexe bleu.

Un millilitre d’extrait enzymatique est ajouté a 1 mL de la solution M. Le mélange est
homogénéise, puis laissé au repos pendant 15 min a température endomabntde réactif de
Folin sont ajoutés a la réaction et agités extemporanémentles sont placés pendant 45
min dans 1’obscurité. L’absorbance est alors mesurée a 750 nm. La solution de sérum
albumine bovine (BSA) dont les concentrations varient de 0 a 500 pg/mitilisée comme

protéine de référence pour réaliser la gamme d’étalonnage.

11. Cinétique de production

La cinétique de production de I’enzyme est réalisée avec des parametres optimaux du
milieu testés auparavant. Une cultdeel 00 mL sur milieu optimisé est réalisée a partir d’une
pré-culture de 4 jours du méme milieu. La cinétique de productisuie$e pendant 14 jours
a 30°C sous une agitation de 140 rpm. Des prélevements sont effectgee 2hah, puis

centrifugés a 4000 g a 4°C pendant 20 min. Le culot est utilisé pmadare de la biomasse.
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Le surnageant obtenu est conservé a -20°G ptilis¢ pour le dosage de I’activité

enzymatique, des protéines et des sucres totaux.

12. purification préliminaire de P’alpha-amylase de la souch&treptomyces
sp. (20r)
12.1. Préparation de I’extrait brut

Une pré-culture de 10 mL a été réalisée sur miliey, IB€hdant 3 jours. Cette
derniere sert a inoculer 100 mL du méme milieu. La culture dureurd p 30°C sous une
agitation a 140 rpm. Le surnageabtenu apres centrifugation a 4000 g pendant 20 min est
filtré & trois reprises a travers différents types de branes millipore : AA (0,88 um), HA
(0,45 um), et une membrane de 0,22 pndidmétre, afin d’éliminer toutes les impuretés et
les contaminants. Le filtrat (extrait enzymatique brut) estexw@sdans un congélateur a -

20°C, il sera utilisé pour la suite de la purification (Saextdd, 2011).

12.2. Précipitation au sulfate d’ammonium

L’extrait brut (60 mL) de la souche Streptomycessp. (20r) est soumis a une
précipitation au sulfate d’ammonium avec une saturation de 70% (Annexe n°10), afin de
séparer les protéines en différentes fractions. La solution axstepbdans un bécher a 4°C,
sous agitation constante pendant 4 h. Aprés centrifugation a 20000 g pendantz8@°C,
les protéines précipitées (culot) sont récupérées dans 2 mL gentahnis-HCI (Annexe
n°11) Le dosage de I’activité enzymatique et des protéines totales est effectué aprés cette

étape.

12.3. Dialyse

Les protéines précipitées sont mises en suspension dans un volumeuédnipon
Tris-HCI. Elles sont ensuite dialysées contre 2 litres dmenéampon, en utilisant une
membrane semi-perméable (Spectra/por, 20mm, limite d'exclud®ikDa), sous une faible
agitation a 4°C pendant 24 h. Le tampon de dialyse est renouvelé 3 fois chaque 4 h.

12.4. Chromatographie sur gel filtration (Sephadex G-75)

La séparation des molécules se fait en fonction de leur aditle leur forme. On
utilise pour cela des granules de gel poreux qui constitue la plaiearsiire. Dans notre
présente étude, cette derniere est constituée du gel de Se@sl¢Rharmacia). Ce gel
possede un domaine de fractionnement sittie 8ra 80 kDa. Une colonne d’une dimension

de (1x60cm) a été préparée puis eéquilibrée avec du tampoHFigisqu’a stabilisation du
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débit a 0,8 mL/min. Le volume mort ¢/de la colonne est déterminé par injection du bleu de
dextran (18kDa) & une concentration de 1 mg/mL.

La fraction issue de dialyse (5 mL) est déposée en haut de la colonnes eaékiées
conditions a débit constant. Des fractions de 1,5 mL sont recueilliegractérisées (activité
enzymatique d’a-amylase, et teneur prog@e a 280 nm). Les fractions douées d’une forte

activité enzymatique sont rassemblées puis stockées a -20°C.

13. Caractérisation partielle del’alpha-amylase
L’a-amylase partiellement purifiée produite par 1’isolat Streptomycesp. (20r) est
caractérisée. Cette caractérisation préliminaire e$is@ééaavec la fraction active obtenue

apres purification sur gel filtration.

13.1. Activité en fonction de la température
L’influence de la température sur 1’activit¢ de I’a-amylase est étudiée. Les mesures
sont réalisées pour un intervalle de température allant de 37°C a ald0We déterminer la

température optimale de I’enzyme. La mesure de I’activité est réalisée a pHS pendant 30 min.

13.2. Activité en fonction du pH

L’étude de la variation des activités enzymatiques en fonction du pH est réalisée pour
une gamme de pH variant de 2,2 a 10,6. Quatre types de solutions tampon 20 mM sont utilisés
pour suivre les effets du pH sur I’activité : tampon Glycine-HCI pH (2,2-3,4), tampon sodium
acétate pH (4,0-5,2), tampon phosphate pH (5,8-8,2), et tampon Glycine-Na(®;8pH),6)
(Annexe n°11)L'activité de I’a-amylase a été effectuée a 40°C pendant 30 min.
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Résultats et discussion

1. Sélection de la meilleure souche actinomycetale productrice d’alpha-
amylase

Les diamétres des zones d’hydrolyse d’amidon pour la sélection des actinomycetes
productrices d'a-amylase démontrent que deux souct&septomycesp. 20r et 19) étaient
proéminentes, parmi quatorze actinomyceétes, qui présentaient plus ownmirene de lyse
entourant les spots de croissance microbienne dans le milieu a base d’amidon (figures 19. A,
19. B et tableau 17). La soucheSteeptomycesp. (20r) a été choisi en raison de son activité
amylasique et de ses bonnes caractéristiques de croissanapetudation (figure 20. A). Ce
microorganisme a été isolé de l'eau des marais salant d'Ain Mlila, Algar&quence de son
géne ADNr 16S a été déterminée et soumise a GenBank sous leondiaécession
KP314280.

NB : La couleur de la zone de lyse entourant la croissance micrebieans a permis de
différencier les a-amylases des f-amylases. La zone étaltune couleur rouge-brune ce qui

nous a démontré que ¢’est bien une a-amylase (figure 20. B).

Tableau 17 :Criblage d'actinomyceét produisant 1'a-amylase, par des zones d'hydrolyse sur
milieu & base d'amidon.

Echantillons Activité amylasique sur boites de pétri

- + ++ +++
Sol de sebkha 2 2 1 0
Eau de sebkha 0 1 1 1
Eau de lac 0 2 0 0
Ecorces de cédre 0 2 1 1
Total 2 (14,3 %) 7 (50 %) 3 (21,4 %) 2 (14,3 %

Zones d’hydrolyse: (-) négative(+) faible (< 2,0 cm de diametreg)t+) moyenne (2,0 cm < X < 3,0
cm de diameétre)+++) forte (> 3,0 cm de diameétre)

Figure 19. A Dégradation de ’amidon par la souche actinomycetale 2Qr
(@Jechnique des spotf): Technique des stries.
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Figure 19. B : Dégradation de I’amidon par la souche actinomycetale 19.

(a): Technique des spots (b): Technique des stries.

Figure 20 : (A) Aspect macroscopique de la souche 28). Zone de lyse entourant la
souche 20r de couleur rouge-brune sur milieasa d’amidon.

2. Criblage des genes d’alpha amylase
2.1. Séquencage génomique @&reptomycesp. (20r)

L’extraction de I’ADN génomique de la souche (20r) a été réalisée par deux méthodes:
la premiere, en utilisant le Kit GenElute Bacterial GenoDINA ; et la deuxiéme a été
réalisée selon la méthode modifiée de Vigtyal, (2010).La concentration de I’ADN
génomique extrait par la premiére méthode est égale a 70,9 tangdisl qu’une concentration
de ’ordre de 236,7 pug/ul est obtenu avec la deuxieme méthode.

L’ADN génomique a été séquencé par le séquencage haut débit lllumina2Bi®eq
sur la plate-forme Get Génome et Transcriptome du Génotoul de Teulbrence. La
technologie illumina a été initi¢ par la société Solexa avec la sortie d’un nouvel appareil de
séquencage en 2004 (Bennett, 2004). Cette méthodologie ne s’appuie pas sur le méme
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principe que les techniques précédentes. Pour cette technologiendlldanimatrice est

immobilisée sur un support solide et I’amplification se fait par création de ponts, permettant

d’obtenir une longueur de séquence théorique de 2x100 pb (Figure 21).
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2.2. Traitement bioinformatique des séquences
Le traitement et ’analyse qualitative des données ont été effectués a la platee for

Bioinformatique du Genotoul Bioinfo (Toulouse, France).

Ainsi, l'assemblage final du génome de la souShreptomycesp. (20r) a permis
d’assemblé les reads (lecture) afin d’obtenir 165 contigs de tailles supérieur a 2000 pb. La
longueur du plus grand contig est de 301.099 pb. La taille des contigssestisfaisante, ce
qui signifie que les banques de séquences sont de tres bonne qumediteent étre utilisées
dans les assemblages. La taille du génome obtenue est de 7 dibyegrésente 98% de la

séquence totale du génome, avec un taux de G+C % égale a 75%.

2.3. Blast et alignements des séquences

Dans un premier temps, un recensement des a-amylases caractérisées dans la base de
données CAZY, qui répertorie la famille GH13, est réalisé.l&auite, on a déterminé les
orthologues putatifs (Nodes) de nos génes d’o-amylases a partir de notre assemblage
génomique de la souche &reptomycesp. (20r). Pour cela, quatre séquences protéiques
appartenant au geni®treptomycesjui codent pour des a-amylases de tailles différentes
(507aa/566aa/914aa/989aa), ont été choisie et qui serviront de mateppéaiuet dont les
séquences sont connues (Annexe n° 04).

Un Translated BLAST (tblastn) sur le génome contre les séquena&Esquesd’a-
amylasesde différentes tailles a été réalisé. Il nous a permis d’identifier six orthologues
putatives (Nodes) sufrADN génomique deStreptomycesp. (20r), possédant des cadres
ouverts de lecture ORFs nommé Node qui ont été identifiés, et @ndisdes homologies

avec des génes codant potentiellement pous-@@sylases comme sulit :
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Nodetaille 41288 pb> 93 %’identité

Amylase deStreptomyces lividan®07 aa

Node 64 taille 44519 pt»> 90 %d’identité

Nodétille 41288 pb— 93%’identité
Amylase deStreptomyces alby$66 aa)

Node 64 taille 44519 pb> 78 %d’identité

Amylase deStreptomyces lividanBK24 (914 aax—> Node 76 taille 35290570 % ID

Amylase deStreptomyces griseorube(889 aax—> Node 65 taille 41819-pb 9%

2.4. Annotation structurale et fonctionnelle des séquences
L’annotation structurale du génome de Streptomycessp (20r)a permis de définir la
position des ORFs se trouvant sur les contigs (Nodes) de notnebésge genomique. Cette

annotation est réalisée a I’aide du logiciel Clone Manager Professional 9.2.
Les bornes nucléotidiques des six orthologues putatives sont les suivant :
Les bornes nucléotidiques du Node 67 ORF-28 €88-p298]—> 538 aa avec le codon stop

Les bornes nucléotidiques du Node 65 ORF-3 s@893%734}> 961 aa avec le codon stop

Les bornes nucléotidiques du Node 76 ORF-1 sati]226542]— 643 aa avec le col
stop

Les bornes nucléotidiques du Node 67 sont [23B)-89 473 aa avec le codon stop

Concernant les bornes nucléotidiques des deux Nodes 64 (ORF-9 et ORF-49a®mu

trouver les codons stop des deux séguences.

Le séquengage et I’annotation fonctionnelle du génome @&reptomycessp (20r)a
permis de définir différentes régions chromosomiques, basées donddi®ns prédites en
tant qu’a-amylases des différentes ORFs (CDS) retrouvées pardip ldantre la pdb. Enfin
des alignements de séquences contre des banques de données protéigueDéPa Bank)
sont effectuésa 1’aide de Blastp, afin de sélectionner les séquences protéiqgues homologues

(Annexe n°12)L’analyse de la séquence du Node 65 ORF-3, on la comparant avec la banque
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de données NCBI, a révéle présence d’un géne codant une a-amylase présentant une tres
forte homologie d’acides aminés avec celle de Streptomyces bikiniengi89% d’identité) avec
les positions de quatorze acides aminés qui divergent, ayant étifidde@ette analyse

suggerealonc que ce géne code pour une a-amylase.

Concernant la séquence du Node 67 QRH-analyse a montré qu’il y’a une identité
parfaite de 100% avec une glycosidasearfiylase) deStreptomycessp. WAC04657
(Gverzdys et Nodwell, 2016), prouvant ainsi que notre QRkede bien pour une o-

amylase.

L’alignement de séquences des deux Nodes, indique aussi que 1’a-amylase comprend,
une triade catalytiqgues (Asp, Glu et Asp), ainsi que quatre régartement conservées (l-
IV) précédemment identifiées dans lanfle des a-amylases (Nakajimat al., 1986 ; Nielsen
et Borchert, 2000).

Les ORFs obtenus ont été alignés a 1’aide de Blastp de séquences contre les banques
(nr) pour pouvoir déterminer les domaines conservés des séquendeltamags (Annexe
n°13).Pour cela, parmiks six ORFs codants pour des a-amylases, on a choisi deux séquences
pour la suite des travaux, le Node 67 ORF-28 ; et le Node 65 ORF-8e£deux séquences
protéigues posseédent des domaines modulaires (CBM) : Les Node$b petsédant un
CBM 20 et un CBM 2 en C-terminal et deux CBM 25 en N-termingbe@s/emen{Annexe
n°13).

Environ 10% des enzymes amylolytiques possédent un domaine de liaison aux
glycosides hydrolases, outre les amylases. Les SBD (dtaxding domain) sont classés
sous les CBM (modules de liaison aux hydrates de carbone). Un GBMnemodule
auxiliaire de 40 a 200 acides aminés avec un pli discret qui possedéivite @de liaison aux
hydrates de carbone et est habituellement contigu au domainetigatlyls n'ont pas
d'activité catalytique (Babu et Satyanarayana, 1993hnlisine spécificité, on n’ayant pas
une affinité avec tous les substrats. Les CBM dégradent desrassibdifficilement
accessibles, car ils sont suspectés de déstructurer lae ahaillamylose qui est assez
compacte, puisque les hélices de ’amylose sont assez compactes et rigide, ce qui rend la
liaison et I’affinit¢ du substrat avec 1’enzyme difficile. Il va déstructurer la structure de
I’amylose pour qu’ils puissent se lier avec I’enzyme. Ils permettent aussi a I’enzyme de se
fixer au substrat, d’augmenter la concentration de substrat autour de 1’enzyme et ainsi
d’accroitre de deux a cinq fois leur activité (Guillén et al., 2009 ; Cuskiret al.,2012).
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lls ont été classés en familles sur la base de la sitd@ilde séquence d'acides aminés.
Le domaine de liaison a I'amidon appartient a sept familles difiés de CBM (CBM20,
CBM21, CBM25, CBM26, CBM34, CBM41 et CBM48). Les SBD d’a-amylase sont classés
majoritairement dans les familles CBM20 et CBM25. Bien qu'un grandreode séquences
de SBD bactériennes, d’archées et de champignons soient disponibles a la base de données
CAZy; seuls quelques SBD d’a-amylases ont été caractérisés et bien décrits (Guatién.,
2007; Yamaguchet al.,2012).

Le peptide signal (PS), est la séquence signature reconnue pachmenie cellulaire
pour diriger I’exportation et la sécrétion d’une protéine. De nombreuses études statistiques ont
permis de déterminer les caractéristigues principales desGB®ralement les PS des
bactéries a Gram positif ont une longueur moyenne de 32 acidessaailoré que ceux des
eucaryotes et des bactéries a Gram négatif est de 28 acides aminésdShioulge, 2000).
Nous avons entrepris de produire lanfermature de la protéine, c’est a dire délestée de son
peptide d’adressage mitochondrial en N-terminal sur la base de prédictions bioinformatiques.
La position du PS des deux séquences protéiques (67et 65) a été prédite par ISiggaiiel
4.1 Server,qui est présent¢ comme 1’algorithme le plus fiable d’aprés une récente étude
comparative (Emanuelssat al., 2001) , basé sur la répartition de charge similaire a celles
des peptides signaux des bactéries a Gram positif. Leurs ségummicé&té omises des

séquences protéiques des deFs: I’ORF-28, et ’ORF-3, respectivement :

>NODE-65 ORF-3(avec le peptide signal 34 aa)

MTRTRPRPPARPLAVLVVAAAGLVGLVAAPPATPSPRTAPVAAAVESTTTVYYWTKTKNWARYNLHYAPDGGSWT
SVPGTVMEAACTDWVKKTVSLGAAAGLQATFNDGGGTWDNNGGRNYALGTGSVTVKDGVVAHSDPCADTPPAESR
TATVYYSTASLGWSTANVHYQPTGGAWTTAPGVGMQAACAGWWKREIDLGTATGLKAAFNNGNGTWDNNGGSDYA
LGAGVSTVRNRVVTANATDPCAATPPDTQAPTAPAGLTATADGTSVLLAWNPSTDDRGVTAYQVTRTGGSGGTFV
TDVGSTVFSDTGLAERTAYTYTVRAVDAAGNVSPASSPATATTGDEPAGPANGRPLGTDPRKDPIYFVLTARFHD
GDPSNNRGGSQHAKSGNAANDDPMFRGDFKGLIQKLDYVKGLGFSATWVTPVVLNRSDYDYHGYHGWDFYKVDPR
LESAGASYQDLIDAAHAKGMKIYQDVVYNHSSRWGAKGLFTPTVYGVRDSQWSWYYDEKQPGFEYDGLTVDPKSG
KSYYNGDLWSTAEPTGNTCVNWGKPTGGKSAEGYTVYNCQWPSPTSGMFPKDLYHQCWIGNWEGEDSRSCWIHED
LADFNTENPVVQNYLIGAYDKYIDMGVDGFRVDTAVHIPRTTWNRRFLPATIQERVAQRHGAEAAKNFFVFGEVAA
FVNDKWNRGSVNHSAQFYTWKERKEYALDDGRAALEMYDHEQQRGTGDQPTSTNAFLNGNSYHAPDHSRFSGMHV
IDMRMHMNFGDAQNAFSNGKDSDDSYNDATYNVVYVDSHDYGPNKSSERYAGGTDAWAENMSLMWTFRGIPTLYY
GSETEFQKGKKIDCGPSCPLADTGRAYFGAHLAGSVTASDFSAVSSASGTVATTLQQPLVRHVQRLNQIRRATPA
LQTGQYSTEGVSGGMAFKRRYTDAGTDSFALVTVSGGATFTGVPNGTYTDAVTGDVRTVTNGTLTVTAPGKGNLR
VYVLNGPGRIGTAGPYLK

>NODE-67 ORF-28(avec le peptide signal 43 aa)

HFRQLLATVKSAGGNMARRTVAAALALVAGAAVAVTGNSPVQAAPPGEKDVTAVLFEWKFSSVAKECTDRLGPAG
YGYVQVSPPQEHVQGGQWWTSYQPVSYKIAGRLGDRAAFKSMIDTCHAAGVKVVVDSVVNHMANGSGTGTGGTPF
SKYDYPGLYSGADMDDCRAEITNYQDRGNVQNCELVHLPDLDTGEDHVRGRIAGYLNDLLSLGVDGFRIDAAKHM
PAADLANIKSRLTDPGAYWKQEATIHGAGEAVSPSEYLGSGDVQEFRYARDLKRVLQNEKLAYLKNFGEAWGHMPS
GRAGVFVDNHDTERVGDTLSYKDGANYTLASVFMLAWPYGSPDVHSGYEWTDKDAGPPNGGQVNACYSDGWKCQH
AWREISSMVAFRNTARGQAVTDWWDNGNNATAFGRGSKAYVAINHESSALTRTHQTSLPAGTYCDVQSNNPVTVD
GSGRFTATLGANTALALHVNAKSCGTTTPPPASTGTSFQATATTVVGQNIHVTGNLAALGNWSPASAPKLDPAAY

PVWKLTLSLPAGTTFAYKYVRKDAAGNVTWESGANRTATVPASGQLVLNDTFRS
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2.5. Optimisation des conditions de PCR

La PCR est un outil de diagnostic de routine tres utilisé, seet (@sualisation apres
migration), ou suivi d’une technique complémentaire de caractérisation de produits amplifiés,
tel que le séquencage. Malgré la standardisation de cette méihedeste toujours des
limites. Le risque de contamination, la présence d’inhibiteurs de PCR, la dégradation des
acides nucléiques en cas de mauvais conditionnement, et surtout ledésquéations au
niveau des sites de fixation des amorces, sont adtaronvénients auxquels il faut faire
face.

Pour cela, lors de notre étude, on a fait une optimisation des conditi®?SRieles
deux séquences protéiques (ORF-3 ; QRJ-afin d’obtenir les conditions optimale de la
PCR pour chaque Node. Des réactida®CR ont été réalisées sur I’ADN génomique de la

souche 20r avec les couples d’amorces correspondantes a chaque ORF.

v" Les conditions optimales de I’amplification du Node 67 ORF-28 est celles fournit par
la PCR-5-utilisant ’enzyme prime Star Max. La PCR-8- utilisant la Phusion high-

fidelity a aussi donné de bons résultats pour ce Node. (figure 22. A).

v' Les conditions de la PCR -9- utilisant la prime Star GXL, dest conditions
optimales poul’amplification du Node 65 ORF-3 (figure 22. B).
Ainsi, la taille attendue des deux génes 65, 67 est de 2,9 kb et 1@sgbctivement,
comme on peut le voir sur le gel de la figure 30. Il semble donc que les s€quences codant 1’a-

amylases aient bien été amplifiées.

Par la suite, on a réalisé une purification des produits PCR du@Noaeartir du gel
d’électrophorése a 1’aide de GeneJET Gel Extraction Kit, Thermo Scientific. Cette

derniére alonné des concentrations d’ADN de ’ordre de :

v [ADN] Phusionaio= 4,7 ng/uL
v [ADN] Phusiongioo) = 1,3 ng/pL
v" [ADN] prime Star Max= 6,3 ng/uL

Afin d’obtenir un ADN pure avec une concentration suffisante pour le reste de 1’étude,
une purification des produits PCR des deux Nodes 6%,8%ide de GeneJET PCR
Purification Kit, Thermo Scientifi¢ a permis d’obtenir des concentrations d’ADN de 1’ordre
de:
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v" [ADN] 7 prime Star Max = 25,9 ng/uL
v [ADN] g7 prime Star Maxy10y= 91,4 ng/puL
v" [ADN] g5 prime Star GXL = 21,1 ng/uL
v" [ADN] g5 prime Star GXL/10)= 6,8 ng/puL

MT1

Figure 22: Gel d’agarose apres amplification par PCR des séquences codantlesylases
(A): Le cadre rouge montre ldode 65 ORF-3 qui fait une taille de 2Kb; (B): Le cadre bleu
montre leNode 67 ORF-28 qui fait une taille de 1,6 KKIT() : Marqueur de taille.

3. Clonage des ORFs codant les alpha-amylases

Le génie génétique été largement utilisé pour le clonage du géne de l'a-amylase
produite par différentes souches, principalement d¢hezoli et Saccharomyces cerevisae
L'o-amylase était I'une des premiéeres protéines adoptées pouruliss ée biologie
moléculaire en rabn de nombreuse raisons comme 1'existence d'un test d’hydrolyse facile a
réaliser, la disponibilité des souches non amylasique, la connasdania génétique, la

production et la technologie de fermentation de 1'a-amylase cheBacillus subtilis

L'a-amylase est un biocatalyseur important, pour cela, plusieursitestant été
réalisées sur le clonage de geénes codant pour l'a-amylase a partir de plusieurs bactéries et
archées dans des hotes hétérologues tel§ goali., et les génes codant cette enzyme ont été
clonés et caractérisés a partir de certaines espec&refgomycespp. (Ahmetagic et
Pemberton, 2010 ; Zhibiet al.,2015). Un géne codant pour une a-amylase d'environ 63 kDa
de Streptomyces lividariBK24 a été exprimé chei. coli (Yin et al.,1997)
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Un géne codant pour l'a-amylase de 62 kDa d'un acidophBacillus acidicolaavec
une troncature en N et C-terminale a été cloné dans le plasmide pET28a& @3pimé dans
E. coli (Sharma et Satyanarayana, 2012). Un géne de l'a-amylase diérant I’amidon brut
(amyBS-I) avec son peptide signal provenant de la souctgaddus subtilisASOla été
cloné et exprimé dan&. coli. Cette enzyme recombinante a été sécrétée de maniére
extracellulaire. La production a été multipliée par sept jogtimisation de la surface de
réponse des conditions de culture. Elle a été rajouté en pate pooail'amélioration de la
qualité du pain par rapport au pain additionné d' a-amylase commerciale (Rat al., 2013).
Un autre gene codant pour une amylase (Amy-EXxiguobacteriunmsp.SH3 a été exprimé
dansE. coli sous la forme d'une protéine étiquetée His-tag fonctionnelle d'envireD&3
(Emampouet al.,2015).

Nosa-amylases des deux Nodes caractérisées précédemment pitssesigropriétés
intéressantes sur le plan de leur résistance a la tempésttang pH alcalins ainsi que leur
halophilie. Pour identifier les facteurs moléculaires responsal#eses caractéristiques,
initier 1’étude des relations structure fonction, et éventuellement améliorer davantage ces

catalyseurs, nous avons entrepris le clonage des génes codant ces protéines

L’objectif de cette étude, est de cloner les deux génes qui codent pour des a-amylases
de différentes tailles, dans le plasmide pET28a(+). Ce derniarngdasmide bactérien qui
permet ’expression des protéines hétérologues par induction grace au promoteur T7lac. I
nous permet d’obtenir des protéines étiquetée hexahistidines en N-terminal, puisque
généralement la structures des amylases en N-terminagnegFlip». Du coup on a pu
insérer cette étiquette de 6 histidines en cette position, afin de pouvmirifess par la suite.

Il contient aussi le géene de résistance a la kanamycinaetiant ainsi la sélection directe

des plasmides recombinants.

Le clonage des deuxgenes qui codent pour des a-amylases dans le plasmide
pET28a(+) a éte réalisé. Pour cela, les séquences des desxogepe amplifiés dans leur
totalité par PCR avec des couples d’amorces, comprenant des sites de restrictions Ndel en

position 5’ et Spel en position 3°.

NB: Les deux concentrations d’ADN aprés PCR utilisés pour ce clonage sont : de 25,9 ng/pL
et 6,8 ng/uL, pour I’ADN du Node 65 et 67, respectivement.
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3.1. Analyse plasmidique par criblage virtuel

Des cartes théoriques simplifiées de la construction attendue pldssnides

recombinants (65,67) et du vecteur sont réaliséd%ide du logiciel Clone Manager

Professional 9.2 et sont présentées dans la (figure 23.A, 23.B), respectivement

Xhol BVl Sl
Xhol ‘ Banll
Notl Pl Drdl
HindIII AFIT Mmel
BspHI Banl BRI (| | || Sepl
Xmnl | Scal Pmil EcoRl BssS | i) | BcVI++
\ 4 Xmnl Sphl BamHI BsiWI | A Mmel BsmBI
Smal f1 origig_ / SphI Xmnl BstYl ++Mmel L origin A AT ++
% Berri TR Xmnl Stul Xmnl v //ﬁﬁlrﬁﬂﬁn
an +4+ Mrel ) rul Bar
BspHl. L saen Y/ KanR ) Mmel BspHl BetY
Bl Smal Xmal ]/ P67 BStYI EcoS7MI Acul
\ | _Bglll KAL PpuMI Drdl { |
. Pl Bsal | | il
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Figure 23. A : Cartographie de restriction théorique des plasmides recombinants attendus dendus de
la 65/67
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Figure 23. B :Cartographie de restriction du vecteur pET28a
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Vecteur pET28a (NdeI Nhel) = 3362 pb| Plasmide recombinants

Insert Node 65 (Ndel' Spel)—> 2930 pb

Vecteur pET28a (NdeI Nhel) —> 3362 pb| Plasmide recombinants

Insert Node 67 (Ndel' Spel)—> 1616 pb

3.2. Analyse plasmidique par digestion de restriction

Les deux genes ont pu étre clonés dans le plasmide pET28a aweés, sine dizaine

de clones ont pu étre obtenus pour chaque construction a partir de ddomséfear

I’antibiotique : kanamycine.

Pour controler et confirmer I’insertion des deux fragments 65/67 dans les plasmides
recombinants, on effectue une digestion em#ique avec I’enzyme de restriction BglIl. Dix
clones sont sélectionnés a partir des boites de pétri, puis miscentyres. Des mini-
préparations sont effectuées par la suite, pour extraire eieples plasmides recombinants.
Ces derniers, sont digs par la Bglll pendant 1h a 37°C. L’enzyme de restriction a la

capacité de digestion des deux fragments I’insert et le vecteur.

Apres digestion enzymatique de I’ADN plasmidique de plusieurs clones, on obtient
deux bandes distinctes pour chaque construction comme le montreuta @4.A, 24.B),

respectivement :

v" Pour les clones positifs de la 65, la taille attendue des deyrdras, aprés digestion,
sont de 1501 pb et 6793 pb.

v Pour les clones positifs de la 67, la taille attendue des dagmédrgs, apres digestion,
sont de 1176 pb et 5804 pb.
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5,8 Kb

1,2 Kb

Figure 24 : (A) profil de digestion de ’ADN plasmidique de I’insert 65 avec la Bglll (B)
profil de digestionde I’ADN plasmidique de I’insert 67 avec la Bglll. Les cadres rouges
représentent les clones positifslT): Marqueur de taille.

Apres veérification sur gel, les deux constructions réevélent unetiorsedlu gene
d’intérét dans le plasmide recombinant avec des tailles de 8,3 kb pour I’insert 65 et de 7 kb
pour I’insert 67. Le profil de la digestion enzymatique de I’ADN plasmidique recombinant;
nous a permis de constater les deux bandes de la taille attendueh@que construction.
Pour cela, on a pu sélectionner deux (I et G) et cing (A, C, Dclipd@¢s munis de plasmides
recombinants pour les Nodes 65 et 67, respectivement, sur une dieaohenes positifs

analysés, des deux constructions (figure 24).

Les deux constructions plasmidiques ont été vérifiées par sequeRpagecela, des
mini-préparations des deux plasmides sont réalisées, puis envaysaguancage au (GATC,
Constance, Allemagne). Les résultats montre qu’il y’a bien eu insertion des deux séquences
65 et 67 dans les plasmides recombindiitis fois la séquence validée, les tests d’expression

ont pu étre réalisés.

4. Tests d’expression des protéines recombinantes en systéme procaryote

Une protéine recombinante peut étre produite par des cellules progkictr
génétiquement modifiées par [D’apport d’un transgeéne. Le systéme d’expression est
généralement hétérologudl s’agit d’une espece différente de celle produisant la protéine
naturelle. La production de telles protéines permdedeurifier et d’en disposer en grande
quantité pour les étudién vitro, mais aussi dans un usage médical (antigene) ou industriel

(production d’enzymes). Les transgénes sont insérés dansdes vecteurs d’expression variés,
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selon les organismes hotes, sous le contrdle de promoteurs induetiblies souvent, ce qui

réduit la toxicité liée a la surexpression de la protéine recombinante.

Parmi les différents organismaétes d’expression disponibles, la bactérie E. coli est
généralement choisie pour sa facilité de manipulation, sa arosgapide, sa génétique

simple, son faible colie production, et ces taux d’expression élevés.

4.1. Tests d’expression des a-amylases sur milieu LB cheZ. coli BL21(DE3)

Les premiers tests de surexpression ont été entrepris damst lée caractériser
I’expression et la solubilité des protéines recombinantes. L’expression des protéines a été
effectuée dans le milieu LB, avec des celluleg. coli BL21 (DE3) compétentes, en
préesence de 0,5 mM’IPTG a 37°C pendant 5h sous agitation. Un témoin négatif
d’expression a été réalisé en absence d’IPTG. Les cellules ont été lysées par un tampon de
lyse (trizmabase 100 Mm pH 8, NaCl 150 mM, lysozyme 0,75 mg/mllg, lgsat protéique
ainsi que le surnageant ont été récupérés et analysés gaopflerese sur gel SDS en

conditions dénaturante a 10%.

L’analyse SDS-PAGE de I’expression des deux protéines dans ces conditions est
présentée dans la figure 25. Comme le montre cette figure, ngeeblande de surexpression
dont la masse apparente correspond a la masse attendue de 60 kiasbpairde 100 KDa
pour la 65, est observable dans les fractions contenant le culott fiealpgotéines insolubles.
Toutefois, cette bande d’expression n’apparait pas dans le surnageant de lyse contenant les
protéines solubles.

4.2. Tests d’expression des a-amylases sur milieux LB et auto inductible chekE. coli
BL21 (DE3)

bY

Une diminution de température de 37°C a 20°C a été réalisée. Unéengrem
expression des protéines a été effectuée dans le milieud, des celluleg’E. coli
BL21(DE3), en présena& 0,5 mM d’IPTG a 20°C toute la nuit. Une seconde expression a

ete réalisée, cette fois-ci dans un milieu auto-inductible pendant 3 jours a 20°C.

L’analyse SDS-PAGE de ’expression des deux protéines dans ces conditions, montre
une importante production de protéine recombinante dans la fraction iesasbtoujours a

la taille attendue pour les deux protéines recombinantes.
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4.3. Tests d’expression des a-amylases sur milieu LB cheZ. coli Rosetta 2 pLysS (DE3)

Afin de trouver les meilleures conditions pour 1’expression des protéines, une autre
souche d’E. coli (Rosetta pLysS (DE3)) a été testée, dans un milieu de cuByravec deux
conditions d’induction a ’'IPTG a 0,5 mM pendant 5 h a 37 °C et toute la nuit a 20°C.

Les extraits cellulaires contenant les fractions solubléssetubles ont été analysés
par SDS-PAGE. Léande d’expression des deux protéines 67 et 65 (60 KDa/ 100 KDa)

n’apparait pas dans le surnageant contenant les protéines solubles.
4.4. Détermination des parametres d’expression des a-amylases sur milieu LB

L’expression et I’extraction des protéines peuvent étre influencées par plusieurs
parametres :

- La température, en effet la température de la cultur@rd'ssion peut influencer et
améliorer la solubilité des protéines recombinantes en raantitee métabolisme bactérien.
Une diminution de la température conduit & une réduction des taux d'exprekai
diminution de ces niveaux d'expression permet d'une part, de limgeintieractions
hydrophobes intermoléculaires qui provoquent I'agrégation, et d'autre @aterdie saturer
les systemes d'assistance au repliement formés par les protéinesmumeped. coli.

- L’utilisation des milieux d'auto-induction permettent le contréle strict du promoteur
T7 pendant la croissance via la répression catabolique en présegloeas® comme source
de carbonel’utilisation du glycérol comme source de carbone et du lactose comme&induc
pendant la période de production. Le milieu est tamponné pour compenser l'a@dificati

- L’utilisation de souches particulieres. Il n'existe pas de souehmeftant la
solubilisation des protéines, mais parfois quand on change de souche on sitiesit
moins de protéines.

- La quantité d'inducteur, car il faut diminuer au maximum apientité pour obtenir
une protéine active.

Toutefois, toutes ces techniques visent a diminuer la production, aussi oredme/ent une
baisse du rendement.

- Les types de détergents amphiphiles, qui dégradent et perisgratids membranes
bactériennes, interagissent également avec les surfacephgbes exposées des protéines,
et favorisent ainsi leur solubilisation en présentant une extrémité polaotvant aqueux.

A I’instar de changement de souches bactériennes, et de milieu de culture, nous avons

¢galement réalisé une optimisation d’autres paramétres comme la quantité de Iinducteur
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(IPTG), la température d’expression et la nature du détergent utilisé dans le tampon de lyse
(Triton X-100), testé a deux concentrations différentes 0,1 % et 1% (v/v).

L’expression des protéines a été effectuée dans le milieu LB, avec les deux souches
d’E. coli: lesBL21 et les Rosetta, en présence de 0,1 éAMTG a 30°C pendant 4h. Un
témoin négatif d’expression a ¢été réalisé en absence d’IPTG. Nous avons essayé de recueillir
les protéines recombinantes 65/67 dans la fraction soluble, en introduisdétergent non
dénaturant dans le nouveau tampon de lyse (25 mM Tris pH 8, 200 mM KCIld&0%
glycérol, 0,1% et 1% de triton X-100).

L’analyse SDS-PAGE de D’expression des deux protéines dans ces conditions est
représentée dans la figure 26. Cette derniére mqnér€induction est faible dans les deux
souches. @n’a pas une trés grande expression protéique, mais pour autant, on a pu observer
une légere bande corresponde a la taille attendue pour les deux esdi@k®a pour la 67
et de 100 KDa pour la 65, dans la fraction soluble du lysat contenant tieedparprotéines
solubles des deux constructions. Une expression protéique a pu étre obdarsviés cultures
non induites pour les clones 65G Rosetta et 65G BL21.
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Figure 25 : Gels SDSPAGE présentant les résultats des tests d’expression, fraction insoluble (culot,
C), fraction soluble (surnagear). (A) La fleche et le cadre en rougentre la migration de I’a-

amylase 65 a 100 KD4B) La fleche et le cadre en blewontre la migration de ’a-amylase 67 a
60KDa.
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[} [CJ<-100KDa

Figure 26 : Gels SDS-PAGE présentant les résultats des dastpression, fraction insoluble (culot,
C), fraction soluble (surnagear). (A) La fleche et le cadre en rougentre la migration de I’a-
amylase 65 G a 100 KD¢B) La fleche et le cadre en bleu montre la migraiol’a-amylase 67 D a
60KDa. Les cadres blancs montrent une expression protéique dans des culturesiiten(ill).

Malgré une optimisation de quelques parametres d’expression et d’extraction, et
I’obtention d’une partie de nos protéines dans la fraction soluble du lysat, nous en avons
conclu que les protéines recombinantes 65/67 sont produites sous forme de corps d’inclusion
chezE. coli. Des résultats semblables sont représentés dans 1’étude de Carlier, (2006). Ce
sont des agrégats insolubles composés principalement de protéine nectambial repliée et
biologiqguement inactive. Leur formation est en patiée au taux d’expression du gene
hétérologue dans la bactérie. Ainsi, un taux d’expression trop élevé dang. coli, jusqu'a 50%
des protéines totales, favorise les interactions hydrophobes\aiéeulaires par rapport aux
interactions internes, et empéche le repliement correcteti&ne au profit de la formation
d’agrégats (Georgiou et Valax, 1999). Cependant, le fait que la protéineeg@agn corps
d'inclusion a toutefois quelques avantages, elle est protégée de la protéolyse.
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5. Purification des protéines recombinantes par chromatographie d’affinité
(IMAC)

La purification des a-amylases recombinantes a été facilitée par la présentagdu
poly-histidines (6XHis) dans la région N-terminale des enzymes, permettant leurs
purification en une étape en utilisant utteomatographie d’affinit¢ IMAC (Immobilized
Metal lon Affinity sur colonne & coba{Co?"). Le principe de ce type de chromatographie
repose sur les interactions ioniques qui se forment entre lesabat et plusieurs noyaux
imidazoles de résidus histidines. L’¢élution de la protéine hétérologue est réalisée par un

mécanisme compétitif en ajoutant des quantités croissantes d’imidazole.

La purification par chromatographie d’affinité sur ions métalliques immobilisés
(IMAC) a été réalisée (comme décrit dans matériels &hates). Les fractions solubles
extraites du lysat obtenu des deux clones 65/BL21 et 67/Rosetta¢ attaggées sur résine
de cobalt. Toutes les fractions obtende$a chromatographie d’affinité ont été déposées sur
gel SDS-PAGE. Les résultats des gels sont présentés are(£3.A ; 27.B et C). Avec ce
protocole de purification, il semble que la protéine 65 soit éluée derda premiere
centrifugation en utilisant le tampon sans imidazoda s’explique peut-étre par le fait que
I'étiquette poly-histidines est cachée (pour des raisons stiesiyrear la protéine d'intérét ne
va pas interagir avec le cobalt, du coup elle ne sera pas retenua dasise. Concernant la
protéine recombinante 67, elle semble étre restée accroghésirie, méme apres élution par
I’imidazole, cela peut étre d0 a un mauvais repliement de la prqt@irps d’inclusion). On

conclut que la purification des deux protéines recombinantes n’a pas pu étre réalisée.

Le fait que la protéine s'agrege en corps d'inclusion a toutgielgues avantages, il
suffit en effet de purifier les corps d'inclusion par des séiescentrifugations ou par
filtration sur filtre de 0,45 um et par lavage du culeh ajoutant de ’EDTA, des détergents
non dénaturants tels que le Triton X-100 ou le desoxycholate ou des ditelgeaturants a
faible concentration. Il faut ensuite dénaturer la protéine puieraturerpour qu’elle
retrouve une structure nativen faisant varier les proportions d'agent dénaturant.
Techniquement, on ajoute des agents dénaturants, typiqguement de l'udés sals de
guanidinium, des détergents et un agent réducteur pour couper les politsedi non natifs
ou pouréviter qu’ils ne se forment lors de la solubilisation3¢ mercaptoethanol ou DTT). Ces

agents sont ensuite éliminés soit par dialyse soit en bloquant la protéine sur'affigieé d
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Lavage 10mM Elution 300mM Resuspension
D’Imidazole D’imidazole Sans Imidazole L

Figure 27: Gels SDS-Page présentant la purification sur résine de abémit-amylases

67/65 apres expression dans les souches BL21 et Roseitdyse des fractions de
resuspension, de lavage, et d’¢lution. Le cadre en rougmontre la migration de I’a-amylase 65G a
100 KDa ; et le cadre en bleu montre la migration’d@inylase 67D a 60KDaMT ) : marqueur de

taille.

6. Caracteres physicoehimiques des déchets d’orange

Les déchets d'orange proviennent de 'UNAJUC, une entreggigeoduction de jus
de Ramdhan Djamel, Skikda. Algérie. Les résultats de I’analyse physico-chimique de la

poudre du déchet d'orange sont présentés dans le (tableau 18).

Il ressort que la teneur de la poudierange en glucides est tres riche en sucre soluble
composée de 43,63%. Ces glucides sont facilement utilisables pardenganisme pour la
fourniture d’énergie rapidement (kirchhoff, 2005). Cette valeur se rapproche de celle trouvé
par Rivaset al., (2008) qui ont obtenus des valeurs de 16,9% de sucres dont 3,8% d’amidon.
kirchhoff, (2005) indique un pourcentage de 12% de sucre soluble constituésoeteérpay
du saccharose (40 % du total des glucides) ainsi que par du fructhsegleicose (chacun
30% du total).
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Tableau 18 :Composition physic@himique du déchet d’orange

Composition des oranges Taux (%)
sucres totaux 43,63
protéines 2,89
pH 3,43
la matiere séche 78,16
humidité 21,84
cendres 95,99
la matiere minérale 4,01
I’azote total 4,48
la matiére grasse 0,27

Cependant la valeur de 1’azote totale (4,48 %) est assez comparable avec celles de
Naouel et Cambellas, (1999), avec un taux d’azote de 7,45% qui est relativement élevé par
rapport a notre analyse. kirchhoff, (2005) indique que les protides (scéstazotées) sont

trés peu abondants dans 1’orange en moyenne 1 %, comme dans tous les fruits a jus.

D’autre part, Les autres constituants énergétiques ne tiennent qu’une place négligeable
dans la composition de I’orange ; les lipides (ou matiere grasse) sont concentrés dans les
pépins, et la pulpe et ne renferme que des traces. Dans nadtle estsassez faible de 1’ordre
de 0,27%, ce qui concorde avec celle rapporté par kirchhoff, (2005) avec uarpagecde

moins de 0,2 %.

Il est a noté également la présence d’une bonne quantité de matiére minérale 4,01%,
cette valeur est semblable a celle de Naouel et Camb@R89) avec une moyenne de
3,64% L’orange contribue ainsi efficacement a la couverture de I’ensemble du besoin minéral

du microorganisme, grace a son large éventail d’apport (kirchhoff, 2005).

Il a été démontré que les fibres sont assez abondantes danslets dél,8% en
moyenne. Elles ont I’originalité d’étre riches en pectines (environ 50%). On trouve aussi des
hémicelluloses et des celluloses (qui constituent la paroi des cellules de 1’orange), et quelques

traces de lignine (kirchhoff, 2005). Une autre étude a montré qudéldsets d'orange
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contiennent 42,5% de pectine, 10,5% d'hémicellulose, et 9,21% de celluluas €Ral.,
2008)

Notre échantillon de poudre d’orange a une valeur de pH de 3,43 ; ce qui concorde
parfaitement avec (Siles et Thompson, 20d@)indique que le pH des déchets d’orange est

compris entre 3 et 4.

Ces valeurs sont a considérer comme des ordres de grandeur, sesceptitbarier

selon les variétés, la saison, le degré de maturité, et les conditions de culture.

Pour conclure la richesse des déchets d’orange en sources carbonées en fait un milieu
favorable a la culture des microorganismes et a la productioméidolites bioactifs en

particulier les enzymes amylolytiques.

7. Optimisation de la production des alpha-amylase

La commercialisation d’une nouvelle industrie enzymatique est généralement limitée
au codt élevé du processus de production. Néanmoins, le colt du miligiiude ieprésente
30 a 40% du codt global de production (Bayoetnal.,2008).D’un autre co6té, le traitement
industriel de l'orange, par exemple, la production de jus d'orangeegéméron 50-60% de
résidus de la masse originale de I'orai@gtte grande quantité de déchets a une teneur élevée
en matiére organique (95% de la matiere séchey080d’eau et un pH faible (3-4). Par
conséguent une manipulation inappropriée pourrait causer de graves domenages

I'environnement (Siles et Thompson, 2010)

Ces derniéres années, l'application des résidus agro-industrielsecemunce de
carbone en industrie enzymatique, a représenté une alternativeepgulacger les matieres
premieres pures et colteuses. L'utilisation de ces déchetaita@@ésoudre de nombreux

probléemes environnementaux (Jadtral., 2006 ; Santost al.,2012).

Différentes sources lignocellulosique, telles que les décheendmrd'agrumes, son
de blé et de canne a sucre, sont utilisés pour produire diversesesnextnacellulaires
(Techapuret al., 2003 ; Wanget al., 2003 ; Poorna et Prema, 2007 ; Mohareedl., 2010 ;
Demiret al.,2012). Cepndant, la production d'a-amylase a partir de ces substrats n'a été citée
que rarement. Bien qu'il existe plusieurs rapports sur la production d'a-amylase extracellulaire
par les actinobactéries (Sivakumetr al., 2007), l'optimisation des conditions de culture

devrait largement améliorer la production enzymatique.

Les méthodes classiques de I’optimisation des milieux de culture, tel que I’approche
d’un facteur a la fois, sont longues, coliteuses et difficiles a réaliser quand un grand nombre
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Tableau 19 :Résultats du plan PlackéBizrman de la production d'a-amylase, de biomasse, et de protéines

Activité

N° Facteurs enzymatique Protéines (g/L) Bu(ogr;mf)sse
d’essais (U/ml)
X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 XI10 X11 XI12 X13 X14 X15 X16 X17 X18 X19 X20 X21 X22 X23

1 1 1 1 1 1 1 ] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3,873 3,06 21,2
2 -1 1 1 A 14 1 1 -1 4 1 1 1 -1 1 -1 1 1 11 - 1,251 0,63 5,7
3 1 1 1 1 1 4 ] -1 1 1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 11 -1 3,237 0,818 2,92
4 1 A 1 1 1 14 1 -1 -1 1 1 11 1 -1 1-1 -1 1,132 0,912 3,64
5 14 1 1 1 1 1 ] -1 1 -1 1 1 1 -1 11- 1 -1 2,307 0,558 3,38
6 4 -1 -1 1 1 1 1 1 -1 1 4 1 1 1 -1 1 1 1 11 -1 1 1,665 1,238 1,66
7 T A N N | 1 1 1 1 -1 1 1 1 1 1 A 1 1 11- 1 4 3,133 1,59 3,04
8 -1 1 1 -1 1 1 A4 ] 1 1 -1 1 1 1 1A 1 11- -1 1 1,757 0,86 4,6
9 1 -1 i 1 1 -1 1 -] 1 1 -1 1 4 11 1 1-1 -1 3,356 3,542 71
10 -1 1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 1 1 1 11 1 4 0,533 1,709 6,36
11 S 1 -1 1 1 1 A S 1 1 4 1 -1 1 1 11 1 1 0,318 1,688 3,36
12 1 1 1 -1 1 1 - (I R | 1 1 1 -1 1 -1 1 11- -1 1 2,127 3,118 14,22
13 S 1 4 14 4 -1 a1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 11 -1 2,127 3,246 12,58
14 -1 11 1 4 ] 4 -1 a1 1 1 1 -1 1 11 1 4 0,772 2,189 8,86
15 S A 14 L -1 -1 1 -1 1 1 -1 1-1 1 1 1,529 1,773 2,34
16 1 1 1A ] -1 1 1 -1 1 -1 A 1 11 -1 1 2,021 3,870 9,92
17 S 1 1 L -1 17 -1 1 1 1 A 1 1 1 11- 1 -1 5,021 4,146 21,68
18 -1 11 1 14 -1 1 -1 i 1 -1 1 1 A1 1 1 11 1 0,930 2,218 9,28
19 1 -1 1A 1 ] 1 -l 1 4 i -1 1 1 1 -1 1 11 1 4 2,505 3,943 8,1
20 -1 1 -1 -1 -1 1 L 1 A 1 -1 1 1 1 1 1 4 11 1 1 1,471 3,034 14,58
21 1 -1 1 -1 1 1 - L 1 -1 4 1 1 i 1 -1 -1 -1 11 1 1 4,773 4,379 17,32
22 1 -1 1 -1 1 14 -1 1 1 -1 1 1 4 1 1 -1 1 14 1 1 2,013 4,372 17,594
23 1 -1 1 4 1 ] 1 -1 I | 1 -1 i 1 1 11- -1 1 2,772 4,255 11,22
24 1 1 -1 1 -1 1 L 1 A 1 1 1 1 -1 i 1 -1 11 4 8,263 4,357 17,78
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de variables doit étre exploré. Aussi, ce genre de méthodes net pasnde détecter les
interactions entre les multiples facteurs impliqués. De ce faite, I'utilisation des plans
statistiques tels que les plans d’expériences pour I’optimisation des milieux de culture peut

pallier aux limites des méthodes classiquess principales approches utilisées pour le
criblage et l'optimisation des milieux ont été rapportées parekR et al., 2000). Les
techniques statistiques pour la conception expérimentale fournissertyen pius précis de
concevoir le meilleur milieu (Kar et Ray, 2008). Les conceptionsranpgitales statistiques

les plus utilisées sont la conception de Plackett-Burman et eption composite centré
(Broedelet al.,2001). Les avantages des conceptions incluent la simplicité et I'évaluation d'un

grand nombre de facteurs sur I'efficacité relative du processus de production.

L’optimisation des conditions de culture de la production d'a-amylase par
Streptomycesp. erumpengMTCC7314 sous fermentation submergée a été rapporté par (Kar
et Ray, 2007), mais sans utiliser le processus de l'optimisatitiatigue. Cotarleet al.,
(2013) ont rapporté l'utilisation de la conception statistique pour la production d'a-amylase

par leStreptomyceMIUG 4 Alga psychrotrophique.

Dans notre étude, 1'optimisation de la production d'a-amylase par une souche halophile
Streptomycesp. (20r) cultivée sur déchet d’orange, en utilisant un plan statistique a été
réalisée en deux étapes : la premiére étant la sélectivaudaisles ayant un effet significatif
sur la production enzymatique en utilisant le plan d’expérience de Plackett-Burman (Plackett
et Burman, 1946), la deuxieme étape consiste a déterminer les apgsngarametres
sélectionnés par le plan des composites centrés de Box-WHsane{ Wilson, 1951) et de

déterminer leurs corrélations par la méthode des surfaces de réponse (RSM).

7.1. Facteurs influencant la production d’ a-amylases parStreptomycesp. (20r)

Vingt-trois composants du milieu de culture ont été analysés, @uiceoncerne
leurs effets sur la production d'a-amylase parStreptomycessp. (20r). Le protocole de
conception expérimentale ainsi que les réponses des différents egga@rimentaux sont
consignés dans le (tableau 19). L'adéquation du modele a été calcuése variables
démontrant des effets statistiguement significatifs ont éééniexées pour chaque facteur
(tableau 20).

En général, la signification de chaque variable est déterminé cétamtedirectement
proportionnelle au tegtet inversement a la vale®@ (Douglas, 2001 ; Leviret al., 2005 ;
Hecket al.,2005).
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Tableau 20 :Résultats de 1’analyse statistique du plan Plackett-Burman pour la production de I’a-amylasepar la souch&treptomycesp. (20r).

Protéines Biomasse
Facteurs a-amylase
Signification Signification Signification
Effets Valeust valeurP de la Effets Valeust valeurP de la Effets Valeust valeurP dela
probabilite probabilité probabilite
X1 : Déchets d’oranges 2,090 4,023 <0,001 100 % 2,188 7,764 <0,001 1009 923 39,918 <0,001 100 %
X2 : Amidon soluble 0,223 0,429 0,336 66,4 0,554 1,966 0,031 96,9 % 6,203 31,252 <0,001 100 %
X3 : Dummy 0,689 1,326 0,099 90,1 % 0,350 1,242 - - 0,160 0,806 -
X4 : Solution saline 0,085 0,164 0,436 56,4 0,141 0,500 - - 1,690 8,515 <0,001 100 %
X5 : CaCh 0,143 0,275 0,393 60,7 -0,026 -0,092 - - 2,214 11,155 <0,001 100 %
X6 : NaCl 1,112 2,140 0,022 97,8 % 0,102 0,362 - - 4,220 21,261 <0,001 100 %
X7 : Glycérol -0,701 -1,349 0,905 9,5 -0,493 -1,749 - - 2,414 2,162 -
X8 : Taux d’inoculum 0,722 1,390 0,089 91,1 % -0,164 -0,582 - - -1,160 -5,844 -
X9 : pH 1,297 2,496 0,01 99 % -0,205 -0,727 - - 1,070 5,391 <0,001 100 %
X10: Tween 80 -0,043 -0,083 0,533 46,7 -0,524 -1,859 - - 0,967 4,872 -
X11 : Liqueur Corn Steed ~ -0,210 -0,404 0,655 345 -0,035 -0,124 - - 0,797 4,015 -
X12 : Dummy 0,129 0,248 0,403 59,7 -0,119 -0,422 - - 0,157 D,79 -
X13 : Extrait de levure 0,343 0,660 0,258 74,2 -0,328 -1,164 - - 0,341 1,718 0,05 95 %
X14 : Péptone -0,683 -1,315 0,899 10,1 -0,371 -1,317 - - 0,234 1,179 -
X15 : Tryptone -0,280 -0,539 0,702 29,8 -0,474 -1,682 - - 0,986 4,968 -
X16 : Dummy 0,004 0,008 0,497 50,3 -0,054 -0,192 - - -0,311 561, -
X17 : Urée -0,369 -0,710 0,758 24,2 -0,111 -0,394 - - 0,096 0,484 -
X18 : Caséine 0,535 1,030 0,157 84,3 -0,173 -0,614 - - -0,350 763, -
X19 : Dummy -0,767 -1,476 0,923 7,7 -0,422 -1,497 - - -0,103 510 -
ﬁ?nmsoif‘f 0,133 0,256 0,400 60 0,073 -0,259 - - 1,204 6,520 <0,001 100 %
X21 : Extrait de viande -0,714 -1,374 0,909 9,1 0,431 1,529 0,07 93 % 1,064 5,361 <0,001 100 %
zi(irzn ;&T}?jﬁlhate -0,199 -0,383 0,647 35,3 0,282 1,001 - - 2,266 11,417 <0,001 100 %
X23 : Nitrate de sodium |  -0,699 -1,345 0,904 9,6 0,519 1,842 0,039 96,1 % 2,180 10,983 <0,001 100 %
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La probabilité minimale de signification est de 90%, toutes les variablesiaee
probabilité de 90% ou plus sont acceptées et considérées comme ayant un eftetdigoifi

la réponse.

L'analyse de régression démontre que le niveau de réponse (la production d'a-amylase)
était significativement affecté par seulement cing variainiéépendantes dont une variable
dummy (X3) sur les vingt-trois facteurs testées. Les cinq hMasamontrant des effets
significatifs a (1-a) > 90% sont : les déchets oranges avec un effet de 2,090 (p > 100%) qui
est le facteur le plusignificatif pour la production d'a-amylase suivie du pH (1,297) (p >
99%), NaCl (1,112) ( p = 97,8%), la taille de I'inoculum du milieu de production (0,722) ( p>
91,1%) et enfin la dummy (X3) 0,689 ( p>90,1%). Alors que la peptone (-0,683) (p > 10,1%),
le nitrate de sodium §:699) (p > 9,6%), le glycérol (-0,701) (p > 9,5%), et I'extrait de viande

(-0,714) (p > 9,1%) ont exercés un effet négatif sur la production d'a-amylase.

Cependant dans cette étude les deux variables, @aChmidon qui sont les deux
facteurs principaux influengant la production d'a-amylase selon la littérature, n‘ont aucun effet
sur la production enzymatique estimée a (p=>60,7%) (0,143), (p=> 66,4%) (0,223)
respectivement. L'activité la plus élevée (8,263 U/mL) a été teodaés lessai 24, ou tous
les composants significatifs du milieu (déchets orange, pH, Nali#,dail'inoculum) étaient
présents et a leurs niveaux les plus éleveés, tandis que lesléssa 11 présentaient l'activité
la plus faible de 0,533 et 0,318 U/miespectivement. Cela pourrait étre lié a lI'absence de

variables significatives malgré la présence de I’inducteur (amidon) dans 1’essai 10.

L'effet des déchets d'orange sur la production de protéinedaebienasse est positif
(p = 100%). La variation du pH de 5 a 9 conduit a un effet positif (p > 100%) sur la
production de biomasse. Au contraire, son effet sur la production protéique est négatif (p >
23,7%). Le NaCl ne montre aucun effet sur la production de protéinesgarson effet sur
la biomasse est clairement positif (p > 100%). La taille de I'inoculum ne montre aucun effet
sur la production de protéines et de biomasse. L'addition d'amidonlestlen synthése
protéique et a un effet posititusla production de biomasse (p > 96,9%), (p > 100%)
respectivement. En ce qui concerne la présence de,Cakt sur la production protéique

n'est pas significatif, alors qu'il a un effet positif sur la production de biomasse (p > 100%).

Considérant les résultats obtenus et aprés exclusion des fawausgnificatifs du modele

(P > 0,1) les équations (3), (4), (5) polynomiales réduites peuvent s'écrire soihme
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7.1.1. Production de I’ a-amylase :
Y =2,454 + 2,090 X1 + 1,112 X6 + 0,722 X8 + 1,297 X9 + 0,014 (3)

Ou X1: Déchet d’orange, X6: NaCl, X8: Taux d’inoculum, X9: pH.

7.1.2. Production des protéines :
Y =2,562 + 2,188 X1 + 0,554 X2 + 0,431 X21 + 0,519 X23 + 0,061 (4)

Ou X1: Déchet d’orange, X2: amidon,X21: extrait de viandeX23: Nitrate de sodium.

7.1.3. Production de la biomasse :
Y =9,518 + 7,923 X1 + 6,203 X2 + 1,690 X4 + 2,214 X5 + 4,220 X6 + 1,070 X9 + 0,431
X13 + 1,294 X20 + 1,064 X21 + 2,266 X22 + 2,180 X23 + 0,024(5)

Ou X1: Déchet d’orange, X2: amidon,X4: Solution salineX5: CaCh, X6: NacCl, X9: pH,
X13: extrait de levureX20: Sulfated’ammonium, X21: extrait de viandeX22: phosphate
d’ammonium,X23: Nitrate de sodium.

Lors de notre étude, on a analysé minutieusement le processusgstatie la
production d'a-amylase paiStreptomycesp. (20r), du point de vue de la recherche d'une
composition de milieu de culture efficace a faible codt, afirs@étenir simultanément la

croissance d8treptomycesp. et induire la production d'a-amylase.

Les sources de carbone (déchet d’orange, amidon, glycérol, tween 80) jouent un rdle
important pour la production enzymatique. Elles ont été introduites damtida de culture
sous forme d'inducteurs d'a-amylase. Nos données ont démontré qu'il existe un impact
profond imposé par la source de carbone sur la production d'a-amylase deStreptomycesp.
(20r). L’analyse révele que les déchets d'orange comme seule source de carbone, sont le
meilleur inducteur d'a-amylase comparable a d'autres sources de carbone synthétique,
résultant en des augmentations de 85,17% de la production enzymatiquéteheetriades
déchets d'orange est un moyen efficace de mettre en évidepatentiel élevé de ce résidu
sous-utilisé. La biomasse restante apres extraction est plkamoga constituée de
lignocellulose, une excellente source de sucre qui favorise laaroesges micro-organismes

capables de générer d'autres produits de grande valeur.

Les déchets d'orange agro-industriels semblent étre un subsh@tqui pourrait
fournir simultanément a la bactérie tous les éléments né@sssai cours de la croissance
bactérienne et de l'induction enzymatique. Cette découverte alagel€rablement le colt

du milieu de production d'a-amylase. Conformément & nos résultats, les déchets d'orange
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étaient le meilleur inducteur de I'a-amylase dA. Nidulanssous fermentation solide (Shaheta

al., 2002). Il a aussi eté demontré que le zeste d'agrumes pouvait induaetivité élevée

de l'a-amylase (Mohameet al., 2010). Demiret al., (2012) et Embabt al., (2014) ont
rapporté que la production d'une autre enzyme polygalacturonase a deaiacillus
licheniformisSHG10 etAspergillus sojad3 respectivement, a été testée sur la peau d'orange
sous fermentation submergée. L'utilisation de déchets d'orangepriadaat pas été testée

pour la production d'a-amylase paBtreptomycesp.

Dans la présente étudstreptomycesp. (20r) a montré un effet positif, lorsque les
déchets orange sont utilisés comme substrat, suivi de I'amidon ; cauaua effet sur la
production d'a-amylase (0,223), mais il a augmenté légerement la production de %8880,
I’induire de maniére significative. Notre résultat est en désaccord avec celui de Nara@yana
Vijayalakshmi, (2008) qui ont rapporté que I'amidon était le meillebstsat, montrant une
activité enzymatique maximale. Cependant, en accord avec noategssibghet al.,(2011)
ont démontré que le D-inositol et le D-sorbitol, se sont avérédedtmmeilleurs inducteurs

pour la production d'a-amylase, suivis par I'amidon.

La synthése déo-amylase nécessite la présence d'amidon, un substrat enzymatique,
en raison de son effet inductible (Tagi al., 2000 ; Ray, 2001), et son rble dans la
stabilisation de I'enzyme (Santamaega al., 1999 ; Aguilaret al., 2000). Cependant, la
production d'a-amylase par notre souche était constitutive puisque la biosgriled®nzyme
a eu lieu non seulement en présence d'amidon, mais aussi parsdautiees de carbone
dont le déchet d’orange qui a été le meilleur substrat pour la production enzymatique

(Rukhaiyar et Srivastava, 1995 ; Mamo et Gessesse, 1999).

Les pH testés (5-9) du milieu initial entrainent des augrtiengasignificatives de
52,85% dans la production d'a-amylase. Ces résultats indiquent clairement la natureredcal
de I'enzyme de la souche 20r. Ce résultat est conforme avecdeelDhakrabortyet al.,
(2009) et Syectt al., (2009) qui ont rapporté que l'enzyme présentait une activité optimale a
pH 9,0 deStreptomycesp. D1., etStreptomyces gulbargengisspectivement. Notre résultat
est en désaccord avec Gangadhataa., (2008), qui ont trouvé que la synthése de I'amylase
extracellulaire n'est pas affectée par le pH du milieu. Endaigcherche devrait étre axée sur
l'isolement d’une amylase alcaline a partir des microbes, car il existe une potentialité énorme

des enzymes alcalines dans l'industrie des détergents (Kondepudi et Chandra, 2008).

Les microorganismes haloalcalophiles requierent non seulement ultalid, anais

aussi une forte concentration en sel pour la croissance et la pooddienzymes (Margesin
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et Schinner, 2001). Dans notre étude, I'ajout de 6,5% (1,11 M) de chlorure de sodium

augmente la production de 45,31%. Les bactéries modérément halophiles g@npales
facon optimale dans des milieux contenant 3 a 15% de NaCl (MargeSichinner, 2001),
peuvent étre une source d'amylases halophiles. L'activité enzymatiguse gamme de
concentrations de sel (0-4 M) a été observée dans les amii@sphiles deN. halobia
(Onishi et Sonada, 1979), Halomonas meridiana (Coroatadb, 2000), Bacillus dipsosauri
(Deutch, 2002)Chromohalobactersp. TVSP 101 (Prakaskt al., 2009) etHalobacterium
halobium (Good et Hartman, 1970). Par conséquent, ils peuvent étre utilisés dans de
nombreux processus industriels difficiles ou des solutions contenanbcentration élevée

en sel inhibent de nombreuses conversions enzymatiques (Ventosa et Nieto, 1995).

L'analyse statistique a montré que la taille de l'inoculurparshi les facteurs les plus
importants affectant la production d'a-amylase ; il affecte positivement la production
d'enzymes en I’augmentant de 29,42%. Abou-Elela et al., (2009) ont prouvé dans leurs
recherches que la taille de l'inoculum était la plus importdete variables affectant la
production d'enzymes chddocardiopsis aegyptiaLa grande importance de la taille de
l'inoculum sur la production de I’a-amylase a déja été rapportée. La taille de l'inoculum a été
reconnue comme étant le paramétre le plus important de la production de I’a-amylase paA.
oryzae (Kammounet al., 2008). De méme, Mulimanét al., (2000) ont rapporté que le
volume d'inoculum par gramme de substrat était parmi les parangdrplus efficaces pour
stimuler la production d'amylase p&@ibberella fujikuroi D'autre part Gangadhara al.,
(2007) démontrent que les intervalles testées d'inoculum n'ont pamé@rdeaivariation

significative de la production d'a-amylase paBacillus amyloliquefaciens.

De nombreux ions métalliques influencent souvent I'activité de I'amylae Azeredo
et al., 2004 ; Zhuet al., 2007). La plupart des a-amylases sont connues pour étre une
métalloenzyme calcique (Gupét al., 2003). Les ions C& et CI sont d’une importance
structurale et fonctionnelle pour les amylases. Les ior§ €ent connus pour rendre
I’amylase résistante a 1’attaque protéolytique (Steinet al., 1964), en plus ils sont nécessaires
pour le maintien la conformation spatiale de I’a-amylase, jouant ainsi un réle important dans
la stabilité des enzymes (Chessal.,1999 ; Pandegt al.,2000, Viswanathaat al.,2001).

Dans cette étude, I'addition de’Cala eu aucun effet sur Iactivité enzymatique, pour
autant, I'ion C¥ n'a montré aucune activité inhibitrice sur le potentiel de la production de 1'a-
amylase par le microorganisme. Ceci montre clairement@uglise provenant de la souche
Streptomycesp. (20r) est calcium indépendante. L'amylase indépendante “um@dte
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d'étre prise en considération pour la liquéfaction de I'amidon, enypiartidans la fabrication
du sirop de fructose (Tonkova, 2006). Un résultat similaiigabement été observé avec 1'a-
amylase d&. thermooleovranéValhotraet al.,2000),StreptomyceMIUG 4 Alga (Cotarlet,
2013), Streptomycesp. ML12 (Sivakumaet al., 2012). Contrairement & Ztet al., (2007)
qui ont démontré qustreptomycesp, suggérant sa nature dépendant du cal®awillus sp.
L'ANT-6 a également montré une activité accrue en présence €CafigBurhanet al.,
2003). Aussi, ’lamylase de la bactériglteromonas haloplanctis recours a 1’ion CI" pour
avoir une activité catalytigue maximale (Felral., 1996). Pour ces amylases, 1’¢limination
de I’ion CI' conduit non seulement a une diminution significative de leur actiaié aussi a

un décalage de leur optimum de pH (Wakinalet1969 ; Felleet al.,1996).

Selon la littérature, la source d'azote organique, comme lmeak€liqueur de mais
et I'extrait de levure ont un avantage sur les sources inorganiqués,agportent des oligo-
éléments et des ions qui pourraient améliorer la production de l'er{@ma&rabortyet al.,
2012). Dans notre étude, le modele expérimental de Placket-Burmanti@ mue parmi les
sources d'azote organique et inorganique, aucune n'a joué un rélprsuletion d'enzymes
par rapport aux autres parametres sélectionnés. Toutes lesssdlazote ont exercées un
effet négatif sur la production d'a-amylase, alors que la caséine, l'extrait de levure etfeeul
d'ammonium n’ont eu aucun effet (0,535, 0,343, 0,133) respectivement. Ces résultats
peuvent s'expliquer, par le fait que les déchets d'orange fournissernsource d'azote,
suffisante a la croissance bactérienne et, par conséquent, a latiprodngzymatique (souci
etal., 1994).

D'autre part, il est probablement di a la quantité excessive dmsalmzote, qui peut
inhiber la production d'enzyme lorsque la concentration dépasse unecritigue (Alamet
al., 1989 ; Pedersen et Nielsen, 2000). Cette diminution peut égalementodoguse par
I'addition simultanée de deux sources d'azote complexes (Mctgusd., 1994). Selon
I'analyse des résultats, nous pouvons conclure que les microorganismssitasgt un faible
taux d'azote pour produire des enzymes car l'azote peut étre wr fantant (Baiget al.,
1984 ; Mctigueet al., 1994 ; Pedersen et Nielsen, 2000). Ce qui est en désaccord avec
Chakrabortyet al., (2012) qui suggérent que la présence de toutes les sources,d'azote
organiques et inorganiques, favorisait la croissance et la producioglase dans la souche

A3 de Streptomyces.
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Lors de notre étude, on ammté qu'une dummy avait un effet significatif avec une
probabilité de (p>90%). Les effets des variables dummys doivent étres égales al&so.
valeurs trouvées peuvent étre expliquées par le fait quelels matrices d'expérience de
Plackett-Burman vue I'ordre élevé du fractionnement, les effetples sont confondus avec
des interactions d'ordre deux et plus. Donc La dummy sighiicpeut étre confondue
avec une interaction a effet significatif, ou bien elledest vraiment a des erreurs lors des
mesures ou des dosages effectués.
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Tableau 21 :Matrice du plan composite centré de Box et Wilson a quatre facteurs, avec ’activité amylolytique de la souche Streptomycesp.
(20r) comme réponse.

X1 L . . .
o s . X2 X3 X4 Activité Amylasique (U/mL) Biomasse Protéines
N ossal dggfailr:;; (NaCl) (Inoculum) (pH) Observée Prédite (G/L) (/L)

points factoriels

1 -1 -1 -1 -1 5,581 6,448 20,140 2,490

2 1 -1 -1 -1 5,473 6,892 31,840 3,510

3 -1 1 -1 -1 5,51: 6,88( 23,46( 2,27(

4 1 1 -1 -1 6,944 8,373 33,540 3,349

5 -1 -1 1 -1 5,184 7,303 21,740 1,910

6 1 -1 1 -1 6,772 8,024 35,820 3,343

7 -1 1 1 -1 5,184 6,064 24,640 2,296

8 1 1 1 -1 6,33 7,83¢ 38,80( 3,48(

9 -1 -1 -1 1 5,614 5,799 25,720 2,643

10 1 -1 -1 1 6,487 7,323 36,480 3,686

11 -1 1 -1 1 6,041 6,504 23,460 2,353

12 1 1 -1 1 9,509 9,078 43,800 3,606

13 -1 -1 1 1 5,299 5,585 21,120 2,594

14 1 -1 1 1 7,067 7,387 38,28( 3,52¢

15 -1 1 1 4,352 4,620 21,160 2,505

16 1 1 1 1 6,623 7,471 37,940 3,702
Points étoiles

17 -2 0 0 3,071 1,555 10,320 1,484

18 2 0 0 0 6,735 4,849 25,340 3,985

19 0 -2 0 0 10,48: 8,54 24,88( 2,61(

20 0 2 0 0 10,521 9,059 28,560 2,658

21 0 0 -2 0 10,929 9,563 29,860 3,011

22 0 0 2 0 10,847 8,811 28,480 2,722

23 0 0 0 -2 10,929 7,213 24,320 2,722

24 0 0 0 2 5,886 6,200 52,300 3,207
Points centraux

25 0 0 0 0 12,757 11,424 40,900 3,114

26 0 0 0 0 10,945 11,424 39,800 2,750

27 0 0 0 0 11,408 11,424 39,200 2,949

28 0 0 0 0 10,586 11,424 27,420 2,842
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7.2. Détermination des optima

Le plan composite centré (CCD) de Box et Wilson (1951) combinérgtlaodologie
de surface de réponse (RSM) a été appliqué pour déterminer legxnoanaux des quatre
variables sélectionnées par le plan de Plackett et Burmanotbinde 28 essais avec une
combinaison différente de concentration de déchets d'orange (X1), deQRBCde taille
d'inoculum (X3) et de pH (X4) ont été consignés dans le (tableau 21). Les s®epbssp/ées
et prédites des 28 expériences sont également présentées dans le (tableau 21)

Afin d'évaluer la relation entre variables dépendantes et indépendamteste
déterminer la production optimale d'a-amylase correspondante aux niveaux optimaux des
facteurs, une analyse de régression multiple est appliquéessdomhnées expérimentales
(tableau 22)ce qui nous a permis d’écrire le modele polynomial de second degré proposé

dans 1’équation (6).

Y=11,424 + 0,824 X1 + 0,129 X2 - 0,188 X3 - 0,253 X4 - 2,056 X12 - 0,656 X22 - 0,560 X3
-1,180 X42 + 0,262 X1X2 + 0,0694 X1X3 + 0,270 X1X4 - 0,418 X2X3 +0,0684 X2X4 -
0,267 X3X4  (6)

Ou Y est la réponse prédite de l'activité amylolytique (U/mtLX1, X2, X3, X4 sont les
valeurs codées inguant la concentration du déchet d’orange, la concentration de NaCl, la

taille de I'inoculum et le pH, respectivement.

D’aprés le tableau 22, seuls les termes quadratiqued @¢s différents facteurs et le
facteur X1 présentent des effets significatifir la production d’o-amylase, ce qui est
confirmé par l'analyse de la variance (ANOVA) (tableau 23). Cetteiere donne pour le test
de FISHER (F) concernant le modele quadratique une valeuf,0883. La probabilité
attachée a cette valeur sigroduction d’a-amylase n'était pas liée a I'ensemble des termes

guadratique des quatre régresseurs, est si faible 0,003066 % que la productast lieers

Une seconde analyse de régression multiple (tableau 24) g@iquée sur les
données expérimentales, en ignorant les termes dont les eftatstrgas significatifs. Ce qui
a donné une seconde équation polynomiale du second degré (7), pour expliqo@undiqgar
d'a-amylase paBtreptomycesp. (20r) :

Y=11,424 + 0,824 X1 - 2,056 X12 -0,656 X22 -0,560 X32-1,180 X42 (7)

Les valeurs du coefficient de déterminatioff)(Rurnissent une mesure de la variation

des valeurs de réponse observée pouvant étre expliqguée par les fexpgunsientaux et

leurs interactions. Par conséquent, l'ajustement du modéle aiéépa R, qui a été évalué
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a 0,7258, indiquant que 73% de la variation de la réponse pourrait étre exayutse
modéle. Selon Vimalet al., (2015), le coefficient de détermination est une mesure globale p
la qualité du modele. LB? prédit concorde avec IB? ajusté indiquant un bon accord entre les

valeurs expérimentales et prédites pour la production enzymatiques{Bar2009).

L'analyse de la variance (ANOVA) pour le modéle réduit (&bl25) confirme les
résultats de Ret le TesF de Fisher avec une valeur trés faible, ce qui indique que le modéle
est trés significatif (tableau 28) adéquat pour la production de 1’enzyme chez Streptomyces
sp. (20r).

L'erreur résiduelle dans l'analyse de régression est lsnsame deux erreurs : une
erreur pure due a l'incohérence des données expérimentales et le diajugtement (lack of
fit) des données du modele polynomial. L'erreur pure dépend de l'étatles valeurs
expérimentales et les valeurs prédites de la réponse. Ladutesanque d'ajustement, mesure
I'échec du modele, il représente les points exclus de la sergfRajagopalan et Krishnan,
2009). Le F du manque d’ajustement (3,4209) avec une probabilité égale a 0,169 est non
significatif (tableau 25), ce qui renforce la confiance dans le motjglareconséquent, reflete
sa qualité, ce qui suggere que les données expérimentales obtenuds ajnstées avec

précision par le modéle.

Il est important de savoir si le degré du modele ajusté estctolr ANOVA fournit
des outils statistiques pour évaluer les hypotheses. Dans cetepti#&ceptation ou le rejet
de I'hypothese nulle dicte le niveau de signification de chaqteufa@Valpoleet al.,2007)
L'absence de test d'adéquation établit les hypothéses suivdntésn’y a pas de manque
d'ajustement linéaire, de sorte que le modéle correspond bien aux sloHnék y a un
manque d'ajustement linéaire, donc le modele ne correspond pas aux domae® ét al.,
2012)

La signification de chaque coefficient a été déterminédesavaleurs-de Student et
leurs probabilités qui sont énumérées dans le (tableau 22 et 24jnlearsP ont été utilisées
pour Vvérifier la signification de chacun des coefficients, quuatieur sont nécessaires pour
comprendre les interactions mutuelles entre les variables. &hitude de la valeur du test-
t est grande et plus la valeur Baend vers 0 (P <0,1) indique la signification du coefficient
correspondantainsi les variables ayant des coefficients négligeableétéramis(Karthikeyan
et al., 1996). La valeuP du mod¢le, selon ’ANOVA, était de (0,000), ceci indique que le
modele construit était significatif et que les variables indiarss ce modele avaient un effet

important sur la duction d'a-amylase. On peut voir a partir du degré de signification que

Page | 98



Résultats et discussion

seulement cing des quatorze termes du modele ont montré un effdicaifnsur la
production d'a-amylase (tableau 22). Les valquipour les termes significatifs étaient de
0,000 et 0,012 pour les effets quadratiques de X1 et X4, suivi de lieffairé de X1 avec
une probabilité de 0,065 et finalement les effets quadratiques deX®astec des valeurs de
0,133 et 0,194 respectivement, ce qui signifie qu'ils peuvent agir eoda® facteurs

limitant, et une faible variation de leur valeur va modifier le taux de productiomeatigye.

L'interaction entre (concentration des déchets d’orange et la taille de I'inoculum),
(NaCl et pH) a montré les effets négatifs les plus élevé. La vatqumothabilité du coefficient
de I'effet de l'interaction de (X1 X3) et (X2 X4) a été trés éleve 0,892 et OeBp@ctivement
(tableau 22), ce qui indique que seulement 10,8% et 10,7% du modele &&t® i ces
interactions de variables par conséquent, cela n'a pas affectéardére significative le

rendement en a-amylase.

Les déchets d'orange ont été introduits dans le milieu deeféation comme seuls
inducteurs de 1'a-amylase. Nos données démontrent qu'il existe un profond impactfelss ef
linéaires et quadratiques (X1, Xlimposées par la source de carbone sur la production d' a-
amylase a partir d8treptomycesp. (20r). Le résultat actuel est en désaccord avec celui de
Demir et al., (2012) ; Embabyet al., (2014), qui ont rapportés que l'effet linéaire et
quadratique des déchets d'écorces d'orange se révélait étrerrdes insignifiants sur la

production d'enzymes.

Parmi les parameétres physico-chimiques, le pH du milieu joueblgnimportant
notamment, dans les changements morphologiques du microorganismeagaddsristiques
de leur métabolisme, et donc, pour la biosynthese de métabolites. Notre étude dgueoietre
rendement enzymatique a été affecté de maniére signifigaiva forme quadratique du pH
(X4?) dans une gamme allant de 7 & 11. Nos données sont en accord ageR#&a(2008),
qui ontrapporté que pour la production de I' a-amylase deStreptomyces erumpehdTCC
7317, I'effet quadratique du pH était significatif.

Les microorganismes haloalkalophiliques nécessitent non seulement afcalif,
mais aussi un fort taux de sel pour la croissance et la produténnymes (Margesin et
Schinner, 2001). Il était évident d'apres les résultats quet lpfdratique du chlorure de
sodium (X2) était sigiificatif pour la production d'a-amylase. Sivakumaet al., (2012)

rapportentn résultat similaire de la production d'a-amylase paGtreptomycesp. ML12.
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La faible taille de l'inoculum peut nécessiter plus de temps lgoanultiplication
microbienne et l'utilisation du substrat pour produire le métabolgeédéD'autre part, un
inoculum élevé conduirait a la prolifération rapide de la biomasselonenne. Ainsi, un
equilibre entre la biomasse proliférante et |'utilisation du satbd&vrait produire une activité
maximale (Ramachandraet al., 2004). Dans notre cas, la forme quadratique de la taille de
l'inoculum (X&) dans un intervalle de 5 & 15% d’inoculum s'est révélée significative sur le

rendement de 1'a-amylase.
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Tableau 22 :Effets estimés des variables et coefficient de régressionpaediaction de 1’a-
amylase par la soucl8treptomycesSp (20r)

Variables effets dCoe,ff|C|enf[s Valeur-t Valeur-P
e régressiol
Constante 11,424 11,424 11,3957 0,000
X1 1,647 0,824 2,013 0,065
X2 0,258 0,129 0,315 0,758
X3 -0,376 -0,188 -0,460 0,653
X4 -0,506 -0,253 -0,619 0,547
X12 -4,111 -2,056 -5,022 0,000
X2? -1,311 -0,656 -1,602 0,133
X3? -1,119 -0,560 -1,367 0,194
X42 -2,359 -1,180 -2,882 0,012
X1 X2 0,525 0,262 0,523 0,610
X1 X3 0,139 0,069 0,139 0,892
X1 X4 0,540 0,270 0,539 0,599
X2 X3 -0,835 -0,418 -0,833 0,419
X2 X4 0,137 0,068 0,137 0,893
X3 X4 -0,534 -0,267 -0,532 0,603

R= 0,72588R" ajusté = 0,43067.

Tableau 23: Analyse de la variance pour I’activité amylolytique du plan composite centré.

Modele dl SC MC Valeur-F  Valeur-P
Linéaire 4 19,068 4,7669 1,1858 0,362480
Interaction 6 6,351 1,0586 0,2633 0,944496
carré 4 112,964 28,2410 7,0253 0,003066
Erreur résiduelle 13 52,259 4,0199
Lack of fit 10 49,550 4,9550 5,4876 0,093958
Erreur pure 3 2,709 0,9029
X1 1 16,280 16,280 5,277 0,033
X2 1 0,399 0,399 0,129 0,722
X3 1 0,848 0,848 0,275 0,605
X4 1 1,538 1,538 0,498 0,488
X1? 1 101,405 101,405 32,873 0,0000
X2? 1 10,321 10,321 3,345 0,083
X3? 1 7,507 7,507 2,433 0,135
X42 1 33,384 33,384 10,822 0,003
Erreur 19 58,61 3,084

SC:. somme des carrégt: degré de libertdyIC: moyenne des carréR’ = 0,73;R? ajusté=0,56312.
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Tableau 24 :Effets estimés des variables et coefficient de régression de la production de I’a-
amylase du modele réduit

Variables effets dCoe,ff|C|enf[s Valeur-t Valeur-P
e régressiol

Constante 11,424 11,424 13,6768 0,000
X1 1,647 0,824 2,415 0,024
X1? -4,111 -2,056 -6,028 0,000
X 22 -1,311 -0,656 -1,923 0,067
X3? -1,119 -0,560 -1,640 0,115
X4? -2,359 -1,180 -3,459 0,002

R=0,67794R ajusté = 0,60475.

Tableau 25: Analyse de la variance pour I’activité amylolytique du plan composite centré du
modele réduit

Modele SC di MC Valeur-F Valeur-P

X1 16,2806 1 16,2806 18,0306 0,023927
X1? 101,4050 1 101,4050 112,3050 0,001795
X22 10,3212 1 10,3212 11,4306 0,043062
X3? 7,5071 1 7,5071 8,3140 0,063353
X4? 33,3840 1 33,3840 36,9724 0,008931
Lack of fit 58,6884 19 3,0889 3,4209 0,169586
Erreure Pure 2,7088 3 0,9029

Total SC 190,6417 27

R =0,67794R? ajusté = 0,60475.

7.3. Graphiques de Pareto
Le diagramme de Pareto (figure 28) permet de représgmaeniquement les résultats
de I’analyse du plan. lls ont été confirmés par ce dernier qui illustre l'ordre daification

des variables affectant la production d'a-amylase dans la conception composite centrée.

Les effets qui apparaissent les plus significatifs, sont ceux du facteur déchet d’orange
ainsi que les effets quadratiques des quatre facfdachets orange, NaCl, taille d'inoculum

et pH)sur la production déa-amylase par la soucl&reptomycesp. (20r).
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Figure 29 : (A) Le graphique de probabilité normal des rési@B¥Le graphique de parité de

la distribution des valeurs expérimentales par rapport aux valeurs prédites de l'activité de 1'a-

amylase.
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Diagramme de Pareto des Effets Centrés-Réduits; Variable: A
VD A
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X2(Q) |—1‘8291?
X3(Q) \-1_56001
(4)H4(L) l—.706275

33 | - 524506
@y | 3500365
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Estimation de I'Effet Centré-Reéduit (WValeur Absolue)

Figure 28 : Représentation du graphique de Pareto des effets des différeetsrdasur la
production de I’a-amylase paBtreptomycesp. (20r)

7.4. Graphique de parité

Il est nécessaire de vérifier le modele ajusté pour s'asswré fournit une
approximation adéquate du systeme réel.

La figure 29 A, montre le diagramme de probabilité normal dedussqui est un
outil de diagnostic important pour détecter et expliquer les ésgstématiques par rapport
aux hypotheses. Les résidus ont été tracés par rapport aux vabemnales attendues du
modele.Le tracé de probabilité normal des résidus montre les points pralinee ligne
diagonale ; par conséquent, les erreurs sont normalement distrébs@es indépendantes les
unes des autres, et les variances d'erreur sont homogéenesdgpla ique le modele était
bien adapté aux résultats expérimentaux. Comme les résidus du najdseié sont
normalement distribués, toutes les hypotheéses majeures du modele ont été validées

La figure 29 B présente un graphique des valeurs prédites par trappovaleurs
expérimentales de la réponse, montrant une corrélation satisfaisatre les valeurs
expérimentales et prédites. Les points se regroupant autoutigieelaliagonale indiquant le
bon ajustement du modele, puisque la déviation entre les valeurs expalanet les valeurs

prédites étaient moindre.
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Figure 30 : Tracé des surfaces de réponse de 1’activité amylolytique de la souch&treptomycesp. (20r)
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7.5. Tracé des surfaces de réponse (RSM)

Les courbes de surface de réponse tridimensionnelles et les ca@besntour
correspondantes ont été tracées pour déterminer le niveau oplmehaque variable
(concentration de déchets orange, NaCl, taille d'inoculum et pH) pour lesquels |z régbés

maximisée et I'effet de leurs interactions sur la réponse (activitard/lase) (figure 30).

Généralement, les surfaces de réponse sont basées sur le moda@tenant deux
variables indépendantes constantes a leur niveau central, ert fasar les deux autres
variables indépendantes dans le domaine. Par conséquent, six surfaépsnde ont été
obtenues en considérant toutes les combinaisons possibles. La fornoeitbes cde surface
de contour correspondantes indique que les interactions réciproques entrariddles
indépendantes sont significatives, par conséquent, les interactions dentxe facteurs

pourraient apparaitre comme un effet antagoniste ou comme un effet synergique

Les surfaces de réponse obtenues étaient de nature concave, sug@ieyaatajudes
conditions de fonctionnement optimales bien définies. La figure 30.D endeffet de
I'interaction de la taille de I'inoculum et du chlorure de sadiur la production d'a-amylase.

La production maximald'a-amylase a été obtenue au niveau intermédiaire de chaque facteu
a un niveau moyen constant de l'autre facteur. L'augmentation suppléendatees facteurs
au-dessus du niveau intermédiaire, ou décroissante en dessous, a morandioumgon
progressive du rendement. La forme de la courbe de surface de réponge mme

interaction modérée entre ces variables testées

La figure 30. (A, .B, .C, .E. et F), représente les interactioms &4 quatre facteurs:
concentration de déchets d'orange, NaCl, taille de l'inoculum et pHdiegrammes de
surface du contour montrent que l'activité enzymatique varie sigiiéozent lorsque la
concentration des déchets d’oranges et le pH et augmentent jusqu'a atteindre leur valeur
maximale, confirmant ainsi son influence majeure sur la production d'a-amylase alors que les
effets de NaCl et d'inoculum semblent faibles. Suggérant que testaderactions entre ces

parametres étaient assez indépendantes les unes des autres.
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7.6. Validation du modele expérimental

Les optima des facteurs utilisés sont obtenus par le calcul deéedépartielles de
I’équation (6), ce qui permet de déterminer les coordonnées codées optimadestyemsuite
convertis en valeurs réelles traduisant les valeurs optimakesjatre facteurs retenus
(tableau 26).

Tableau 26 :Coordonnées codées des optima des facteurs étudiés et leurs valeurs réelles

X1(déchet X2 (NaCl) X3(inoculum) X4 (pH)
d’orange)
valeurs codées optimales 0,206 0,207 -0,220 -0,053
valeurs réelles optimales 16,03% 6,60% 9,45% 8,95

Afin de déterminer la précision du modéle et de confirmé ledtaés d'optimisation,
I'expérience a été realisée dans les conditions optimalescdd#uee prédites par le modele :
uneconcentration du déchet d’orange de 16,03 % et 6,60 % de NaCl, une taille dinoculum de
9,45 % et un pH d&,95. Lors de ces conditions, la valeur optimale de production de 1’a-
amylase pa6treptomycesp. (20r) a atteint 12,19 U/mL. Ce qui est en étroit accord avec la

valeur prédite par le mod¢le statistique, qui évalue 1’activité amylolytique a 11,55 U/mL.

8. Cinétique de production d’alpha-amylases parStreptomycesp. (20r)
La cinétique de croissance et de production @d@mylase paBtreptomycesp. (20r),

sur milieu optimisé a base de déchets d'orange est montrée dans la (figire 31.A

La plupart des espéces d'actinomycetes ont une croissance lente, mais d’apres la figure
31.A, la phase de latence parait relativement courte, ceci @salppement da au fait que
I’ensemencement du milieu provient d’une pré-culture de 4 jours. Cet inoculum a permis aux

bactéries de mieux s’adapter a leur nouveau milieu.

L'activité enzymatique a commencé au début de la phase exponentielle eteaument
augmentation rapide a partir de 72 h, aprés quoi, il y a eu une augmentation drastique jusqu’a
la fin de la phase exponentielle de croissance, ou elle a atteirgic au 5eme jour.
Cependant, on remarque une diminution rapide de l'activitbugemylase au début de la
phase stationnaire. Cela peut s’expliqué par un taux ¢élevé de biomasse, ce qui conduit a une
diminution de la production enzymatique, notamment en raison de la fodmualation de
substances toxiques, de la réduction de I'oxygéne dissous, et de |'@ntiides nutriments
(Rahmanet al. 2005). Le pic observé de l'activité enzymatique, au 11eme jour, pourrait
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correspondre a l'autolyse rapide des bactéries, ce qui conduiibar&ion de sucre qui se
trouvait a l'intérieur de cette derniéres. Aussi l'augmentadimna période d'incubation
pourrait induire des changements de conformation dans la s&Bflude I'enzyme affectant
ainsi l'affinité avec son substrat (Singhal.,2014). Cela, indique clairement que l'activité de
l'a-amylase dépend de la phase de croissance et de son role préddamsdetmétabolisme
primaire. Des rapports similaires sur la production d'amylasdepaactinomycétes ont été
rapportés (Chakrabortst al., 2009 ; Acharyabhattat al., 2013). En revanché&treptomyces
sp. MSC702 a montré une production maximale d'a-amylase en début de phase exponentielle
de croissance avec une diminution drastique de la production d'enzyimedera phase de
croissance ou en début deplase stationnaire. Dans ce cas, la production d'a-amylase par la
soucheStreptomycesp. MSC702 était indépendante de la phase de croissance éBiigh
2012).

La courbe de la production protéique est assez concomitante a lze cdeirla
production enzymatique. Concernant la consommation des sucf&s,qu’il y’a un déclin
drastique dans le taux de suaonyme d’appauvrissement du milieu de culture, et qui est
contraire a la production enzymatique (figure 31.B ; 31.C).

Page | 108



Résultats et discussion

~N

(e}

=

Ne——

N

Activité amylasique (U/mL)
(0]

w

2

01 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14
temps d'incubation (jours)

45
40
35
30
25
20
15
10

Biomasse (g/L)

—o— Activité enzymatique

—@i— Biomasse
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Figure 31. B :Cinétique de production protéique et amylasiqueStaptomyces sp. (20r)
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Figure 31. C :Cinétique de consommation de sucres totaux et de productiomrai®ylase par

Streptomycesp. (20r).

9. Purification préliminaire de I’alpha-amylase

La précipitation au sulfatd’ammonium est une méthode pratique, non dénaturante
pour la séparation et la concentration des protéines (Scopes, 1994 ; Rps20bE). Elle est
traditionnellement utilisée dans la précipitation des amyl&3eakfabortyet al.,2009). Dans
notre étude, nous avons utilisé une saturation de 70%. Cependant, une gramdé qua
d’amylase est perdue aprés ce stade. La réduction de la teneur en protéines a ce stade est due
aux propriétés hydrophobes de la protéine et des fractions de ghucdsdlipide qui étaient
liées a la protéine (Andronopoulou et Vorgias, 2004). Le culot formé diargmécipitation
est par la suite soumis a une dialys@n de prévenir I’inhibition de I’enzyme par les sels
d’ammonium (Liu, 2016). La dialyse est généralement utilisée pour éliminer le sulfate
d'ammonium résiduel et concentrer la protéine (Liu, 2016). A ce stade, L’activité spécifique

est passée de 2,042 a 29,166 U/mg avec un rendement de 30,2%.

Le profil d’¢élution chromatographiqude 1’extrait enzymatique sur gel filtration G75
(figure 32) indique deux fractions protéiques, un premier pic qui gmnelsau relargage des
protéines par exclusion dans un volume mort de la colonne (10 mL¢. dgukiéme pic,
représente la fraction active aprés élution dans le domainectierireement de la colonne 3-
80 kDa, ce qui confirme nos résultats du clonage ou on a pu identifieramglase 64 une
taille de 60 KDa.
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L’¢lution d’une partie de la fraction active dans le volume mort de la colonne
Sephadex G75, suggere la présence de macromolécules, dont lastajietmblement
supérieure a 80 kDa (domaine de fractionnement de la colonne G75 : 3r8QkDaine
activité amylolytique a été détectée dans la premieredra¢Pl) qui a été exclue dans ce
volume mort; elle présente une activité¢ amylolytique spécifique@&13U/mg, avec un
facteur de purification de 9,849, et un rendement de 7,64%. Dans notre ctetd® o-
amylase 6%l’une taille de 100 KDa

Les résultats de la procédure de cette purification prélinsirsaint présentés dans le
(tableau 27). lls nousnontre que les deux étapes de purification adoptées ont permis
I’obtention de 1I’enzyme avec un degré de pureté d’environ 44 fois que celle existante dans le
surnageant brut. Le rendement de purification est de”8,52activité spécifique de ’a-
amylase purifiée est de I’ordre de 89,727 U/mg de protéines. Ce qui concorde avec les travaux
de Shafieiet al., (2010), qui ont utilisés en partie une colonne gel filtration SephSe@0
pour la purification d’une a-amylase halophile délesterenkoniasp., et qui ont obtenu un
rendement de 6,4 %t un degré de purification de I’ordre de 10,8 inferieur au notre qui est

égal a 44.

G75-20r
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Figure 32 : Profil chromatographique de 1I’a-amylase de la souct8treptomycesp. (20r)

purifiée sur colonne gel filtration G-75
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Tableau 27 :Purification de I’a-amylase produite p&treptomycesp. (20r)

Etapes_ de | Volume | Protéines ené;c/m/;t?que sﬁg%;;eue Fag:teur_ de| Rendement
purification (mL) (mg/mL) (U/mL) (U/mg) purification (%)
Extrait brut 60 5,674 11,589 2,042 1 100
(NH4),S04 7 0,12 3,5 29,166 14,283 30,2
G-75fraction 1 3 0,04« 0,88¢ 20,113 9,84¢ 7,64
G-75fraction z 3 0,017 0,98 89,727 43,94 8,52

10. Caractérisation partielle de I’enzyme purifiée
10.1. Activité en fonction de la température

L'activité enzymatique de l'a-amylase extracellulaire tamponnée a pH 5, a partir de
Streptomycesp. (20r), a été mesurée a diverses températures pendant 30 nrésulieds
ont révélé que l'a-amylase présentait un niveau d'activité appréciable dans unriéegelle
de température compris entre (B0 °C). L'a-amylase deStreptomycesp. (20r) a montré
une activité maximale (activité > 90,78%) entre 37 et 75 °C, ces activités pourraient étre
attribuées a la grande flexibilité moléculaire de la protéieemophile dans des conditions
meésophiles (Dobaret al.,2011).

La cinétique de température de l'a-amylase suggérait que l'activité enzymatique
augmentait régulierement jusqu'a une température optimale de@bs’@iminuait fortement
comme indiqué dans la (figure 33). Des niveaux d'activité de 63,32%teataore détectés a
100 °C. La fonctionnalité de I'enzyme a des températures éleneédimra la solubilité de
I'amidon, diminue la viscosité, limite les contaminants microbieinseduit le temps de
réaction (Thippeswamst al.,2006).

Nos résultats sont en désaccord avec ceux de Batg @011), qui ont rapporté une
inactivation compléte de 'a-amylase a 80 °C. Il a également été rapporté que la temnmgérat
optimale pour l'activité d'a-amylase détreptomycesp. MSC702 était de 55 °C. Chakraborty
et al.,(2009) ont indiqué une diminution drastique de 'activité amylolytiquea @¥&€ une
activité optimale a 50 °C dstreptomycesp. D1. Une activité optimale a 45 °C pour l'a-
amylase dé&. gulbargensigSyedet al.,2009).
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Figure 33: Effet de la températurar I’activité de I’a-amylase

10.2. Activité en fonction du pH

L'effet de la variation du pH sur l'activité de I'a-amylpse cette souche thermophile
a eté observé (figure 34). L'enzyme était active a laaioigH acide et alcalin, elle tolere une
large gamme de pH (2,2 -10,6) a 40¢h présence d'amidon comme substrat. L’enzyme a pu
présenter une trés bonne performance dans le tampon phosphate ret-lgg©H dans la
gamme de pH (7-10,6) et atteint son point optimal a pH alcalin I8¢8yrobore avec nos

résultats d'optimisation du deuxiéme plan (optimum de pH = 8,95).

En revanche, Vihinen et Mantsala, (1989) et Pamdey, (2000) ont rapporté que les
amylases provenant de la plupart des bactéries et des chamgpimnt un pH optimal dans un
intervalle acide a neutre. Des niveaux significatifs d'activité (activité >86,79%) ont été

détectés dans le tampon Glycine-HCI et acétate de sodium dans l'ietdevpi (2,2-5,2).

L'exigence d'un pH alcalin pour I'accomplissement de l'activiiénaf# des amylases
bactériennes caractérise les applications potentielles searetyme dans les industries du
détergent et du textile (Kiran et Chandra, 2008). Le résultat attieh désaccord avec celui
d’Acharyabhatta et al, (2013) et Singtet al, (2014). Ammaret al., (2002) ; Singhet al.,
(2014) qui ont apporté que les a-amylases d&treptomycesp. ont une activité a des valeurs
de pH inférieures. Cependant, conformément a nos conclusionsetSsled2009) ; Embaby
et al, (2014) ont démontré que l'activité optimale était amafidans 1’intervalle neutre a

alcalin.

Les deux caractéristique de notre o-amylase concernant le pH optimal et la
température, impliquent un indice sur la large gamme de pH eipdésdde température dans

lesquels I'a-amylase pourrait fonctionner efficacement (Acharyableittd., 2013)Ainsi, 1'a-
Page | 113



Résultats et discussion

amylase aurait de vastes applications industrielles promettausefhaque combinaison

choisie de pH et de température est un facteur crucial pour igdeasticces d'une certaine

application industrielle.
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Figure 34 : Effet du pH sur I’activité de I’a-amylase
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Conclusion et Perspectives

L’objectif de cette these étalitidentifier, de cloner et de surexprimer des genes afin
de mettre en évidence leurs potentialités fonctionnelles d’une activité amylasique a partir
d’une nouvelle souche de Streptomycesp. 20risolée d’un biotope Algérien, les marais
salant ; et par la suitd;optimiser leur production enzymatique sur milieu a base de déchets

d’orange.

En vue de produire cette enzyme, nous avons opté pour une agro-ressouiisie de fa
colt. La production enzymatique a été realisée sur dédhesnge sous SmF. Nos travaux

ont comporté plusieurs volets :

v' Sélection de la meilleure souche actinomycétale productrice d’alpha-amylase

etidentification de 1’activité amylasique de la souche Streptomycesp.20r.

v' Le criblage, le clonaget ’expression des génes codant pour des a-amylases
chezEscherichia coli.
v' L’optimisation de la prodution de I’activité amylasique sous SmF en utilisant

les déchets d’orange comme milieu de culture.

v La purification et la caractérisation partiedi@ne a-amylase.

Les principales raisons de l'augmentation continue des ventes msmdleleymes
microbiennes sont dues a l'augmentation de la demande et de la c@igwym Parmi les
enzymes industrielles majeures qui trouvent des applications dandomesines de la
boulangerie, de l'alcool, des détergents et des industries telddeamylases. Ceux-ci sont
produits par une variét¢ de microorganismes, qui clivent au hasard des liaisons a-1,4-
glycosidiques dans I'amidon conduisant a la formation de dextrinessliméea-amylases
provenant de différentes sources microbiennes révélent une grandstélibechimique et
sont susceptibles de manipulation génétique, ils conviennent donc a destiapglic
spécifiguegAsoodehet al.,2010).

Pour cela, dans le premier volet de nos travaux, et dans un premies, tane
nouvelle souche dgtreptomycesp. (20r) a été choisi parmi quatorze actinomycetes en raison
de son activité amylasique et de ses bonnes caractéristiqeesisiance et de sporulation.
Par la suite, ous avons tenté d’identifier, de cloner et de surexprimer le géne codant pour
cette enzyme a partir de cette souche. Un séquencage génomigtrepdemycesp. 20r a

éte réalisé par la technologie lllumina HiS¥O0. Les résultats de 1’annotation structurale et
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fonctionnelle ont permis d’identifier et de prédire la fonction de six ORFs en tant que GH et
plus précisément en ayant une activité amylasigue appartenant a la GiH1f3 en possédant
une triade catgtique formée d’un acide glutamique (Glu) et de deux acides aspartique (Asp).
Les séquences des génes orthologues putatives positifs posseddatnd@ses conservés
(CBM) qui nous ont permis de retenir deux genes pour la suite dasxreodant pour des
amylases: les Nodes 67 et 65 de 537 aa et 960 aa respectiveagedeux genes ont été par

la suite clonés dans le vecteur pET28a (+), puis exprimésssuererichia coli.

De plus, nous avons essayé de surexprimer les deux protéines recoesboten
deux types de bactéri@sexpression d’E. coli. Nous avons conclu que la production de ces
protéines mature dans ces organismes conduit a la formation de corps d’inclusion, et ceci
malgré une optimisation de quelques paramétres d’expression et d’extraction, a I’exception
des dernieres conditions de culture bactérienne permettant de suesxpne partie de ces
protéines recombinantes sous forme soluble. Les meilleures conditioderanété fixées
comme suit : une culture dans le milieu LB, utiliséstsouches d’E. coli BL21 (DE3), et
Rosetta 2 pLysS (DE3), est dans un premier temps é&éalid7 °C jusqu’a ce que la DOgoo
atteigne une valeur de 0,6, la culture est ensuite incubée penidanB@ °C en présence de
0,1 mM d’IPTG final, pour induire la production de la protéine. Le tampon de lyse cellulaire
utilisé pour I’extraction est le suivant: 25 mM Tris pH 8, 200 mM KCI, 10% de glycérol,
0,1% et 1% de triton X-100.

Les déchets d'agrumes sont abondamment générés, les méthodes ti@imina
utilisées aujourd'hui restent insatisfaisaniesproduction d'a-amylase sur les résidus agro-
industriels sous SmF, y compris les déchets d'orange, représenseurce lignocellulosique
alternative pour la production enzymatique, ainsi que pour des applications
biotechnologiques. Il y a eu tres peurdgports sur la production d'a-amylases sous SmF en
utilisant des résidus agro-industriels comme sources de carbone parsoucbe
actinomycetale. Nos résultats suggerent que l'utilisation économiqueésielsis agro-
industriels pour une production rentabd'a-amylase est possible. Des recherches en
perspective montrant que c'est une option pratique et économique, notamesent d
applications a grande échelle sont susceptibles d'étre disponibleend@ep des efforts
supplémentaires sont encore nécessaires dans les domainesssy@grntine meilleure
connaissance des constituants chimiques du déchet d'orange, dans de praduire

davantage de molécules a grande valeur ajoutée (b) Le développemestdudtes
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microbiennes plus efficace pour convertir la peau d'orange en pro@ulgute valeur en
utilisant la mutagenése conventionnelle ou l'ingénierie métaboliqliéétajle des étapes de
traitement du déchet d'orange, dans lesquelles les résidus obtenns seule étape seront

utilisés selon la définition d'une installation de bioraffinerie.

Dans un second voleta production d’a-amylase par fermentation en milieu liquide
(SmF) sur déchet’orange a étéoptimisée sur la base des résultats d’un plan d’expérience de
type Plackett-Burmamui permet d’identifier les facteurs qui ont un effet significatif sur la
production enzymatique, suivie du plan de Box-Wilson basé sur les coespaosihtrés
(CCD) combiné a la méthodologie de la surface de réponse (RENMBtre variables incluant
16,B% de déchets d’orange, 6,60% de NaCl, 9,45% d'inoculum et un pH 8,95. Les
conditions optimales établies ont permiatteindre un niveau de production amylasique de
12,19 U/mL, ce qui a était confirmé avec la valeur prédite pamokela quadratique (11,55
U/mL), confirmant ainsila validit¢ du modéle. L’a-amylase a été par la suite purifiée et
caractérisée partiellement. Elle présentait une activiténafg a 85°C et a pH 8,8. Cette
étude nous a démontré que ceitamylase possede des propriétés uniques, rendant cette

enzyme précieuse a I'échelle industrielle.

Cependant d’autres travaux, peuvent é&tre réalisés pour pouvoir solutionner le
probleme de la surexpression protéique. Pour cela, une suggestion de sphrioetsant de

contréler la fuitedu promoteur et éviter la formation des corps d’inclusions a été proposée.

a- La protéine est produite mais est toxique (fuite du promoteur)

v" On peut utiliser des inhibiteurs de I’ARN polymérase. L’ARN polymérase T7 est
inhibéepar le lysozyme. Cette stratégie est utilisée lorsque le géne d’intérét est placé
en aval d’un promoteur reconnu par une polymérase exogene, produite par la cellule.
Si on introduit le gene codant pour le lysozyme sur un plasmide, ladtapion de
lysozyme du phage T7 qui inhibera le peu d’ARN polymérase T7 produite en
I’absence d’induction (Studier, 1991). Par contre, en présence d’induction, 1’inhibiteur
sera en trop faible quantité pour I’inhiber comparativement a I’ARN polymérase T7

qui est surproduite.

v On peut ajouter I’ARN polymérase au moment de la production. Dans certains cas la

protéine a exprimer est toxique pour la bactérie. Or tous les promatductibles ont
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une activité basale, méme faible, si bien que la protéineadtife en faible quantité
en l'absence d'induction (on dit que le promoteur fuit). Si la protéinees toxique,
on peut utiliser une autre stratégie pour produire I’ARN polymérase T7 en utilisant un
phage M13 la produisant. On fait pousser les bactéries puis, avambdigre, on
infecte les bactéries par le virus. Le virus produit I’ARN polymérase T7 puis le géne

d'intérét est transcrit.

On peut rajouter d'autres éléments pour éteindre la transcriptioanéy gn peut en
particulier adopter une stratégie antisens. Dans cettegitratéh clone un gene a
proximité d'un promoteur fort’#. coli de telle sorte que c'est l'antisens qui est
produit. Cet antisens inhibe la traduction du gene pendant la croiskameeellule.
L'ajout de rifampicine dans le milieu arréte la synthéséamdisens lorsque le gene
d’intérét est en aval d’un promoteur de I’ARN polymérase T7. Pour la méme raison, la
transcription du gene de résistance doit se faire dans l'autreleseranscription du
gene d'intérét. Ainsi lorsqu'il n'y a pas d'arrét de trapison ou lorsque l'arrét n'est
pas total, le géne d'intérét n'est pas lui-méme transcriblesetice d'induction. On
aura un effet d'antisens, le transcrit initi€ au niveau du génésgtance s'hybridera
avec les quelques transcrits du géne d'intérét présent en I'absence dhinducti

Les séquences permettant 1’inversion est un des moyens de contrdler 1’expression du
géne.La stratégie est de le cloner a I’envers puis a le retourner au dernier moment
lorsque la culture arrive a la phase stationnaire. Les recombisaseprésentes dans
la bactérie et leur expression est régulée. Suite a 1’induction, elles tournent le géne

d’intérét qui est traduit (Sektas et al.,2001).

Pour avoir un bon contréle de I'expression, on peut utiliser des promitguctibles par
exemple par les métaux lourds, un choc thermique ou une hormone stéreidi
Toutefois tous ces systemes fuient, il y a toujours une expressige £n absence
d’induction. De plus les inducteurs sont souvent toxiques et I’induction n’est

généralement pas spécifique.
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b- La protéine est surexprimée mais est mal repliée (corps d’inclusion)

v' Utilisation de stabilisants. L’addition de sucres non métabolisables par la bactérie
(saccharose, raffinose ou sorbitol) permet souvent de diminugoucentage de
protéine insoluble. Ce résultat est attribu¢ a 1’effet stabilisateur des sucres sur la

conformation des protéines.

v’ L’agrégation peut étre observée lorsqu’une protéine est mise en solution avec un
tampon non adapté qui provoque son agrégation lente. Dans ce cas, on igeut util
I’'urée dans le tampon dénaturant, car c’est un puissant chaotrope, il permet de

dénaturer et de solubiliser les corps d’inclusion.

v Faire sécréter la protéine dans le milieu extérieur ou dapérilgasme chek. coli.
Le cytoplasme des bactéries est un milieu réducteur dans legypants disulfures ne

peuvent pas se former. Par contre le périplasme est un milieu oxydant.

v' Expression des geénes d’intérét en fusion avec un partenaire protéique fortement
soluble (Kapust et Waugh, 1999). Les partenaires les plus souvegsupour
I’expression chez E. coli sont la glutathion-S transférase (GST), la maltosebinding

protein et la thioredoxin (Chatterjee et Esposito, 2005).

Nous envisageons donc en perspective en plus des quelques solutions préacientes,
réaliser une optimisation a partir des deux souches recombinéegurifieation et une
caractérisation des deux protéines recombinamfagant pu étre entamées et poursuivies
dans le temps imparti pour nos travaux, ainsi que de d&fiffiet des ions métalliques et des
différents substrats sur les deux protéines, et enfin de détertainstructure 3D par

cristallographie des rayons X.
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Annexe 01

Classification structurale des repliements des CBMBorastonet al.,2004)

Différents repliements de CBMsandwich B : repliement 1 des CBM (A), tréfle B : repliement 2 des
CBM (B), noeud cystéine : repliement 3 des CBN2), unique : repliement 4 des CBND),
repliement OB : repliement 5 des CB(®), repliement hévéine : repliement 6 des CBM et unique
contenant des repliement hévéine : repliement 7 des CBM

Les structures illustrant les repliements caractéristiggesCBM sont les structurdg d’un CBM se
fixant a la cellulose d&uminiclostridium thermocellurappartenant a la famille CBM3 (code pdb
1INBC), B) d’'un CBM se fixant au xylane de Streptomyces lividanagppartenant & la famille CBM13
(code pdb 1MC9)C) d’un CBM se fixant a la cellulose de Trichoderma reeseappartenant a la
famille CBM1 (code pdb 1CBHP) d’un CBM se fixant a la chitine de Dickeya dadantiappartenant
a la famille CBM5 (code pdb 1AI) E) d’un CBM se fixant a la cellulose d€ellvibrio japonicus
appartenant a la famille CBM10 (code pdb 1E8R)un CBM se fixant 4 la chitine de Urtica dioica
appartenant a la famille CBM18 (code pdb 1ENZ}petd’un CBM se fixant a la chitine de Tachypleus
tridentatusappartenant a la famille CBM14 (code pdb 1DCQ). Les hélices a sont représentées en
rouge, les brins B en jaune et les boucles en vert.
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Annexe 02
Solution de Lugol
lodure de potassium........................ 29
lode métalloideyl............................ 1g
Eau distillée ..............ceivnnnn. 100 ml
Milieu GN
Extrait deviande .............................. 1g
Extrait delevure ........................... 2.59
Peptone .......ccooviiiiiii 59
Chlorure de sodium ........................ee. 59
AGar ..o 159
Eaudistillée ...................oooiiie 1000 ml
pH=7
Milieu ISP2
Extraitde levure ..., 4g
Extraitdemalt .............................. 10g
D-GlucoSe ...oovvieiiiiiiiiiei e, 4g
AGar ..o 20g
Eaudistillée ..................ooii. 1000 ml
pH=7,3
Milieu Bennett
D-Glucose anhydre......................... 10g
Casaminoacide ...............cooeevenninnnnn. 29
Extraitde levure .................oooiinn. 19
Extraitde viande.........................e g
Aar .o 159
Eaudistillée ...................ooiii. 1000 ml

pH=7,3
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ANNEXE 03

Extraction de ’ADN génomique :

Le Kit utilisé pour I’extraction de I’ADN est le kit GenElute Bacterial Genomic DNA Kit
Protocol Sigma-Aldrich)
L’extraction de I’ADN génomique des grams positifs est réalisée selon les étapes suivantes:

1- La récolte de cellules bactériennes:
La culture est centrifugée & 12000-16000xg pendant 2mn.

2- La digestion de la paroi cellulaire:

Aprés élimination du surnageant, 1g de culot bactérien est récdpasé un tube de
collection puis resuspendu dans 200¢rune solution de lysozyme. Le tube est incubé a
37°C/30mn. 20uL de RNase sont ajoutés, puis incubés pendant 2mn a température ambiante.

3-La lyse cellulaire:
20pL de proteinase K et 200pLune solution de lyse C sont ajoutés a la suspension
cellulaire, cette derniére est vortexée puis incubée a 55°C/10mn.

4-Préparation de la colonne:
50QuL de solution de préparation de colonne sont ajoutés a chaque colonne de liaison. Une
centrifugation est réaliséexal 2000<g pendant 1mn. Le surnageant est eliminé.

5- Fixation de I’ADN a la colonne:

200pL d’éthanol sont ajoutés au lysat cellulaire. Le tube est inversé énergiquement afin
d’obtenir un mélange homogene.
Le meélanged’éthanol est transféré dans une colonne de liaison. Une centrifugation est
realiséea > 6500xg pendant 1min.

6- Lavage de la colonne:
La colonne est transférée vers un nouveau tube de collectigi. &06olution de lavagel
sont ajoutés a la colonne. Ugentrifugation est réalisée a > 6500xg pendant 1min.

7- La répétition du lavage de la colonne:

La colonne est transférée vers un nouveau tube de collectiqrl. B0Bolution de lavage
concentrée sont ajoutés a la colonne. thgrifugation est réalisée a > 12000xg pendant
3min pour faire sécher la colonne.

8- Elution de I’ADN génomique:

La colonne est transférée vers un nouveau tube de collectiqr. @8Bolution d’élution
sont ajoutés au milieu de la membrane, la colonnénesbée pendant 5mn a température
ambiantelUne centrifugation est réatisa > 6500xg pendant 1min.
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La quantit¢ de ’ADN est mesurée par la lecture de 1’absorbance a 260nmi I’aide du
spectrophotometre Nano Drope Filtrat contenant I’ADN est conservé au congélateur a -
20°C.

Bacterial Culture

1. Release DMNA

At digestior

2. Prepare Column

S L TFoT arnd Spoir E‘
=

3. Bind DNA

4, Wash Column

5. Elute DNA

Pure Bacterial Genomic DNA
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Annexe 05

1- Electrophorése des protéines en conditions dénatu@i&SsPAGE)(Laemmli, 1970)

Tampon de charge 5X

Tris-HCIpH6,8.............ocoal. 62,5mM

SDS . 2%
GIYCErol ..., 20%
B-mercaptoéthanal...................... 50mM
Bleu de bromophénol..................... 0,1%
Eaudistillée..................co.oooiil 10mL

Tampon de migration 10X

Tris-HC ..o 250mM
Glycine.....coooviiiiii 1.92M
SDS ., 1%
pH= 8,3

Solution de coloration
Méthanol.................................. 120mL
Acide acétique glaciale................... 5mL
Coomassi@rilliant Blue R-250......... 0.02g
Eaudistillée.....................ooooiil. 50mL

Solution de décoloration

Méthanol................ocoiiiin 125mL
Acide acétique glaciale.................. 50mL
Eau distillée....................c.oil. 500mL

2- Electrophorésd’ADN sur gel d’agarose 1%

Solution de révélation des bandes d’ADN
NaQ 0.1M .......ccovvviiiin50mL

Gel Red 10.000X.....ccvveveianan., 10uL
Tampon TBE
Trisborate..............cccvviiine...90mM
EDTA 2mM
Eaudistillée ......coieeieii. 1000mL

PH= 8.2
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ANNEXE 06

Purification des produits PCR sur gel:

1- La bande d’intérét contenant le fragment d'ADMNst excisée du geln utilisant un scalpel
propre,en la fractionnant en petits cubes. Cette derniére est placéartae eppendorfie

1,5 ml pré-peséd_e poids de la tranche du gel est noté aprés la pesée.
2- Un volume (v/p) 1:1 du tampon de liaison est ajouté a la tranche de gel.

3- le mélange est incubé a 50-60°C pendant 10 min pour favoriser lautmsalu gel. Le
tube est mélangé par inversion toutes les quelgues minutes pdilerfée processus de

fusion. Ce dernier est verté avant qu’il soit déposé sur la colonne.

NB : Le tampon de liaison contient un indicateur de pH, la solution raste jsi le pH est
optimal pour I’adsorption sur la colonne (pH< 7.5). Par contre, lorsque le pH est trop élevé, la
solution vire au violet ou orange. Dans ce cas, le pH doit étre corrigé en ajoutant 10 pL

d’acétate de sodium 3 M, pH 5,2.

4- 800 pL de la solution de gel solubilisée seront transférés de 1’étape précédente vers la
colonne de purification GeneJET. Une centrifugatiorla000 g pendaritmin est effectuée.

Le surnageant est éliminélatcolonne est remise dans le méme tube de collection.

5- 700 pL de tampon de lavage (dilué avec 1'éthanol) sont ajoutés a la colonne de purification.
Une centrifugation 12000 g pendant 1mihe surnageant est éliminéemettre la colonne

de purification dans le nouveau tube de collection.

6- Centrifugez la colonne de purification vide pendant 1 min supplémentairesjmimer
compléetement tout tampon de lavage résiduel.

7- La colonne de purification est Transférée a un tube de microcentrifuge prdpbende

50 uL de tampon d’élution sont ajoutés au centre de la membrane de la colonne de
purification puis centrifuger pendant 1 mict ADN purifié est stocké a -20°C.

Toutes les manipulations sont réalisées a température ambiante. Cettiipgr@ermet de
purifier environ 75% de I’ADN présent dans le gel pour des fragments de petites taille, et
environ 50% pour les fragments de plus grande taille (> 1,000pb).
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ANNEXE 07

Purification des produits PCR :
1- Fixation de ’ADN sur la membrane de la colonne :

Un volume (v/v) 1:1 du tampon de liaison est ajouté au produit de PCR. Bien
mélanger. Il faut Vérifier la couleur de la solution. Une coulaung indique un pH optimal
pour I'ADN lié a la membrandi la couleur de la solution est orange ou violette, 10 uL d’une
solution d'acétate de sodium 3M, pH5.2 seront ajoutés puis homogénéiséuléar au

mélange devient jaune.

Jusqu’a 80QuL de la solution seront transférés de 1’étape précédente vers la colonne de
purification GeneJET. Une centrifugation>22000 g pendami0 a 60’S est effectuée. Le

surnageant est éliminé.

2- Lavage de la colonne :

700 uL de tampon de lavage (dilué avec I'éthanol) sont ajoutés a la calienne
purification. Une centrifugation 212000 g pendari0 a 60’S. Le surnageant est éliminé,
remettre la colonne de purification dans le nouveau tube de collection.

Centrifugez la colonne de purification vide pendant 1 min supplémemaire éliminer

completement tout tampon de lavage résiduel.

3- Elution de PADN :

La colonne de purification est Transférée a un tube de micrdugetpropre de 1,5 mL50
uL de tampon d’élution sont ajoutés au centre de la membrane de la colonne de purification puis
centrifuger pendant 1miiLa quantité de I’ADN est mesurée par la lecture de 1’absorbance a 260 nm a

’aide du spectrophotometre Nano Drop. L’ ADN purifi¢ est stocké a -20°C.
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ANNEXE 08

Extraction et Purification de I’ADN plasmidique :

Nb: Toutes les manipulations seront réalisées a température ambiante.

1- Une culture bactérienne de 12h est centrifugée a >6800 g pendanteBtempérature
ambiante (15-25°C).

2- Le culot bactérien est resuspendu dansiR5l@ Tampon de lyse P1 (additionné avec le
réactif Lyse blue et une solution de RNase A), puis il eststéaé dans un tube de
microcentrifuge.

3- 25QuL de Tampon de lyse P2 sont ajoutés, on mélange bien en inversare -6 fois
jusqu'a ce que la solution devient visqueuse signe que I’ADN est libéré.

4- 35uL de Tampon de neutralisation N3 sont ajoutés, on mélange immédiatement
vigoureusement en inversant le tube 4-6 fois jusqu'a ce que lasalavient blanchatre, ce
sont les protéines qui précipitent.

5- Une centrifugation est réalisée pendant 10 min & 17.900 g.

6- Le surnageant est transféré sur la colonne QIAprep spin. émefagation a 17.900 g

pendanB0 a 60’S est effectuée. Le surnageant est éliminé.

7- La colonne est lavée avec ’ajout de 750ul. de tampon PE. Une centrifugation est réalisée.

Le surnageant est €liminé. La colonne est transférée dans un autre tubeatiercoll

8- Une centrifugation additionnelle de 1min est réalig@ed’éliminer le tampon de lavage

résiduel dont I’éthanol.

9- La colonne est placée dans un tdeemicrocentrifuge propre de 1,5miQuL de tampon
d’¢lution EB (10mM Tris.Cl, pH 8.5) ou I’H,O sont ajoutés au centre de la membrane de la

colonne QIAprep spin, puis laisser reposer pendant 1min et centrifuger pendant 1mi
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Annexe 09

1- Dosage des sucres totay®uboiset al, 1956)

L'acide sulfurique concentré provoque a chaud la déshydratation desveseta
formation d'hydroxy-méthyl furfural (cas d'un hexose) et d'urufatf(cas d'un pentose).Ces
composeés se condensent avec le phénol pour donner des composeés coloigtedsité ltle
la coloration est proportionnelle & la concentration en oses.

Réactifs
Phénol a 5% dans I’eau distillée.
Acide sulfurique concentre, d=1.84

Protocole

1 ml d’échantillon, est ajouté a 1 ml de phénol a 5% et a 5 ml d’acide sulfurique concentré.

Laisser reposer pendant 10 min a température ambiante, puis incuber a 30°C pendant 20 min.
L apparition du complexe jaune orange est suivie en mesurant la dgigjtée a 488 nm a

I’aide d’un spectrophotométre par rapport a une gamme d’étalonnage établie avec une
solution mére de 100pg/ml de glucose.

Courbe étalon des sucres totaux

y =0,0108x
2 _
1,4 R*=0,9889
1,2
2

1
0,8 *
o) /
[a)
0,6
0,4 /

0,2
0 /l T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120
Glucose (pug/mL)

2- Dosage des protéine@d owry et al, 1951)

Cette méthode a pour principe le fait que le réactif de Folin-ciocalteu missempeé
d'une protéine est réduit en un complexe bleu. Elle est la résultante de déarsgac
- Réaction de Biuret qui, en présence de sulfate de cuivre et en milien,geafet le
dosage des liaisons peptidiques des protéines.
- Réaction du réactif de Folin sur la tyrosine, le tryptophardae$s une moindre mesure la
cystine, la cystéine et l'histidine, qui entrainent une réductiopgrée d'un a trois atomes
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d'oxygene, et la fixation du cuivre par chélation faciliterontrémsfert d'électrons vers ce
réactif.

Réactifs

Solution A : Na2CO3 2 % dans NaOH 0.1N.

Solution B : CuSO4, SH20 1% dans I’eau distillée.

Solution C : Tartrate double de Na et K 2% dans 1’eau distillée.

Solution M : 20 mL de la solution A+1 mL de la solution B+ 1mL de la solution C.
Solution E : Réactif de Folin-ciocalteu dilué au 1/10éme.

Courbe étalon des protéines

05 y = 0,0049x
R?=0,99

0 20 40 60 80 100 120
BSA (mg/mL)

3- Dosagale P’activité enzymatique (Bernfeld, 1955)

L'activit¢é de 1’a-amylase est évaluée par I'hydrolyse de l'amidon pamexésits
enzymatiques. L'amidon hydrolysé libere du maltose. L'acide 3,5ediaiycilique (DNSA)
est utilisé comme inhibiteur dedfamylase.

Réactif DNSA:

Dissoudre 1g de DNS dans 20 ml de NaOH (2N) et 50 ml d’eau distillée. Ajouter 30g
tartrate double Na, K. Compléter a 100m| @veau distillée, agité. Le réactif doit étre
conservé a I’abri de la lumicre.
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Courbe étalon Du maltose

0[9 V= ﬂ’AQy
08 R?=0,9992 #

0,7
0,6 e
0,5
iy s
0,3
0,2 0/
0,1
0 0/ . : : : .

0 0,5 1 1,5 2 2,5
maltose (mg/mL)

DO

4- Détermination de la matiere sech€Afnor, 1986)

Le taux de matiére seche exprimé en %, est donné par la formule suivante :

% = (-py x 100/ p-pr
pl : poids du creuset vide.
p2 : poids du creuset + la prise d’essai avant dessiccation
P3 : poids du creuset vide+ matiere seche aprés dessiccation

Matiere seche %= 100humidité %

5-Dosage des cendres et des minéra(Afnor, 1986)

Le taux des cendres exprimé en %, est donné par la formule suivante :
% = (R-pyyx 100/ p-p
pl : poids du creuset vide.
p2 : poids du creuset + la prise d’essai avant incinération

P3 : poids du creuset vide+ matiere seche aprés incinération

La matiere minérale = 100 - Les cendres %
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6-Dosage de la matiere azotgéfnor, 1986)

Réactifs:

- Acide sulfurigue concentré (d =1.84)
- Acide sulfurique 0.1 N

- Soude 0.1N

- Lessive de soude, a 33%

- Sélénium en poudre pur (catalyseur)
- Indicateur rouge de méthyle

- Papier pH ou papier tournesol

- Billes en verre ou pierre ponce

Matériels:
- Matras kieldahl de 500ml

- Appareil a distiller
- Réchaud a gaz ou électrique
- Burette de 250 ml

Protocole:
Etape 1: minéralisation sulfurique

Introduire dans un matras Kjeldahl de 500 ml :

- 1 gd’échantillon

- 2 g de catalyseur (bien mettre en suspenséohantillon au sein du catalyseur)

- 20 mld’acide sulfurique concentré

Porter ensuite le matras sur une rampe chauffante, patm&aspiration des vapeurs
sulfuriques. Prolonger le chauffage une demi- heure apres décolom@tipiete, c'est-a-dire

apres que la solution soit devenue limpide. Laisser refroidir.

Etape 2: Alcalinisation distillation de ’ammoniaque
Verser dans le matras de Kjeldahl contenant le sulfate d’ammonium :

- 160 ml d’eau distillée
- 80 ml de lessive de soude a 33%

Ajouter quelques graines de pierre ponce pour régulariser I’ébullition. Pour le déplacement de
I’ammoniaque, il faut ajouter la lessive de soude délicatement, une fois que 1’appareil a
distiller est prét a fonctionner : Réfrigération assurée et extrémité de 1’appareil plongeant dans
un Erlen Meyecontenant 20 ml d’acide sulfurique 0.1N (I’extrémité de 1’appareil doit étre en
contact avec le liquide). Vérifier la fin de la distillation eecevant quelques gouttes de

distillat, soit sur un papier tournesol rouge, soit sur du papier pH.

Etape 3: Titrage

L’ammoniaque distillée, est recu dans 1’Erlen Meyer contenant I’acide sulfurique en exces (20
mL). On ajoute dans I’Erlen Meyer quelques gouttes de rouge de méthyle et on titre par la
soude 0.1N I’acide sulfurique restant (proportion qui n’a pas réagi avec I’ammoniaque). Doser
goutte a goutte avec la soude contenue dans la burettg’ajusiirage au jaune pale

persistant.
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Calculs:

Le pourcentage d’azote est déterminé selon la formule suivante :

N=0.0014 x Vx 100 /p

V : volume initial de I’acide sulfurique — volume de I’acide sulfurique restant qui n’a pas
réagi avec I’ammoniaque

P :poids de I’échantillon

Le pourcentage d’azote par rapport a 1’échantillon sec sera donc :

N = (0.0014 x Vx 100) /p x 100/ (100- H)

H : I’humidité de I’échantillon.

Et pour obtenir une valeur appropriée du taux de protéines, il faut multiplier le taux d’azote
par un coefficient déterminé expérimentalement, qui est égal a 6.25 dans naité#l@cha

7-Dosagede la matiere grassd€lecoq, 1965)

Réactifs:

- Acide chlorhydrique 1N

- Solution aqueuse de ferrocyanure de potassium a 10%
- Solution aqueusé’acétate de zinc a 20%

- Sable purifié pour analyse

- Ether de pétrole

- Papier filtre

Matériels:

- Appareil de soxhlet

- Rotavapeur

- Réfrigérant

- Dessiccateur

- Ballon rode de 250ml

Protocole:

Peser 5 g de I’échantillon, ajouter 50 ml d’acide chlorhydrique et faire bouillir pendant 5mn
puis laisser reposer. Si le liquide n’est pas clair, ajouter 1 ml de solution d’acétate de zinc a
20% et 1 ml de solution de ferrocyanure de potassium a 10%. Biltram filtre mouillé,
contenant 5 g de sable purifjguis sécher a 1’étuve a 105°C. Extraire le papier filtre séché et
résidu avec de I’éther de pétrole pendant 2 heures dans un soxhlet, dont le ballon aura été taré.
Broyer le résidu et extraire de nouveau pendant 1 heure. Chassestiflatialn sous vide sur
un rotavapeur la totalité du solvant contenu dans le ballon, en condé&samipeurs de
solvant a 1’aide d’un réfrigérant descendant. Sécher ensuite a I’étuve a 105°C jusqu’a poids
constant.
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Calculs:

Le poids des matieres grasses totales est déterminé selon la formuléesuiva
P=P1-P2

P : poids de la matiere grasse contenue dans 1’échantillon.

P1 : poids du ballon avant extraction

P2 : poids du ballon apres extraction

Le taux de la matiére grasse par rapport au produit sec sera donc :

P x 100/ (100- H)

H : humidité du produit
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Annexe 10

Tableau de précipitation au sulfate d’ammonium

% de saturation en sulfate d'ammonium & 0°C
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 &5 90 95 100

grammes de sulfate d'ammonium & ajouter & un litre de solufion:

106 134 164 194 226 258 291 326 361 398 436 476 516 559 603 650 697 0
79 108 137 166 197 229 262 296 331 368 405 444 484 526 570 615 662 5
53 81 109 139 169 200 233 266 301 337 374 412 452 493 536 581 627 10
26 54 82 111 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 503 547 592 15
O 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 349 387 427 469 512 557 20
0 27 56 84 115 146 179 211 245 280 317 3565 395 436 478 522 25

0 28 56 86 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488 30

0 28 57 87 118 1571 184 218 254 2971 329 3469 410 453 35

0 29 58 89 120 153 187 222 258 296 335 376 418 40

0 29 5% 90 123 156 190 226 263 302 342 383 45

Q0 30 60 92 125 159 194 230 268 308 348 80

0 30 61 93 127 161 197 235 273 313 55

0 31 62 95 129 164 201 239 279 60

0 31 &3 97 132 168 205 244 65

0 32 65 99 134 171 209 70

0 32 66 101 137 174 75

0 33 67 103 139 80

0 34 &8 105 85

0 34 70 90

(0.0 D) WNUOWILWD, P &|D)NS U8 8|DIHUl UOIDINDS 2
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Annexe 11

Tampon TE

Tris-Hel (IM)...oooiviiiiiiiiieen . 5SmL
EDTA (0O.5M)...coviiiiiiii, 1mM
Eaudistillée ...............oooeiiiniia. 500mL
PH=8

Tampon Tris-HCI
Tris-HCI ..., 20mM

NACL e 150mM
Eaudistillée ......vvvviiii i, 1000mL
PH=7.5

Tampon Glycine-HCL

Glycine 0.2M..........cooiiiiiiiiii, 25mL
HCIO2M ..o xmL
Eaudistillée ............coeeeviiiiiinn.... 100mL

X (mL) pH

22.C 2.2

16.2 2.4

12.1 2.€

8.4 2.8

5.7 3.C

4.1 3.2

3.2 3.4

2.t 3.€




Annexes

Tampon Sodium acétate

Acide acétique...............ooeiiiiiiieienns 0.1N
Acetate de sodium......................... 0.1N
acetic acid sodium pH
acetate
185 15 3.6
176 24 3.8
164 36 4.0
147 53 4.2
126 74 4.4
102 98 4.6
80 120 4.8
59 141 5.0
42 158 5.2
29 171 54
19 181 5.6

Tampon phosphate

NaHPOs (A). .o 0.2M
NaHPO; (B)....

e 0.2M

Mélanger les volumes appropriés de stock et ajouter un volume égal d'eaedsiilt faire une
concentration finale de 0,1 M

A (ml) B (ml) pH
92.0 8.0 5.8
87.7 12.3 6.0
81.5 18.5 6.2
68.5 315 6.5
62.5 37.5 6.6
56.5 43.5 6.7
51.0 49.0 6.8
45.0 55.0 6.9
39.0 61.0 7.0
33.0 67.0 7.1
28.0 72.0 7.2
23.0 77.0 7.3
19.0 81.0 7.4
16.0 84.0 7.5
8.5 91.5 7.8
5.3 94.7 8.0
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Tampon Glycine-NaOH

Glycine 0.2M.........cooiiiiiiiiiiee, 25mL
NaOHO.2M.........coooiii XxmL
Eaudistillée ............ccooiiiiiini 100mL
X (mL) pH
2.0 8.6
3.0 8.8
4.4 9.0
6.0 9.2
8.4 9.4
11.2 9.6
13.6 9.8
19.3 10.4
22.75 10.6
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A newly isolated strain from the water of the salt marsh of Ain Mlila in Algeria identified as Streptomyces
sp. 20r was investigated for its potential to produce amylolytic enzymes. The production optimization of
a-amylase using an agroindustrial residue (orange waste) as the sole carbon source was performed with
statistical methodology based on Plackett-Burman experimental designs. Among the various parameters
screened, the effects of various carbon and nitrogen sources were investigated. The production of the o~
amylase, proteins and biomass was achieved using the statistical method of Plackett-Burman design at
N=24, namely 24 experiments and 23 factors in which 19 are real ones and 4 dummy. The production
medium is prepared using orange waste powder at 30 °C under agitation. Statistical analysis showed that
the changes in substrate concentration (5-15%), NaCl (0-6.5%), inoculum size (5-10%) and pH (5-9) were
positively affecting the production and giving the highest level of a-amylase activity corresponded to

Plackett-Burman design
Statistical optimization
Submerged fermentation (SmF)

8.26 U/mL in submerged fermentation after 5 days of cultivation.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

o-amylases is one of the most important enzymes in present
day biotechnology, this enzymes are gaining more importance
because their spectrum of application has widened in many fields
such as clinical, medicinal pharmaceutical and analytical chem-
istry. Besides their use in starch saccharification they also find
applications in food, baking, brewing, detergent, textile and paper
industries (Agger et al., 2001). Amylases represent one of the three
largest groups of industrial enzymes and account for approxi-
mately 25% of the total enzyme sales worldwide (Li and Yu, 2011).
With the development of effective techniques large scale pro-
duction of a-amylase becomes an attractive business (Zangirolami
et al,, 2002). Maximum enzyme production is one of the most
important goals in biotechnological processes by optimizing the
cultural conditions such as inoculum size, temperature, pH, agi-
tation, aeration and dissolved oxygen etc.

o-amylases can be derived from several sources, including
plants, animals and microorganisms. Microbial a-amylases have a
broad spectrum of industrial applications as they are more stable
than with plant and animal and they can be obtained cheaply

* Corresponding author.
E-mail address: mahmoudkitouni@yahoo.fr (K. Mahmoud).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bcab.2015.08.011
1878-8181/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

(Grupta et al., 2003), also the major advantage is the economical
bulk production capacity and microbes are easy to manipulate to
obtain enzymes of desired characteristics (Lonsane and Ramesh,
1990). Several microbial a-amylases are available commercially
and they have almost completely replaced the chemical hydrolysis
in over 75% of starch hydrolyzing processes due to many ad-
vantages, not least its highest yields (Tonkova, 2006). It has been
found in several microorganisms like bacteria (Chakraborty et al.,
2012), fungi (Djekrif-Dakhmouche et al., 2006) and actinobacteria
(Sivakumar et al., 2012). Actinobacteria, specifically Streptomyces,
are one of the most investigated groups because they constitute a
potential source of biotechnologically interesting substances. o-
amylases are widely distributed in the species of Streptomyces
(Singh et al., 2011). Starch hydrolysis, catalyzed by a-amylase, is
one of the most important large scale uses of Actinomycetes in
terms of enzymatic processes. The fact that some enzymes have
the particular capacity to convert starch into shorter polymers of
glucose units has made a-amylase the subject of several studies in
recent years for this kind of process. Production of a-amylase
using synthetic media is very expensive and uneconomical. Those
media therefore have to be replaced with more economically
available agro-industrial residues to reduce the cost (Balkan and
Ertan, 2007). For these reasons, certain agricultural, industrial and
environmental wastes were investigated for their ability to induce
a-amylase production. Designing an appropriate fermentation
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medium is of crucial importance because the medium composition
can significantly affect the product yield. For commodity products,
the cost of the medium can substantially affect the overall eco-
nomics of the process (Silva and Roberto, 2001).

In Algeria, orange-processing industry rejects hundreds of
thousands of tons of waste per year, which cause serious en-
vironmental problems (Djekrif-Dakhmouche et al., 2006). The
accumulation of large amounts of orange waste as well as en-
vironmental considerations and to avoid health hazards due to the
unsatisfactory disposal methods require the necessity to find al-
ternative solutions for the recovery of such wastes. Any waste
could be considered as raw material as long as there is an option to
develop methods for its valorization according to current en-
vironmental legislation, (Moller et al., 2001). High added value
products can be produced using orange peel waste as a potentially
valuable low cost resource (Rivas et al., 2008; Balu et al., 2012).
According to Rivas et al. (2008) orange peel waste contains 16.9%
soluble sugar, 9.21% cellulose, 10.5% hemi-cellulose and 42.5%
pectin as the most important components. Among the different
methods cited in the literature for the recovery of orange waste,
their use in the production of enzyme is the most interesting (Siles
and Thompson, 2010).

Submerged fermentation (SmF) has been traditionally used for
the production of industrially important enzymes (Approximately
90%) because of the ease of handling and greater control of en-
vironmental factors such as temperature and pH. It is well estab-
lished that extracellular enzyme production by microorganisms is
greatly influenced by media components, especially carbon and
nitrogen sources, minerals and physicochemical factors such as pH
and inoculum density, thus the optimization of media components
and cultural parameters is the primary task in a biological process.
Experimental designs are excellent techniques for optimization of
culture conditions to achieve optimal production (Djekrif-Dakh-
mouche et al., 2006; Cotarlet, 2013). It is well known that medium
optimization is approached by either empirical or statistical
methods, but the classic or empirical methods have several lim-
itations toward complete optimization (Djekrif-Dakhmouche et al.,
2006). The recent strategy is statistical optimization, which allows
rapid screening for a number of factors and factor interactions,
reflecting the role of each component. Statistical methods have
been applied for the optimization of a-amylase (Dey et al., 2001;
Abou-Elela et al., 2009; Cotarlet, 2013). A statistical approach has
been employed in the present study for which a Plackett-Burman
design is used for identifying significant variables influencing o-
amylase production under SmF by Streptomyces sp.

2. Materials and methods
2.1. Selection of amylase-producing actinomycetes

The Actinomycetes strains used in this study were isolated from
samples of water, soil and tree barks collected at two sites located
in the northeast of Algeria (Kitouni et al., 2005). Stock cultures
were maintained on agar in inclined tubes and spore suspensions
were prepared in liquid Bennett medium after cultivation (30 °C/5
days) in this same medium. Spores were maintained in 50% gly-
cerol, 50% Bennett medium (v/v) at —20 °C. Fourteen strains were
tested for the production of a-amylase. Cells were spotted in du-
plicates on malt yeast extract agar (Shirling and Gottlieb, 1966)
containing (g/L): Beef extract 3.0, peptone 10.0, soluble starch 2.0,
agar 15.0, pH 7.2. Amylase-producing strains were identified, after
an incubation period of 3 days at 30 °C, by the addition of lugol
solution 0.1% and observing a clearing zone surrounding the
culture.

2.1.1. Halo assay

For selecting the most producing of o-amylase, cells were
spotted on starch (0.2%)/NB plate and digestion of starch was de-
tected with I/KI solution to form halo and the colonies with the
largest halo-forming zone were chosen for further investigations
(Tatsinkou et al., 2005). In the present study the strain 20r was
chosen and the sequence of its 16S rRNA gene was determined and
submitted to GenBank under accession number KP314280.

2.2. Substrate and culture media

Orange waste was procured from the UNAJUC a juice produc-
tion firm of Ramdhan Djamel, Skikda. Algeria. The chemical
composition of the waste according to the analyzes of the firm is
as follows (%): total sugar 44.5 + 1.65; crude protein 3.71 + 0.05;
crude fat 0.39 4+ 0.001 and Ash 3.46 + 0.27. The waste is air dried
and then passed through a sieve of 0.250 mm diameter and stored
in sealed boxes: 5% and 10% of the suspension of orange waste are
prepared with distilled water. They are well mixed and centrifuged
(6000 rpm). The supernatant is used as a basal medium after di-
lution with 0.1 M phosphate buffer at pH 5 and its enrichment
with various substances. In order to determine the factors sig-
nificantly influencing o-amylase production the Plackett and
Burman design was used. The composition of the production
medium varies according to the design matrix.

2.3. Inoculum preparation

Streptomyces sp. (20r), 5 days old, were harvested from plates
by adding ten milliliters of distilled water. The spores were dis-
lodged with a platinium loop under aseptic conditions. Then it
was, appropriately diluted for the required density of spores and
used as the master suspension (Solis-pereira et al., 1993).

2.4. Fermentation conditions

Streptomyces sp. (20r) strain was cultivated in 250-mL Erlen-
meyer flasks containing 50 mL of a growth medium, as described
above, supplemented with a carbon and nitrogen sources at dif-
ferent concentrations according to Table 1 generating 24 different
runs. The contents were thoroughly mixed; the cotton plugged
flasks were autoclaved at 121 °C (15 psi) for 20 min. After cooling
the medium, they were inoculated with 10 and 5% of a spore
suspension (DOgpo=0.68), kept on a rotary shaker at permanent
conditions for 5 days at 30°C, 140 rpm (orbital shaker New
Brunswick Scientific Co., New Jersey, USA). Their whole content
filtered to separate cells from the supernatant. The contents of the
flasks were centrifuged at 6500 rpm at 4 °C for 20 min, filtered
through a Whatman filter N°2 and the crude supernatants used for
enzymatic assays.

2.5. Experimental design and statistical analysis

The present study was aimed at screening the important
medium components with respect to their main effects by Plack-
ett-Burman design. The Plackett-Burman experimental design is a
two-factorial design, which identifies the critical physico-chemical
parameters required for elevated o-amylase production by
screening n variables in n+1 experiments (Plackett and Burman,
1946).Twenty three variables chosen for the present study which
nineteen real variables and four dummy.

The experimental design for the screening of the variables is
given in (Table 2). The columns represent different variables and
the rows represent different experiments. To estimate the ex-
perimental error four variables (X3, X12, X16 and X19) are de-
signed as dummy variables
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Table 1
Relationship between the coded levels and the actual levels of the used 19 factors.

Factors Levels
(+) High (-) Low
X1 Orange waste (g/L) 15% (150) 5% (50)
X2 Starch (g/L) 1% (10) 0
X3 Dummy 1 - -
X4 Saline solution (mL/L) 1 mL (0.1%) 0
X5 CaCl, (g/L) 0.1% (1) 0
X6 Nacl (g/L) 6.5% (65) 0
X7 Glycérol (mL/L) 0.02% (0.2) 0
X8 Inoculum size (mL/L) 10% (100) 5% (50)
X9 pH 9 5
X10 Tween 80 (mL/L) 1% (10) 0
X1 Corn Steep Liquor (mL/L) 1 mL (0.1%) 0
X12 Dummy 2 - -
X13 Yeast extract (g/L) 0.1% (1) 0
X14 Peptone (g/L) 1% (10) 0
X15 Tryptone (g/L) 0.1% (1) 0
X16 Dummy 3 - -
X17 Urea (g/L) 0.1% (1) 0
X18 Casein (g/L) 0.1% (1) 0
X19 Dummy 4 - -
X20 Ammonium sulfate (g/L) 0.5% (5) 0
X21 Beef extract (g/L) 1% (10) 0
X22 Ammonium phosphate (g/L) 0.1% (1) 0
X23 Sodium Nitrate (g/L) 0.1% (1) 0

All the variables are denoted as numerical factors and in-
vestigated at two widely spaced intervals designated as —1 (low
level) and +1 (high level) (Table 1).

The Plakett-Burman design assumes that there are no inter-
actions between the different media constituents, Xi in the range
of variables (factors) under consideration. A linear approach is
considered to be sufficient for screening.

Y=p+ Zﬂixi"‘f )

Where Y is the experimental response, 3o the main effects of
the factors, f3; are the regression coefficients, € is a random error.
The Plackett-Burman experimental design is a fractional factorial
design and the main effect of such a design may be simply cal-
culated as the difference between the average of measurements
made at the highest level (+1) of the factor and the average of
measurements at the low level (—1). All experiments were carried
out in duplicate. The first order polynomial coefficients were cal-
culated and analyzed using the ‘R’ software (version 2.14.1 (2011-
12-22) statistical package.

The effect of individual parameters on the o-amylase produc-
tion was calculated by the following equation:

po (XY +) - F¥-)
- N 2)

Where, (E) is the effect of the parameters under study and (Y+)
and (Y- ) are responses (a-amylase, proteins and biomass) of trials
at which the parameter was at its higher and lower levels, re-
spectively, and N is the total number of trials.

2.6. Enzyme assay

a-amylase enzyme was assayed according to the method de-
scribed by Bernfeld (1955). The reaction mixture contained 0.5 mL
of 1% (w/v) soluble starch in 0.1 M phosphate Buffer and 0.5 mL
enzyme. The reaction was incubated for 30 min at 40 °C. The re-
action was stopped, by the addition of 1 mL of dinitrosalicylic acid
and boiled for 5 min in a boiling water bath and cooling, 10 mL of
distilled water was added and the color was measured at 540 nm.
One unit of a-amylase activity was defined as the amount of

enzyme that produced, reducing sugar equivalent to 1 umole of
maltose per mL per min under the assay conditions.

2.7. Proteins

Proteins are quantified using the Folin-Ciocalteu method
(Lowry et al., 1951). Bovine serum albumin [BSA (sigma)] was used
as standard.

2.8. Biomass

Biomass was harvested by paper filtration (Watman paper N°2),
washed with distilled water and determined by constant weight
for 24 h at 105 °C.

3. Results and discussion
3.1. Selection of amylase-producing actinomycetes

The screening data for o-amylase-producing actinomycetes
(Table 3) demonstrate that although three strains were prominent,
among twelve actinomycetes, which showed a zone of clearance
surround the microbial growth in starch medium, the actionmy-
cete Streptomyces sp. (20r) strain was chosen due to its good
growth and sporulation characteristics. This microorganism was
isolated from water of the salt marsh in Ain Mlila (Constantine,
Algeria).

3.2. Screening of significant variables using Plackett—-Burman design

Commercialization of new industrial enzyme is generally lim-
ited by the high cost of production. However, the cost of culture
medium represents 30-40% of the total production cost (Bayoumi
et al,, 2008). At the same time, unused agro-industrial wastes are
accumulated in large quantities, resulting in considerable dangers
for the health and the environment. In the recent years, applica-
tions of the agro-industrial residues have represented an alter-
native step to replace the pure and costly raw materials. Use of
these materials could help to solve many environmental problems
and thus contribute to the cost reduction of production of en-
zymes (John et al., 2006).

Different sources of lignocellulose, such as orange and citrus
waste, wheat bran, rice husk and sugarcane bagasse have been
utilized to produce various extracellular enzymes (Mohamed et al.,
2010, Demir et al.,, 2012). However, a-amylase production from
these substrates has been reported only rarely. While there are
several reports on the control of extracellular a-amylase produc-
tion by actinobacteria, optimization of cultivation conditions is
expected to improve the enzyme production. In this study, opti-
mization of a-amylase production by an halophilic actinobacter-
ium using a statistical design was investigated.

The most widely used statistical experimental designs are
Plackett-Burman design and central composite design (Broedel
et al., 2001). Advantages of the designs include simplicity and
assessment of a large number of factors on the relative efficiency
of the production process. Optimization of culture conditions of a-
amylase production by Streptomyces sp. erumpens MTCC7314
under submerged fermentation was reported by Kar and Ray
(2007), but it did not deal with statistical optimization of the
process. Cotarlet (2013) reported the use of statistical design for
the production of a-amylase by the psychrotrophic Streptomyces
MIUG 4 Alga.

A total of 23 medium components were analyzed with regard
to their effects on a-amylase, proteins and biomass production by
Streptomyces sp. (20r), the experimental design protocol along



Table 2

Experimental design and results of the biomass, proteins and a-amylase production.

Run order  Factors Activity (U/mL) Proteins (g/L) Biomass (g/L)
X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X1 X12 X13 X4 X15 X16 X17 X18 X19 X20 X21 X22 X23
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3.873 3.06 21.2
2 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 1.251 0.63 5.7
3 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 3.237 0.818 2.92
4 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 1132 0.912 3.64
5 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 2.307 0.558 3.38
6 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 1.665 1.238 1.66
7 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 3133 1.59 3.04
8 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 1.757 0.86 4.6
9 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 3.356 3.542 71
10 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 0.533 1.709 6.36
1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 0.318 1.688 3.36
12 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 2127 3118 14.22
13 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 2127 3.246 12.58
14 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 0.772 2189 8.86
15 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 1.529 1.773 2.34
16 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 2.021 3.870 9.92
17 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 5.021 4.146 21.68
18 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 0.930 2218 9.28
19 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 2.505 3.943 81
20 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 1471 3.034 14.58
21 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 4.773 4.379 17.32
22 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 2.013 4.372 17.594
23 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 2.772 4.255 11.22
24 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 8.263 4.357 17.78
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Table 3
Screening on agar plate of a-amylase-producing actinomycetes, through hydrolysis
zones on soluble starch medium.

Strains origin Amylase activity on Petri dish

- + ++ +4++
Soil of sebkha 2 2 1 0
Water of sebkha 0 1 1 1
Water of lake 0 2 0 0
Barks of Cedar 0 2 1 1
Total 2(14.3%) 7(50%) 3(21.4%) 2(14.3%)

Hydrolysis zone: (—) negative; (+) weak ( <2.0 cm diameter); (++) medium
(2.0 < x < 3.0 cm diameter); (+ + +) strong ( > 3 cm diameter)

with responses of different experimental trials is shown in Table 2.
Adequacy of the model was calculated and the variables eviden-
cing statistically significant effects were screened for each factor
(Table 4).

For a minimal probability of significance 90%, all variables with
a probability at or above 90% are accepted and considered with an
effect on the response (the production of ax-amylase, proteins and
biomass).

Regression analysis suggested that the level of a-amylase was
significantly affected by only five independent variables which one
dummy (X3) out of Twenty three tested independent variables.
These five independent variables showing significant effects at
(1—a)>90% were orange waste percent with an effect of 2.090
(p > 100%) was determined to be the most significant factor in -
amylase production followed by pH (1.297) (p > 99%), NaCl (1.112)
(p =97.8%), inoculum size of the production medium (0.722)
(p=91.1%) and dummy (X3) 0.689 (p >90.1%). Whereas peptone
(—0.683) (p = 10.1%), sodium nitrates ( —0.699) (p > 9.6%), glycerol
(—0.701) (p = 9.5%) and beef extract (—0.714) (p > 9.1%) exerted a
negative insignificant effect on the a-amylase production.

However, in this study the two variables CaCl, and starch,
which, are two main factors that influencing the production of a-
amylase according to the literature, has no effect on the enzyme
production estimated at (p >60.7%) (0.143), (p = 66.4%) (0.223)
respectively. The highest activity was found in run 24, where all
the significant medium components (orange waste percent, pH,
NaCl, inoculum size) were present and at their highest levels,
while runs 10 and 11 showed the lowest activity of 0.533 and
0.318 U/mL respectively. This could be related to the absence of the
significant variables despite the presence of inducers (Starch) in
run 10.

The effect of orange waste on the production of proteins and
biomass is positive (p>100%). The variation in pH from 5 to
9 leads to a positive effect (p > 100%) on the production of bio-
mass. On the contrary, its effect on the production of proteins is
negative (p > 23.7%), which causes a decrease in the biomass. The
NaCl shows no effect on the production of proteins while its effect
on biomass is clearly positive (p > 100%). The inoculum size shows
no effect on the production of proteins and biomass. The addition
of starch stimulates the protein synthesis and have a positive ef-
fect on the biomass production (p >96.9%), (p> 100%) respec-
tively. As for the presence of the Cacly, its effect on the production
of proteins is not significant, while it has a positive effect on the
production of biomass (p > 100%).

Considering the results displayed in Table ((4) and (5)) and
after exclusion of the insignificant model terms (based on their
insignificant P-values > 0.1) the reduced polynomial equations (1)
may be written as follows:

For o-amylase production:

Y =245+ 2.09X%; + 1.112X¢ + 0.722Xg + 1.297X, + 0.014 3)

Where X;=Orange waste, Xg=NaCl, Xg=Inoculum size,
Xg:pH.
For proteins production:

Y = 2.563 + 2.188X; + 0.554X, + 0.431Xp1 + 0.519Xo3 + 0.061  (4)

Where X;=Orange waste, X,=Starch, X;=Beef extract,
X,3=Sodium Nitrate.
For biomass production:

Y =9.518 + 7.923X; + 6.203X; + 1.690X4 + 2.214Xs + 4.220Xg
+ 1.070X9 + 0.431X]3 + 1.294X20 + 1.064X21 + 2.266X22
+ 2.180X,3 + 0.024 ()

Where X;=Orange waste, X,=Starch, X,=Saline solution,
Xs=CaCl,, Xg=NaCl, Xg=pH, X;3=Yeast extract, X,o=Ammonium
sulfate, Xy;=Beef extract, X,=Ammonium phosphate,
X53=Sodium Nitrate.

Here, the statistical process of a-amylase production by Strep-
tomyces sp. (20r) was studied thoroughly from the standpoint of
low cost effectiveness in conjunction with appreciable yield. In the
course of search for low cost effective medium composition to
simultaneously support the growth of Streptomyces sp. (20r) and
induce a-amylase production. Different sources of carbon (orange
waste, starch, glycerol, tween 80 had been introduced into the
fermentation broth as a-amylase inducers. Our data demonstrated
that there exists a profound impact imposed by the carbon source
on the production of o-amylase from Streptomyces sp. (20r) pre-
sent finding reveals that orange waste as a sole source of carbon is
a superior o-amylase inducer comparable with other synthetic
carbon sources, resulting increases of 85.17% of enzymatic pro-
duction, treatment of orange waste is an effective way to realize
the high potential of this underutilized residue. The biomass left
over after extraction, mainly consists of lignocellulose, which is an
excellent sugar source that supports the growth of microorgan-
isms able to generate other high value products. The agro-in-
dustrial orange waste seems to be a rich substrate that could si-
multaneously provide the bacterium with all elements needed
during the course of bacterial growth and enzymatic induction.
This finding greatly alleviates the cost of the a-amylases produc-
tion medium. In accordance with our findings, orange peel waste
was the best inducer of a-amylase from A. nidulans under solid
state fermentation (Shahera et al., 2002). It was demonstrated that
citrus peel had a high activity of a-amylase (Mohamed et al.,
2010). Embaby et al. (2014) and Demir et al. (2012), reported that
the production of another enzyme polygalacturonase from Bacillus
licheniformis SHG10 and Aspergillus sojae M3 respectively was
tested on the orange peel in submerged state fermentation. Utili-
zation of orange waste has, however, not been tested for a-amy-
lase production by Streptomyces sp.

In the present investigation, Streptomyces sp. (20r) exhibited a
positive effect, when orange waste was used as substrate, followed
by a polysaccharide which is starch; it has no effect on the pro-
duction of a-amylase (0.223) and slightly increases the production
with 9.08% but not significantly stimulates it. Present result is in
disagreement with that of (Narayana and Vijayalakshmi, 2008)
who reported that starch was found to be the best substrate,
showing maximum enzyme activity. However, in accordance with
our findings, (Singh et al., 2011) demonstrated that p-inositol and
p-sorbitol were found to be best inducers for a-amylase produc-
tion, followed by the starch. The a-amylase synthesis necessitates,
therefore, the presence of starch, an enzyme substrate, because of
its inductive effect (Ray, 2001) and its role in stabilizing the en-
zyme (Aguilar et al., 2000), but amylase production by this strain
was constitutive since biosynthesis of the enzyme took place not



Table 4

The effects of the explicative factors on the production of a-amylase, proteins and biomass.

Factors

a-amylase

Proteins

Biomass

Estimate of

Test value P value

Signification of

Estimate of

Test value P value

Signification of

Estimate of

Test value P value

Signification of

coefficients probability coefficients probability coefficients probability

X1: Orange waste 2.090 4.023 <0.001 100% 2.188 7.764 <0.001 100% 7.923 39.918 <0.001 100%
X2: Starch 0.223 0.429 - 0.554 1.966 0.031 96.90% 6.203 31.252 <0.001 100%
X3: Dummy 0.689 1.326 0.099 90.1% 0.35 1.242 - - 0.16 0.806 -
X4: Saline solution 0.085 0.164 - 0.141 0.5 - - 1.69 8.515 <0.001 100%
X5: CaCl, 0.143 0.275 - —0.026 —0.092 - - 2214 11.155 <0.001 100%
X6: NaCl 1112 2.140 0.022 97.8% 0.102 0.362 - - 4.22 21.261 < 0.001 100%
X7: Glycérol —0.701 -1.349 - —0.493 —1.749 - - —-2.414 —-12.162 -

X8: Inoculum size 0.722 1390 0.089 91.1% —0.164 —0.582 - - —1.16 —5.844 -

X9: pH 1.297 2.496 0.01 99% —0.205 —-0.727 - - 1.07 5.391 < 0.001 100%
X10: Tween 80 —0.043 —0.083 - -0.524 —1.859 - - —0.967 —4.872 -
X11: Corn Steep Liquor —0.210 —0.404 - —-0.035 -0.124 - - —0.797 —4.015 -
X12: Dummy 0.129 0.248 - -0.119 —0.422 - - 0.157 0.791 -
X13: Yeast extract 0.343 0.660 - —-0.328 —1.164 - - 0.341 1718 0.05 95%
X14: Peptone —0.683 —-1315 - -0.371 —-1.317 - - —0.234 —-1179 -
X15: Tryptone —0.280 —0.539 - —-0.474 —1.682 - - —0.986 —4.968 -
X16: Dummy 0.004 0.008 - —0.054 —0.192 - - —0.311 —1.567 -
X17: Urea —0.369 —0.710 - —0.111 -0394 - - —0.096 —0484 -
X18: Casein 0.535 1.030 - -0.173 -0614 - - —035 —1.763 -
X19: Dummy —0.767 —1.476 - —0.422 —1.497 - - —0.103 —0.519 -
X20: Ammonium 0.133 0.256 - —-0.073 -0.259 - - 1.294 6.52 <0.001 100%

sulfate
X21: Beef extract —-0.714 —1374 - 0.431 1.529 0.07 93% 1.064 5.361 <0.001 100%
X22: Ammonium -0.199 —0.383 - 0.282 1.001 - - 2.266 11.417 <0.001 100%
phosphate
X23: Sodium Nitrate —0.699 —1.345 - 0.519 1.842 0.039 96.10% 218 10.983 <0.001 100%
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only in the presence of starch, but also with other carbon sources
(Mamo and Gessesse, 1999).

The tested ranges (5-9) of the initial medium pH result a sig-
nificant increase of 52.85% in a-amylase production. These results
clearly indicate the alkaline nature of amylase enzyme from strain
Streptomyces sp. (20r). This result is in good agreement with
Chakraborty et al. (2009) and Syed et al. (2009) which reported
that the enzyme exhibited an optimal activity at pH 9.0 by Strep-
tomyces sp. D1., Streptomyces gulbargensis respectively. Present
finding is in disagreement with (Gangadharan et al., 2008), who
found that the synthesis of the extra-cellular o-amylase is not
affected by the pH of the medium. Actually, research was focused
on the isolation of alkaline amylase enzymes from microbes be-
cause there is tremendous potential of alkaline enzymes in the
detergent industry (Kondepudi and Chandra, 2008).

Haloalkaliphilic microorganisms not only require an alkaline
pH, but high salt for growth and enzyme production (Margesin
and Schinner, 2001). In our study, the addition of 6.5% (1.11 M) of
Sodium chloride increase the production of 45.31%. Moderately
halophilic bacteria that grow optimally in media containing 3-15%
NaCl (Margesin and Schinner, 2001), may be a source of halophilic
o-amylases. Enzyme activity over a board range of salt con-
centrations (0-4 M) has been observed in halophilic amylases
from N. halobia (Onishi and Sonada, 1979) Halomonas meridiana
(Coronado et al., 2000), Bacillus dipsosauri (Deutch, 2002) Chro-
mohalobacter sp. TVSP 101 (Prakash et al., 2009) and Halobacter-
ium halobium (Good and Hartman, 1970). Therefore, they can be
used in many harsh industrial processes where solutions con-
taining high salt concentration would inhibit many enzymatic
conversions (Ventosa and Nieto, 1995). To the best of our knowl-
edge, there are no reports on raw starch digesting and halophilic
amylases.

Many metal ions often influence the activity of amylase (Zhu
et al,, 2007). Most of the o-amylase is known to be a calcium
metalloenzyme and in most of the cases, Ca®* ions are required
for maintaining the spatial conformation of the enzyme, thus play
an important role in enzyme stability (Chessa et al., 1999). In this
study, addition of Ca2* had no effect on enzyme activity. It was not
required for it. Ca*2 ion exhibited neither inhibitory nor po-
tentiating activity on amylase activity. This clearly shows that
amylase from Streptomyces strain 20r is calcium independent,
Ca?* independent amylase merits consideration for starch lique-
faction, especially in the manufacture of fructose sirup (Tonkova,
2006). A similar result was also observed with o-amylase from B.
thermooleovrans (Malhotra et al., 2000), Streptomyces MIUG 4 Alga
(Cotarlet, 2013), Streptomyces sp. ML12 (Sivakumar et al., 2012).
Otherwise Zhu et al. (2007) demonstrated that Streptomyces sp,
suggesting its calcium-dependent nature. Bacillus sp. ANT-6 also
showed increased activity in the presence of Ca?* ions (Burhan
et al,, 2003).

Statistical analysis showed that inoculum size is among the
most important factors affecting a-amylase release; it affects en-
zyme production positively by increasing by 29.42%. (Abou-Elela
et al., 2009) proved in their research that inoculum size was the
most significant variables affecting enzyme production in No-
cardiopsis aegyptia. The great importance of inoculum size on the
production of a-amylase was already reported. The size of in-
oculum was recognized as being the most controlling parameters
on the production of a-amylase by A. oryzae (Kammoun et al.,
2008). Similarly, (Mulimani et al., 2000) reported that inoculums
volume per gram of substrate was among the most effective
parameters in stimulating amylase production by Gibberella fuji-
kuroi. On the other hand (Gangadharan et al., 2008) demonstrate
that the tested range of inoculum did not result in any significant
variation in o-amylase production by Bacillus amyloliquefaciens.

Literature offers information that organic nitrogen source, such

as corn steep liquor casein and yeast extract have an edge over
inorganic sources as they also have trace mineral and ions that
could enhance the production of the enzyme, but in our in-
vestigation, The Placket-Burman experimental design showed that
among organic and inorganic nitrogen source no one played a role
in enzyme production with respect to the other selected para-
meters. All nitrogen sources exerted a negative effect on the o-
amylase production, whereas casein, yeast extract and ammonium
sulfate did not affect it (0.535, 0.343, 0.133) respectively. These
results may be explained by the fact that orange waste provides a
nitrogen source, which are necessary for the bacterial growth and
consequently the enzyme production (Souci et al., 1994). On the
other hand, it is probably due to the excessive amount of the ni-
trogen source, which may inhibit the production of the enzyme
when concentration exceeds a critical value (Pedersen and Niel-
sen, 2000); this decrease may also be caused by the simultaneous
addition of two complex nitrogen sources (Mctigue et al., 1994).
On the basis of analysing the results, we may conclude that mi-
croorganisms necessitate a low level of nitrogen in order to pro-
duce enzymes because nitrogen may be a limiting factor (Mctigue
et al., 1994; Pedersen and Nielsen, 2000). Contrasting results were
presented by (Chakraborty et al., 2012) in which the presence of all
nitrogen sources, both organic and inorganic, supported the
growth and amylase production in Streptomyces strain A3.

One dummy in our case have a significant effect with a prob-
ability of (p >90%). Normally, if there is no interaction between
the studied variables, or errors in the measurement of the re-
sponse (production of a-amylase). The effects of dummy are equal
to zero, the values found can be explained by the fact that the
matrices experience of Plackett-Burman experience and view the
highest order of fractionation effects are confounded with simple
interaction of second order or more so the dummy can be con-
fused with a significant interaction effect or dummy are due to
truly errors measurements or assays performed.

4. Conclusion

The a-amylase in this research possesses some unique prop-
erties, making this strain valuable on an industrial scale. In the
present work, we have demonstrated the optimization of Strep-
tomyces sp. 20r culture conditions and media composition by a
factorial experimental design leading to a substantial increase in
a-amylase production yield. This strategy proved to be a useful
and powerful tool for screening, optimization and modeling of the
fermentation process. The production of a-amylase on agro-re-
sidues in SmF, including orange waste represents an alternative
lignocellulosic source for enzyme production, biotechnological
applications and constitutes best inducer for the production of -
amylase. There were very few reports on the production of o-
amylases in SmF using agro-residues as sole carbon sources by an
actinomycete strain. The effect of various process parameters on
the enzyme yield and the production was found to be significantly
influenced by substrate concentration, pH, NaCl and Inoculum size.
Our results suggest that the economical utilization of agro-re-
sidues for cost-effective production of a-amylase is possible.

As a perspective research has shown that the integrated use of
orange waste is now a practical and economic option. Large scale
applications are likely to be forthcoming. However, more effort is
still required in the following areas. (a) A greater knowledge of the
chemical constituents of orange peel, with the aim of detecting
higher value products. (b) Development of microbial strains more
efficient at converting orange peel into high value products using
classic mutagenesis or metabolic engineering. (c) Integrated study
of the orange peel treatment steps, in which the residues obtained
in one step will be employed as raw material in the following one,
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according to the definition of a biorefinery facility.

The four chosen independent variables recognized by Plackett—
Burman design were considered to be the main significant key
determinants for a-amylase production by Streptomyces sp. (20r),
they were further determined in the next stage the optimum le-
vels by CCD and study of the optimization plan via response sur-
face methodology (RSM).
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Sélection et Optimisation de la production d'a-amylases parStreptomycesp. 20r
par la méthodologie des surfaces de réponse.
Clonage et expression de deux genes.

Résumé

Une nouvelle souche d&treptomycesp. (20r) a été choisi parmi quatorze actinomyceétes en raison de
son activité amylasique et de ses bonnes caractéristiques skaonoa et de sporulation. Elle @éssue
d’un biotope semi-aride du nordst Algérien, les marais salants d’Ain Mlila. Le géne codant pour cette
amylase a été isolé et cloné. Les résultats de I’annotation structurale des séquences a permis d’identifier

les bornes nucléotidiques de six ORFs sur la séquence génomiqueodehlaStreptomycesp. (20r)
séquencé par la technologie Illumina HiSeq 2000, suivie d’une annotation fonctionnelle qui a son tour
permet de prédire la fonction des ORFs en tant que GH et pluséméeit en ayant une activit¢
amylasique appartenant a la famille GH13. L’alignement des séquences nous a permis de mettre en
évidence la triade catalytique de 1’enzyme, formée d’un acide glutamique (Glu) et de deux acides
aspartique (Asp) spécifique pour la famille des GH13 ce qui prouve que ces graffaetiiennent bien

a cette dmicre. L’analyse de séquences a permis de mettre en évidence la présence de domaine
modulaire, ce qui nous a permis de retenir deux géenes codant pour ylaseanpour la suite des
travaux, sur les six genes orthologues putatives positifs: Les B@dxs65 possédant un CBM 20 et un
CBM 2 en C-terminal et deux CBM 25 en N-terminal, respectiven@ed deux géenes de 537 aa et 950
aa respectivement ont été clonés dans le vecteur pET28a (+)xpuméchezEscherichia coli.Par
ailleurs, grace a la métholdgie des plans d’expériences de Plackett et Burman nous avons pu identifier
quatre facteurs qui ont un effet significatif sur la production enzymatique. Ces derniers ont fait 1’objet
d’une optimisation par le plan d’expérience de Box-Wilson basé sur les composites centrés (CCD)
combiné a la méthodologie de surface de réponse (RSM). Cetteaépadmis de définir un milieu de
production optimisé¢ compos¢ de 16,03% de déchets d’orange, 6,60% de NaCl, 9,45% d'inoculum et un

pH 8,95. Nous avons ainsi obtenes diveaux de production enzymatique optimale de 1’ordre de 12,19
U/mL, ce qui a était en bon accord avec la valeur prédite par le modéle quadratique (11,55 U/mL), L’a-
amylase purifiée présentait une activité sur une large gasenpéd (2,2-10,6), elle démontre un pH ¢t
une température d’activité optimaux de 8,8 et 85°C, respectivement.

Mots clés Streptomycesp., GH, a-amylase, déchets d’orange, optimisation, SmF, Plackett-Burman,
CCD, RSM, purification, caractérisation, Séquencage Illumina Hi3@0@0, clonage, expressioln
protéique.
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