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Clonage et expression de deux gènes. 
 

Résumé 

Une nouvelle souche de Streptomycessp. (20r) a été choisi parmi quatorze actinomycètes en 
raison de son activité amylasique et de ses bonnes caractéristiques de croissance et de 
sporulation. Elle est������ ����� biotope semi-aridedu nord-est Algérien, les marais salants 
��	��� 
����� Le gène codant pour cette amylase a été isolé et cloné. Les résultats de 
����������������������������� �������������������������������� ���������������������������������

ORFs sur la séquence génomique de la souche Streptomycessp. (20r) séquencé par la 
������������������������������� ����!��������������������������������������������������������

de prédire la fonction des ORFs en tant que GH et plus précisément en ayant une activité 
amylasique ������������ "� ��� �������� #�$%� &������������ ���� ���������� ����� �� ������� ���

�����������!����������������������'�������������('�� ������������������������������)#��*����

de deux acides aspartique (Asp) spécifique pour la famille des GH13 ce qui prouve que ces 
�����������������������������"������������+���&�����'������ ��������������������������������

évidence la présence de domaine modulaire, ce qui nous a permis de retenir deux gènes 
codant pour des amylases pour la suite des travaux, sur les six gènes orthologues putatives 
positifs: Les Nodes 67 et 65 possédant un CBM 20 et un CBM 2 en C-terminal et deux CBM 
25 en N-terminal, respectivement. Ces deux gènes de 537 aa et 960 aa respectivement ont été 
clonés dans le vecteur pET28a (+), puis exprimé chez Escherichia coli. Par ailleurs, Grace à 
���������������������������������������de Plackett et Burmannous avons puidentifier quatre 
facteurs qui ont un effet significatif sur la production enzymatique. Ces derniers ont fait 
����,��� ������ ������������� ���� ��� ����� ������������� ��� -��-Wilson basé sur les composites 
centrés (CCD) combiné à la méthodologie de surface de réponse (RSM). Cette étude a permis 
de définir un milieu de production optimisé composé de 16,03% de ����������������, 6,60% 
de NaCl, 9,45% d'inoculum et un pH 8,95. Nous avons ainsi obtenu des niveaux de 
�������������('�������������������������������$� $.�/0�& �������������������������������!���

la valeur prédite par le modèle quadratique (11,55 U/mL), &�1-amylase purifiéeprésentait une 
activité sur une large gamme de pH (2,2-10,6), elle démontre un pH et une température 
������!����������������2,8 et 85°C, respectivement.   

Mots clés: Streptomycessp.,GH �1-��'���� ����������������� ������������� ���3 �Plackett-
Burman, CCD, RSM, purification, caractérisation, Séquençage Illumina HiSeq 2000, clonage, 
expression protéique. 
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Abstract 

A new strain of Streptomyces sp. (20r) was selected from fourteen actinomycetes because of 
its amylase activity and its good growth and sporulation characteristics. It comes from 
ansemi-arid biotope of northeastern Algeria, the salt marshes of AinMlila.The gene coding for 
this amylase has been isolated and cloned. The results of the structural annotation of the 
sequences made it possible to identify the nucleotide boundaries of six ORFs on the genomic 
sequence of the strain Streptomyces sp. 20r sequenced by IlluminaHiSeq 2000 technology, 
followed by a functional annotation which in turn makes it possible to predict the function of 
ORFs as GH and more specifically by having an amylase activity belonging to the GH13 

family. The alignment of the sequences allowed us to highlight the catalytic triad of the 

enzyme, consisting of a glutamic acid (Glu) and two aspartic acids (Asp) specific for the 
GH13 family which proves that these proteins belong to this last one. Sequence analysis 
revealed the presence of a modular domain, which allowed us to retain two genes coding for 
amylases for the rest of the study, on the six positive putative orthologous genes: Nodes 67 
and 65 possessing CBM 20 and CBM 2 in C-terminal and two CBM25 in N-terminal, 
respectively. These two genes of 537aa and 960aa, respectively, were cloned into the pET28a 
(+) vector and then expressed in Escherichia coli.In addition, the production of 1-amylase has 
been optimized by adopting the methodology of the plans of experiments ofPlackett-
Burmanwhich allowed us to identify four factors that have a significant effect on enzyme 
production. These have been optimized by the Box-Wilson experiment plan based on centered 
composites(CCD) combined with the Response Surface Methodology (RSM). This study 
defined an optimized production environment consisting of 16,03% orange waste, 6,60% 
NaCl, 9,45% inoculum size and a pH of 8,95. We obtained optimal enzymatic production 
levels in the order of 12,19 U/mL, which was in good agreement with the value predicted by 
the quadratic model (11,55 U/mL). Purified 1-Amylase exhibited activity over a wide pH 
range (2,2-10,6), exhibiting an optimum pH and activity temperature of 8,8 and 85° C, 
respectively.  

 

Key words: Streptomyces sp., GH, 1-amylase, orange waste, optimization, SmF, Plackett-
Burman, CCD, RSM, purification, characterization, IlluminaHiSeq 2000 sequencing, cloning, 
protein expression. 
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���� 

� ������� ��	
���� ������Streptomycessp. (20r)�� ��� ���� ���� 	��������������������� ������������� �
�����!"������
���#
����$%�"���&���������� '�� ���(�)�*	
��
�� +,-�.������/��� ��*������.����01�2��

�%���
��3��4	#�#������01�	*
��
�����5����
�6'����������	
�������������������������������������� �!���"#	�$
%��&%'������
%
�(�)�*�*��(	+�����*��,�%-,����.���.�
ORFs��.��
%��&������/
%
����0%�Streptomycessp. (20r) 

 ��	�1,�,�'�����	�2�	)IlliminaHiSeq 20003	�4���5�6�*2)������)������&7�8,��� �!�	�9�	)��:;��)�.7�8,ORFs��0%�
�	�$<�=	<GH���	>,?@�)�A	!$�B,1,�.%#	��0�C�&����������<GH13���D�6	���	���9�����
%
���E,F���G�%
�)�(
H��� 0%��I&����7���A	!������$J����K�5��	�,%����L�M����N,'�������Glu�� O����I�� ��ML����K�5��P	;Asp�O

���.%#	2�� Q?R�GH13�� 	��� S0%�� �*����� &����� (	�����;��� T�U� N<T���� .%#	2� &V���@����/�%��� ��@� ��� 	�'��
����
%
��	���0%���,?����(����	���9��	���S(�*M,)	JJ������&����(	������������I	)�8	7�M���$�<�	7���������5�6��

�.2)	�����/�2���.�4)��)�������.�
�.W��7����(	��1J��*42���X.�)	��YZ���Y[��&����5%���CBM20��CBM 2��.4+���&V
���C\������I���&#	�����CBM 25������.4+���&VN\�����������������U��	
��������&��,����0%��S&#	��[]Z��L�M

���&����^Y_��(�`	$�&V�S&��,����0%��S�&�����L�M pET28a(+)��I��;2����a���&V�.��Escherichia coli.���

���'���<��.+@�.�;����.�#	?MC�(Placket et Burman) ��*�*��).2)P<��0%��&)	������Ib��	���/��,�c	�$C�J��T�U�����$
�&$	I�&;�����G+R��&V�	��	�2������/��,2��(Box et Wilson) ������
���/1��B��B��.�c	�$C����$J���0%��B	���d	)

�.��-�����(	;-����(CCD) (	)	��d���K�.��+
��RSMO�����'��.�P*��.�#	?MJ���G;W�����G,�&#��e���/H����
c	�$J����$J�����������.��	4��)�(	�	7$����N,'�fY�_]%��3,�B,?���*�P,%-�gY�Y_%������')� 	4��g^�h[�%��g��.1PB

�.W,�Mi�^[�G,��� �����&;��������	�2�d�� �jB<�0�C��(	�,�
��0%���,?���c	�$C�.����$C��k�P*4��0%H�fl�f^ 
(U/mL) +���&������ g	�:;����� .��4���m��n)�c6,��%�� .&#	?MJ����)�	&�. (U/mL) 11.55 � �!
����7��������	�5�
��

����8����3����9#�������	���	7��*�4:':;<='>�9#��.�������?6����	�����9#@�
��	7��*
��	���
�����*9#@�
��
�����#
��-�A'A���AB�0
���
��9#��?	��%��	���'�

����	
����������: 

Streptomycessp	7�<� g�<�����	4��;��� (	�	7$� g,���
���� gSmF�g, RSM, CCD , Placket et Burman�.�4���g
�����g Illumina HiSeq 2000 �,�g�	
���&�����)���;2�� 
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LISTE DES SYMBOLES ET ABREVIATIONS 

Å: ångström 

aa: acides aminés 

ADN: acide désoxyribonucléique 

ADNc : Acide désoxyribonucléique complémentaire 

ANOVA : analysis of variance 

ARN 16Sr: acide ribonucléique16S ribosomique 

ARNase: ribonucléase  

ARNt : ARN de transfert 

BglII : endonuclease isolée de Bacillus globigii 

CCD: central composite design 

Da: Dalton 

DNSA: acide 3,5-dinitrosalicylique 

dNTP: désoxyribonucléotides 

DO: densité optique 

E.coli: Escherichia coli 

EDTA : acide éthylène-diamine-tétraacétique 

g: gramme 

g.L-1: gramme/litre 

G+C%:  pourcentage de la guanine+cytosine 

GN: gélose nutritive 

HCl : chlorure d'hydrogène 

ID  : identité 

IPTG : ����������	-D-1-thiogalactopyranoside 

I 2/KI : diiode /iodure de potassium 

Kb : Kilobase 

KDa: Kilodalton 



Liste des abréviations 
M : molaire 

Mb : Mégabase 

Milieu ISP2 : international Streptomyces project 

Milieu LB : milieu Luria Bertani 

Milieu SOC: super optimal catabolite repression 

mL : millilitres 

mm: millimètres 

mmol: millimolaire 

NAD: nicotinamide adénine dinucléotide 

NaOH: hydroxyde de sodium 

NdeI: endonuclease isolée de Neisseria denitrificans 

NheI: endonuclease isolée de Neisseria mucosa heidelbergensis 

nm: nanomètre 

ORFs: open reading frames (Phase ouverte de lecture) 

pb: paire de base 

pH: potentiel hydrogène  

Psi: pound per square inch (mesure de pression) 

P/V: poids/volume 

rpm : tour par minute 

RSM: response surface methodology 

SDS: dodécylsulfate de sodium 

SDS-page: dodécyl sulfate de sodium polyacrylamide gel electrophoresis 

SmF: Fermentation submergée 

SpeI: endonuclease isolée deSphaerotilus natans 

Tampon TBE: Tampon Tris, Borate, EDTA 

Tampon TE: Tampon Tris-EDTA 

TIM:  la triose-phosphate isomérase, une enzyme de la glycolyse 

U: unité 



Liste des abréviations 
UFC ��unité formant colonie 

U.V: ultra-violet 

v/v: volume/volume 

ºC: degré Celsius  

µ: micron 

µg: microgramme 
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   Le marché total des enzymes industrielles a été estimé à 4,2 milliards de dollars en 

2014 et devrait atteindre 6 milliards de dollars en 2016 (Industrial Enzyme Market, 2015). Le 

������� �	� 
���
������� �	�� � 	����	�� �������	

	�� 	�� 	����	�	�� ������u avec de 

nombreuses applications commerciales industrielles (Adrio et Demain, 2005). Les principales 

enzymes utilisées sur le marché sont les amylases, les lipases et les protéases, ��������autres 

(Eijsink et al., 2008 ; Académie des technologies, 2010). 

   �	�� �-amylases sont parmi les enzymes les plus importantes dans la biotechnologie 

actuelle, ces enzymes gagnent en importance parce que leur spectre d'application s'est élargi 

dans de nombreux domaines tels que les médicaments et la chimie analytique. Outre leur 

utilisation dans la saccharification de l'amidon, ils trouvent également des applications dans 

les industries alimentaires, de la boulangerie, de la brasserie, des détergents, du textile et du 

papier (Agger et al., 2001 ; Shafique et Shafique., 2009 ; Sahnoun et al., 2015). Les amylases 

représentent l'un des trois plus grands groupes d'enzymes industriels et représentent environ 

25 à 33% des ventes totales d'enzymes dans le monde (Sharma et Satyanarayana, 2013). Avec 

le développement de techniques efficaces, la production à grande échelle d'�-amylase devient 

une activité attrayante (Zangirolami et al., 2002). La production maximale d'enzymes est l'un 

des objectifs les plus importants des procédés biotechnologiques en optimisant les conditions 

physico-chimiques de la culture.  

   �	�� �-amylases peuvent provenir de plusieurs sources, y compris des plantes, des 

animaux et des micro-��������	��� �	�� �-amylases microbiennes ont un large spectre 

�����
�������� �������	

	�� �������	

	�� ���� �
��� ���
	�� ��	� 
	�� �-amylases végétales et 

animales et qu'elles peuvent être obtenues à moindre coût (Grupta et al., 2003), l'avantage 

majeur étant la capacité de production sur le plan économique, en plus ils sont faciles à 

manipuler pour obtenir des enzymes de caractéristiques désirées (Lonsane et Ramesh, 1990). 

   Les �-amylases microbiennes ont été trouvé dans plusieurs microorganismes comme 

les bactéries (Hagihara et al., 2001, Haq et al., 2003), les champignons (Ramachandran et al., 

2004) et les actinobactéries (Kundu et al., 2006 ; Sivakumar et al., 2007 ; Kar et Ray, 2008  ; 

Cotârlet, 2013 ; Oussadi et Kitouni, 2015). 

   Les actinobactéries, en particulier les Streptomyces, sont l'un des groupes les plus 

étudiés car ils constituent une source potentielle de substances biotechnologiquement 

intéressantes (Lealem et Gashe, 1994). Les espèces de Streptomyces sont les plus importants 

producteurs d'un certain nombre de métabolites secondaires, d'enzymes et d'antibiotiques (De 

Azeredo et al., 2003 ; Ahmed et al., 2008). Les �-amylases sont largement distribuées dans 
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les espèces de Streptomyces, exemple S. thermoviolaceaus et S. erumpens (Kar et al., 2008 ; 

Khemakhem et al., ������� ��	
���
��� ��� ��������� �����
���� ���� ���-amylase, est l'une des 

utilisations à grande échelle les plus importantes des actinomycètes en termes de processus 

enzymatiques (Konsula et al., 2004). 

   Face à la pollution croissante de la planète, la biotechnologie est considérée comme 

une solution dans bon nombre de domaines tels que la prévention de la pollution, le traitement 

des déchets et les nouvelles technologies moins polluantes.  

Le coût total de la production d'enzymes et du traitement en aval est l'un des principaux 

obstacles à l'application réussie de toute technologie dans l'industrie des enzymes (Tokuoka et 

al., 2010). En effet l�� ��������� ���-amylase en utilisant des milieux synthétiques est très 

coûteuse et non économique. Ces milieux doivent donc être remplacés par des résidus agro-

industriels plus économiques et disponibles pour réduire le coût (Balkan et Ertan, 2007). Pour 

ces raisons, certains déchets agricoles, industriels et environnementaux ont été étudiés pour 

���������������������������������������-amylase.  

   En Algérie, l'industrie de la transformation de l'orange rejette 390 milles tonnes de 

déchets par an et leur élimination devient de plus en plus un problème environnemental 

(FAOSTAT-FAO Statistical Database, 2005). Avec de tels chiffres, la notion de gestion des 

déchets agroalimentaires est fondamentale. Plusieurs moyens peuvent alors être employés 

pour le traitement de ces déchets (Rivas et al., 2008 ; Martín et al., 2013).     

Ces résidus représentent l'un des meilleurs réservoirs de carbone fixe dans la nature et les 

substrats les plus économiques et les plus riches en énergie pour la fermentation afin de 

générer plusieurs produits à valeur ajoutée par le biais de transformations microbiennes ou de 

modification enzymatiques (Martin et al., 2010 ; Balu et al., 2012). Les déchets d'orange 

contiennent 16,9% de sucres solubles, 9,21% de cellulose, 10,5% d'hémi-cellulose et 42,5% 

de pectine comme composants les plus importants (Rivas et al., 2008). certaines méthodes 

prometteuses rencontrées dans l'utilisation efficace des déchets d'orange ont été décrites dans 

la littérature (Hart et al., 1991). Parmi ces méthodes, l'utilisation de ces déchets dans les 

industries enzymatique (Naomichi et Nagai, 1981 ; Fonseca et Said, 1994 ; Siles et 

Thompson, 2010). Cependant, peu de travaux ont utilisé des résidus agroalimentaires comme 

une alternative pour les milieux de base synthétiques ���������� �����-amylases (Crueger et 

Crueger, 2000 ; Gangadharan et al., 2008).  

   ������	���	�����������������
��������������������������������������������������

un grand intérêt en utilisant des méthodes statistiques pour obtenir des rendements plus 
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économiques pour des applications industrielles (Cotârlet, 2013). En effet, il a été démontré 

que les études et les analyses des conditions physico-chimiques de la culture ainsi que la 

composition du milieu de croissance et de production peuvent influencer les capacités 

métaboliques de l'organisme producteur ainsi que la biosynthèse de molécules bioactives. 

   Pour répondre aux demandes industrielles, on sait que la production de métabolites 

bioactifs chez les microorganismes dépend à la fois de l'état morphologique et métabolique de 

la culture. Il y a constamment une étroite relation entre le taux de croissance et le rendement 

maximal de ces métabolites (Abou-Elela et al., 2009). L'optimisation des différents 

paramètres et manipulations des milieux est l'une des techniques les plus importantes utilisées 

pour la surproduction de biomolécules actives en grande quantité. Les plans expérimentaux 

sont d'excellentes techniques d'optimisation des conditions de culture pour obtenir une 

production optimale (El-Helow et al., 2000 ; Rao et Satyanarayana, 2003 ; Boyaci, 2005 ; 

Gasmi et Kitouni, 2017). Ils ������������		����
��������
���������
���������-amylase par les 

Streptomyces (Oussadi et Kitouni, 2015).  

Les travaux de recherche de cette thèse se focalisent sur ����
�������������
���������-

amylase par une souche ����������������. Ils visent les objectifs suivants :    

� La sélection parmi 14 souches ����������������� la meilleure souche productrice ���-

amylase. 

� ��� 	��� ��� ��������� ��� ����� ���������� ��� ����������� amylolytique chez 

Streptomyces sp. (20r).  

� Le clonage et ����������� ��� ����� ������� ��
�� ��� ��������� �	��������
�� �e la 

souche Streptomyces sp. (20r).   

� ������	������� ��
��	����
� ��� �
��
��� �� ���� ��� ������� ���������pour la production 

���-amylase par Streptomyces sp. (20r).  

� La purification préliminaire �������������������������������������-amylase produite. 



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

 



������������������������������������������������������������	�
�
����������	��

����������

�

1. Les glycosides hydrolases 

1.1. Définition et classification des Glycosides Hydrolases (GHs) 

Les liaisons glycosidiques, en particulier entre deux glucoses, sont les liaisons 

covalentes les plus stables chimiquement de tous les biopolymères naturels. Les glycosides 

hydrolases clivent ces liaisons 1017 ����������	
������������������	�����������
������������

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

            Les sucres et les glycoconjugués, retrouvés en quantité immense dans la nature, 

nécessitent une très grande variété de glycosides hydrolases (GH) et de glycosyltransférases 

(GT) en vue de leur hydrolyse ou de leur synthèse. Les Glycosides Hydrolases  (EC 3.2.1.1) 

����� ��� �	����� ������� ���������� ���� ����� ��������� �
��� �����	������ ���� liaisons 

glycosidiques entre deux hydrates de carbone ou plus ou entre un hydrate de carbone et une 

fraction non glucidique. Dans la classification des enzymes établie par l'union internationale 

de biochimie et de biologie moléculaire (IUBMB), la nomenclature de l'enzyme est basée sur 

sa spécificité de substrat-produit et parfois sur son mécanisme moléculaire de catalyse. Cette 

classification qui est très utile pour rendre compte de la spécificité ne permet cependant pas de 

mettre en lumière les homologies de séquences et de structures ou les liens mécanistiques 

pouvant exister au niveau moléculaire entre les différentes classes. Pour pallier à ces défauts, 

une autre classification des (GH) a été proposée dans les années 1990 par Bernard Henrissat et 

ses collaborateurs. Une telle classification :   

            - reflète les caractéristiques structurelles de ces enzymes mieux que leur seule 

spécificité de substrat. 

            - aide à révéler les relations évolutives entre ces enzymes. 

            - fournit un outil pratique pour dériver des informations mécanistiques (Henrissat, 

1991 ; Henrissat et Bairoch, 1993). 

            - illustre la difficulté de dériver des relations entre l'appartenance à la famille et la  

spécificité du substrat. 

La base de données CAZy (Carbohydrate Active Enzymes) recense et décrit les 

modules catalytiques et fonctionnels des enzymes appelées CAZymes (Lombard et al., 2014) 

dégradant, modifiant ou créant des liaisons glycosidiques. Elle fournit une liste mise à jour 

des familles de GHs, car le repliement des protéines est mieux préservé que leurs séquences 

de leurs domaines catalytiques, ce qui a conduit à la définition de 145 familles de GHs 

différentes. Selon cette classification, des enzymes avec une spécificité de substrat différente 
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sont parfois retrouvées dans une même famille, Ceci tendant à prouver une évolution 

divergente pour acquérir de nouvelles spécificités (Coutinho et al., 2003; Giacopuzzi et al., 

���������	
� �	��� ������ ���� �
������ ��������
�� �������� �	��������	��
��être retrouvées 

dans différentes familles de GH. 

Certaines familles peuvent être regroupées en « clans » sur la base de leurs liens de parenté 

            -  lorsque de nouvelles séquences sont associées à plusieurs familles, 

            -  lorsque la sensibilité des méthodes de comparaison de séquences est augmentée, 

            - lorsque les déterminations structurelles démontrent la ressemblance entre les 

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

On distingue ainsi 15 clans parmi les GHs, du clan GH-A au clan GH-O (« CAZy - 

Home », ������� ��!������"������� ����#�����!������������������$��!������%�&$��!��������'-

amylases), 70 et 77 sont regroupés dans le clan GH-H.  

Les glycosides hydrolases possèdent très souvent une organisation modulaire 

(Henrissat et Davies, 1995). Elle consiste en un module catalytique et un ou plusieurs 

modules non-catalytiques. Ces derniers sont regroupés sous le nom de « Carbohydrate 

Binding Modules » (CBM) (Bolam et al., 1998), ce sont des modules généralement associés 

aux GHs qui dégradent des substrats dif$!�!����
��������!������(����������
��)����
�����������

$!"�� �	� �	������� ���	#��
��� ��� ��
��
���!�
� ��� �	������ �	��	� ��� ���
����� ��� �!
�!�

������*��������	"�)��!
+�$�!����	����!�!���&,	!���
�et al.,  2009 ; Cuskin et al., 2012).  

Un CBM est défini comme un domaine protéique contigu à un domaine catalytique, et 

qui ����-����	
���!��!��������
��	
�����!�!�������!�!��
��	"��	����� (���
��
������������!�!�
�

particulière sur la séquence des GHs. Ils peuvent se localiser en N- ou C-terminal ou bien au 

milieu de la GH. L'exigence de CBM existant en tant que modules dans de plus grandes 

enzymes, place cette classe de protéine liant les sucres en dehors des autres protéines de 

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

Initialement découverts en 1988 chez les cellulases, Les CBM étaient classées en tant 

que Cellulose Binding Domains (CBD), en raison de leur fixation spécifique sur la cellulose 

(Gilkes, 1988 ; Tomme et al., 1988). Cependant, à partir de 1999 des modules associés aux 

,.��$!"�
�����	���������	����+	���������	����������+	������!��
� �����!�!
�������"���
��������/-

1,3-#�	��
���0�����
�������!���
���!��
�����	���
����
��
���	"��!�-���123�&2�����
�et 

al., 1999).  
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A ce jour, 81 familles de CBM sont connues. Du point de vue structural, ces modules 

������������������	�
��		����������cides aminés. Ils peuvent se présenter aussi bien sous la 

�����������������������������������������������-domaines. Les CBM sont généralement 

������ ��� �������� ������������ ��� ��� ���� ���������������� ��� �������� ��� ������� ���������

riches en proline et en acides aminés hydroxylés tels que la sérine et/ou la thréonine (Tomme 

et al., 1995 ; Divne et al., 1998).  

La résolution de la structure 3D (dimension) de plus de 81 familles de CBMs a permis 

de les classer en sept superfamilles (tableau 1) 

Tableau 1: Les superfamilles de repliements des CBMs (Hashimoto, 2006) (Annexe n°01) 
Super-famille Repliement Famille des CBMs 

1 Beta-sandwich 4, 6, 11, 25, 26, 31, 33, 34 

2 Beta-trèfle 13, 42 

3 Noeud de cystéine 1 

4 Unique 5,12 

5 Motif OB 10 

6 Motif Hévéine 18 

7 Unique 14 

����������� ���� !����������� ��� ����������� ��������������� ��� ����� "-sandwich, 

��������� �������������� ��� ���#� ��������� "$� ����������� �%����� ����� 
� �#� &���� "� ����-

parallèles (figure 1). Ce repliement est observé entre autres dans les CBM des familles 20, 21, 

2, �'$��($�����)���#��������������*���+���et al., 2011).  

 

Figure 1 : Structures tridimensionnelles de CBM25 ��� ��������� ��� Bacillus halodurans 
(pdb2c3v) 
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             Le mode d'action des glycosides hydrolases est b�������� ��	
����
�������������� ����

peut être endo- ou exolytique. Le mode endolytique se traduit par la rupture de la liaison 

�������� ��������� ��������� �� ����������� �� ��� �	���� ���
����	��������� ������ �������

exolytique, il se traduit par la dégrad������������
����	�������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������� 
����

��������������������������������������������������������� (figure 2). 

 

Figure 2: Représentat������	����������������
����	�����������������������s pour les 
enzymes    à activité endoglycosidase ou exoglycosidase des GHs (« CAZypedia » 2016). 

 

1.3. Topologies du site actif des GHs 

            !� ���� ��������� ����� � 
�� ��� ������ ���� ��� ��ructure du site actif (Davies et 

Henrissat, 1995)  (figure 3).  Ainsi la topologie du site actif en forme de poche (ou cratère) est 

caractéristique pour les exo-enzymes. Cette topologie est optimale pour la reconnaissance de 

���������� non-���������� ���� saccharide ��� ���������� �"��� �	���� �����#�- ou de 

polysaccharide. Elle est retrouvée chez les monosaccharidases et les exopolysaccharidases. 

$��� ������#�� ����� ���� ��� ����� ������� ���� ���������� %������ ���� ��� ��� ��������� ����

exemple. 

            La crevasse (ou sillon) est une structure ouverte qui permet la fixation de plusieurs 

unités de sucre des substrats polysaccharidiques. Cette topologie est retrouvée chez les endo-

polysaccharida�������������&-amylases GH13. 

            La dernière topologie en tunnel dérive de la précédente, lorsque la protéine présente de 

longues boucles, recouvrant une partie de la crevasse pour former une structure en tunnel. 

Dans ce cas, le produit enzymatique peut être libéré, bien que la chaine polysaccharidique 

���� %������ ����� �� ���� ����� �� ��� 
�� �� �������� ��������� �
���� ���������%��

��	
����
�������%����������������������'�������������(�)*�
����+���	,���-../0��$�

processus est ����������� ��� %������ ���� ����� ��%%�������� � 
������� ���� ��� ����������

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

 

1.4. Mé���������	
������������������	������� 

            ��������	
�������	����
����
������������������������	���
�������������s. Ils ont 

été décrits pour la première fois par Koshland en 1953. Dans la plupart des cas, l'hydrolyse de 

la liaison glycosidique est catalysée par deux résidus d'acides aminés de l'enzyme : un acide 

donneur de protons et un autre agissant comme un nucléophile/base (Davies et Henrissat, 

1995). En fonction de la position spatiale de ces résidus catalytiques. L'hydrolyse se produit 

par rétention ou inversion globale de la configuration anomérique. Un mécanisme 

complètement indépendant a été récemment démontré pour deux familles de glycosidases 

GH4 et GH109 utilisant le NAD+ comme cofacteur (Rajan et al., 2004 ; Liu et al., 2007). 

1.5. Le site actif et les sous-sites de fixation du substrat 

            Avant 1997, la nomenclature des sous-������
���	����	��������
������������������������

Une nouvelle nomenclature a été alors proposée prenant en compte deux critères 

primordiaux :  

            - La position relative des sous-�������	���	������	�����
������������ 

            - La conservation de la numérotation des sous-sites du côté réducteur et non réducteur 

lors de nouveaux complexes.  

La cartographie des sous-sites adoptée est donc une nomenclature de type �n à +n 

�������
�	
�� ������������
�� ������������ 
�
-réductrice et réductrice. Le site de coupure se 

situant par définition entre les sous-sites -1 et +1. Dans le site catalytique des enzymes à 

activité endoglycosidase, les polysaccharides sont orientés avec leur extrémité réductrice du 

côté des sous-������������������������������
�
- réductrice du côté des sous-sites négatifs. Chez 

les enzymes à activité exoglycosidase qui hydrolysent les ramifications, le résidu à hydrolyser 

se situe dans le sous-site -1 et la chaîne principale du polysaccharide vient se fixer dans les 

sous-sites positifs (Davies et al., 1997) (figure 4). 



������������������������������������������������������������	�
�
����������	��

����������

�

 

 

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

 

2. Les activités amylolytiques 

2 .1. Définition de ����������	�
��������� 

            ����������	
-amylolytique est définie comme une activité enzymatique responsable de 

��	 �����	 ���	 ��������	 
-(1,4)-�����������	 ���������	 ����	 ���������	 �����	 ��������	

endolytique est déployée par deux catégories diff�������	 ����������	 ���	 ���������	 ����	

classées sur la base de leur homologie de séquences dans les familles 13, 57 et 119 des 

����������	 �����������	 ���	 ��������	 ��������	 ���	 ����	 ����	 ���������	 ���	 ���	 �������	

exolytiques du type  -amylases (famille GH14). 

����	���
����	��������	���	�
������ 

            ��������	���	�	��������������	���������	��������	��	���	�������	�� ��!	�����	�"
-

��������	 ���������	 ��	 �"�������������	 ������������	���#�������	$%	 &	$$'	��	 ���	�����	 ���	

total. 

�����������	
�� 

            ����������	 (�������	������������	 représente 15 à 25% de l'amidon. Il est constitué de 

������	���)���	���������	�������	*-glucopyranosyle, liées ��	
-(1,4) pouvant aller de 105 à 

106 Da en masse moléculaire. L'amylose présente une structure hélicoïdale renfermant de 6 à 

8 résidus glucopyranosyle par tour de spire (pas de l'hélice 10,6 Å). Il est localisé dans la zone 

�������	�	������	��������	+,���#�	et al., 2011) (figure 5). On retrouve cependant deux 

�����	 ��	 �������	 ����	 ��������� : des chaines strictement linéaires, et des chaines 

modérément ramifiées, qui représentent 25 à --'	 ��	 ��	 �������	 �����	 ��������	 ������	

(Takeda et al., 1987). 
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            ������ 
����	����
�������	����
������	���������
�����
�����������	����
��������������

un poids moléculaire compris entre 107 et 108 ���� ����
��������� ���������� 
�� ���������

����������� 	�� 
���	���� ��������

�� �����������  !� "� #!$� 	�� ���� ���	�� ����� %

�� ����

��������
����������������	������&�'�� linéaire de résidus D-�
�����������
��
�������(-(1,4), 

��� )� "� *$� 	�� ������������� ��� (-+,�*-�� ������.
�� �������� "� 
/��
��������� ���� ����������

��.����������� 0������ ��� ����� 	�� 
���	���� 
��� ������� 	�� .����&����� ����� ����������� 	����

certaines régions, app�
���� 
��

��� ����&���� ���� �&������ 
���������� �

���� ������������� ���

doubles hélices au sein de la lamelle cristalline (Parada, 2012) (figure 6). La structure en 

�������	��
���	�������	���������������	�����
��

��������

�����������
��

������&���%

e 

������1������

�����������
��������������
�������	����� 

 

Figure 6������������	��
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2.3. Définition des amylases 

            Les micro-organismes élaborent un large éventail d'amylases, intracellulaires et/ou 

extracellulaires (Mohsen et al., 2005). Les amylases intracellulaires sont importantes pour 

divers processus cellulaires et métaboliques, tels que la sporulation, le renouvellement des 
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protéines, la maturation des enzymes et des hormones et le maintien du taux protéique 

cellulaire (Yakup et al., 2010). Les amylases extracellulaires sont importantes pour 

l'hydrolyse de l'amidon et de la cellulose dans des environnements exempts de cellules. Elles 

permettent à la cellule d'absorber et d'utiliser des produits hydrolytiques (Chi Wen Li et al., 

2011). En même temps, ces amylases extracellulaires ont également été exploitées 

commercialement pour aider la dégradation de l'amidon dans divers processus industriels 

(Encarnacion et al., 2011). 

            Lors de la régulation de la production des amylases, plusieurs études ont montré que 


�����
�������������	���������������������.���
������������������
�&�	��
����	��
���	������


��
�.��������	�����	�����	�����.
��������
���
�������������	�����	�&�	��
������������������

par 
��������	����
����

�
�������	�����
������&����	���
����������������	����
���
�������������

été décrit comme un bon inducteur des amylases (Maktouf, 2013). 

�����������-amylases 

            ���� (-amylases (EC3.2.1.1), classées dans la famille GH-13 des glycosides 

hydrolases, sont les enzymes endo-���������%

���&�	��
������
���
���������
�����	������(-(1,4) 

des polysaccharides (amylose, amylopectine, amidon et glycogène), avec la rétention de la 

configuration alpha-anomérique dans les produits (Bahareh et al., 2011). Ces enzymes 

hydrolysent de manière aléatoire à �������	��
��2���������	�������, tout en contournant le point 

	�� ������������ ��� 
�.������ 
�� �
������� 
�� �
����� ��� �������� 
��� (-dextrines limites comme 

produits (Antranikian, 1992 ; Gupta et al., 2003 ; Sivaramakrishnan et al., 2006).   

����������-amylases 

            ����3-amylases sont des exo-amylases qui hydrolysent les liaisons olygosidiques de 

����� (-+,�4-� "� ������� 	�� 
��2������� ���-réductrice de la chaine glucanique et libèrent du 

maltose. L'amylose est hydrolysé à 100% alors que l'amylopectine ne sera hydrolysé qu'à 55-

*!$�� %����� ������.
�� 	�&�	��
����� 
��� 
�������� (-(1,6), la 3-amylase va agir sur 


���
��������� ��� �����5���� "� 6� ��� 4� ����	��� �
�����
� ������ 
�� ������������ ����� 
�.����� des 

dextrines limites. ��� ����� 	��� ��7���� ���� ���������� 
��������� 	�� 
�� 
������� ��
��� ���

������������������
�������������
�����
�.���������	����������������3�� 

2.4. Source des alpha-amylases 

            ����(-amylases sont des enzymes ubiquitaires produites par les plantes, les animaux et 

les microbes, où elles jouent un rôle dominant dans le métabolisme des glucides (Varel et al., 

1994). Les amylases animales sont généralement extraites de la salive humaine et du pancréas 

des mammifères tels que les porcs et les veaux (Bertheau et al., 1985 ; Chatterton et al., 
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1996). Les amylases provenant de sources végétales et microbiennes sont utilisées pendant 

des siècles comme additifs alimentaires (Mabel et al., 2008). Celles de l'orge sont utilisées 

dans l'industrie brassicole, tandis que les amylases fongiques et bactériennes sont 

principalement utilisées pour des applications industrielles. Cela en raison de leur rentabilité, 

de leur cohérence, du temps et de l'espace requis pour la production et de la facilité 

d'optimisation et de modification du procédé (Ellaiah et al., 2002). 

2.5. Les différentes familles des amylases 

            Les enzymes qui possèdent une activité amylolytique sont classées sur la base 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 de leurs homologies de séquences 

reflétant des traits structuraux et mécanistiques communs. La famille 13 des GH est 

communément appelée famille des ��-amylases". Elle renferme 49476 séquences dont 812 

caractérisées et compte 26 activités enzymatiques différentes (« CAZy - Home », 2017).  

�������	
�des homologies de séquences des enzymes de cette famille par Stam et al., (2006) a 

permis de proposer une division de la famille 13 en 42 sous-�����
	� ����
	� ����������	�

distinctes. Cette sous-classification comprend aussi des transporteurs d'acides 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 dans le groupe des GHs, 

leurs activités enzymatique regroupent des hydrolases, des  transglycosidases et des 

isomérases (MacGregor et al., 2001). Elle comprend des enzymes qui catalysent le clivage de 

liai	��	� �-�����	�����
	� ���� ��� �
� �����	
� �
� ���
������ �
� ��� �������������� �-

anomérique pour produire des mono- ou oligosaccharides �-anomères (hydrolyse) ; ou pour 

synthétiser des liaisons glycosidiques �-(1,4) ou �-(1,6) (transglycosylation) ; ou bien pour 

présenter les deux activités. Les GH13 peuvent agir sur une large variété de substrats tels que 

l'amylose, l'amidon, le glycogène, les maltooligosaccharides ou encore le saccharose et le 

tréhalose (Kelly et al., 2009). 

2.5.1.2. ����������������������
ytique des enzymes de la famille GH13 

            �
� ������
� �
� ��� ����	��� �	�����
� 	�����
� 
���
� �
	� 	��	-sites -1 et +1. La catalyse 

procède selon un double-déplacement impliquant un acide glutamique, jouant alternativement 

le rôle de catalyseur acide-base et un acide aspartique jouant le rôle de nucléophile. Un 

troisième résidu catalytique (un acide aspartique) intervient conjointement avec deux 
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histidines conservées au sein de la famille GH13, afin de stabiliser le complexe intermédiaire 

covalent. 

2.5.1.3. Structure et organisation des domaines 

            Les enzymes de la famille 13 sont des enzymes multi modulaires. Elles sont 

�������������	
��	��	���	����������	��������� composé principalement de trois domaines A, B 

et C (Ramasubbu et al., 1996) (figure 7). En dehors de ces trois domaines, certaines enzymes de 

la famille possèdent aussi des modules supplémentaires aux extrémité C ou N-terminales, tels 

que des domaines de liaison au substrat CBM, ou des modules de fonction inconnue 

(Jespersen et al., 1991 ; Janecek, 1997). 

 

Figure 7: ���������	��	������	����	��	���-amylase de Bacillus halmapalus (Davies et 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 en forme de sillon 

ou de poche selon les enzymes. I�	���	�����	����	��	
��
���	���	���	�	�����������	�-terminale de 

la protéine et adopte une structure en tonneau (�/�)8  (Macgregor et al.,1996). Le site actif se 

trouve dans une crevasse entre le domaine A et le domaine B (Brzozowski et Davies, 1997). Il 

���
����	 ���	 ������	 �������� ��	 !�����	 ����	 �����	 "������ ��	 #���$	 %�����	 ��	 �&��	 ��	

�������	��	
�����'	(���	�����	��
���� ��	#)�
$	�"������	�����	������
*���'	+�!��	��	������	

�����	��
���� ��	�����������	����	��	���,���������	��	�����ermédiaire covalent glycosyl-enzyme 

(Uitdehaag et al., 1999). La liaison au substrat se trouve dans la boucle C-terminale des 

!��������	�	��	��	�������' 

- Le domaine B : ���	���	,������	��	���"����	�����,���	�������	�����	��	!�������	��	��	

��*�����	 �� du tonneau catalytique #�-�$8 (Janecek et al., 1997). Sa structure primaire et sa 

structure tertiaire varient grandement d'une enzyme à l'autre. De nombreux travaux indiquent 

 ����	%���	��	�&��	��
������	����	��	�����&��	��	�� spécificité de substrats, ou de produits des 

enzymes de la famille 13 (Janecek et al., 1997). Il est aussi impliqué dans la liaison des ions 
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calcium (Ca2+) qui ont un rôle structural. Ils maintiennent la chaine polypeptidique dans une 

conformation correcte pour sa stabilité et son activité enzymatique (Boel et al., 1990). La 

liaison de Ca2+
 au domaine B facilite son interaction avec le domaine A. 

- Le domaine C : suit le domaine A et constitue la partie C-terminale de la séquence 

juste après le tonneau catalytique �����8. Il possède une structure tertiaire �-sandwich 

(MacGregor, 1988) en forme de clef grecque (Ramasubbu et al., 1996). Les deux domaines B 

et C sont situés sur les côtés opposés du repliement �����8 TIM barrel.  

            Le repliement TIM barrel �����8 ���	
�������	��	�	��������	�	����������	��	��	�	�élices 

��	���	��������	�	��	���	���
��	�	���������	��	����	��	��	
����	�������������		���	����	�����	

entre eux par des boucles irrégulières. Les boucles 1 à 8 liants les extrémités C-terminales des 

��������	 �	 ���	 ����� ���	 !-terminales des hélices �	 ��"�
�����	 �������	 ���	 �
���	 � ���	

impliqués dans la fixation et la catalyse du substrat (une triade catalytique composée de deux 

������� ��	��	�#��	����� ����	�figure 8). 

 

 

Figure 8: Représentation schématique du repliement �$���8 (TIM barrel) trouvé chez GH13 et 
GH14 (Kuriki et Imanaka, 1999) 

  

Les alignements de séquences ��	 ����������	 �-amylases a permis de mettre en évidence  

quatre régions conservées (de I à IV) (figure 9). Elles constituent la signature de la famille 

GH13. Elles se trouvent au niveau du tonneau 
���������	�����8 sur les brins 3 , 4 et 5 et dans 

��	%��
��	 ������	 ��	%��	�	&	'	 �#���
�	�	&	 (Jespersen et al., 1993 ; Sarcabal et al., 2000). Une 

étude par mutagenèse dirigée guidée par ces travaux d'alignement a permis à Sarcabal et 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 (Sarcabal et al., 
2000) 

En Rouge : les résidus strictement conservés (triade catalytique) ; en Bleu : les résidus les mieux 
conservés. 

TAKA:  �-� �����	 �#Aspergillus oryzae, AMY1 (	 �-� �����	 �#����)	 As(	 �#� �����

������	 ��	 N. 
polysaccharea, OLG : oligo-1,6-glucosidase de Bacillus cereus, CGT:  cyclodextrine 
glucanotransférase de Bacillus circulans 8, SUP: sucrose phosphorylase de Leuconostoc 
mesenteroides, TRS: trehalose synthétase de Pimelobacter sp. R48. 

�

2.5.2. Famille des GH57 

            ��	 �� ���	*+,&	�	���	 
����	 ��	-../)	 
#���	 ���	 �� ���	 ������
����	 
� �������	

1936 séquences dont 24  caractérisées. La première séquence caractérisée date de 1988 avec 

�#�-amylase de Dictyoglomus thermophilum (Fukusumi et al., 1988). Il faudra attendre plus de 

��	���	����	��#���	��� ���	����
����	�������)	
����	��	��	0-�-glucanotransférase TLGT de 

�#��
����	��������� �����	Thermococcus litoralis (Imamura et al., 2003), soit publiée.  

�������������������������� 

            ��	 ����� �����	 ���	 �������	 ��	 ���
���	 
��������	 ���	 �#��1� �	 ��	 %���
�� ���	

produite par Thermus thermophilu�	 ���	 ���	 �#�%���2����	 ��	 �#���� �����	 ���
����-

enzyme ont permis de mettre en év���
�	 ���	 �#��1� �	 ������	 �����	 ��	  �
��� �	 ��	

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

2.5.2.2. Les différentes activités 

            ��	 �� ���	 *+,&	 
� �����	 ���	 �
�2���	 ��2�����	 (	 �-� �����	 �34	 5�6�-�-�)	 �-

galactosidase (EC 3.2.1.22), amylopullulanase (CE 3.2.1.41), 4-�-glucanotransférase (CE 

2.4.1.25) et des enzymes de branchement (EC 2.4.1.18). 

2.5.2.3. Structure tridimensionnelle 

            72���	 ��	 ���������	 ��	 ��	 ��� ���	 ����
����	 �#���	 ��1� �	 ��	 ��	 �� ���	 *+,&)	

��������	�������	���	 ���	��������	����	 ������	�#���	
����	 �� ���	'	 ��	 �� ���	*+-5	����	 ��	

clan GH-H.  
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Cependant, la famille GH57, malgré une prédomin����� �����	
	���� �������	������ elles ne 

présentent pas de similitude de séquence avec les familles du clan GH-H. En particulier, elles 

������ ���� ��� ��� ���	��� �������	���� ��� ��� ���������� ���� ���� ���	���� ������
����

caractéristiques des enzymes de la famille GH13 (Janecek, 2002 ; Zona et al., 2004). 

            Le repliement de la famille GH57 a ainsi pu être caractérisé comme présentant une 

architecture en tonneau de type (�/�)7. Ce repliement est assez rare au sein des glycosides 

hydrolases, mais il est néanmoins rencontré dans quelques familles, notamment la famille 

GH119. Au-����������������	��������������	�����������������	�������	�	���	�������������������

effet présente que chez les procaryotes, dont un grand nombre est issu de milieux extrêmes, en 

particulier de milieux à hautes températures. 

 
Figure 10: Structures ����	�	���� ��� ���-amylase de Thermotoga maritima 2B5D (GH57) 
(Dickmanns et al., 2006) 

Le domaine A est coloré en vert, en jaune le domaine B et le domaine C en rouge.  

 

            Topologiquement,  le domaines central catalytiques en TIM barrel (�/�)7 constitue le 

domaine A. La structure présente en outre deux domaines additionnels, peu similaires, mais 

superposables (figure 10) :  

            ������	��� ����	�����������	��������	�����������	������!��	������insérées entre des 

éléments de structure secondaire du domaine A. 

            Le domaine C, de composition variable située en position C-terminale. 

            ����	������� ��� ������� ���� ���������� �	����	"���� ��� ��� ��	���� #$%&� '(���� et al., 

2004) a permis de mettre en évidence cinq régions conservées. Le nucléophile catalytique 

(Glu) et le catalyseur acide/base (Asp) étant situés respectivement dans les régions conservées 

3 et 4 (figure 11).  
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Figure 11: Les cinq régions conservées dans la famille GH57 ���������	et al., 2012). 

En rouge : les résidus catalytiques, en jaune 
	���	������	������	�����	���������	����	����������	��	

la spécificité des enzymes. AAMY 
	 �	 -amylase ; PAMY:  �	 -amylase putative -like protein; APU: 
amylopullulanase; BE: enzyme de branchement; 4AGT: 4- �	 -glucanotransferase; AGAL 
	 �	 -
galactosidase; MGA : maltogenic amylase; AMY : amylase. 

2.5.3. Famille des GH119 

            La famille 119 des glycosides hydrolases contient l'alpha-amylase produite par 

Bacillus circulans et quatorze au���	 ��������	 ��������������	 �	 ������	 ���������	 ���	 ���	

���� ��������	 ��	 ���	 ��������������	 !������������	 �������������	 ��	 ����������	 ��	 �����	

famille sont malheureusement disponibles. Janecek et ses collaborateurs (2012) ont très 

récemment mis en évidence une relation nette entre les familles GH57 et GH119. Une analyse 

in silico indique en effet clairement une similarité entre les régions conservées (figures 12), 

les résidus catalytiques et le repliement du domaine catalytique de typ�	�"#�$7 pour ces deux 

familles (figures 13). %�	 ���	 �	 ���	 ��	 ���������	 ����	 ���	 ����������	 ��	 ���	 ����������	

catalytiques observés. &���	��	��������	��	�������-amylase de B. circulans les résidus Glu231 

et Asp373 jouent respectivement le rôle de nucléophile et de donneur de proton. Janecek 

propose de ce fait de regrouper les familles GH57 et GH119 dans un nouveau clan (Janecek et 

al., 2012). 

 

Figure 12: Les cinq régions conservées de la famille GH119 (Janecek et al., 2012). 

Bacci : Bacillus circulans AM7 ; Cocco: Corallococcus coralloides DSM 2259; Pabcu: Paenibacillus 
curdlanolyticus; Pabmu-1: Paenibacillus mucilaginosus 3016; Pabmu-1: Paenibacillus 
mucilaginosus KNP414 ; Stiau: Stigmatella aurantiaca DW4/3-1 
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Figure 13: Illustration du repliement ("#�$7 trouvé chez GH57 et GH119 (Stam, 2006)  

 

2.5.4. Famille des GH14 

            '��	(-amylases appartiennent à la famille GH14  selon la classification CAZy définie 

par Henrissat et al., �)**+$�	,����	 ������	�-����	��	���!�����	��.����	���	�����	���une 

�����	��������	�������	����������	(-amylase (EC 3.2.1.2). Elle renferme 499 séquences dont 30 

caractérisées. 

             On retrouve au sein de leur séquence trois domaines hautement conservées, dans 

lesquelles ont été identifiés deux résidus situé à ���/������	 ,-terminale du domaine 

catalytique. Ils sont ���������	����	 ��	 �������	������������	 %�	 ���-��	��	���/	 ������	�������	

glutamique. La résolution de structures tridimensionnelles montre une structure commune à 

ces enzymes sous forme de tonneau ((#�$8 (figure 14). 

Trois domaines de séquences hautement conservées sont présents dans toutes les (-

amylases connues. Le domaine A  est situé dans la section N-terminale des enzymes. Il 

contient un acide aspartique connu pour être impliqué dans le mécanisme catalytique 

(Sakiyama et al., 1989). Le domaine B située à un endroit plus central, est centrée sur un 

glutamate impliqué également dans le mécanisme catalytique (Totsuka et al., 1994). Enfin le 

domaine C semble jouer le rôle de domaine de fixation au substrat. 
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Figure 14: beta-amylase de bacillus cereus var. mycoides en complexe avec le maltose 
Brayer et al., (1995).  
 

2.6. Applications industrielles des activités amylolytiques 

             Commercialisées pour la première fois en 1984 (Gupta et al., 2003), les amylases sont 

�����	 -����	 ���������	 ��	 !����������-���	 '��	 �����	 ��������	 ������	 )0-33% du 

marché mondial des enzymes (Sharma et al., 2013). Elles trouvent des applications très 

�������	����	���	�������	��	��	����-�����	��	�������������	���	!�����-����	��	����������	��	

������	���	�������	��	�����	��	���������	��	�������/�����	���	����������	�������������	

(Marc et al., 2002) 

����������������������
���������������� ��������� 

            Les enzymes amylolytiques sont très utili����	 ���	 ��	 ���������	 ������������	

d'amidon, en particulier de sirops à haute teneur en fructose très utilisés comme édulcorants 

dans les boissons gazeuses (Crabb et Mitchinson, 1997). Le processus comprend deux étapes 

enzymatiques : la liquéfaction et ��	������� ��������	%�	�/������	�����	���	��������	����.����	

donnant un ensemble varié de produits. De telles enzymes sont largement utilisées dans 

l'alimentation, les industries chimiques et pharmaceutiques (Nigam et Singh, 1995).  

2.6.2. Désencollage des textiles 

            Pendant le processus de tissage, les fils sont soumis à une contrainte mécanique 

considérable entrainant le cassage des fils. Pour remédier à cela, une couche de protection 

gélatineuse temporaire va être appliquée sur les fils, dont ���������	%�	���	�������	 ���������	

�������	��	��-�������	��.��������	1	������	����������	�2��������	et al., 1999). 

2.6.3. Industrie de la boulangerie 

             Une autre application majeure de ces enzymes est dans l'industrie de la boulangerie. 

Pour éviter le rassissement du pain et d'autres produits de boulangerie ainsi que pour 

améliorer sa texture et sa durée de conservation. La pâte est complétée avec divers additifs tel 
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que les des produits chimiques, et les émulsifiants (Azizi et al., 2003). Une autre alternative 

consiste à la supplémentation en a-amylases thermorésistantes qui améliore la granulation, le 

volume, la texture, la saveur et la durée de conservation du pain (Amigo et al., 2016). 

2.6.4. La détergence 

            Les amylases sont les enzymes les plus utilisées dans la formulation des détergents 

enzymatiques derrière les protéases. Plus de 90% des détergents liquides en contiennent 

(Gupta et al., 2003). Dans les domaines des lessives et des détergents, ces enzymes sont 

utilisées pour ��� ��������	
�� ��� ��	��� �	�	� ���� ������	
���	
�� ��� ��� �	���	�	�	��� ��
�����

Mukherjee, 2013). La stabilité des amylases est l'un des critères les plus importants pour leur 

utilisation dans les détergents qui sont très agressifs du fait du pH, de la température et de 

l'environnement très oxydant. 

2.6.5. Domaine médical et pharmaceutique 

            Dans le domaine pharmaceutique, les amylases sont utilisées comme agent anti-

inflammatoire et aussi comme aide digestif pour éviter les dyspepsies et les fermentations 

intestinales (Pandey et al., 2000). 

2.6.6. Les biocarburants 

            ���� ����������� ��� �
�����	��	��	
�� ��������� �� ���� �
�������� �	������ ���� ���

développement des biocarburants de première génération, en particulier pour la production de 

bioéthanol.  

            Traditionnellement, la fermentation de l'éthanol dépend de substrats riches en sucre, 

principalement la canne à sucre, car leur hydrate de carbone est sous forme fermentescible. 

Cependant, la canne à sucre est un substrat coûteux et non disponible en continu car c'est une 

culture saisonnière (DeMoraes et al., �������������
���������	����������������������	�
�������

substrat le plus utilisé en raison de son faible coût et de sa disponibilité (Chi et al., 2009).  

L'amidon est hydrolysé par voie enzymatique en sucre fermentescible via un processus 

de liquéfaction et de saccharification avant la fermentation de l'éthanol par la levure 

Saccharomyces cerevisiae (Rao et Satyanarayana, 2007). Afin d'obtenir une nouvelle souche 

de levure qui puisse directement produire de l'éthanol à partir d'amidon sans avoir recours à 

une pré-saccharification, la fusion de protoplastes a été réalisée entre la levure amylolytique 

Saccharomyces fibuligera et S. cerevisiae (chi et al., 2009).  
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2.6.7. Autres applications 

             ���  -amylases sont également étudiées actuellement pour plusieurs autres 

applications telles que la biodégradation des n-alcanes, la synthèse de nanoparticules et autres 

(Karimi et Biria, 2016). Dans une étude, le potentiel bio-réducteur de Micrococcus luteus 

�
��� ��� ���!"�� ��� ���
����	����� �#
�� ��$%�� �� ���� ����	�&� �# -amylase extracellulaire et 

l'acide teichuronique de la paroi cellulaire (TUA) de M. luteus ont été utilisés dans la synthèse 

de nanoparticules d'or (Arunkumar et al., 2013). 

3. Les actinomycètes  

3.1. Caractéristiques générales  

            Les actinobactéries filamenteuses sont un groupe de micro-organismes unicellulaires 

ramifiés, dont la plupart se composent de mycéliums aérobies formant un mycélium de 

substrat et un autre aérien. Ils se reproduisent par fission binaire ou en produisant des spores 

asexuées ou des conidies. La sporulation des actinobactéries, est due à la fragmentation et la 

segmentation ou la formation de conidies. La chimie de leur paroi, en particulier celle du 

peptidoglycane, la séquence de l'ARNr 16S et la forte teneur en G+C% de leur ADN (70%) 

sont également caractéristiques de ce groupe de bactéries. L'aspect morphologique des 

actinobactéries est compact, souvent coriace, donnant un aspect conique avec une surface 

sèche sur les milieux de culture et est fréquemment recouvert de mycélium aérien.  

Elles présentent un cycle biologique semblable à celui de certains champignons, mais 

leur structure procaryotique, sans noyau distinct, les classes parmi les bactéries. Cependant 

leur croissance est plus lente que celle des autres bactéries ; le temps de génération moyen est 

����'	�
�� (� )� *� !����� ��������� ��� +����	���� ��,��&� -�� ������� ����� ���
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cellulose ni chitine (Kikani et al., 2010) mais une glycoprotéine contenant de la lysine 

(formes fermentatives) ou de l'acide diaminopimélique (formes oxydatives). Enfin, elles sont 

sensibles aux antibiotiques antibactériens (Koneman, 2006), aux attaques des bactériophages 

et des lysozymes (Hawker et Linton, 1971). 

3.2. Classification morphologique  

            Les principales caractéristiques utilisées pour délimiter la taxonomie des 

actinobactéries au niveau du genre et de l'espèce sont la morphologie microscopique et la 

chimiotaxonomie. La dernière de ces caractéristiques concerne principalement la composition 

de la paroi cellulaire et la distribution du sucre dans la cellule entière, bien que la composition 

en phospholipides et en ménaquinone puissent également être prise en compte (Labeda, 

1987). 
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Les actinobactéries présentent une grande variété de morphologies, différant 

principalement par la présence ou l'absence de mycélium de substrat ou de mycélium aérien, 

la couleur du mycélium, la production de pigments mélanoïdes diffusibles et la structure et 

l'aspect de leurs spores (Holt et al., 1994).                 

����������	���
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et dans le milieu de culture, ou un mycélium aérien dont les hyphes sont attachés au milieu 

par des crampons (Kalakoutskii et Agre, 1976). En culture liquide et sans agitation, les hyphes 

formés après la germination des spores montent en surface pour croître en contact de l'air 

(Van Keulen et 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 actinomycètes 

La taxonomie microbienne est une branche complexe de la biologie. Il est acquis que 

le vivant se divise en trois domaines principaux et bien distincts : celui des Archae, celui des 

Bacteria et celui des Eucarya�� ������ 	�������� 	� ������� �������� ��� ���� ������� 	��

comparaison de séquences ADNr de Carl Woese (Woese, 1987). Parmi le groupe des 

Bacteria, il existe un groupe de microorganismes appelé actinomycètes, qui sont les bactéries 

aérobies, Gram positif filamenteuses (formant des hyphes ramifiés) à haut taux en G+C%, 

elles ont la propriété de former des spores asexuées (Prescott et al., 2007).  

����������� 	��������� 	�� ��������
��������� ��� ������	��� ��������� ���������� ����

��������������� ������ ��
������������������������������������	������ !� ����������	� ���

phylum complet des Actinobacteria qui sont les bactéries Gram positif à haut taux en G+C%, 

mais aussi quelques genres supplémentaires appartenant aux bactéries Gram positif pauvres 

��� "#�$�� ����� �� 	��������� ��%���� ���� �%��� �� 	����� &'���(�����	�� ��� )������ *+,*-��
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	�������/��
������anual of systematic bacteriology, entre la première et la seconde édition.      

En effet, initialement considéré comme un groupe à part entière (Bergey, 1989), les 

représentants des actinomycètes se retrouvent à présent dispersés au sein des Bacteria, avec 

les Actinobacteria (bactéries Gram positif riches en G+C%) et des genres appartenant aux 

bactéries Gram positif pauvres en G+C% (Prescott et al., 2007 ; Bergey, 2009 ; Bergey, 2011) 

(figure 15). 
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Figure 15 : Classification du phylum des Actinobactéria basée sur des données de 

��������	�
 ��
 ��DNr 16S. Les familles contenant des membres soumis au séquençage 

complet du génome sont représentées en gras (Zhi et al., 2009). 

3.4. Les types des actinomycètes 

            De nombreuses études ont été menées par les chercheurs pour confirmer l'existence 
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l'alcalinité, psychrotolerant et thermotolérants, halotolérants et halo-alkali-tolérants ou 

xérophiles). 

 

3.4.1. Actinobactéries thermophiles 

             Les actinobactéries mésophiles peuvent croître à une température optimale de 20°C à 

42°C, tandis que les espèces thermotolérantes peuvent survivre à 50°C. Les actinobactéries 

modérément thermophile ont une croissance optimale à ����-55°C (Jensen et al., 2005), alors  
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que les actinobactéries strictement thermophiles se développent à 37°C-65°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 habitats terrestres tels que 

les forêts acides et le sol de drainage de la mine, se développent dans la gamme de pH 

d'environ 3,5 à 6,5 avec des taux optimaux de croissance à pH 4,5 à 5,5 (Khan et Williams, 

1975 ; Hagedorn, 1976). Il a été démontré que les actinobactéries acidophiles forment 

systématiquement deux taxons distincts (neutrotolérant acidophiles et strictement acidophiles) 

(Khan et Williams, 1975). 

3.4.3. Actinobactéries halophiles 

            Les actinobactéries halophiles sont classés en différents types en fonction de leur 

croissance dans les milieux contenant différentes concentrations en sel. Les halophiles 

extrêmes se développent mieux dans les milieux contenant 2,5-5,2M de sel, alors que les 

halophiles extrêmes limites poussent mieux dans des milieux contenant 1,5-4 M de sel, les 

halophiles modérés poussent mieux dans des milieux contenant 0,5-2,5M de sel, et finalement 

halotolérants qui ne présentent pas une exigence absolue en sel pour la croissance, mais 

poussent bien jusqu'à des concentrations de sel souvent très élevées et tolèrent au moins      

100g/l de sel (équivalent à 1,7M de NaCl). L'eau de mer, les sols salins, les lacs salés, les 

saumures et les milieux salins alcalins sont considérés comme les meilleurs habitats pour 

isoler les actinobactéries halophiles. Les actinobactéries halophiles isolées des milieux marins 

sont attribuées à quelques genres, dont Micromonospora, Rhodococcus et Streptomyces 

(Maldonado et al., 2005). 

3.4.4. Actinobactéries endophytes 

             Les actinobactéries endophytes sont définis comme ceux qui habitent la partie interne 

des plantes, ne provoquant apparemment pas de changements visibles à leurs hôtes. Ces 

Actinobactéries jouent des rôles spécifiques, par exemple, protéger les plantes hôtes contre les 

insectes et les maladies. Les actinobactéries endophytes constituent une grande partie de la 

rhizosphère, qui se trouve également à l'intérieur des plantes dans lesquelles les espèces 

étudiées de manière extensive sont du genre Frankia, des bactéries fixatrices d'azote de 

plantes non légumineuses (Benson et Silvester, 1993), et quelques espèces du genre 

Streptomyces qui sont des phytopathogènes. 
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3.4.5. Actinobactéries symbiotiques 

            Environ 15% de l'azote mondial est fixé naturellement par les relations symbiotiques 

entre diverses espèces de Frankia appartenant à la famille des actinobactéries. Les plantes qui 

forment les relations symbiotiques avec Frankia sont appelées plantes actinorhiziennes. Les 

chercheurs ont trouvé plus de 160 plantes dont les hôtes sont des actinobactéries, notamment 

des oliviers russes, des baies des Caraïbes, des fougères douces, des broussailles amères et des 

rosiers des falaises. Les Frankia ont la capacité de fournir la plupart ou la totalité des besoins 

en azote de la plante hôte. Ces bactéries fixatrices d'azote et leurs plantes hôtes sont souvent 

des espèces pionnières sur de jeunes sols déficients en azote et perturbés tels que les coulées 

volcaniques et les dunes de sable (Anandan et al., 2016). 

3.4.6. Actinobactéries endosymbiontiques 

            Un endosymbiont est un organisme qui vit dans le corps ou les cellules d'un autre 

organisme. Le processus d'endosymbiose est parfois obligatoire, c'est-à-dire ni l'endosymbiote 

ni l'hôte ne peut survivre sans l'autre. Les membres du phylum Actinobacteria ont été 

identifiés comme étant des membres abondants des communautés microbiennes associées aux 

éponges (Anandan et al., 2016). 

3.4.7. Actinobactéries intestinales 

            Bien que les actinobactéries se trouvent dans divers habitats, certaines sont également 

connues pour former des associations intimes avec des invertébrés et des vertébrés. Les 

interactions symbiotiques sont essentielles principalement pour la survie et la reproduction, 

car ils jouent un rôle crucial dans la nutrition, la désintoxication de certains composés, les 

performances de croissance et la protection contre les bactéries pathogènes. De nombreuses 

études ont montré que certaines espèces actinobactériennes symbiotiques, telles que les  

probiotiques, contrôle des maladies bactériennes chez le bétail, la volaille et l'aquaculture. Ils 

participent également à la santé de l'hôte en transformant les aliments en biomasse 

microbienne et en produits de fermentation pouvant être utilisés par l'animal hôte (Anandan et 

al., 2016). 
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4. Les Streptomyces 

4.1. Généralités 

            La famille des Streptomycetaceae a été créée en 1943 par Waksman et Henrici,  Les 

Streptomyces (du grec Streptos : courbé, tordu et Myces : moisissure) sont des bactéries 

présentant une coloration de Gram positive, à haut pourcentage en bases G+C, variant de 69 à 

78 % selon les espèces, ce genre possède le  plus haut taux du vivant (Prescott et al., 2003). 

��������������	
���������Actinomycétales, ce sont des bactéries filamenteuses dont le biotope 

est le sol ��� �	��������� ���������� ����
��������� 	�� �	���������������� ��� ����������. Les 

Streptomyces présentent un cycle de différenciation complexe, caractérisé par une 

différenciation morphologique et biochimique (Chater, 1993). 

Ces bactéries possèdent également un métabolisme assez complexe, puisque par la 

����������� �
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nombreux sucres, acides aminés, alcools et composés aromatiques. Ils produisent aussi une 
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4.2. Cycle de développement  

Les streptomycètes présentent un cycle de développement complexe qui comprend des 

processus programmés de mort cellulaire, ainsi que des phénomènes de différenciation 

conduisant à la sporulation (Manteca et al., 2005, 2006). Leur cycle passe par quatre grandes 

étapes sur milieu solide que sont la germination des spores, le développement du mycélium 

végétatif puis du mycélium aérien et enfin la sporulation (figure 16). Le cycle de 

���� ������������ ��������� 	��!������������
��������#�$���������������������� un mycélium 

végétatif à croissance radiale va se développer (Miguélez et al., 1999, 2000). Ce mycélium est 

constitué de filaments qui contiennent de nombreuses copies du génome. Quand le milieu 

devient limitant en ressources nutritives, le mycélium végétatif se différencie en mycélium 

aérien. En effet le mycélium végétatif 
����	������	��������ts de la lyse sont utilisés par le 

mycélium aérien. %����������������� ��
�����������������	���������������! ��������	��

bactérie. Ces hyphes se spiralisent puis forment des chaînes de spores uninuclées par 

séptation. Chaque spore contient une seule copie du génome de Streptomyces, ces spores sont 

des agents de dissémination. Les Streptomycetaceae se différencient des autres actinomycètes 

����	�����������	����� 	����� ! �������
��������	
���!�������	��������������������&'�(����

et Henrici, 1943).   



������������������������������������������������������������	�
�
����������	��

�������	���

�

En milieu liquide, les cellules se développent uniquement sous forme de mycélium 

primaire qui se ramifient et s'agrègent pour former enfin les pellets, même si de très rares 

Streptomyces peuvent sporuler dans cet environnement. En milieu solide, une différentiation 

������	�!������������������ ��&���������������� 	����� ����)���������
�����	����	��������

la différentiation est généralement physiologique. 

 
Figure 16 : Cycle de développement des Streptomyces sur milieu solide (Hopwood et al., 
1985) 

 
4.3. Habitats et niches écologiques  

            Les streptomycètes sont des saprophytes ayant su coloniser un très large panel de 

niches écologiques toutes aussi variées les unes que les autres, grâce à leur mode de vie, de 

développement et de reproduction. Ainsi, des espèces ont été trouvées dans les habitats 

terrestres et aquatiques.  Les données concernant leur répartition géographique ou plus 

spécifiquement leurs macro et micro-niches sont rares (Saintpierre, 2001). Ceci est dû au fait 

que les études écologiques appliquent principalement la technique de la plaque de dilution, 

qui ne permet pas de déterminer si les streptomycètes présents dans l'environnement sont 

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

4.3.1. Environnement terrestre 

Le sol contient 104 à 107 UFC�de streptomycètes par gram, représentant 1-20% de la 

totalité de la flore bactérienne (Donadio et al., 2002). De plus, le genre Streptomyces 

représente plus de 95% des actinomycètes isolés de la plupart des types de sols. Leur aptitude 

de coloniser le sol est très facilitée par le développement des hyphes végétatives et qui 

peuvent se différencier en spores qui se dispersent et assurent leur persistance.   

Ils sont ubiquistes dans les sols bien drainés (limon sableux, sols recouvrant du 

calcaire). Le fourrage et le compost semblent être les principaux réservoirs de leur isolement. 
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Dans le bac à compost, riche en matière organique récalcitrante, 70% des souches isolées 

étaient des procaryotes, dominés par le genre Streptomyces (13%). Les champignons ne 

représentaient que 30% de tous les isolats (Ryckeboer et al., 2003).  

Les métabolites secondaires comme les antibiotiques rendent les streptomycètes très 

compétitifs dans la nature, en particulier dans les habitats pauvres en nutriments comme les 

déserts. Plusieurs rapports montrent la répartition des streptomycètes dans divers endroits, tels 

que les sols sableux, les sols alcalins noirs, les sols sableux-limoneux, sol à dessert alcalin, et 

sol à dessert subtropical, où Streptomyces sp. Ont été dominants suivis par les autres 

organismes, tels que Nocardia, Nocardiopsis (Cundell et Piechoski, 2016). 

De même, Plusieurs bactéries de ce genre jouent un rôle majeur dans la communauté 

microbienne de la rhizosphère dans le renouvellement de la matière organique végétale 

� ��	���������������
���������	����������*����
����!�������������������������� ����������

Pseudomonas et Bacillus (Kieser et al., 2000). 

  Les streptomycètes jouent un rôle majeur dans la dégradation de la matière organique 

��� �	�� � ������������ ��� ����� � ���� ����	���� ������ 	�� 	�!������ 	
�������� 	��

cellulose, la lignocellulose, la kératine, la chitine ou encore la pectine ����
����������� �

aromatiques grâce à la production de nombreuses enzymes lytiques extra cellulaires comme 

par exemple les amylases, les xylanases, les lipases. %
��� ��������� ��� ���� ���� ����

extrêmement importantes dans le processus de compostage (Dworkin et al., 2006 ; Loria et 

al., 2003 ; Yikmis et Steinbüchel, 2012). 

4.3.2. Environnement marin 

Comme les Streptomycètes du sol, les Streptomycètes aquatiques constituent eux-

mêmes un pourcentage assez important. Alan et Stach, (2007) estiment le nombre des 

actinomycètes à 35% de la flore bactérienne des larges zones des océans. L'espèce S. 

thermogriseus a par exemple été isolée à partir d'une source chaude (Xu et al., 1998). 

Les Streptomycètes marines constituent une très importante source de molécules 

bioactifs, tel que les antibiotiques, les molécules bioactives à différents usages thérapeutique 

������� ��������� ������ ������� 	�� ������������� 	
�������������������� �������� ���������

��		�����	
������������� terrestre (Solanki et al., 2008 ; Das et al., 2010 ; Bhatnagar et Kim, 

2010). 

+��,���������*������	
�������������������������	������ues pour leur potentiel à 

produire les anticancéreux comme les: Borophycine, Daunorubicine et Gutingimycine 
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(Bhatnagar et Kim, 2010 ; Boopathy et Kathiresan, 2010). À part leur rôle comme producteurs 

�
�������������� 	�� Streptomyces ��� 	
�������������� ���in participent vivement dans le 

recyclage et la biodégradation continue des différents matériaux (Das et al., 2010). �

4.4. Applications industrielles  

              Ces bactéries présentent un grand intérêt industriel, en possédant des structures 

chimiques ��� ��� ������� � ���	�!����� ��*� ���� �� ���� �
�������� ���� ������ ������ !�����

bactérien. En effet, la différenciation morphologique des Streptomyces est accompagnée 

�
���� ���� ���������� métabolique. Leur métabolisme secondaire se met en place dans les 

 ����� �������� ��� 	���� � ��	��������� ������	�!����#� -		�� ���� �� 	
���!���� ��� 	�� !������

majorité plus de 70% des antibiotiques utilisés en thérapie humaine et vétérinaire et 60% des 

antifongiques utilisés en agriculture (Sujatha et al., 2005). Cette diversité considérable de 

composés biologiquement actifs a pour conséquence la grande importance des Streptomyces 

���� 	
��������� ��������������� ������� 	�� ��	 ��	�� ��������� ���� ������������� ���� 	��

�����*��� ��������� ���������� 	
������������������	�!���� après la brasserie (Thomson et 

al., 2004).  

L'espoir que ces bactéries soient à nouveau une source majeure de découverte de 

nouveaux composés utiles est apparu suite au séquençage des génomes de plusieurs 

Streptomyces (Ikeda et al., 2003 ; Vera Ortseifen et al., 2015). En effet, �	��� � �� ����� ���
�	�

�
�� ���� ���	������ �������� ��� ���������� ��� ��	����� ��� 	�� ���� ���� ������������ ��� 	��

production des métabolites recherchés (Smaoui, 2010), en plus, l'analyse fonctionnelle des 

gènes a révélé que les prédispositions génétiques de ces microorganismes à produire des 

métabolites secondaires étaient très sous-estimées. Ces bactéries possèdent en réalité un grand 

nombre de métabolites cryptiques. Si on arrive à induire la production de ces métabolites, il serait 

p���	���
���������	�����������		����	 ��	���.��� �"���� ����������������������	# 

� Dans cette partie bibliographique, nous nous pencherons sur quelques applications des 

streptomycètes.  

 4.4.1. Les Enzymes 

Il existe une réelle demande au niveau industriel pour des enzymes d'origine 

microbienne afin d'améliorer certains procédés de fabrication. Les domaines d'application 

enzymatiques sont très divers: industrie textile, papeterie, dépollution (attaque des substances 

phénoliques), et industrie alimentaire (Ait Barka et al., 2015). La plupart des enzymes 

industrielles sont des hydrolases, principalement utilisées dans la fabrication de détergents 

(37%), d'aliments et de boissons (19%), de textiles (12%) et d'aliments pour animaux (6%). 
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Ils sont principalement produits à grande échelle par Streptomyces spp. en raison du 

métabolismes et du système de sécrétion bien développé de ce groupe d'organismes. En effet, 

l'analyse des séquences des gènes du génome entier de S. coelicolor (Bentley et al., 2002) a 

révélé que 7,8% (614 protéines) et 10,5% (819 protéines) respectivement, étaient des 

transporteurs et des protéines putatives sécrétées (Weber et al., 2003). 

En outre, les hydrolases d'importance industrielle produites par les streptomycètes 

comprennent les protéases (Aretz et al., 1989), les lipases (Vujaklija et al., 2002), les 

phosphatases (Labeda et al., 1997), les xyloses isomérases (Bandlish et al., 2002), les 

xylanases (Kansoh et Nagieb, 2004), et les alpha amylases, ���������
����!�����������������

dans les applications biotechnologiques en raison de leur capacité à dégrader l'amidon 

(Pandey et al., 2000) (tableau 2). Ils sont utilisés pour la dégradation des protéines (textile), 

l'élimination des graisses (détergents), l'hydrolyse de l'amidon en glucose (boissons gazeuses, 

production de bière, cuisson, détergents), libération de phosphate (alimentation animale), 

conversion du glucose en fructose (boissons gazeuses) et dégradation des polysaccharides - 

bioblanchiment (alimentation animale, textile, industrie papeterie). 

Le criblage de nouveaux isolats ou l'ingénierie des protéines a permis la sélection de 

protéines améliorées possédant une thermostabilité plus élevée (Kristijansson, 1989), une 

alcalitolérance (Horikoshi, 1999), et un pH plus élevé ou une meilleure spécificité de substrat. 

 

Tableau 2: Streptomyces ��#� ��� ����� ���� ����������� �
/-amylases et leurs applications 

industrielles (Lanoot, 2004). 

Enzyme Utilisation Streptomyces Réferences 

 

 

/-amylases 

 

 

Production de glucose et de 
maltose�(industrie  alimentaire)   

 

 

Streptomyces. sp 
S. megasporus SO 12 
S. lividans 

S. griseus 
S. rimosus 
S. limosus 
S. venezulae 
S. hygroscopicus 
S. yunnanensis 
S. scopiformis 
S. thermogriseus 

Ammar et al., 2002 
Dey et Agarwal, 1999 
Nguyen et al., 1997 
Vigal et al., 1994 
Vukelic et al., 1992 
Virolle et Bibb, 1988 
Virolle et al., 1988 
Hoshiko et al., 1987 
Zhang et al., 2003 
Li et al., 2002 
Xu et al., 1998 

�
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4.4.2. Les Antimicrobiens 

Les streptomycètes produisent des métabolites secondaires lorsqu'ils manquent de 

nutriments pour la croissance, c'est-à-dire pendant l'idiophase. Près de 80% des antibiotiques 

du monde sont connus pour être dérivés principalement des genres Streptomyces et 

Micromonospora (Jensen et al., 1991 ; Hassan et al., 2011), en particulier, les espèces de 

Streptomyces qui produisent environ 7600 composés, dont beaucoup sont des métabolites 

secondaires qui sont des antibiotiques puissants, qui ont fait des streptomycètes les principaux 

organismes producteurs d'antibiotiques exploités par l'industrie pharmaceutique (Watve et al., 

2001). Les antibiotiques produits par les Streptomycètes sont: les macrolides, les 

tétracyclines, les streptogramines, les aminoglycosides, et les 0-lactames (Jensen et al., 2007 ; 

Ramesh et Mathivanan, 2009). La raison derrière la capacité du genre Streptomyces à produire 

des composés commercialement significatifs res��� ���"��� ��� ������ ��� 	
$12�! ��������

extra large de ces bactéries (Kurtboke, 2012). 

Outre le domaine des antibiotiques, une multitude d'autres composés naturels sont 

produits par les streptomycètes (Weber et al., 2003), tel que les immunosuppresseurs, les 

anticancéreux (Olano et al., 2009), les antidiabétiques (Kulkarni-Almeida, 2011), les 

antiviraux (Ara et al., 2012), les antifongiques (Oskay, 2009), les herbicides (Dhanasekaran et 

al., 2010), les insecticides (Deshpande et al., 1988), les antiparasitaires (Pimentel-Elardo et 

al., 2010). 

 

4.4.3. La Bioremédiation 

Les sols contaminés par des niveaux élevés de métaux lourds peuvent affecter la 

structure qualitative et quantitative des communautés microbiennes, entraînant une diminution 

de l'activité métabolique et de la biomasse ainsi qu'une diminution de la diversité (Kozdroj et 

VanElsas, 2001). Une grande attention est maintenant accordée à la remédiation microbienne 

de quelques sites contaminés (Diels et al., 1999) nécessitant une connaissance détaillée des 

bactéries résistantes aux composés métalliques et chimiques (Mengoni et al., 2001; 

Ambujom, 2001). 

Les actinobactéries possèdent de nombreuses propriétés qui en font de bons candidats 

pour l'application dans la biorestauration de sols contaminés par des polluants organiques. 

Dans certains sites contaminés, le genre Streptomyces représente le groupe dominant parmi 

les dégradeurs (Lallai et Mura, 2004 ; Goris et al., 2004). Ils jouent un rôle important dans le 

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

Les feuilles et les tiges des plantes sont constituées des composants structuraux 

importants que sont la cellulose, la lignine, la pectine et la chitine. Afin de raccourcir le cycle 

des nutriments dans la nature, la transformation et la dégradation de ces molécules en 

composants réutilisables pour l'écosystème sont nécessaires. Outre les streptomycètes, un 

nombre limité d'autres bactéries aérobies (Cytophaga), anaérobies (Clostridium) et les 

champignons y jouent un rôle majeur (Johansen et al., 2002 ; Wirth et Ulrich, 2002). 

 

4.4.5. Bioconversion de composés chimiques 
 

Les produits naturels peuvent nécessiter une manipulation chimique pour être efficaces 

ou pour améliorer leur fonction avant leur application médicale. Cela implique parfois des 

méthodes chimiques coûteuses employant des solvants organiques non compatibles avec 

l'environnement. D'un point de vue écologique et environnemental, le remplacement de ces 

procédés chimiques par fermentations biologiques ou bioconversions enzymatiques seraient 

souhaitables, car une spécificité plus élevée et des conditions d'opération plus douces sont 

obtenues en utilisant des enzymes. Cela implique une connaissance approfondie des voies de 

conversion. Une telle stratégie a été élaborée avec succès pour la production de la 

céphalosporine semi-synthétique et de la pravastatine en utilisant la machinerie enzymatique 

de Streptomyces spp. (Thykaer et Nielsen, 2003). 

 

4.5. Le génome des Streptomyces 

Les Streptomyces présentent des caractéristiques génomiques originales au sein des 

���� ���#� -�� ������� ������� ! ����� ������ �� � �� ������� �
��� ���������� 	�� ����� 

(Dworkin et al., 2006) de grande taille entre 7 et 10 Mb (8,7 Mb pour S. coelicolor, 9,1 Mb 

pour S. avermitilis), il est considéré comme le plus large chromosome dans le monde 

bactérien, avec un pourcentage très élevé en bases G+C (69% à 78%) selon la nature des 

gènes et des espèces (Medema et al., 2010). De nombreuses espèces possèdent en plus des 

plasmides linéaires et/ou circulaires.   

La complexité de sa niche écologique a conduit à la sélection de voies métaboliques 

complexes, ce qui pourrait également expliquer la taille importante de son chromosome. Ce 

métabolisme complexe se traduit notamment par la production d'un très grand nombre de 

métabolites bioactifs d'intérêt industriel. 
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La structure chromosomique est caractérisée par la présence de séquences terminales 

inversées, appelées TIR (Terminal Inverted Repeats). Elles ont une taille qui varie 

considérablement de 25kb à 550kb suivant les espèces. Les TIR sont associés de manière 

covalente à des protéines permettant, entre autre, la protection des extrémités 

chromosomiques de l'action d'éxonucléases (Chen, 1996). Enfin, Les Streptomyces sont les 

rares bactéries ayant un chromosome linéaire avec une origine de réplication oriC située 

approximativement au centre du chromosome et fonctionnant de manière bidirectionnelle, 

définit les deux bras chromosomiques (Fischer et al., 1998).  

La région centrale chromosomique, nommée région «core», contiendrait la quasi-

totalité des gènes dits «essentiels» au développement végétatif de streptomyces (intervenant 

dans la division cellulaire, la réplication, la transcription et la traduction) (Zhou et al., 2011). 

Les régions, contenant les gènes probablement non essentiels à la croissance végétative, 

comme les gènes du métabolisme secondaire, ont été définies comme régions de contingence. 

Ces régions correspondent aux régions terminales (Les bras chromosomiques) (figure 17). 

 

 

 
Figure 17: Structure du Génome circulaire de S. coelicolor (Bentley et al., 2002) 

 

 

 

 

 



MATERIEL ET METHODES 
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1. Souches utilisées 

            ��������	
�����
	�������������
�	���	���	��
���
	����	��	���������	��	���-amylase. 

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

            ��
	
�����
	�������������
	���
�
	����	��	����
����	��	�����	�����	���	���	
����
	

�	 �����	 ����	 ����������	 ���������	 ������	 ��	 
��	 ��	 ��écorces d'arbres sur deux sites (Les 

mara
	 
�����
	 ����	Mlila (Ezemoul) et Djebel El Ouahch, Constantine) localisés dans le 

nord-�
�	��	��������� 

            Les souches bactériennes sont cultivées sur milieu gélosé ISP2 (Annexe n°02). Ce 

milieu est préconisé par Shirling et Gottlieb, (1966) pour la croissance et la sporulation des 

actinomycètes. 

2. Conservation des souches actinomycétales 

  Les souches sont ensemencées sur le milieu de Bennett (Annexe n°02). Après 5 jours 

����������	�	 !"#�	��	
���$	��	�������	�
�	�������	�	%"#	��	����	sur gélose inclinée, et à -

20°C en suspension de spores dans le milieu de Bennett liquide additionné de glycérol comme 

agent cryoprotecteur à 50% (v/v). 

3. Sélection de la meilleure souche productrice ��alpha-amylase 

3.������	
�
���������������� 

     ��
	
����
	��
	�������
	��	&	'���
	���	���	��������
	��
	����
	��	����	���	���'���	��	(!	

��	�����	�
������	��
	
����
	���	���	�������
	�	�����	�����	��
�	��	������	
��
	�������
	

aseptique. des dilutions de toutes les suspensions de spores ont été effectuées jusqu'à 

����������	�����	
������	����	�����	)*600 de 0,68 de chaque souche (Solis-pereira et al., 

1993). 

3.2. ���������������
��������
���
����� 

+���	
����������	��	
�����	��	���
	����������	�,�-amylase, les colonies de toutes les 

souches actinomycètes (quatorze) ont été ensemencées par trois techniques (technique des 

puits, des spots et des stries) sur un milieu gélosé à base d'amidon (0,2%) contenant (g.L-1): 

extrait de viande 3, peptone 10, amidon soluble 2, agar 15, pH 7,2. Les souches productrices 

d'amylase ont été identifiées, après une période d'incubation de 3 jours à 30 ºC, en ajoutant 

une solution de lugol 0,1% (Annexe n°02) et en obser����	���	����	���������
�	���������	��	

culture (Tatsinkou et al., 2005). Le diamètre des zones de lyse, est pris en considération pour 

la sélection de la souche amylolytique la plus performante. Les essais sont effectués en deux 

répliques. 
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Remarque : si le����������	
����
����������������������������������������������-amylase, si 

par contre les zones sont de couleur rouge-������� �����
��� ��� ���� �-amylase (Larpent et 

Larpent-Gourgaud, 1990).  

3.2.1. Technique des puits 

Des puits de 4 mm de diamètres creusés dans des boites de pétri contenant la gélose 

����������������������������������������������������������������������	�� �!���������

sont incubées pendant 3 jours à 30 ºC (Merouane, 2016).  

3.2.2. Technique des spots 

"��� ����������� ���� ����	��� ������
�#����� ������ DO600 de 0,68 sont déposés en 

�$��� ���� ��� ���%���� ��� ������� &'� ����������� ��� ����� �������� � !��� ������ ��� $���� ����

incubées à 30 ºC pendant 3 jours, pour permettre une diffusion des enzymes amylolytiques 

dans le milieu de culture. Les diamètres des zones de lyse sont mesurés et notés. 

3.2.3. Technique des stries 

(����� ���� ����	��� ���������������� ���� ������������ )� ��� ���%���� ��� ������� &'�

����������������������������������������������$�������������������������$���������������

ensuite incubées pendant 3 jours à 30 ºC.  

La souche (20r) est la souche performante ayant répondu le plus positivement aux tests 

�����������
���
�*�������$�����������������capacité de croissance et de sporulation. Cette 

�����#������%�������+����������gations plus poussées. La souche Streptomyces sp. (20r) a été  

isolée )� $����� ����� ��	�������� $�������� ��un milieu extrême (les eaux des marais salants 

��,��� -������ ,������.  La séquence de son gène ADNr 16S a été déterminée et soumise à 

GenBank sous le numéro d'accession KP314280. 

��������	
�����
������	���	�	���	�� 

4��������	������������
������ � de la souche Streptomyces sp. (20r) 

     La plupart des méthodes utilisées pour isoler l'ADN génomique des actinomycètes 

font face à de nombreux problèmes, tels que le faible rendement en ADN et les contaminants 

de polysaccharides élevés. Le faible rendement est dû à une lyse incomplète, en raison de la 

tendance des actinomycètes à se développer sous forme de masses compactes ou de pellets de 

mycélium (Hopwood et al., 1985). Dans la présente étude, l'azote liquide a été utilisé pour 

briser les pellets de mycélium augmentant ainsi la surface, de sorte que le lysozyme dissout 

correctement la paroi cellulaire. Les protoplastes résultants ont été donc facilement lysés.  
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L'extraction d'ADN génomique de la souche Streptomyces sp (20r) �� ������� �	
���

culture liquide sur le milieu ISP2 (50 mL) pendant 48 h à 180 rpm à 30°C a été réalisée par 

deux méthodes : 

1- Par le Kit GenElute Bacterial Genomic DNA Kit Protocol (Sigma-Aldrich) selon les 

recommandations du fournisseur (Annexe n°03). 

2- Selon la méthode modifiée de Vijay et al., (2010). Après centrifugation à 10600 g pendant 

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

�
�� ���������� �	������ ���
���� �� �	�������������� �����������������
�������� ��� ���������

����
�� �
������������� ��������������������� ���������� (Annexe n°11), additionné de  20 

mg/ml de lysozyme puis incubé à 37°C pendant 30 min. Vingt microlitres (20µL) �	SDS à 

10% (p/v) et ����� ��� ����������   sont alors additionnés, la suspension est incubée de 

nouveau à 55°C pendant 3-4 heures. En fin le tube est conservé à -20°C pendant toute la nuit. 

     �	!"#� ��� �$������ �%��� 
�� %��
��� �&��� ��� �'�� �l de phénol/chloroforme (v/v). La 

solution est ensuite agitée à 70 rpm pendant 15 min. Après une centrifugation à 10600 g pendant 5 

���(� ����)�����
�
����� ��������������
���
���� �
�����	!"#������������������ �	�*�
�����

600 ����	��)�����à 70% puis laissé pendant 30 min à -20°C. Une centrifugation de 12800 g 

��������+��������������������������� �	!"#������
���������
������)���
�� ��)�����������

���������������������!�����	����������,!-#(����������-#���.���&/��0�sont ajoutés. Le tout 

est incubé à 37°C ��������+�)�
����1�����
$�2����$�������������	!"#������������������%���

un volume égal de phénol/chloroforme comme précédemment���	!"#������
������
����
�

����+������������������������
��������	!"#������
���������������
�������	������������

260 nm �� �	����� �
� �������)����2���� #���� "����� �	��)��������� ��� ������ !"#� ��� �����

stocké à -��34�*
�
	�����
���������� 

4.2.  Séquençage du  génome de  Streptomyces sp. (20r) 

   Le séquençage haut débit du génome de Streptomyces sp. (20r) a été effectué grâce à 

la technologie Illumina HiSeq 2000 (2×100pb) de la plate-forme Get Génome et 

Transcriptome du Génotoul de Toulouse, France. Le principe de ce séquençage peut être 

simplifié en 6 étapes : 

� 5���������������������������.�������
���	!"#0� 

� Fixation de la matrice sur la « flow-cell » (cellule).  

� Amplification en pont. 

� Séquençage. 

� !��
���������������������	���&��.����������&0� 

� Analyse des données générées. 
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Tout commence par la fragmentation aléatoire des ADNs génomiques, par 

nébulisation et sonication en morceaux de 200 pb, puis des adaptateurs, sont liés à chaque 

�$��������������&������4�����&�����������
���������)���������������������
�������	
��

support solide appelé « flow-�����6��4	���
������������
����
��������������������
���������

par un ��2����	�����������������������5�
����������!"#������������%��������
����������

temps être attachés à la surface de la flow-cell grâce aux adaptateurs situés à leurs extrémités. 

��������2����������	��������������%����������������������������������
�les brins puis, après 

�����
������(� 
��� ��
%����� ������ �	�������������� ��
���� 7���� �������� ��
�� �������� �� ��
%��
�

��� !"#� ������ ������ 4����� ������ �	�������������� ���
���� �� �	���������� �	
�� ��
���(� �
�

&��
��� �	!"#� �����
$� �
��
�� ��� �	!"#� ������������� ��$�� �� ��� ����
���� 1��� ���� �	������

�	����������������)�%���%����� ����)��������
��8�&���5�
����������!"#����������
������

�	�$�������� 9	� ��� ����
��� ����� �	���7�)��� ��
��� ��
%����� ���������� ��� ������"�� �������

sont hybridées sur la matrice et des nucléotides marqués sont ajoutés avec la polymérase. Les 

nucléotides possèdent également un terminateur réversible bloquant la synthèse après leur 

��������������� 4�� �
��������� ���������� ��� �$����� ���� 
�� ����� ����������� �	������� ��� ���

fluorescence de celui-c��� �	���
������� ��� ��� ��
��
�� ��� ������ ��� ����� ����� �� �)��
�� ������

pour chaque assimilation de nucléotide. Chacun des nucléotides (A/T/G/C) est en effet porteur 

�	
�����
��
�������������������������	�����������	���&�����
���������
�����������
������r 

différenciation de la couleur des fluorochromes, ce qui est appelé « base calling ». Une fois 

�	���
������������(�������������
��������%������
����������	�*�
���	
����
%��
��
����������
��

bloque à son tour la synthèse. Ces cycles de séquençage sont répétés et permettent de 

déterminer la séquence des fragments. Une fois le séquençage des groupes de séquences 

(cluster) terminé, les données sont analysées en passant dans un premier temps par une série 

de filtres servant à vérifier la qualité des séquences et éliminer celles qui ne correspondent pas 

�� �	�������������
����$������� ��������
���
��������
�������������������&�����%���
���

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

 4.3. Traitement bioinformatique des séquences 

     Les différents scripts informatiques nécessaires au traitement des séquences ont été 

développés grâce à la plate-forme Bioinformatique du Genotoul Bioinfo (Toulouse, France).         

�	������&����������.����
��0���������&�������������
��������	��������
�����
�����
���
��

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

4.4. Blast et alignements des séquences  

    5�
�� �������� �	�����������:-amylases caractérisées, nous avons utilisé la base de 

données CAZY, qui répertorie la famille de�;<+9��4	��������������������������2����
�����
�
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�%����������������
$���
������������
���	 :-amylase de taille connue de Streptomyces. 

Une :-amylase de Streptomyces lividans composée de 993 acides aminés et une autre de 

Streptomyces griseus de taille 566 acides aminés. Les séquences obtenues sont par la suite 

comparées avec celles de la banque de données du site du NCBI (National Center for 

Biotechnology Information databases) grâce au programme BLAST (Altschul et al., 1990) 

����� �	����������� ��� séquences les plus proches. �	���&������� multiple des séquences 

homologues est alors effectué en utilisant le logiciel Clustal omega (Sievers et al., 2011). 

�	������� ��� ���� ���&������� ��� ������ réalisée par le programme ESPript 3.0 (Gouet et al., 

2003). 

Afin de déterminer les orthologues putatifs (Nodes) des gènes et les familles �	 :-

amylases de la souche Streptomyces sp. 20r une analyse in sillico est effectuée. Quatre 

��
����� �������
�� �	:-amylases de taille différentes préalablement choisi lors de 

�	���&�����������2�����.��=��/�>>��/?+'��/?@?��0 (Annexe n°04), appartenant à S. lividans, 

S. albus, S. lividans TK24 et S. griseorubens respectivement sont utilisées comme sonde. Pour 

����� ��
� �%��� ����� 
�� ����������A�!B�� .������0� ��� �	������&�� &énomique contre les 

��
������������
���	:-amylases. 

1��A�����������
������	������&��&������
����������������.5�������"����A��C0�������

effectué. Le but de ce Blast est de sélectionner les séquences protéiques homologues à notre 

������&�� ���� ��� ����� B
�%��� �	
�� ���&������� ��� ��� ��
����� ��r  Clustal omega et 

ESPript 3.0. 

4.5.  Annotation structurale et fonctionnelle des séquences  

    �	������������	
��&����������������������������
������
���������
���
��������
��

�	��������������
�����
������$��������,�����������������&��
���4���������yse a deux objectifs. 

Le premier est de localiser les gènes et les régions codantes. Le second est d'identifier ou de 

prédire la fonction biologique des gènes localisés. 

            �	�������������
��
�������������������������������������������&2��( ainsi que leur 

cadre de lecture. Ceci est réalisé en recherchant les ORFs de la séquence génomique. 

             �	����������� ������������� est une prédiction bioinformatique, car pour prédire la 

fonction potentielle de ces gènes, on utilise des programme� ��� ���)���)�� �	)�����&��� ���

séquence. Lorsque le produit d'un gène prédit à des ressemblances avec une protéine connue, 

on en déduit en général une homologie probable de fonction. On peut également identifier 

dans la séquence protéique prédite des motifs d'acides aminés caractéristiques de certaines 



��������	��	
������	

�������
���

�

classes de protéines ce qui peut permettre d'attribuer une fonction probable au gène 

correspondant.  

             La prédiction de la position des ORFs des Nodes ou contigs de notre assemblage 

génomique a ét�� ���������� �	
��� ��� �������� �����������	� �	��������� ����� ������� ������

annotation fonctionnelle afin de prédire la fonction des ORFs en tant que GH et plus 

�	���������������������������������������������	������� � 

             Les contigs et les ORFs obtenus ont été analysés par alignements (Blastp) de 

séquences contre les banques nr (non-redundant protein sequences) (Altschul et al., 1990), 

pour pouvoir déterminer les domaines conservés des séquences amylolytiques. 

            !�� �	������� ����� ������� ������� "�#$� �� ���� �	������ �� ������� ��� ��	���	� #������� %�&�

Server, La séquence du PS est enlevée de celle des ORFs de nos nodes, puisque généralement 

celui de Streptomyces sp. qui se localise en N-��	��������������������'��������	�������������

compatible a���� ��������E. coli. Les peptides signaux sont nécessaires lorsque les protéines 

sont sécrétées à travers la membrane. La longueur et la composition en acides aminés des 

peptides signaux pourraient affecter la production de protéines recombinantes (Lammertyn et 

al., 1998 ; Morosoli et Dupont, 1999). 

4.6. ���������	��
��������
����
�����	�	��	��
���
�����
�����-amylases 

(��� ����	������ ����	���� �� ���� 	�������� pour ��amplification par PCR des deux 

ORFs ou orthologues putatifs (Nodes) (65/67) de la souche Streptomyces sp. (20r). Ces 

derniers codent pour deux )- amylases de taille différentes. Ils sont sélectionnés pour la suite 

des travaux. Afin de réaliser le clonage, des sites de restriction des enzymes *��+� ���,�� ���

#��+����-� déterminés grâce au logiciel Bioedit sont ajoutés aux amorces des séquences des 

nodes 65 et 67 (tableau 3).     

Tableau 3 .�������/�������������	������������������ �����0������)-amylases 

Amorces Positions Tm° Séquences 5' =>3' 

NODE65ORF3F (P81) 5' Position 1 86.8 GATATACATATGTCCCCGCGCACCGCCCCCGTCG 

NODE65ORF3R (P82) 3' Position 2880 77.3 AATTCACTAGTCTACTTGAGGTACGGTCCGGCGG 

NODE67ORF28F (P83) 5' Position 1 81.1 GATATACATATGGCACCGCCCGGTGAGAAGGACG 

NODE67ORF28R (P84) 3' Position 1611  79.0 AATTCACTAGTTCAGCTGCGGAACGTGTCGTTCA 

Les séquences sur fond gris correspondent aux sites de restrictions NdeI et SpeI ; R: reverses ; F:forwards. 
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4.7. Optimisation des conditions de PCR  

4.7.1. Principe 

    ������������	��
�������������������
��������������	�������
���	���������������������

sen�� ��� ���������� 	���������� ����������

��� ���� ��������� 	��� � �������
����� ������� ���� ���

�� � 	������!�� ��� ���
������ ���� �� � ��
"������#� ��� ��� ��� 	����
�� ��� �
�������� �"�
���

����������� 	�� ������������ ��� ������ 	�����
�� 
�� ��������� 	��� � cible est doublée à chaque 

cycle.   

 Dans notre étude, nous avons ���
���������������������	��
����������������$����������

forcement les tailles moléculaires attendu ou des fois on obtient plusieurs bandes qui 

apparaissent ou des smears, pour cela la stringence des conditions de PCR doit être modifiée. 

Plusieurs programmes PCR ont été testés (tableau 4). 

4.7.2. Révélation des produits de PCR par électrophorèse sur gel ���!� �� 

�����	������������	��
�����
�������	��
��������������	��
�����������%�
������	������	�����

de PCR est réalisée par �
������&������ ���� ��
� 	��������� �� '(� 	���� 
�� ������� )*+#� Les 

��&����

����	��� �,-�.�/ sont mélangés avec un tampon de charge (1,5 .��	��� ��
��	����

dye ×6) �%��������
���������	�������	���� 
��������#�0�.��	�����������	�� ���

�� �����	�������

dans un puits, ce dernier sert de référence pour estimer la taille de nos ��&����

����	��� #��

La �����������������������1223����	����12����#������%�
������	���$��	���	��� ��������������

4#3� ���� 
�� 
������
� 5�
� 6����� �� 
���	�� 	����� ��
������ 	�� révélation (Gel red annexe n°05) 

pendant 15 min et sous agitation. 
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Tableau 4 : Optimisation des conditions de PCR des �-amylases 

PCR Mix Volume Programme   Nombre de cycles 

 

PCR1 
Nodes 65/67 

H2O 14µL  
Dénaturation          
 
Hybridation            
 
Elongation  
 
Elongation finale    

 
���������	
��� 
 
55-56-57 °C => 1min 
 
72 °C => 1min ��� 
 
72°C => 5min 

 
 
 
 

30 Cycles 
 
 

Buffer Taq Dream 5 µL 
dntp 0,5µL 
Primers  [5µM] 2,5µL(R) +2,5 µL(F) 
Taq Dream  (ThermoScientific) 0,25µL 

ADN génomique 0,5µL 

      

 
 
 

PCR2 
Nodes 65/67 

 
 

H2O +DMSO (5%) 14µL+ 1  µL  
Dénaturation          
 
Hybridation            
 
Elongation  
 
Elongation finale    

 
���������	
��� 
 
57 °C => 1min 
 
72 °C => 1min ��� 
 
72°C => 5min 

 
 
 
 
 

30 Cycles 
 
 
 

Buffer Taq Dream 5 µL 

dntp 0,5µL 

Primers  [5µM] 2,5µL(R) +2,5 µL(F) 

Taq Dream (ThermoScientific) 0,25µL 

ADN génomique 0,5 µL 

      

 
 
 

PCR3 
Nodes 65/67 

 
 

H2O +DMSO (5%) 14µL+ 1,33  µL 
 
Dénaturation          
 
Hybridation            
 
Elongation  
 
Elongation finale    

 
���������	
��� 
 
57 °C => 1min 
 
72 °C => 1min ��� 
 
72°C => 5min 

 
 
 
 

30 Cycles 
 
 
 

Buffer Taq Dream 5 µL 

dntp 0,5µL 

Primers  [5µM] 2,5µL(R) +2,5 µL(F) 

Taq Dream (ThermoScientific) 
0,25µL 

 

ADN génomique (1/10) ; (1/50) 2 µL 

 

�
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Tableau 4 : Optimisation des conditions de PCR des �-amylases (suite) 

PCR Mix Volume Programme Node 65 Node 67 Nombre de cycles 

PCR4 
Nodes 65/67 

 

H2O + DMSO (5%) 
 

14µL + 1,33  µL 
Dénaturation Initiale  
 
Dénaturation          
 
Hybridation            
 
Elongation  
 
Elongation finale    

 
95 °C => 5 min 
 
95 °C => 2 min 
 
57 °C => 1 min 
 
72 °C => 2min 50�� 
 
72 °C => 5 min 
 

 
95 °C => 5 min 
 
95 °C => 2 min 
 
57 °C => 1 min 
 
72 °C => 1min 45�� 
 
72 °C => 5 min 
 

 
 
 
 

30 Cycles 
 
 

Buffer Taq Dream 
 

5 µL 

Dntp 
 

0,5µL 

Primers  [5µM] 
 

2,5µL(R) +2,5 µL(F) 

Taq Dream 
 

0,5µL 

ADN génomique  (1/10) ; (1/50) 2 µL 

      

 
 
 

PCR5 
Nodes 65/67 

 
 

H2O  
 

10µL  
 
Dénaturation          
 
Hybridation            
 
Elongation  
 
 

Node 65 Node 67  
 
 
 
 

30 Cycles 
 
 
 

98 °C => 1
��� 
 
 
68 °C => 3min �
�� 
 

����������
��� 
 
 
68 °C => 2 min  
 

Primers  [0,3µM] 
 

1µL(R) + 1µL(F) 

Premix de la prime Star Max 
(Takara) 
 

12,5µL 

ADN génomique (1/10)  1 µL 

      

 
 
 

PCR6 
Nodes 65/67 

 
 

H2O  
 

10µL 
 
 

PCR a trois étapes PCR a deux étapes  
 
 
 

30 Cycles 
 
 
 

Primers  [0,3µM] 
 

1,5 µL(R) + 1,5 µL(F) 
 
Dénaturation          
 
Hybridation            
 
Elongation  
 
 

 
98 °C => 1
��� 
 
60 °C => 15 �� 
 
68 °C => 2min 
3
��/kb  
 

 
98 °C => 1
��� 
 
             - 
 
68°C =>  2min 
30�����  

Premix de la prime Star Max 
(Takara) 
 

12,5µL  

ADN génomique (1/10) 
 

1,5 µL 

 



��������	��	
������	

��������
��

�

Tableau 4 : Optimisation des conditions de PCR des �-amylases (suite) 

PCR Mix Volume Programme PCR a trois étapes PCR a deux étapes Nombre de cycles 

 
PCR7 

Nodes 65/67 
 

H2O 
 

9 µL  
Dénaturation          
 
Hybridation            
 
Elongation  
 
 

98 °C => 1
��� 
 
55-60-65-70 °C => 
15 �� 
 
72°C => 1min  

����������
��� 
 
 
 
 
68°C => 5min 

 
 
 
 

32 Cycles 
 
 

DMSO (2%) 0,5 µL 
Primers  [0,3µM] 
 

1  µL(R) + 1  µL(F) 

Premix clone Amp (Clontech) 
 

12.5µL 

ADN génomique (1/10) 
 

1 µL 

      

 
 
 

PCR8 
Nodes 65/67 

 
 

H2O +DMSO (3%) 11µL+ 0,6  µL Dénaturation  initiale        
 
Dénaturation          
 
Hybridation            
 
Elongation  
 
Elongation finale    

95 °C => 2 min 
 
95 °C => 3
��� 
 
55 °C => 	
��� 
 
72 °C => 2 min 
 
72°C => 5min 

 
 
 
 
 

30 Cycles 
 
 
 

Phusion Buffer  4 µL 

dntp 0,4µL 

Primers  [5µM] 1 µL(R) +1 µL(F) 

la Phusion high-fidelity 
(Thermo-scientific) 

1 µL 

ADN génomique (1/10) ; (1/100) 1 µL 

      

 
 
 

PCR9 
Nodes 65 

 
 

H2O  29 µL 
 
 
Dénaturation    
 
Hybridation 
  
Elongation 
 

 
����������
�� 
 
 
68 °C => 2 min 
 

 
 
 
 

30 Cycles 
 
 
 

Tp 3× prime star Buffer 10 µL 

dntp 4 µL 

Primers  [5µM] 2,5µL(R) + 2,5µL(F) 

la prime Star GXL (Takara) 1 µL  

ADN génomique (1/10) et non 
dilué 

1 µL 
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4.7.3. Purification des produits PCR sur gel  

    La purification des produits PCR sur gel est conçue pour un nettoyage rapide des 

�������������� !�"##�������$�#%�$��&�#��%������GeneJET Gel Extraction Kit, Thermo Scientific  

selon les recommandations du fournisseur (Annexe n°06). 

 4.7.4.�Purification des produits PCR   
 

'(�)(�� #��*(�%�%+��%,�� ����*�,�(%���-�.��(����#�����*����,��$�(���,�� ��(/����� �

*,(�� #���(%������ #�$�(��0�,���� ����%��(����(����*(�%�%+��%,���%��+��������(� les produits PCR, 

qui est réalisée &� #��%��� �� 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 d�(�� +#,�����*���-�.0� %#� faut introduire au niveau des extrémités de la 

�$)(��+�� ��%��$�1��et du vecteur des sites de restriction ���*�$�� &� +2�+(�� �������� �(/� *,(��

*��������� #�� +#,����� ���� %������� ����� #�� 3�+��(�� ���/*����%,�! En ce qui nous concerne les 

sites de restriction (tableau 5) des enzymes  (NdeI et NheI) et (NdeI et SpeI) sont introduits 

aux extrémités des séquences du vecteur pET28a(+) et des produits de PCR (Node 67/65)  

respectivement. 

5.1. Construction de plasmides recombinants 

   Dans notre étude nous avons utilisé le vecteur pET28a(+) (figure 18). ��est un 

*#���%��� ��+�$�%��� )(%� *������ #��/*����%,�� ��� ���������� -�.� �3�+� #�� *�,�,��(�� 45#�+!� 6#�

porte une séquence codant une étiquette hexahistidines en N-terminal de la protéine. Il 

contient le gène de résistance à la kanamycine ce qui permet la sélection directe des plasmides 

recombinants lors du clonage. 

 7��3�+��(�����/*����%,�� 8-#���%���*"4���89::� ��� #���*�,�(%���-�.� 8 ,���;5�;�:� � &�

cloner sont mis en présence des enzymes de restriction (NdeI ; NheI)  et (NdeI ; SpeI) 

respectivement, ��%����,����%�� #�� extrémités cohésives, dans le tampon adéquat (tableau 6), 

puis incubés 1-2 h à 37°C.  

Les produits de digestion sont alors purifiés sur colonne. 250 µL de tampon de liaison 

sont ajoutés aux produits de digestion enzymatique ce qui induit un changement de pH et une 

�%�%�(�%,�����+,�+������%,�������#�)(%�*������(����%/��%,�����#��� ��(��#��������������#��

colonne. Une centrifugation de 10.600 g *�������	
�������alors réalisée. Les fragments libérés 

lors de la digestion < 100pb ne vont pas être adsorbés sur la colonne. 50 µL de tampon 

��$#(�%,���,�� ensuite ajoutés puis incubé à 56 °C pendant 10min, puis 700 µL de tampon de 

lavage sont ajoutés pu%��+����%�(�$�����
!;

���*�������	
��! Une deuxième centrifugation est 
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alors effectuée à 16.600 g pendant 1 min. La colonne est incubée à 56 °C pendant 5 min. Enfin 30 

��� ��� ���	
�� ������
�� �
��� ��
���� 	���� ������ �� ��� ��� 	������� ����� et la colonne est 

centrifugée à 16.600 g pendant 1min. 

   La ligation est ensuite réalisée dans un très petit volume (20 �L) pendant 10-15 min à 

température ambiante, de façon à faciliter le rapprochement des extrémités cohésives de 

��������� ��� ��� �������� �
��� ������
��de la T4-ADN ligase. Généralement, le ratio (vecteur : 

insert) est de (1:3) (tableau7). 

Les tailles totales des vecteurs attendues recombinés avec les inserts 65 et 67 sont de 8294 pb 

et  6980 pb respectivement. 

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

 

 

Figure 18 : pET28a(+) vecteur ���xpression 

NdeI: 

 

SpeI: 

 

NheI: 

5' ��   C   A � T   A   T    ��    3'   

3' ��    G   T   A   T ! A   ���    5'         

5' ��   A �  C  T   A   G   "��    3'   

3' �.    T   G   A   T  C !  #��    5'   

5' ��   G �  C  T   A   G   ���    3'   

3' ��    C  G   A   T  C !   ��    5'   
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Tableau 6 : Digestion du vecteur et des inserts par les enzymes de restrictions 

Mix 
Node 67 

(25,9 ng/µL) 

Node 65 

(6,8 ng/µL) 

Plasmide pET28a(+) 

(55 ng/µL) 

H2O 15µL 8µL 21µL 

Tampon Fast digest 10x 3µL 5µL 3µL 

ADN des inserts et du vecteur 10µL 35µL 4µL 

Enzymes de restrictions (NdeI et SpeI) 1µL+1µL 1µL+1µL  

Enzymes de restrictions (NdeI et NheI)   1µL+1µL 

Volume final 30µL 50µL 30µL 

�

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

Mix Volume (µL) 

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 

    $
��� ����	��%�����
�� ���� ��%%������� �
��������
��&� ��%%������� �
��'��� ��E. coli sont 

utilisées (tableau8). (�� ���)��� de bactéries compétentes avec une forte efficacité de 

�����%
�����
�����*������%��������
���'+���&���������	���&�������	
������ ����������
��� recA- et 

endA- qui permettent de ha�����������������#,-�	�������*�������
����*������� 
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Tableau 8 : .
��'����
�	���������E. coli utilisée 	
�������	��%�����
�� 

Souches 
Compétentes Génotype caractéristiques 

HB101 
F-, thi-1, hsdS20 (rB

/, mB
/), supE44, recA13, ara-14, 

leuB6, proA2, lacY1, galK2, rpsL20 (strr), xyl-5, mtl-1 
 

,0�1 

F- 80dlacZ M15 (lacZYA-argF) U169 recA1 
endA1hsdR17 (rk-, mk+) phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 
relA1 

Souche optimisée pour 
la réplication de 

plasmide, permet la 
stabilité des inserts 

 

    2�����*�
���������
��'���
�	��������E. coli HB 101 (pour le vecteur recombiné avec 

�����������3������E. coli ,0�1 4	
�����������������
��������������������53�est décongelé sur 

)������67��������	�
�����������)���
�������������������es inserts 65/67 �
�����
������677����

de la souche ��E. coli HB 101/,0�1, respectivement. Après 20 minutes sur glace, un choc 

thermique ��� 8��.� �� 86� ��� ���� ������ 	���� ������������� ��%�
���� ����� ��� ����� ��� )�����

	�������6������977�������������.:� (Annexe n°02) sont alors ajoutés aux cellules qui sont 

��������;�'���<5����;5�������s souches HB 101/,0�1 sont étalées avec des billes sur six 

boites de pétri (trois boites pour chaque insert 65/67) contenant le milieu LB (Luria-Bertani) 

������
������=����>�����48;���?6�7��������@3.  Les boites sont ensuite placées dans un 

incubateur à 37°C toute la nuit. 

 

5.3. Analyse plasmidique par criblage virtuel 

    Une carte de restriction du plasmide établie à partir d����������)���������&��������������

������� ��� �
)������ ��
��� A���)��� $�
%����
���� B�6� La cartographie de restriction a pour 

objectif de reconstituer et de calculer la taille de la séquence d'ADN en réordonnant les 

fragments issus des digestions, c'est-à-dire, le vecteur pET28a(+) plus les inserts 65/67 plus 

les sites de restriction. Il permet aussi de déterminer les éventuelles enzymes de restriction qui 

digèrent les fragments du ����������������������. 

5.4. Analyse plasmidique par digestion de restriction 

   $����� ���� �����%
������� �>���� ���)�����	�������&� ��� ���)������ ������
��������C�*���


������)�����	�����������
��������������>	�����������)���
��������
��*�����
��	�
�D���� un 

clonage classique avec un fort taux de réussite. Pour cela, une dizaine de clones sont 

sélectionnés à partir des boites de pétri puis mis en préculture, ils sont inoculés dans dix tubes 

pour chaque insert 65/67 contenant 3 mL du milieu LB liquide addit�
��� ��� �� ��� ���
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=����>�����4�7��)?��3�������������
�����������
����)�����
����182 rpm toute la nuit à 37°C. 

Des mini-préparations ont été effectuées par la suite pour extraire et purifier le plasmide. 

a- "#� ���������$� ������������
��%&��
��������� 

 ���C������
��������	���%�����
������	����������
���������������������������=���E(#	��	 

Spin Miniprep par Qiagen selon les instructions du fabricant. La méthode est basée sur la lyse 

alcaline (Sambrook et al., 1989). Les étapes de la miniprep consistent à lyser les cellules par 

un détergent en milieu alcalin afin de libérer l'ADN génomique et plasmidique. L'ADN 

génomique et les protéines sont précipités par la suite. Le précipité est séparé par 

centrifugation, le surnageant contient l'ADN plasmidique. Celui-ci est précipité par de 

l'éthanol à 95 % et lavé par de l'éthanol à 70 % pour dissoudre les sels et restituer ses 

propriétés physico-chimiques à l'ADN. 

Ce protocole est utilisé pour purifier jusqu'à 20 �) ��#,-�	�������*�����	������������

culture de 1-5 m����E. coli dans le milieu LB (Annexe n°08). 

b-  Digestion enzymatique et sélection des clones positifs  

    Les mini-préparations des deux plasmides recombinants sont ensuite digérées avec une 

enzyme de restriction BglII pendant 1h à 37°C (tableau9). Cette enzyme a été sélectionnée par 

������)���������� ��������� ������ ��	����������)����
����� ��������� ��� ���������������	�
����� ���

���������
������������������>��	��������
	'
�D�������)������)��
���7&9�F��������
����	
����%��

ayant intégré un plasmide mu����������������
�'�����
�����
������C��������������������	�D��

restriction. 

Le palindrome de  BglII est :  

 

 
Tableau 9 : ,�)����
�������#,-�	�������*�� 
 

Mix Volume (µL) 

H2O 2,5 

Tampon Fast digest 10x 2 

ADN plasmidique 5 

Enzyme de restrictions BglII 0,5 

Volume final 10 

5' ��   A �  G  A   T  C   "��    3'   

3' ��    T  C   T   A  G !  #��    5'   
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����������	�
������������������������������tes en système procaryote 

�����������	�
�������������������	���	����������
�����
������	�������
����	�E. coli 

�������������������������	�E. coli BL21(DE3) et E. coli Rosetta 2 pLysS (DE3). La première est 

������
���
���������	�E. Coli BL21 modifiée, qui a intégré le phage ��DE3. Elle contient le 

����
�	������������� ������	��!�
�����������"#�	��������� ����������
���$���	%��

promoteur lac inductible par l'IPTG.   

La deuxième est une souche améliorée afin de palier à la présence de codons rare 

(AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, GGA). Cette souche nécessite une sélection au 


����� ����
���&'�()*�+ ,-� Le vecteur pLysS exprime le lysozyme T7, qui inhibe l'activité 

basale de l'ARN polymérase T7, optimisant de ce fait la régulation du niveau d'expression. 

6.1. Transformation des so�������	�
�������������������������������������������� 

Des aliquots de deux souches compétentes : E. coli BL21 (DE3) et E. coli Rosetta 2 

pLysS (DE3), sont décongelés sur glace. Les plasmides des deux inserts 65/67 ont été isolés à 

partir de cellules E. coli ./0'0+1.23� �����
��4� ��� 5� ����	��	��mini-préparation 	��1��

plasmidique. Ils sont ensuite introduits dans les deux souches E. coli BL21 (DE3) et E. coli 

Rosetta 2 pLysS (DE3). Pour cela, 0*,�	������ �	����
� !����������6������5�2'�*, des 

souches E. coli BL21 et Rosetta 2 pLysS (DE3). La transformation se fait comme décrit 

précédemment (Sambrook et al., 1989). �

    Les plasmides des clones positifs sont ensuite analysés �����4�������� ������������� ���

séquence, puis séquencés par (GATC, Constance, Allemagne). Pour cela des précultures des 

clones ont été réalisés. 3 mL du milieu LB additionnés de 5 *,� 	�� 7�� �
��� ��� ����

ensemencés par une colonie des clones positifs puis incubés à 37°C toute la nuit. Des mini-

préparations 	��1�� ���� �	����� ��� ���� ���������� ����� 
������ 
���� ����� �4������ ���

séquençage.  

6.2. Conservation des plasmides 

���� Des sto
8�����
�������5�92:�	������
����	�E. coli /,90�&1;(-����	�E. coli Rosetta 2 

pLysS &1;(-� ������� ���� ��� ���� ��������� 5� ������� 	�� 2''� *,� 	�� ���
�������� 	��� 
�����

����������		�������	��2''�*,�	�����
�����5�2':���� 

6.3. �������	�
�������������-amylases sur milieu LB chez E. coli BL21 (DE3)  

     <�� 
������� 	��� 
����� ��������� 	�� �������� =2� ���� ���������� 0�9� ,� 	�� ���
������� 	���


����� 	�E. coli /,90� &1;(-� 
������ �������� =2� ���� �		������ 5� ='� ,� 	�� ������ ,/-

Kanamycine (100µL de Kanamycine &2'� *�+ l)), la culture est incubée à 37 °C sous 
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����������,����������������	������������6����	��	���">�5�'�2� ?������au début de la phase 

de croissance exponentielle (à une DO600 de 0,5-0,6 de culture),. ������9���	��	�
�����	���

prélèvements de 5 mL sont effectués chaque heure ����	�����4������4�������	�������������. 

L�� 
������
�� ���� �������4��� ��	��� 2� ��� <� �� ��� ������� 	��	�
���� �� ���� �������� ��

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

����� ������ �	�
�������� ���� �-amylases sur milieux LB et auto inductible chez E. coli 
BL21 (DE3) 

D'autres paramètres, comme la température de la culture d'expression, peuvent 

influencer et améliorer la solubilité des protéines recombinantes. Une culture de 60 mL de 

milieu LB-kanamycine est alors ensemencée avec un volume de 1,2 mL de préculture des 

clones positifs des deux inserts 65/67 de manière à obtenir une DO600 de 0,5-0,6. Cette culture 

���� ������� ���
��� 5� (#� @A� ����� ���������� ����� ���� 
����� =#� ������������ 	��� ���������

��
� !������ ���� �	��������� ���6���� 	�� '�2� ?� ����� 	���">�	��� ���� ������� 	�� 
��������

lorsque la DO600 atteint la valeur voulue. La culture est alors poursuivie pendant 5 h à 37 °C 

����������������������&������9���	��	�
�����	��������4� ����	��2� ,�seront effectués chaque 

heure). Tandis que pour ����
�����=2��5� �������	��
��	�����	��2���	��	�
��������!������	��

température à 20 °C de la croissance bactérienne est réalisée, et la croissance est poursuivie 

toute la nuit. 

     Une autre culture des clones 65 est réalisée avec cette fois ci un milieu auto-inductible 

(tableau 10). Ce milieu ��� �����
���$�������
��	��������������	��������������
� !�������

Une culture de 50 mL de ce milieu est ensemencée avec 1 mL de préculture, elle est  incubée 

à 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 1 mL 

MIX Vitamines 500X 200 µL 

eau mQ Stérile 100 mL 
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�����������	
����������	����-amylases sur milieu LB chez E. coli Rosetta 2 pLysS (DE3) 

     ,���� 	�� 
�� ����� 	������������ �� �������� ���� ���
���� �������� 9� �,��B (DE3), car le 

vecteur pLysS permet une inhibition de la fuite du T7 polymérase, cette fuite conduit à une 

�������������	�����������������	�
������������">� 

     ,������
�������������������������� �����������4�
�����	�����������	���	�����������

=2+=#��
�	�������� ������������� ����������
�����������	���� �
������
�������	��='� ,�

de milieu LB-chloramphénicol. L�����������	��������������������	����������1C600 de 0,5-

'�=��������6����	��'�2� ?������	���">������� �������5�9'�@A����������������������������� 

     La même culture est réalisée mais à 37 °C. Cette dernière est stoppée au bout de 5 h 

	��	�
���. D��������4� ����	��2� ,���������
�����
�������������������9���	��	�
���� 

������������������	������������	
����������	����-amylases sur milieu LB 

    Afin de déterminer les conditions favorables ����� ������������ protéiques des deux 

constructions, des changements ont été ����
����� 	��� ��� 
�
�������� 	��	�
������ ���

température, et le tampon de lyse. Pour cela, des cultures de 60 mL de milieu (LB-

kanamycine) pour les souches E. coli BL21 (DE3) et une autre (LB-chloramphénicol) pour les 

Rosetta2 pLysS (DE3), sont ensemencées avec 1,2 mL de préculture des clones des deux 

�������=2+=#��,���
�������������
�!����5�(#�@A���������������6����%5��!������	����1C600 

de 0,5-0,6. A partir de là, une induction est réalisée à 0,1 m?������	���">��,���
������������

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

    C���������������� ��� D �� �����	��������������� ������
�	���� ����
����� �����
�����

fait une réplique de cultures : une avec les deux souches munis des deux inserts 65/67 est 

�	���������'�0� ?�������	���">�������autre non induite (témoin négatif). Ces dernières sont 

placées à 30 °C sous agitation pendant 4 h. Cette fois ci lors de la lyse des cellules et 

�������
���� 	��� ��������� ��
� !����, un changement du tampon de lyse est réalisé : (25 

mM Tris pH 8, 200 mM KCl, 10% de glycérol,  0,1% et 1% de triton X-100). 

6.7. Extraction des protéines recombinantes 

     ,�� ����� 	��� 
�������� !�
�������� ��� �������
���� 	��� ��������� ���� ���������� 	�� ���

manière suivante. Les bactéries sont sédimentées en culot par centrifugation 15 min 10.000 g 

4°C, après élimination du surnageant, les culots bactériens sont congelées à -20°C.  
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Les culots bactériens sont décongelés à température ambiante. Ils sont ensuite 

transférés dans un bécher en verre et placés dans la glace. La lyse est effectuée par sonication. 

Les culots sont remis en suspension dans 1,5 mL de tampon de lyse (trizmabase 100 Mm pH 

8, NaCl 150 mM, lysozyme 0.75 mg/mL). La rupture des membranes bactériennes est initiée 

�� ����	������ 	�� ����E� ��� ���� 	�� 
� ������� ��� ����� 	���  � !������ ���� ������ ����

soumis à 4 cycles de sonication pendant 1 min à 4 °C. ,�amplitude est de 50 %, un temps de 

������	��0B���
��4�����0B�� ��
��4���à la puissance 4 (on laisse reposer ���
��������	��� ���

���
����	���9� ��������
������
�
��-��������������������
������������
���������('� ��5�

10.000 g  à 4 °C. Le contenu cytoplasmique des bactéries est récupéré dans le surnageant 

(extrait cellulaire). Le culot contenant le matériel insoluble est resuspendu avec 1,5 mL de 

tampon de lyse. Les fractions seront ensuite analysées par électrophorèse SDS-page. 

6.8����������	���
����������	������������������������ 

     La pureté et le poids moléculaires des enzymes ont  été déterminés par électrophorèse.  

Les protéines sont analysées par une électrophorèse SDS-Page sur un gel 	��
���� �	� à 10 %  

(Laemmli, 1970) (annexe n°05) 
� �����	�������	�����������������������	��
�
��������

(tableau 11). 

Dans un tube Eppendorf, 5 µL de tampon de charge 5X sont rajouté à 20 µL 

	��
��������� &
����+��������-�� A��� 	������� ���� 	�������� ��	��� 2�  �� 5� F2� @A� ����

chauffage, puis déposées dans les puits du gel en plus du marqueur de taille. La migration se 

fait dans un tampon de migration 10X  à 200 V pendant 1 h. Après migration des protéines,  le 

gel est ensuite coloré pendant 10 min sous agitation dans du bleu de coomassie, puis décoloré 

jusqu'à ce que les bandes de protéines soient clairement visibles. 

 

Tableau 11 : A� ��������	�����l SDS page à 10% 

Composants Gel de séparation Gel de concentration 

Acrylamide 40% 2,1 mL 600 µL 

H2O 4,2 mL 3,8 mL 
Tris HCl [1,5M/0,5M] (pH 8,8/ 6,8) 2,1 mL 500 µL 
SDS 20% 40 µL 25 µL 

APS 10% 60 µL 40 µL 

TEMED 20 µL 20 µL 
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7. Test de purification des protéines recombinantes par chromatographie 
	
��������� 

  Le test de purification a été mené par chromatographie IMAC (immobilized metal 

affinity chromatography). Ce type de chromatographie d'affinité fait appel à l'immobilisation, 

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

,������� 	�� ������
����� 
������� �� ��� 
��� ����������� 	��������� �� G!��
�H. 

L���� !��� 	�� ���
������ �� ���� �������� 5� )� @A. Les élutions se font par gravité, en faisant 

������� ���
��������5����4��s une résine déposée dans une petite colonne en plastique de 20 

mL. Deux cent (200 µL) de résine de cobalt en billes (Clonetech) ont été déposés dans la 

colonne, puis centrifugés à 560 g  pendant 5 min à 4 °C. Par la suite elle est lavée avec de 

��������� pour éviter toutes contaminations, ce dernier est retiré par gravité. 5 mL de 

surnageant des souches  E. coli BL21 et Rosetta2 pLysS (DE3) des clones 65/67 après 

sonication ont été chargés sur la résine. La suspension est placée 5 min dans la glace puis 

centrifugé à 560 g à 4 °C pendant 5 min. La fraction non retenue est collectée et conservée à 4 

°C. Les protéines recombinantes sont retenues sur la résine par le biais de son étiquette à 

hexa-histidines. La résine est resuspendu dans un eppendorf dans 500 µ,� 	��� �� ���

composé de 100 mM tris pH 7, 150 mM NaCl, puis centrifugé.  Elle est lavée 3 fois avec 500 

I,�	��� �� ���&0''� ?�������.�#��02'� ?���A���0'� ?�� �	�E���-. Le premier lavage 


�����������������������
��������������������������������. Le second lavage est réalisé deux fois 

���� 	���� ���� ����� 
�� ���� ������ ����� 	�� ��J�� �� ���
������� ���� ��� ������� ,�������� �� ����

menée à 3 reprises e�����	������0''�I,�	����� ���	���������
������&0''� ?�������.�

#��02'� ?���A���(''� ?�� �	�E���-��,��semble des fractions recueillies lors du lavage et 

	�� ������������ ����collectées et conservées à 4 °C, puis ��������� ��������	����
�����������

SDS-page.�

8����������	
��������������	������������� 

8.1. Milieu de base  

Les déchets d'oranges sont iss���	����;��K<A��������������	�����	�
����	��6���	��

�� 	���16� ���� B8�8	������������ ���� ���� 	��!��	� ��
���� 5� �%����� ����� ��	����� �����	��� 5�

����	��	���!����������������� �����5����4�������� ���	��'�92�  �	��	�� ������,���	�
�����

sont stockés dans des boîtes à température ambiante. 

Le milieu de base est préparé sous forme de suspension de déchets d'oranges (5% et 10% 

(p/v--� �4�
� 	�� �%���� 	���������� ����� ��������� 6����%5� �!������ 	���� �������� �� ������ ,��

mélange est ensuite centrifugé à 4000 g, puis le surnageant est filtré à travers la gaze. Le 
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filtrat est alors utilisé comme milieu de base pour la production enzymatique après une 

dilution au ½ avec un tampon phosphate de 0,1M pH5. La composition du milieu de 

fermentation varie selon les plans d��������
�� (Saci, 2012).  

8.2. Composition physico-����� ���	��	������	
����� 

8.2.1. Dosage des sucres totaux 

Les sucres réducteurs sont déterminés par la méthode de Dubois et al., (1956) (Annexe 

n°09). ,�� ���
���� 	��� ��
���� �4�
� ���
�	�� ����������� ��ovoque la formation des composés 

furfural. Ces produits se condensent avec le phénol pour donner un complexe jaune orangé, 

leur concentration est déterminée à 488 nm  par rapport à une gamme étalon de glucose. 

8.2.2. Dosage des protéines  

     Les protéines sont quantifiées par la méthode de Lowry et al., (1951) (Annexe 

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

8.2.3. Mesure du pH 

     ,�����	���	��	�
�����	����������������!�������	���������	���������������
������gée à 

4000 g ��	���9'� ����������������5����4���������E���,���.�	�������������	��	�
����	�������

���������� ������5�����	��	����.-mètre. 

8.2.4. Détermination de la matière sèche  

     La détermination de la matière sèche consiste à sécher 2g 	�� ���
��������	������

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

8.2.5. Dosage des cendres et des minéraux 

     ,�� ������ �� 
�	���� 	�� ���
�������� ���� 	���� ���� ������ 
��
������ ���4��� ����

normes Afnor (1986) (Annexe n°09).  Deux grammes 	��
�������� sont placés dans un 

creuset en porcelaine préalablement pesé. Le creuset est incinéré dans un four à moufle à une 

�� ��������� 	�� 22'@A� ��	��� 2�� � 6�����5� ������������ 
� ������� ,�� ����� 	�� 
�	���� ���

calcule comme étant le rapport de masse restante après incinération sur la masse initiale. 

8������%�� �����������
��'�������
� 

    Dans la méthode de Kjeldahl (Afnor, 1986) (Annexe n°09), le dosage de la matière 

azotée se fait par une minéralisation. Elle est effectuée à l'aide d'un excès d'acide sulfurique 

concentré et chaud.  Son but est de dégrader la matière organique azotée sous forme de sel 

d'ammonium. Cette dégradation se fait à l'aide d'un mélange de catalyseurs (sélénium en 

poudre pur)��,��  ��� �	�� �������L������������ ���������������� ��	��  ������. Ce 

	������ ���� ��
������� 	��� ��� �������� 	��
�	�� !������� ���� 	������������ ,�� �������� 	��

l'ammoniaque se fait ensuite par une solution d'acide sulfurique de normalité connue 0,1N. 
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                        Tableau 12: La matrice de Plackett-/�� ������������	��	��23 variables avec 24 expériences. 

N° 
	������� 

Facteurs 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 X12 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 1 1 

2 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 

3 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 

4 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 

5 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 

6 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 

7 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 

8 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 

9 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 

10 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 

11 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 

12 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 

13 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 

14 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 

15 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 

16 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 

17 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 

18 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 

19 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1 

20 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 

21 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 

22 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 

23 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 

24 1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 
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8.2.7 Détermination de la matière grasse  

     Le dosage de la matière grasse se fait par la méthode de Soxhlet (Lecoq, 1965) 

(Annexe n°09). ,������
����	����� ����������������������5�
���	���L
��5���������	������������� 

distillation.  Cette opération est réalisée à ����	��	������������B������. La teneur en extraits 

lipidiques est déterminée après évaporation du solvant. 

9. Optimisation de la production enzymatique  

     L'optimisation statistique des conditions de fermentation est un problème important 

dans le développement du bio-processus économiquement réalisables. L'optimisation du 

milieu par la méthode classique implique de changer une variable indépendante en maintenant 

les autres facteurs constants. Les méthodes classiques pour la conception expérimentale 

multifactorielle sont longues et incapables de détecter l'optimum réel, en raison des 

interactions entre les facteurs (Liu et Tzeng, 1998). Dans le processus de fermentation, les 

variables opérationnelles interagissent et influencent mutuellement la réponse. Il est important 

que la méthode d'optimisation tienne compte de ses interactions afin de déterminer un 

ensemble de conditions expérimentales optimales (Weuster-Botz, 2000). Des processus 

optimaux peuvent être développés en utilisant une procédure de conception expérimentale 

efficace. 

Dans cette étude, une première approche statistique a été utilisée, dans laquelle un plan de 

Plackett-Burman (1946) est employé pour sélectionner et identifier les variables qui ont un 

effet significatif influençant la production amylasique sous SmF par Streptomyces sp. (20r). 

Une deuxième approche est effectuée lors de ce travail, afin de déterminer les optima des 

variables par CCD de Box et Wilson (1951) combiné avec la méthodologie des surfaces de 

réponse (RSM). 

9.1. Conditions de fermentation 

    Les cultures sont réalisées dans des erlenmeyer de 250 mL contenant 50 mL du 

milieu de production additionnés de sources de carbone et d'azote à différentes concentrations 

selon le (tableau 12), générant 24 essais différents.  Après une stérilisation à 121 ° C (15 psi) 

pendant 20 min, les milieux sont inoculés avec 10% et 5% (v/v) d'une suspension de spores de 

la souche Streptomyces sp. (20r) (DO600 = 0,68). Les cultures sont ensuite incubées pendant 

5 jours à 30 ºC sous agitation à 140 rpm. Après centrifugation à 4000 g à 4°C pendant 20 min, 

�����������&�����������E� �������!���-������������������	���������	������ M�	������	�����
��4����

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 dans 

les matrices de Plackett-Burman pour 19 facteurs. 
 

Facteurs 

Niveaux 

(+)  (N)   

X1 1�
�����	��������&�+L) 15%  (150) 5% (50) 

X2 Amidon soluble (g/L) 1%  (10) 0 

X3 Dummy - - 

X4 Solution saline (ml/L) 0,1% (1) 0 

X5 CaCl2 (g/L) 0,1%  (1) 0 

X6 NaCl (g/L) 6,5%  (65) 0 

X7 Glycérol (ml/L) 0,02%  (0,2) 0 

X8 "����	���
��� �& �+,- 10%  (100) 5% (50) 

X9 pH 9 5 

X10 Tween 80 (ml/L) 1% (10) 0 

X11 Corn Steep Liquor (ml/L) 0,1% (1) 0 

X12 Dummy - - 

X13 Extrait de levure (g/L) 0,1%  (1) 0 

X14 Peptone (g/L) 1%  (10) 0 

X15 Tryptone (g/L) 0,1%  (1) 0 

X16 Dummy - - 

X17 Urée (g/L) 0,1%  (1) 0 

X18 Caseine (g/L) 0,1%  (1) 0 

X19 Dummy - - 

X20 B�������	��  ��� ��&�+,- 0,5%  (5) 0 

X21 Extrait de viande (g/L) 1%  (10) 0 

X22 ����������	��  ��� �&�+,- 0,1%  (1) 0 

X23 Nitrate de sodium  (g/L) 0,1%  (1) 0 
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���������� 

       ���� ������ 	
������������ ����� 	��� ��	����� ������������� ���������� 	
������� ���

��������	
����������������������������������������	
expérience (Imbert, 2012). Il est 

���������������	
���	��� �
�������	����������� ������������� ��� ����������� ��lisées, ou 

������ 	
��������� ���� ���������� ����� ���������� 	
���	��� ���� ���������� 	��� �������� 	��

tous les paramètres biologiques en même temps pour chaque essai. 

9������$
�����#�� �����$
��(�����)� ��� 

     La Matrice de Plackett-Burman est un plan factoriel fractionnaire de premier ordre. Ce 

sont des matrices carrées établies à partir d'un générateur de base (tableau 13). Ce plan permet 

	
�	�������������������������	����������������������������������������������������������������

La conception expérimentale de Plackett-Burman est une conception factorielle à deux 

�������� ���� �	�������� 	��������� ��������� ��������� ������ ���� ��� ��	������� ������� 	��-

amylase en sélectionnant n variables avec un nombre d'expériences minimales  n + 1  

(Plackett et Burman, 1946). Vingt-������������������������
������	����������������	���	����� �

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

Tableau 13: Générateurs des matrices de Plackett et Burman 

N Générateurs des matrices 
8 + + + - + - - 
12 + + - + + + - - - + - 
16 + + + + - + - + + - - + - - - 
20 + + - - + + + + - + - + - - - - + + - 
24 + + + + + - + - + + - - + + - - + - + - - - - 

 

La matrice expérimentale pour la sélection des variables est donnée dans le (tableau 12). Les 

colonnes représentent les variables et les lignes représentent les différentes expériences. Pour 

estimer l'erreur expérimentale, quatre variables (X3, X12, X16 et X19) sont conçues comme 

étant muettes. Tous les facteurs sont désignés comme des facteurs numériques et sont étudiées 

à deux intervalles espacés -1 (niveau bas) et +1 (niveau élevé) (tableau 14).  

Le plan de Plakett-Burman suppose qu'il n'y a pas d'interactions entre les différents 

������������� 	�� ������� !�� 	���� �
���������� 	��� ��������� ����� ���� ���	������� 	
������� "���

approche linéaire est donc jugée suffisante pour la sélection des facteurs qui ont un effet 

positif sur la production amylasique.  

La réponse expérimentale peut être donc approchée par une équation polynomiale de 

premier degré :  

                 #�$�%0 &�'%iX i + �  (i =1 ...... k)              (1) 
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Où Y est la réponse expérimentale, �0 les effets principaux des facteurs, �i sont les 

coefficients de régression et � ���� ������	�� 
��
����. L'effet principal d'une telle conception 

peut être simplement calculé comme la différence entre la moyenne des mesures effectuées au 

niveau élevé (+1) du facteur et la moyenne des mesures effectuées au bas niveau (-1).   

�������� ���� �
�
������� ����	���� �	�� �
� ����	����� ���-amylase a été calculé par 

l'équation suivante : 

� � ���� ��		
 			 �� 
�� � 

 

E représente l'effet de chaque paramètre ; Y+ et Y- ����� ���� ��������� �
������� ��� ���-

amylase) des essais auxquels le paramètre était à son niveau supérieur et inférieur, 

respectivement. N est le nombre total d'essais. 

     Les coefficients polynomiaux de premier ordre ont été calculés et analysés à l'aide du 

logiciel statistique «R» (version 2.14.1 (2011-12-22)).  

     La �����
���������
�	���
�
�����	���
�����	�����������-amylase est déterminée via 

le test-t �����	���������� ���� �����
�� � ��������������
������!�
	���
���������	����
	��	�

facteur et non pas au hasard ni aux erreurs expérimentales. Autrement dit, le changement du 

facteur du niveau (-) au niveau (+) entraîne un effet positif ou négatif sur la réponse. Le 

niveau de confiance accepté est (1-�"�#�$%&� 
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9.2.2. Plan Composite Centré 

Le plan composite centré (CCD) de Box et wilson (1951), combiné à la méthodologie 

de la surface de réponse (RSM) a été adopté pour déterminer les optima des quatre variables 

������������	�
�����������	��	����	���������������	�������������	���������������������
�	�

������������ ��� ��������	� ����������� ���� �������� Streptomyces sp. (20r). Ce processus 

comporte les étapes importantes suivantes : la réalisation du plan statistique, l'estimation des 

coefficients dans un modèle mathématique, et la prédiction de la réponse ainsi que la 

vérification de l'adéquation du modèle (Elibol, 2004).  

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

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

� 8 points en étoile avec deux niveaux (-���� ������������	��	�������	�
������� :  
où � � ������	!�"�������	��#�����������#�������	����	��	�����������$�%� 

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

 

Tableau 15: Matrice du plan composite centré de Box et Wilson à quatre facteurs. 

�&��������� X1 �'�����������	���� 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 à l'aide d'une équation polynomiale de second 

ordre :  

� � � ��� ��� ��� �����	 ��� �
 ���
�������������������� 
 

Y (��������	����)������	�������������������-amylase). 
*0 : la constante du modèle 
*i : le coefficient linéaire.  
*ii  : le coefficient quadratique.  
*ij  : le coefficient d'interaction. 
X i : le niveau codé des variables indépendantes.  
 
     Les quatre variables indépendantes ont été étudiées à cinq niveaux différents (-���-1, 0, 
 +�� ����(tableau 16). Ils ��	�����
��������	���������	 :  

�� � �� � ��
�  

XR : valeur codée  
X i : valeur réelle  
X0 : valeur au niveau 0  
d : pas entre les niveaux 
 
    Le calcul des concentrations des quatre facteurs sélectionnés est comme suit : 
 

�� � ����������������� � ��
�  

� � !�"# � $%�
�%�  

 

�& � '�()��*����(#(+� � ��
 %�  

�, � -. � /
�  

                                                        

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

 

Facteurs code 
Niveaux 

-� (-2) -1 0 +1 +� (+2) 

'�����������	����(%) X1 5  10 15  20  25  

NaCl (%) X2 5,5 6  6,5  7  7,5  

,��)����	��������-���.��� 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 forme de contours et de 

parcelles de surface tridimensionnelles afin d'illustrer la relation entre les réponses et les 

niveaux expérimentaux de chacune des variables utilisées dans cette étude. 

9.2.3. Analyses statistiques et modélisation  

Le traitement statistique du modèle a été réalisé pour évaluer la valeur-t, la valeur-P, 

ainsi que l'analyse de la variance (ANOVA) qui permet la comparaison entre les variables 

dépendantes ������������������

��/� 

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

de régression.  

- Les valeurs-P ont été utilisées comme outil pour vérifier la signification des effets 

d'interactions qui, à leur tour, peuvent indiquer les modèles des interactions entre 

les variables (Montgomery, 1991)  

- La qualité de l'ajustement du modèle de régression a été exprimée via le 

coefficient de détermination (R2).  

- La signification statistique du R2 ajusté a été déterminée par un test de Fisher (F) 

ainsi que ces probabilités associées p(F).  

- Le logiciel statistique, STATISTICA software (Version10, StatSoft Inc., USA) a 

été utilisé pour tracer les surfaces de réponse. 

9.2.4. Confirmation du modèle expérimental 

     0�� ���1��� ����������� ��	���� ����� ��� ��234� �� ��� ������� �	� �

����	� �	��

fermentation en trois répétitions avec les optima obtenus. Les données obtenues 

expérimentalement ont été comparées à celles prédites et l'erreur de prédiction a été calculée. 

10. Méthodes analytiques  

10.1. Mesure de la biomasse 

La mesure du poids sec de la biomasse est effectuée à la fin de chaque fermentation. 2 

mL de bouillon de culture sont prélevés et centrifugés à 4000 g à 4°C pendant 20 min. Le 

culot est lavé avec 2 �0� ������ ���������� ����� 
����� ���� ������� 5���	� �&%/� 6
�	� ���

������	��� ��� ������ ����� ��� #�������� ��� ������� ��	�� ������� ������� 7� +89°C pendant 24 

heures, puis 15 min dans un dessiccateur sous vide jusqu'à poids constant (Pedersen et 

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

10�!���������	���
����#����������� �� 

     Le surnageant est utilisé pour le ������� ��� ��������� �	:��������� �� ����

�����	��/� � ;����	��������)�����	:��������#��/�0����������������������������������	� ���
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méthode décrite par Bernfeld (1955) (Annexe n°09), basée sur la mesure du pouvoir réducteur 

��������������������������midon. La réaction est colorimétrique, elle est due à la réaction du 

������ ��������� ����� �������� <�9-dinitrosalycilique (DNSA). L'intensité de la coloration est 

��������		�����7�������	��������������������������������#�����������������	������������/ 

               0������	���������		�����������������8�9��0�������)�����	:��������#����������

on ajoute 0,5 mL d'amidon soluble à 1% (p/v) dilué dans un tampon phosphate 0,1M,  pH5. 

Le mélange est incubé pendant 30 min à 40°C dans un bain marie agitateur. La réaction est 

���=���������������	����+��0����'�36/�0���������	���������

�����#��	�������7�+88&��

pendant 5 min, puis refroidis immédiatement dans un bain de glace, 10 mL d'eau distillée sont 

�>����/�0��#���#�	����������������������������1re (Shimadzu UV-120-02) à 540 nm.  

La concentration des sucres réducteurs est déterminée en fonction de la courbe étalon de 0 à 2 

mg/mL de maltose utilisé comme référence.  

     Une unité de l'activité enzymatique est définie comme la quantité d'enzyme qui 

����������� ��#�����	�����������������������������	�7�+�?��������������������	���������

�������������	:���������������	����	���������/ 

10.3. Dosage des protéines  

     La concentration en protéines des différentes cultures est mesurée selon 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'une protéine donnée est réduit en un complexe bleu.  

     @	��������������)�����	:������������>����7�+��0�������������	 M. Le mélange est 

homogénéisé, puis  laissé au repos pendant 15 min à température ambiante. 3 mL de réactif de 

Folin sont ajoutés à la réaction et agités extemporanément. Les tubes sont placés pendant 45 

��	� ��	�� ���#������/� 0��#���#�	��� ��� ������ ������e à 750 nm. La solution de sérum 

albumine bovine (BSA) dont les concentrations varient de 0 à 500 µg/mL, est utilisée comme 

�����	�������
���	��������������������������������		���/ 

11. Cinétique de production 

0����	�����������������	�������	:���������alisée avec des paramètres optimaux du 

milieu testés auparavant. Une culture ���+88��0��������������������������������7����������	��

pré-culture de 4 jours du même milieu. La cinétique de production est suivie pendant 14 jours 

à 30°C sous une agitation de 140 rpm. Des prélèvements sont effectués chaque 24 h, puis 

centrifugés à 4000 g à 4°C pendant 20 min. Le culot est utilisé pour la mesure de la biomasse. 
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Le surnageant obtenu est conservé à -20°C pu��� ������� ����� ��� ������� ��� ���������

enzymatique, des protéines et des sucres totaux. 

12. purification préliminaire de �
�����-amylase de la souche Streptomyces 
sp. (20r) 

12�$��%���������	���
����������� 

       Une pré-culture de 10 mL a été réalisée sur milieu ISP2, pendant 3 jours. Cette 

dernière sert à inoculer 100 mL du même milieu. La culture dure  4 jours à 30°C sous une 

agitation à 140 rpm.  Le surnageant obtenu après centrifugation à 4000 g pendant 20 min est 

filtré à trois reprises à travers différents types de membranes millipore : AA (0,88 µm), HA 

(0,45 µm), et une membrane de 0,22 µm de ����1�����
�	��������	�����������������������

les contaminants. Le filtrat (extrait enzymatique brut) est conservé dans un congélateur à -

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

12�!��%�����������������������	
���onium  

0��)���� #��� �A8� �0�� ��� ��� ������� Streptomyces sp. (20r) est soumis à une 

����������	� ��� ���
��� ������	���� ����� �	�� �������	� ��� B8-� (Annexe n°10), afin de 

séparer les protéines en différentes fractions. La solution est placée dans un bécher à 4°C, 

sous agitation constante pendant 4 h. Après centrifugation à 20000 g pendant 30 min à 4°C, 

les protéines précipitées (culot) sont récupérées dans 2 mL de tampon Tris-HCl (Annexe 

n°11)/� 0�� ������� ��� ��������� �	:�������� �� ���� �����	��� ������ �st effectué après cette 

étape.   

12.3. Dialyse 

Les protéines précipitées sont mises en suspension dans un volume réduit du tampon 

Tris-HCl. Elles sont ensuite dialysées contre 2 litres du même tampon, en utilisant une 

membrane semi-perméable (Spectra/por, 20mm, limite d'exclusion : 12 kDa), sous une faible 

agitation à 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 taille et de leur forme. On 

utilise pour cela des granules de gel poreux qui constitue la phase stationnaire. Dans notre 

présente étude, cette dernière est constituée du gel de Sephadex G75 (Pharmacia). Ce gel 

possède un domaine de fractionnement situé en���<�7�C8�"'�/��@	������		�����	������	���	�

de (1x60cm) a été préparée puis équilibrée avec du tampon Tris-����>�����7���#�������	����
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débit à 0,8 mL/min. Le volume mort (V0) de la colonne est déterminé par injection du bleu de 

dextran (103 kDa) à une concentration de 1 mg/mL. 

     La fraction issue de dialyse (5 mL) est déposée en haut de la colonne, et éluée dans ces 

conditions à débit constant. Des fractions de 1,5 mL sont recueillies et caractérisées (activité 

�	:�������� ���-amylase, et teneur protéi���� 7� %C8� 	��/� 0��� 
�����	�� ������� ���	�� 
����

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

13. Caractérisation partielle de �
alpha-amylase 

     0��-�������� ����������	� ����
���� �������� ���� �������� Streptomyces sp. (20r) est 

caractérisée. Cette caractérisation préliminaire est réalisée avec la fraction active obtenue 

après purification sur gel filtration. 

 13.1. Activité en fonction de la température  

     0��	
���	��� ��� ��� ���������� ���� ��������� ��� ���-amylase est étudiée. Les mesures 

sont réalisées pour un intervalle de température allant de 37°C à 100°C afin de déterminer la 

������������������������	:���/�0���������������������������������7���9���	��	�<8���	/ 

13.2. Activité en fonction du pH 

     0������������������on des activités enzymatiques en fonction du pH est réalisée pour 

une gamme de pH variant de 2,2 à 10,6. Quatre types de solutions tampon 20 mM sont utilisés 

�����������������

����������������������(�����	�D����	�-HCl pH (2,2-3,4),  tampon sodium 

acétate pH (4,0-5,2), tampon phosphate pH (5,8-8,2), et tampon Glycine-NaOH pH (8,8-10,6) 

(Annexe n°11). 0��������������-amylase a été effectuée à 40°C pendant 30 min. 
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0��� ����1���� ���� :�	��� ������������ �������	� ����� ��� �������	� ���� ���	����1���

���������������-amylase démontrent que deux souches (Streptomyces sp. 20r et 19) étaient 

proéminentes, parmi quatorze actinomycètes, qui présentaient plus ou moins une zone de lyse 

�	����	��������������������	��������#��		����	������������7�#�����������	��
�������19. A, 

19. B et tableau 17). La souche de Streptomyces sp. (20r) a été choisi en raison de son activité 

amylasique et de ses bonnes caractéristiques de croissance et de sporulation (figure 20. A). Ce 

microorganisme a été isolé de l'eau des marais salant d'Ain Mlila, Algérie. La séquence de son 

gène ADNr 16S a été déterminée et soumise à GenBank sous le numéro d'accession 

KP314280. 

NB : La couleur de la zone de lyse entourant la croissance microbienne, nous a permis de 

��

���	����� �����-�������������*-amylases. La zone était ���	���������� �����-brune ce qui 

	����������	������������#��	��	���-amylase (figure 20. B). 

Tableau 17 : Criblage d'actinomycèt�����������	����-amylase, par des zones d'hydrolyse sur 
milieu à 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 

Écorces de cèdre 0 2 1 1 

Total 2 (14,3 %) 7 (50 %) 3 (21,4 %) 2 (14,3 %) 
 E�	��������������(�(-) négative, (+) faible (< 2,0 cm de diamètre), (++) moyenne (2,0 cm < X < 3,0 
cm de diamètre), (+++) forte (> 3,0 cm de diamètre) 

 

 
        Figure 19. A : '��������	�����������	�����������������inomycètale 20r. 

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

���� ���� 
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                 Figure 19. B : '��������	�����������	������������������	����1����+F. 

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

 

Figure 20 : (A) Aspect macroscopique de la souche 20r. (B) Zone de lyse entourant la           
souche 20r de couleur rouge-brune sur milieu à #�����������	/ 
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2.1. Séquençage génomique de Streptomyces sp. (20r)  

0��)�����	������ADN génomique de la souche (20r) a été réalisée par deux méthodes: 

la première, en utilisant le Kit GenElute Bacterial Genomic DNA ; et la deuxième a été 

réalisée selon la méthode modifiée de Vijay et al., (2010). 0�� ��	��	����	� ��� ��6'� 

génomique extrait par la première méthode est égale à 70,9 µg/µl���	��������	����	��	����	�

�������������� 236,7 µg/µl est obtenu avec la deuxième méthode.  

L�6'��génomique a été séquencé par le séquençage haut débit Illumina HiSeq 2000 

sur la plate-forme Get Génome et Transcriptome du Génotoul de Toulouse, France. La 

���	�������������	������� �	�������� ����������3���)�������������������	�	������������������

�����	G���� �	� %88H� �I�		��� %88H�/� ���� ������������ 	�� �����uie pas sur le même 

���� ���� 
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principe que les techniques précédentes. Pour cette technologie illumina la matrice est 

����#������������	������������������������
�����	����
�������������	������	���������	�

���#�	��� �	�� ��	������ �� séquence théorique de 2x100 pb (Figure 21).       

 

Figure 21 : Schématisation du principe de ������	���������������	G����;�����	��'����1�� 

���������������������������	��	��	��������	����	�	�������	��	�����������
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2.2. Traitement bioinformatique des séquences 

 0��������	��� ���	alyse qualitative des données ont été effectués à la plate- forme 

Bioinformatique du Genotoul Bioinfo (Toulouse, France).   

Ainsi, l'assemblage final du génome de la souche Streptomyces sp. (20r) a permis 

�������#��� ���� ������ ��������� �
�	� ���#�	��� +A9� ��	���� ��� ������� ���������� 7� %888��#/� 0��

longueur du plus grand contig est de 301.099 pb. La taille des contigs est très satisfaisante, ce 

qui signifie que les banques de séquences sont de très bonne qualité et peuvent être utilisées 

dans les assemblages.  La taille du génome obtenue est de 7 Mb, ce qui représente 98% de la 

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

2.3. Blast et alignements des séquences 

'�	���	����������������	�����	����	������-amylases caractérisées dans la base de 

données CAZY, qui répertorie la famille GH13, est réalisé. Par la suite, on a déterminé les 

����������� ����
�� �������� ��� 	��� �1	��� ���-amylases à partir de notre assemblage 

génomique  de la souche de Streptomyces sp. (20r). Pour cela, quatre séquences protéiques 

appartenant au genre Streptomyces ���� ����	� ����� ���� �-amylases de tailles différentes 

(507aa/566aa/914aa/989aa), ont été choisie et qui serviront de matrice ou appât, et dont les 

séquences sont connues (Annexe n° 04).   

Un Translated BLAST (tblastn) sur le génome contre les séquences protéiques ���	

amylases ��� ��

���	��� ������� �� ��� �������/� ;�� 	���� �� ������� �����	�
���� ��)� �����������

putatives (Nodes) sur ��ADN génomique de Streptomyces sp. (20r), possédant des cadres 

ouverts de lecture ORFs nommé Node qui ont été identifiés, et présentant des homologies 

avec des gènes codant potentiellement pour des �	amylases comme suit :  



����������	��
���������

�������
���
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2.4. Annotation structurale et fonctionnelle des séquences 

������������� 	�
����
��� �������������Streptomyces .sp (20r) a permis de définir la 

position des ORFs se trouvant sur les contigs (Nodes) de notre assemblage génomique. Cette 

������������	��
���	�����������������������������ager Professional 9.2.  

Les bornes nucléotidiques des six orthologues putatives  sont les suivant : 

Concernant les bornes nucléotidiques des deux Nodes 64 (ORF-9 et ORF-19), on a pas pu 

trouver les codons stop des deux séquences.  

��� 	���������� ��� ������ation fonctionnelle du génome de Streptomyces .sp (20r) a 

permis de définir différentes régions chromosomiques, basées sur les fonctions prédites en 

���������-amylases des différentes ORFs (CDS) retrouvées par le blastp contre la pdb. Enfin 

des alignements de séquences contre des banques de données protéiques (Protein Data Bank) 

sont effectués �� �����������	��, afin de sélectionner les séquences protéiques homologues 

(Annexe n°12). ������	�������	�������������������� !-3, on la comparant avec la banque 

                                             Node 67 taille 41288 pb 93 % ���������� 

Amylase de Streptomyces lividans (507 aa)  

                                                                           Node 64 taille 44519 pb      90 % ���������� 

 

                                             Node 67 taille 41288 pb 93% ���������� 

Amylase de Streptomyces albus (566 aa)  

                                                                          Node 64 taille 44519 pb       78 % ���������� 

 

Amylase de Streptomyces lividans TK24 (914 aa)         Node 76 taille 35290 pb      70 %  ID 

 

Amylase de Streptomyces griseorubens (989 aa)         Node 65 taille 41819 pb       97% ID   �

Les bornes nucléotidiques du  Node 67 ORF-28 sont [688-2298]      538 aa avec le codon stop 

Les bornes nucléotidiques du  Node 65 ORF-3 sont [3855-6734]      961 aa avec le codon stop 

Les bornes nucléotidiques du  Node 76 ORF-1 sont [24617-26542]      643 aa avec le codon 
stop 

Les bornes nucléotidiques du  Node 67 sont [2310-895]      473 aa avec le codon stop 



����������	��
���������

�������
���

�

de données NCBI, a révélé ���
�	�����������"���������������-amylase présentant une très 

#�
���$���������������	������	��%����������Streptomyces bikiniensis &''(������������)��%���

les positions de quatorze acides aminés qui divergent, ayant été identifiés. Cette analyse 

suggère �������������"�����������
������-amylase.  

Concernant la séquence du Node 67 ORF-*+,������	��������
������������������������

parfaite de 100% avec une glycosidase (�-amylase) de Streptomyces sp. WAC04657 

(Gverzdys et Nodwell, 2016), prouvant ainsi que notre ORF-*+� ����� -���� ���
� ���� �-

amylase.  

���������������	�������	���	����.�����	,�����������		��������-amylase comprend, 

une triade catalytiques (Asp, Glu et Asp), ainsi que quatre régions hautement conservées (I-

IV) précédemment identifiées dans la fa������	��-amylases (Nakajima et al., 1986 ; Nielsen 

et Borchert, 2000).  

 

��	�� !	��-����	��������������	��������������	������	�������	�����
���	�-�����	�

(nr) pour pouvoir déterminer les domaines conservés des séquences amylolytiques (Annexe 

n°13). Pour cela, parmi �	�	�.�� !	�������	����
���	��-amylases, on a choisi deux séquences 

pour la suite des travaux, le Node 67 ORF-28 ; et le Node 65 ORF-3. Car ces deux séquences 

protéiques  possèdent des domaines modulaires (CBM) : Les Nodes 67 et 65 possédant un 

CBM 20 et un CBM 2 en C-terminal et deux CBM 25 en N-terminal, respectivement (Annexe 

n°13). 

Environ 10% des enzymes amylolytiques possèdent un domaine de liaison aux 

glycosides hydrolases,  outre les amylases. Les SBD (starch binding domain) sont classés 

sous les CBM (modules de liaison aux hydrates de carbone). Un CBM est un module 

auxiliaire de 40 à 200 acides aminés avec un pli discret qui possède une activité de liaison aux 

hydrates de carbone et est habituellement contigu au domaine catalytique. Ils n'ont pas 

d'activité catalytique (Babu et Satyanarayana, 1993). Ils ���� ���� 	����#�����,� ��� ����������	�

une affinité avec tous les substrats.  Les CBM dégradent des substrats difficilement 

accessibles, car ils sont suspectés de déstructurer la chaine ��� �����	�� ���� �	�� �		�/�

��������,� ���	���� �	� $����	� ��� �����	�� 	���� �		�/� ��������	� ��� 
�����,� ��� ���� 
���� ��

���	��� ��� ��##������ ��� 	�-	�
��� �%��� ���/���� ��##����0� 1� %�� ��	�
����
�
� �� 	�
����
�� ���

�����	�� ���
� ����	� ���		���� 	�� ��
� �%��� ���/���0 1	� ��
�������� ��		�� �� ���/������� 	��

#�.�
� ��� 	�-	�
��,� ����������
� �� �������
������ ��� 	�-	�
��� �����
� ��� ���/���� ��� ���	��

�����
�2�
��������.��������#��	���
�����%����&3�����et al.,  2009 ; Cuskin et al., 2012).  
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Ils ont été classés en familles sur la base de la similarité de séquence d'acides aminés. 

Le domaine de liaison à l'amidon appartient à sept familles différentes de CBM (CBM20, 

���*4,����*�,����*�,����56,����64�������6+)0���	�7�8����-amylase sont classés 

majoritairement dans les familles CBM20 et CBM25. Bien qu'un grand nombre de séquences 

���7�8�-����
�����	,����
�$��	������� �$��������	�	��������	����-�	��� ��-�	�����������	�

�9:�;�	��	�������	�7�8����-amylases ont été caractérisés et bien décrits (Guillén et al., 

2007; Yamaguchi et al., 2012).   

 

Le peptide signal (PS), est la séquence signature reconnue par la machinerie cellulaire 

���
���
���
���.��
������������	��
�������������
������0�8�����-
��	�	������	�	����	�����	�����

permis de déterminer les caractéristiques principales des PS. Généralement les PS des 

bactéries à Gram positif ont une longueur moyenne de 32 acides aminés, alors que ceux des 

eucaryotes et des bactéries à Gram négatif est de 28 acides aminés (Shinde et Inouye,  2000). 

Nous avons entrepris de produire la for�������
��������
������,����	������
�����	�������	���

������������
�		���������$���
�������-terminal sur la base de prédictions bioinformatiques. 

La position du PS des deux séquences protéiques (67et 65) a été prédite par le logiciel SignalP 

4.1 Server, ���� �	�� �
�	����� ������ ����
��$��� �� ��	� #��-�� ����
"	� ���� 
������� ������

comparative (Emanuelsson et al., 2001) , basé sur la répartition de charge similaire à celles 

des peptides signaux des bactéries à Gram positif. Leurs séquences ont été omises des 

séquences protéiques des deux � !	<��� !-*+,������ !-3, respectivement :   

 

�NODE-65 ORF-3 (avec le peptide signal 34 aa) 
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�NODE-67 ORF-28 (avec le peptide signal 43 aa) �
�
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2.5. Optimisation des conditions de PCR 

La PCR est un outil de diagnostic de routine très utilisé, seul (avec visualisation après 

���
�����),����	��%�����������$�����������������
�������
����
�	����������
�����	�����#��	,�

tel que le séquençage. Malgré la standardisation de cette méthode, il existe toujours des 

�����	0� ��� 
�	���� ��� �������������,� �� �
�	����� ����$�-����
	� ��� =� ,� �� ���
�������� ��	�

acides nucléiques en cas de mauvais conditionnement, et surtout le risque de mutations au 

niveau des sites de fixation des amorces, sont autan�� �������%������	� ��.���	� �� #���� #��
��

face. 

Pour cela, lors de notre étude, on a fait une optimisation des conditions de PCR des 

deux séquences protéiques (ORF-3 ; ORF-*+),� �#��� ���-����
� �	� ���������	� �������� ��� ��

PCR pour chaque Node. Des réactions ���=� ���������
���	��	�	�
��98�����������������

	���$��*>
��%����	������	������
��	���

�	��������	����$������ !0 

 

� ��	����������	��������	���������#�����������������?�� !-28 est celles fournit par 

la PCR-5- ����	���� ���/����prime Star Max.  La PCR-8- utilisant la Phusion high-

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

 

� Les conditions de la PCR -9- utilisant la prime Star GXL, sont les conditions 

optimales pour �����#�������������������� !-3 (figure 22. B). 

Ainsi, la taille attendue des deux gènes 65, 67 est de 2,9 kb et 1,6 kb, respectivement, 

����������������%��
�	�
�����������#���
��5>0�1�	��-������������	�	�������	����������-

amylases aient bien été amplifiées.  

Par la suite, on a réalisé une purification des produits PCR du Node 67 à partir du gel 

������
��$�
"	�� �� ������ ��� 3���@AB� 3�� A.�
������� C��,� B$�
��� 7������#��. Cette 

dernière a ��������	��������
�����	���98�������
�
���� :   

� [ADN] Phusion (1/10) = 4,7 ng/µL 

� [ADN] Phusion (1/100) = 1,3 ng/µL 

� [ADN] prime Star Max= 6,3 ng/µL 

 

9#������-����
����98����
���%��������������
������	�##�	��������
���
�	������������,�

une purification des produits PCR des deux Nodes 67,65 �� ������ de GeneJET PCR 

Purification Kit, Thermo Scientific ,�����
��	����-����
���	��������
�����	���98�������
�
��

de :  
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� [ADN] 67 prime Star Max = 25,9 ng/µL 

� [ADN] 67 prime Star Max (1/10) = 91,4 ng/µL  

� [ADN] 65 prime Star GXL = 21,1 ng/µL 

� [ADN] 65 prime Star GXL (1/10) = 6,8 ng/µL  

�

Figure 22: 3�������
�	����
"	�����#������� par PCR des séquences codant les �-amylases	�
�A):  Le cadre rouge montre le Node 65 ORF-3 qui fait une taille de 2,�9 Kb; �B): Le cadre bleu 
montre le Node 67 ORF-28 qui fait une taille de 1,6 Kb. (MT ) : Marqueur de taille.�

3. Clonage des ORFs codant les alpha-amylases  

Le génie génétique �� ���� �
������� ����	�� ���
� �� ������� ��� �"��� ��� D�-amylase 

produite par différentes souches, principalement chez E. coli et Saccharomyces cerevisae. 

�D�-amylase était l'une des premières protéines adoptées pour les études de biologie 

moléculaire en rai	���������-
��	��
��	��	�������D�.�	�������D�����	����$��
��	��#�������

réaliser, la disponibilité des souches non amylasique, la connaîssance de la génétique, la 

�
�����������������$����������#�
�������������D�-amylase chez Bacillus subtilis.  

 
�D�-amylase est un biocatalyseur important, pour cela, plusieurs tentatives ont été 


���	��	� 	�
� �� ������� ��� �"��	� ������� ���
� D�-amylase à partir de plusieurs bactéries et 

archées dans des hôtes hétérologues tels que E. coli., et les gènes codant cette enzyme ont été 

clonés et caractérisés à partir de certaines espèces de Streptomyces spp. (Ahmetagic et 

Pemberton, 2010 ; Zhibin et al., *>4�)0�E���"�������������
������-amylase d'environ 63 kDa 

de Streptomyces lividans TK24 a été exprimé chez E. coli (Yin et al., 1997).   
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E���"�������������
� D�-amylase de 62 kDa d'un acidophile Bacillus acidicola avec 

une troncature en N et C-terminale a été cloné dans le plasmide pET28a (+) puis exprimé dans 

E. coli &7$�
��� ��� 7������
�����,� *>4*)0� E�� �"��� ��� D�-amylase di��
���� �������� -
���

(amyBS-I) avec son peptide signal provenant de la souche de Bacillus subtilis AS01a été 

cloné et exprimé dans E. coli. Cette enzyme recombinante a été sécrétée de manière 

extracellulaire. La production a été multipliée par sept par l'optimisation de la surface de 

réponse des conditions de culture. Elle a été rajouté en pâte à pain pour l'amélioration de la 

�����������������
�
����
����������������������D��-amylase commerciale (Roy et al., 2013).  

Un autre gène codant pour une amylase (Amy-E) d'Exiguobacterium sp.SH3 a été exprimé 

dans E. coli sous la forme d'une protéine étiquetée His-tag fonctionnelle d'environ 53 kDa 

(Emampour et al., 2015). 

Nos �-amylases des deux Nodes caractérisées précédemment présentent des propriétés 

intéressantes sur le plan de leur résistance à la température et aux pH alcalins ainsi que leur 

halophilie. Pour identifier les facteurs moléculaires responsables de ces caractéristiques, 

������
� ������� ��	� 
������	� 	�
����
�� #�������,� ��� �%����������� �����
�
� �avantage ces 

catalyseurs, nous avons entrepris le clonage des gènes codant ces protéines	��

���-F����#���������������,��	���������
��	����.��"��	���������������
���	��-amylases 

de différentes tailles, dans le plasmide pET28a(+). Ce dernier, est un plasmide bactérien qui 

��
���� ��.�
�		���� ��	� �
������	� $���
�����	� ��
� ���������� �
G��� ��� �
���teur T7lac. Il 

���	� ��
���� ���-����
� ��	� �
������	� ���������� $�.�$�	������	� ��� �-terminal, puisque 

généralement la structures des amylases en N-terminal, est en «Flip».  Du coup on a pu 

insérer cette étiquette de 6 histidines en cette position,  afin de pouvoir les purifier par la suite. 

Il contient aussi le gène de résistance à la kanamycine, permettant ainsi la sélection directe 

des plasmides recombinants.  

Le clonage des deux �"��	� ���� ������� ���
� ��	� �-amylases dans le plasmide 

pET28a(+)  a été réalisé. Pour cela, les séquences des deux gènes ont été amplifiés dans leur 

�������� ��
� =� � �%��� ��	� �����	� �����
��	,� ����
������ ��	� 	���	� ��� 
�	�
������	�NdeI en 

��	������������7��1������	������5�0 

��<���	����.��������
�����	���98����
"	�=� �����	�	����
�����������	��� : de 25,9 ng/µL 

����,+���HI�,�����
��98�����������������?,� respectivement.   
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3.1. Analyse plasmidique par criblage virtuel 

Des cartes théoriques simplifiées de la construction attendue des plasmides 

recombinants (65,67) et du vecteur sont réalisées �� ������ ��� ������� ����� ������
�

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

�����������

Figure 23. A : Cartographie de restriction théorique des plasmides recombinants attendus de 
la 65/67        �

 

Figure 23. B : Cartographie de restriction du vecteur pET28a 
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3.2. Analyse plasmidique par digestion de restriction 

Les deux gènes ont pu être clonés dans le plasmide pET28a avec succès, une dizaine 

de clones ont pu être obtenus pour chaque construction à partir de la sélection par 

�����-������� : kanamycine. 

=��
� ����
J�
� ��� ���#�
��
� ���	�
�������	����.� #
������	���H�?� ���	� �	���	����	�

recombinants, on effectue une digestion enzy���������%������/�������
�	�
���������110�8�.�

clones sont sélectionnés à partir des boites de pétri, puis mis en précultures. Des mini-

préparations sont effectuées par la suite, pour extraire et purifier les plasmides recombinants. 

Ces derniers, sont dig�
�	� ��
� �� ��11� �������� 4$� �� 5?K�0� ����/���� ��� 
�	�
������� �� ��

����������������	�������	����.�#
������	����	�
�������%�����
0� 

9�
"	� ����	����� ��/��������� ��� �98����	�������� ��� ��	���
	� ����	,� ��� �-�������

deux bandes distinctes pour chaque construction comme le montre la (figure 24.A, 24.B), 

respectivement :  

� Pour les clones positifs de la 65, la taille attendue des deux fragments, après digestion, 

sont de : 1501 pb et 6793 pb. 

 

� Pour les clones positifs de la 67, la taille attendue des deux fragments, après digestion, 

sont de : 1176 pb et 5804 pb. 
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�������� �������������������� �

Figure 24 : (A) �
�#�� ��� ����	����� ��� �98����	�������� ��� ���	�
�� ��� �%��� ����11� (B) 
profil de digestion ��� �98�� ��	�������� ��� ���	�
�� �?� �%��� �� ��11. Les cadres rouges 
représentent les clones positifs. (MT ): Marqueur de taille. 

Après vérification sur gel, les deux constructions révèlent une insertion du gène 

������
L�����	�����	�����
����-�������%�����	�����	����+,5�M-����
����	�
�����������?�M-�

���
� ���	�
���?0�����
�#����� ������	�������/������������ �98����	������� recombinant; 

nous a permis de constater les deux bandes de la taille attendue pour chaque construction. 

Pour cela, on a pu sélectionner deux (I et G) et cinq (A, C, D, i, J) clones munis de plasmides 

recombinants pour les Nodes 65 et 67, respectivement,  sur une dizaine de clones positifs 

analysés, des deux constructions (figure 24).  

Les deux constructions plasmidiques ont été vérifiées par séquençage. Pour cela, des 

mini-préparations des deux plasmides sont réalisées, puis envoyées au séquençage au (GATC, 

���	�����,�9������)0���	�
�	����	�����
�����������-���������	�
�������	����.�	�������	�

65 et 67 dans les plasmides recombinants0�E���#��	���	��������%�����,��	���	�	����.�
�		����

ont pu être réalisés.   

������	����������
���������	�
����������
���	���������	������������	�� 

Une protéine recombinante peut être produite par des cellules productrices, 

�������������� ����#���	� ��
� �����
�� ����� �
��	�"��0� ��� 	�	�"��� ���.�
�		���� �	��

généralement hétérologue <� 1� 	������ ������ �	�"��� ��##�
����� ��� ���� �
����	���� �� �
�������

naturelle. La production de telles protéines permet de �	���
�#��
�����������	��	�
�����
�����

quantité pour les étudier in vitro, mais aussi dans un usage médical (antigène) ou industriel 

&�
��������� ����/���	)0� ��	� �
��	�"��	� 	���� insérés dans ��	� %�����
	� ���.�
�		���� %�
��	,�

� � � � � � � � 	 
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selon les organismes hôtes, sous le contrôle de promoteurs inductibles le plus souvent, ce qui 

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

Parmi les différents organismes $J��	����.�
�		������	����-�	,���-����
���E. coli est 

généralement choisie pour sa facilité de manipulation, sa croissance rapide, sa génétique 

simple, son faible coût ����
��������,������	����.����.�
�		������%�	0� 

��������	����������
�������-amylases sur milieu LB chez E. coli BL21(DE3)  

Les premiers tests de surexpression ont été entrepris dans le but de caractériser 

��.�
�		���� ��� �� 	��-����� ��	� �
������	� 
����-������	0� ���.�
�		���� ��	� �
������	� �� ����

effectuée  dans le milieu LB, avec des cellules ��E. coli BL21 (DE3) compétentes, en 

présence de 0,5 mM ��1=B3� �� 5?K�� �������� �$� 	��	� ���������0� E�� ������� ������#�

���.�
�		���������� 
���	����� �-	�������1=B30���	�����	����� ���� �	��	�par un tampon de 

lyse (trizmabase 100 Mm pH 8, NaCl 150 mM, lysozyme 0,75 mg/mL), et le lysat protéique 

ainsi que le surnageant  ont été récupérés et analysés par électrophorèse sur gel SDS en 

conditions dénaturante à 10%.  

 

������	�� 787-=93A� ��� ��.�
�		���� ��	� ���.� �
������	� ���	� ��	� ���������	� �	��

présentée dans la figure 25. Comme le montre cette figure, une large bande de surexpression 

dont la masse apparente correspond à la masse attendue de 60 kDa pour la 67 et de 100 KDa 

pour la 65, est observable dans les fractions contenant le culot final et les protéines insolubles. 

B����#��	,� ������-��������.�
�		����������
�2�� ��	����	� �� 	�
����������� �	������������ �	�

protéines solubles.  

4.2. ���	����������
�������-amylases sur milieux LB et auto inductible chez E. coli 
BL21 (DE3)  

Une diminution de température de 37°C à 20°C a été réalisée. Une première 

expression des protéines a été effectuée  dans le milieu LB, dans des cellules ��E. coli 

BL21(DE3), en présence ���>,�������1=B3���*>K��������������0�E���	��������.�
�		������

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

������	��787-=93A������.�
�		������	����.��
������	����	���	����������	, montre 

une importante production de protéine recombinante dans la fraction insoluble, est toujours à 

la taille attendue pour les deux protéines recombinantes. 
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�����������	
����������	����-amylases sur milieu LB chez E. coli Rosetta 2 pLysS (DE3)  

9#��� ��� �
��%�
� �	������
�	� ���������	� ���
� ��.�
�		���� ��	� �
������	,� ���� ���
��

	���$����E. coli (Rosetta pLysS (DE3)) a été testée, dans un milieu de culture LB, avec deux 

���������	����������������1=B3���>,����� pendant 5 h à 37 °C et toute la nuit à 20°C.  

Les extraits cellulaires contenant les fractions solubles et insolubles ont été analysés 

par SDS-PAGE. La -����� ���.�
�		���� ��	� ���.� �
������	� �?� ��� ��� &�>� C8�H� 4>>� C8�)�

������
�2����	 dans le surnageant contenant les protéines solubles. 

4.4. Déterminatio��	������������	
����������	����-amylases sur milieu LB 

���.�
�		���� ��� ��.�
������� ��	� �
������	� ���%���� L�
�� ��#������	� ��
� ��	���
	�

paramètres : 

- La température, en effet la température de la culture d'expression peut influencer et 

améliorer la solubilité des protéines recombinantes en ralentissant le métabolisme bactérien. 

Une diminution de la température conduit à une réduction des taux d'expression. La 

diminution de ces niveaux d'expression permet d'une part, de limiter les interactions 

hydrophobes intermoléculaires qui provoquent l'agrégation, et d'autre part, d'éviter de saturer 

les systèmes d'assistance au repliement formés par les protéines chaperonnes de E. coli. 

- L�����	�������es milieux d'auto-induction permettent le contrôle strict du promoteur 

T7 pendant la croissance via la répression catabolique en présence de glucose comme source 

de carbone. ��utilisation du glycérol comme source de carbone et du lactose comme inducteur 

pendant la période de production. Le milieu est tamponné pour compenser l'acidification. 

- ���tilisation de souches particulières. Il n'existe pas de souche permettant la 

solubilisation des protéines, mais parfois quand on change de souche on obtient souvent 

moins de protéines.  

- La quantité d'inducteur, car il faut diminuer au maximum cette quantité pour obtenir 

une protéine active.  

Toutefois, toutes ces techniques visent à diminuer la production, aussi on observe souvent une 

baisse du rendement.  

- Les types de détergents amphiphiles, qui dégradent et perméabilisent les membranes 

bactériennes, interagissent également avec les surfaces hydrophobes exposées des protéines, 

et favorisent ainsi leur solubilisation en présentant une extrémité polaire au solvant aqueux.  

9����	��
�����$������������	���$�	�-����
�����	,��� de milieu de culture, nous avons 

��������� 
���	�� ���� ������	������ �����
�	� ��
��"�
�	� ������ �� ��������� �e l���������
�
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(IPTG),� �� �����
���
�����.�
�		������� ������
���������
���������	�����	��� �����������	��

(Triton X-100), testé a deux concentrations différentes 0,1 % et 1% (v/v).   

 ���.�
�		������	��
������	��������##����������	� ����������,� �%��� �	����.�	���$�	�

d�E. coli : les BL21 et les Rosetta, en présence de 0,1 mM ��1=B3���5>K����������6$0�E��

�������������#����.�
�		����������
���	������-	�������1=B30����	��%��	��		�������
������
�

les protéines recombinantes 65/67 dans la fraction soluble, en introduisant un détergent non 

dénaturant dans le nouveau tampon de lyse  (25 mM Tris pH 8, 200 mM KCl, 10% de 

glycérol,  0,1% et 1% de triton X-100). 

������	�� 787-=93A� ��� ��.�
�		���� ��	� ���.� �
������	� ���	� ��	� ���������	� est 

représentée dans la figure 26. Cette dernière montre ����������������	���#��-�����	��	����.�

souches. O��������	������
"	��
������.�
�		�����
�������, mais pour autant, on a pu observer 

une légère bande corresponde à la taille attendue pour les deux séquences 60 kDa pour la 67 

et de 100 KDa pour la 65, dans la fraction soluble du lysat contenant une partie des protéines 

solubles des deux constructions. Une expression protéique a pu être observée dans les cultures 

non induites pour les clones 65G Rosetta et 65G BL21.

 

Figure 25 : Gels SDS-=93A��
�	��������	�
�	����	���	���	�	����.�
�		���,�#
���������	��-��&����,�
C), fraction soluble (surnageant, S). (A) La flèche et le cadre en rouge ����
�� �����
��������� ��-
amylase 65 à 100 KDa. (B) La flèche et le cadre en bleu ����
�� �����
��������� ��-amylase 67 à 
60KDa. 
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Figure 26 : Gels SDS-PAGE présentant les résultats des tests ���.�
�		���, fraction insoluble (culot, 
C), fraction soluble (surnageant, S). (A) La flèche et le cadre en rouge ����
�� �����
��������� ��-
amylase 65 G à 100 KDa. (B) La flèche et le cadre en bleu montre la migratio�������-amylase 67 D à 
60KDa. Les cadres blancs montrent une expression protéique dans des cultures Non induites (NI ). 

 
���
�� ���� ������	������ ��� ������	� ��
��"�
�	� ���.�
�		���� ��� ���.�
������,� ���

��-�������� ������ ��
���� ��� ��	� �
������	� ���	� �� #
���ion soluble du lysat, nous en avons 

�����������	��
������	�
����-������	���H�?�	�����
������	�	��	�#�
��������
�	�������	����

chez E. coli0�8�	� 
�	����	� 	��-�-�	� 	���� 
��
�	����	����	� ������������
��
,� &*>>�)0� ����

sont des agrégats insolubles composés principalement de protéine recombinante mal repliée et 

biologiquement inactive. Leur formation est en partie ���� ��� ���.� ���.�
�		���� ��� �"���

$���
���������	���-����
��0�9��	�,�������.����.�
�		��� trop élevé dans E. coli, jusqu'à 50% 

des protéines totales, favorise les interactions hydrophobes intermoléculaires par rapport aux 

interactions internes, et empêche le repliement correct de la protéine au profit de la formation 

����
����	 (Georgiou  et Valax, 1999). Cependant, le fait que la protéine s'agrège en corps 

d'inclusion a toutefois quelques avantages, elle est protégée de la protéolyse. 
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5. P�����������	������������������������������������������	
���������
(IMAC)   

��� ��
�#�������� ��	� �-amylases recombinantes a été facilitée par la présence du tag 

poly-histidines (6XHis)  dans la région N-terminale des enzymes, permettant leurs 

purification en une étape en utilisant une �$
������
��$��� ���##������ 1�9�� &Immobilized 

Metal Ion Affinity) sur colonne à cobalt (Co2+). Le principe de ce type de chromatographie 

repose sur les interactions ioniques qui se forment entre les ions cobalt et plusieurs noyaux 

�����/��	� ��� 
�	���	� $�	������	0� ��������� ��� �� �
������� $���
������ �	t réalisée par un 

������	������������#�����F���������	���������	��
��		����	��������/��0 

 

La purification ��
� �$
������
��$��� ���##������ 	�
� ���	� ��������	� ����-��	�	�

(IMAC) a été réalisée (comme décrit dans matériels et méthodes). Les fractions solubles 

extraites du lysat obtenu des deux clones 65/BL21 et 67/Rosetta, ont été chargées sur résine 

de cobalt. Toutes les fractions obtenues ������$
������
��$������##������������������	��	�	�
�

gel SDS-PAGE. Les résultats des gels sont présentés en (figure 27.A ; 27.B et C). Avec ce 

protocole de purification, il semble que la protéine 65 soit éluée lors de la première 

centrifugation en utilisant le tampon sans imidazole,�����	��.����������-être par le fait que 

l'étiquette poly-histidines est cachée (pour des raisons structurales), car la protéine d'intérêt ne 

va pas interagir avec le cobalt, du coup elle ne sera pas retenue dans la résine. Concernant la 

protéine recombinante 67, elle semble être restée accroché à la résine, même après élution par 

������/ole, cela peut être dû à un mauvais repliement de la protéine &��
�	�������	���). On 

���������������
�#����������	����.��
������	�
����-������	�������	����L�
��
���	��0� 

Le fait que la protéine s'agrège en corps d'inclusion a toutefois quelques avantages, il 

suffit en effet de purifier les corps d'inclusion par des séries de centrifugations ou par 

#��
������	�
�#��
�����>,6��N� et par lavage du culot ����F�����������A8B9,���	�����
����	�

non dénaturants tels que le Triton X-100 ou le desoxycholate ou des détergents dénaturants à 

faible concentration. Il faut ensuite dénaturer la protéine puis la renaturer ���
� � ������

retrouve une structure native en faisant varier les proportions d'agent dénaturant. 

Techniquement, on ajoute des agents dénaturants, typiquement de l'urée ou des sels de 

guanidinium, des détergents et un agent réducteur pour couper les ponts disulfures non natifs 

ou pour �%���
�����	����	��#�
���� lors de la solubilisation (O- mercaptoethanol ou DTT). Ces 

agents sont ensuite éliminés soit par dialyse soit en bloquant la protéine sur un gel d'affinité. �

�

�



����������	��
���������

�����������

�

�

� � �

�

�

�

�

 

Figure 27: Gels SDS-Page présentant la purification sur résine de cobalt des �-amylases 
67/65 après expression dans les souches BL21 et Rosetta. Analyse des fractions de 

�	�	���	���,�����%���,������������0 Le cadre en rouge ����
�������
�����������-amylase 65G à 
100 KDa ; et le cadre en bleu montre la migration de l��-amylase 67D à 60KDa. (MT ) : marqueur de 
taille. 

6. Caractères physico-����������	���	�������	
����� 

Les déchets d'orange proviennent de l'UNAJUC, une entreprise de production de jus 

���  ���$��� 8F���,� 7M�M��0� 9��
��0� ��	� 
�	����	� ��� �����	�� �$�	���-chimique de la 

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

Il ressort que la teneur de la poudre ���
�����en glucides est très riche en sucre soluble 

composée de 43,63%. Ces glucides sont facilement utilisables par le microorganisme pour la 

#��
����
�������
���� 
����������&kirchhoff, 2005). Cette valeur se rapproche de celle trouvé 

par Rivas et al., (*>>+)����������-����	���	�%���
	����4�,'(����	��
�	������5,+(���������0�

kirchhoff, (2005) indique un pourcentage de 12% de sucre soluble constitués en majorité par 

du saccharose (40 % du total des glucides) ainsi que par du fructose et du glucose (chacun 

30% du total).  
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Tableau 18 : Composition physico-�$�������������$������
���� 

 

���������� �� %���
� ��� ��/���� ������ &6,6+�()� �	�� �		�/� �����
�-�� �%��� ���	� ���

������������-��	,� &4'''),��%������ ���.����/�������?,6�(������	�� 
����%������ ��%����
�

rapport à notre analyse. kirchhoff, (2005) indique que les  protides (substances azotées) sont 

�
"	������-������	����	���
����������������4�(,����������	����	��	�#
���	���F�	0� 

8����
����
�,���	����
�	����	�������	����
�������	��������������������������������-��

���	� �� �����	������ ��� ��
����� ;� �	 lipides (ou matière grasse) sont concentrés dans les 

pépins, et la pulpe et ne renferme que des traces. Dans notre cas ����	���		�/�#��-�������
�
��

de 0,27%, ce qui concorde avec celle rapporté par kirchhoff, (2005) avec un pourcentage de 

moins de 0,2 %. 

1��	������������������ ���
�	�����������-���������������������"
������
���4,01%, 

cette valeur est semblable à celle de Naouel et Cambellas, (1999) avec une moyenne de 

3,64%0����
���������
�-������	���##�����������������%�
��
��������	��-�����-�	�in minéral 

������
��
����	��,��
G�����	����
����%������������
��&kirchhoff, 2005). 

Il a été démontré que les fibres sont assez abondantes dans ces déchets : 1,8% en 

�������0�A�	�������
�����������L�
��
��$�	�����������	�&��%�
����>()0�����
��%����		� des 

$�������	�	������	�����	�	�&�������	������������
�����	�����	������
����),����������	�

traces de lignine (kirchhoff, 2005). Une autre étude a montré que les déchets d'orange 

  Composition des oranges Taux (%) 

sucres totaux 43,63 

protéines 2,89 

pH 3,43 

la matière sèche 78,16 

humidité 21,84 

cendres  95,99 

la matière minérale 4,01 

��/������tal 4,48 

la matière grasse 0,27 
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contiennent 42,5% de pectine, 10,5% d'hémicellulose, et 9,21% de cellulose (Rivas et al., 

2008) 

���
�� ��$���������� ����
�����
����� ������%���
�����P����5,65 ; ce qui concorde 

parfaitement avec (Siles et Thompson, 2010) �������������������P���	����$��	����
������	��

compris entre 3 et 4.  

Ces valeurs sont à considérer comme des ordres de grandeur, susceptibles de varier 

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

=��
������
����
��$�		����	����$��	����
��������	��
��	���
-����	����#�������������

favorable à la culture des microorganismes et à la production des métabolites bioactifs en 

particulier les enzymes amylolytiques. 

7. Optimisation de  la production des alpha-amylases  

��������
����	���������������%��� ����	�
�����/����������	������
���ent limitée 

au coût élevé du processus de production. Néanmoins, le coût du milieu de culture représente 

30 à 40% du coût global de production (Bayoumi et al., 2008). 8�������
���J��,�e traitement 

industriel de l'orange, par exemple, la production de jus d'orange génère environ 50-60% de 

résidus de la masse originale de l'orange. Cette grande quantité de déchets a une teneur élevée 

en matière organique (95% de la matière sèche), 80-'>(���eau et un pH faible (3-4). Par 

conséquent une manipulation inappropriée pourrait causer de graves dommages à 

l'environnement (Siles et Thompson, 2010)  

Ces dernières années, l'application des résidus agro-industriels comme source de 

carbone en industrie enzymatique, a représenté une alternative pour remplacer les matières 

premières pures et coûteuses. L'utilisation de ces déchets aiderait à résoudre de nombreux 

problèmes environnementaux (John et al., 2006 ; Santos et al., 2012).   

Différentes sources lignocellulosique, telles que les déchets d'orange, d'agrumes, son 

de blé et de canne à sucre, sont utilisés pour produire diverses enzymes extracellulaires 

(Techapun et al., 2003 ; Wang et al., 2003 ; Poorna et Prema, 2007 ; Mohamed et al., 2010 ; 

Demir et al., 2012). Cep������,����
����������D�-amylase à partir de ces substrats n'a été citée 

����
�
�����0��������D���.�	�����	���
	�
����
�	�	�
����
����������D�-amylase extracellulaire 

par les actinobactéries (Sivakumar et al., 2007), l'optimisation des conditions de culture 

devrait largement améliorer la production enzymatique. 

��	����$���	���		����	�����������	��������	������.��������
�,� ������� ����
��$��

�����#�����
�����#��	,�	���������	,���Q���	�	������##����	���
���	�
�����������
�������-
��
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Tableau 19 : Résultats du plan Plackett-��
����������
����������D�-amylase, de biomasse, et de protéines  

N° 
���		��	 

Facteurs 
Activité 

enzymatique 
(U/ml) 

Protéines (g/L) 
Biomasse 

(g/L) 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 X12 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 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 1,132 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 3,133 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 7,1 

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 

11 -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 2,127 3,118 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 2,127 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 2,189 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 2,218 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 8,1 

20 -1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 1,471 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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de variables doit être exploré. Aussi, ce genre de méthodes ne permet pas de détecter les 

����
������	� ���
�� �	� ������	� #�����
	� �������	0� 8�� ��� #����,� �����	������ ��	� ���	�

	����	�����	� ��	����� �	� ���	����.��
�����	����
� �������	��������	������.���� ����
���eut 

pallier aux limites des méthodes classiques. Les principales approches utilisées pour le 

criblage et l'optimisation des milieux ont été rapportées par (Parekh et al., 2000). Les 

techniques statistiques pour la conception expérimentale fournissent un moyen plus précis de 

concevoir le meilleur milieu (Kar et Ray, 2008). Les conceptions expérimentales statistiques 

les plus utilisées sont la conception de Plackett-Burman et la conception composite centré 

(Broedel et al., 2001). Les avantages des conceptions incluent la simplicité et l'évaluation d'un 

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

��������	������ ��	� ���������	� ��� ����
�� ��� �� �
��������� �D�-amylase par 

Streptomyces sp. erumpens MTCC7314 sous fermentation submergée a été rapporté par (Kar 

et Ray, 2007), mais sans utiliser le processus de l'optimisation statistique. Cotârlet et al., 

&*>45)� ���� 
����
��� D����	������ ��� �� ����������� 	����	������ ���
� �� �
��������� �D�-amylase 

par le Streptomyces MIUG 4 Alga psychrotrophique. 

8��	����
�������,�D������	������������
����������D�-amylase par une souche halophile 

Streptomyces 	�0� &*>
)� ����%��� 	�
� ���$��� ���
����,� ��� ����	���� ��� ���� 	����	������ �� ����

réalisée en deux étapes : la première étant la sélection des variables ayant un effet significatif 

	�
����
�����������/����������������	�������������.��
���������=��M���-Burman (Plackett 

et Burman, 1946), la deuxième étape consiste à déterminer les optima des paramètres 

sélectionnés par le plan des composites centrés de Box-Wilson (Box et Wilson, 1951) et de 

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

7.1. F������������������������	�������	
 �-amylases par Streptomyces sp. (20r) 

  Vingt-trois composants du milieu de culture ont été analysés, en ce qui concerne 

��
	� �##��	� 	�
� �� �
��������� �D�-amylase par Streptomyces sp. (20r). Le protocole de 

conception expérimentale ainsi que les réponses des différents essais expérimentaux sont 

consignés dans le (tableau 19). L'adéquation du modèle a été calculée et les variables 

démontrant des effets statistiquement significatifs ont été examinées pour chaque facteur 

(tableau 20). 

En général, la signification de chaque variable est déterminé comme étant directement 

proportionnelle au test-t et inversement à la valeur P (Douglas, 2001 ; Levin et al., 2005 ; 

Heck et al., 2005). 
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Tableau 20 :  �	����	���������	��	����	�������������=��M���-��
�������
����
��������������-amylase par la souche Streptomyces sp. (20r). 

 
      Facteurs �-amylase Protéines 

 
Biomasse 
 

Effets Valeur-t valeur-P 
Signification 

de la 
probabilité 

Effets Valeur-t valeur-P 
Signification 

de la 
probabilité 

Effets Valeur-t valeur-P 
Signification 

de la 
probabilité 

X1 : 8��$��	����
����	 2,090 4,023 <0,001 100 % 2,188 7,764 <0,001 100 % 7,923 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 : CaCl2  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 -12,162  - 

X8 : B��.���������� 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 Steep  -0,210 -0,404 0,655 34,5 -0,035 -0,124 - - -0,797 -4,015  - 

X12 : Dummy 0,129 0,248 0,403 59,7 -0,119 -0,422 - - 0,157 0,791  - 

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 -1,567  - 

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 -1,763  - 

X19 : Dummy -0,767 -1,476 0,923 7,7 -0,422 -1,497 - - -0,103 -0,519  - 
X20 : Sulfate 
������������ 

0,133 0,256 0,400 60 -0,073 -0,259 - - 1,294 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 % 
X22 : phosphate 
����������  

-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 variables avec une 

probabilité de 90% ou plus sont acceptées et considérées comme ayant un effet significatif sur 

la réponse. 

�D����	�����
��
�		����������
����������%�������
����	��&���
����������D�-amylase) 

était significativement affecté par seulement cinq variables indépendantes dont une variable 

dummy (X3) sur les vingt-trois facteurs testées. Les cinq variables montrant des effets 

significatifs à (1- �)�R�'>(�	��� <��	����$��	��
����	��%�������##������*,>'>�&��R�4>>()�����

est le facteur le plus 	����#�����#� ���
� �� �
��������� �D�-����	�� 	��%��� ��� �P� &4,*'?)� &�� R�

''(),�����&4,44*)�&���R�'?,+(),�����������D���������������������
���������&>,?**)�&��R�

'4,4()������#�����������&S5)�>,�+'�&��R�'>,4()0�9�
	���������������&->,�+5)�&��R�4>,4(), 

le nitrate de sodium (->,�'')�&��R�',�(),�������
��&->,?>4)�&��R�',�(),����D�.�
�������%������

(->,?46)�&��R�',4()������.�
��	�����##���������#�	�
����
����������D�-amylase. 

Cependant dans cette étude les deux variables CaCl2 ��� �������� ���� 	���� �	� deux 

#�����
	��
�������.���#�����������
����������D�-amylase selon la littérature, n'ont aucun effet 

	�
� �� �
��������� ��/��������� �	������ �� &�R�>,?()� &>,465),� &�R� ��,6()� &>,**5)�

respectivement. L'activité la plus élevée (8,263 U/mL) a été trouvée dans l��		���*6,��T����	�

les composants significatifs du milieu (déchets orange, pH, NaCl, taille de l'inoculum) étaient 

présents et à leurs niveaux les plus élevés, tandis que les essais 10 et 11 présentaient l'activité 

la plus faible de 0,533 et 0,318 U/mL respectivement. Cela pourrait être lié à l'absence de 

%�
��-�	�	����#�����%�	����
�����
�	�����������������
�&������)����	���		���4>0 

L'effet des déchets d'orange sur la production de protéines et de la biomasse est positif 

&�� R� 4>>()0� ��� %�
������� ��� �P� ��� �� �� '� �������� �� ��� �##��� ��	���#� &�� R� 4>>()� 	�
� ��

�
������������-����		�0�9������
��
�,� 	����##��� 	�
� ���
����������
���������	�� ������#� &��R�

23,7%). Le NaCl ne montre aucun effet sur la production de protéines alors que son effet sur 

��-����		���	�����
��������	���#�&��R�4>>()0������������D���������������
���������##���

sur la production de protéines et de biomasse. L'addition d'amidon stimule la synthèse 

protéique et a un effet positif s�
� �� �
��������� ��� -����		�� &�� R� '�,'(),� &�� R� 4>>()�

respectivement. En ce qui concerne la présence de CaCl2,���##���	�
����
�����������
��������

�D�	����	�	����#�����#,���
	���D��������##�����	���#�	�
����
������������-����		��&��R�4>>()0� 

Considérant les résultats obtenus et après exclusion des facteurs non significatifs du modèle 

(P > 0,1) les équations (3), (4), (5) polynomiales réduites  peuvent s'écrire comme suit :   
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7������$ �����������
� �-amylase : 

Y = 2,454 + 2,090 X1 + 1,112 X6 + 0,722 X8 + 1,297 X9 + 0,014           (3)  

Où X1: 8��$������
����,�X6: NaCl, X8: B��.����������, 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) 

Où X1: 8��$������
����,�X2: amidon, X21: extrait de viande, X23 : 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) 

Où X1: 8��$������
����, X2: amidon, X4: Solution saline, X5: CaCl2, X6: NaCl, X9: pH, 
X13: extrait de levure, X20: Sulfate ���mmonium, X21: extrait de viande, X22: phosphate 
���mmonium, X23: Nitrate de sodium. 

 

Lors de notre étude, on a analysé minutieusement le processus statistique de la 

�
��������� �D�-amylase par Streptomyces sp. (20r), du point de vue de la recherche d'une 

composition de milieu de culture efficace à faible coût, afin de soutenir simultanément la 

croissance de Streptomyces 	�0���������
�����
����������D�-amylase.   

 ��	�	��
��	������
-����&���$������
����,�������,�����
�,��U����+>)�F���������
J��

important pour la production enzymatique. Elles ont été introduites dans le milieu de culture 

	��	� #�
��� �D��������
	� �D�-amylase. Nos données ont démontré qu'il existe un impact 

�
�#���� ����	����
� ��	��
��������
-����	�
� ���
����������D�-amylase de Streptomyces sp. 

&*>
)0� ������	�� 
�%"�� ���� �	� ���$��	� �D�
����� ������ 	���� 	��
��� ��� ��
-���,� 	���� ��

�����
� ��������
� �D�-amylase comparable à d'autres sources de carbone synthétique, 

résultant en des augmentations de 85,17% de la production enzymatique. Le traitement des 

déchets d'orange est un moyen efficace de mettre en évidence le potentiel élevé de ce résidu 

sous-utilisé. La biomasse restante après extraction est principalement constituée de 

lignocellulose, une excellente source de sucre qui favorise la croissance des micro-organismes 

capables de générer d'autres produits de grande valeur.  

Les déchets d'orange agro-industriels semblent être un substrat riche qui pourrait 

fournir simultanément à la bactérie tous les éléments nécessaires au cours de la croissance 

bactérienne et de l'induction enzymatique. Cette découverte allège considérablement le coût 

��� ������ ��� �
��������� �D�-amylase. Conformément à nos résultats, les déchets d'orange 
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���������������
���������
����D�-amylase d'A. Nidulans sous fermentation solide (Shahera et 

al., 2002). Il a aussi été démontré que le zeste d'agrumes pouvait induire une activité élevée 

��� D�-amylase (Mohamed et al., 2010). Demir et al., (2012) et Embaby et al., (2014) ont 

rapporté que la production d'une autre enzyme polygalacturonase à partir de Bacillus 

licheniformis SHG10 et Aspergillus sojae M3 respectivement, a été testée sur la peau d'orange 

sous fermentation submergée. L'utilisation de déchets d'orange n'a cependant pas été testée 

���
����
����������D�-amylase par Streptomyces sp.   

Dans la présente étude, Streptomyces sp. (20r) a montré un effet positif, lorsque les 

déchets orange sont utilisés comme substrat, suivi de l'amidon ; qui n'a aucun effet sur la 

�
����������D�-amylase (0,223), mais il a augmenté légèrement la production de 9,08%, sans 

������
���������"
��	����#���tive. Notre résultat est en désaccord avec celui de Narayana et 

Vijayalakshmi, (2008) qui ont rapporté que l'amidon était le meilleur substrat, montrant une 

activité enzymatique maximale. Cependant, en accord avec  nos résultats, Singh et al., (2011) 

ont démontré que le D-inositol et le D-sorbitol, se sont avérés être les meilleurs inducteurs 

���
����
����������D�-amylase, suivis par l'amidon. 

La synthèse de D�-amylase nécessite la présence d'amidon, un substrat enzymatique, 

en raison de son effet inductible (Tani et al., 2000 ; Ray, 2001), et son rôle dans la 

stabilisation de l'enzyme (Santamaria et al., 1999 ; Aguilar et al., 2000). Cependant, la 

�
����������D�-amylase par notre souche était constitutive puisque la biosynthèse de l'enzyme 

a eu lieu non seulement en présence d'amidon, mais aussi par d'autres sources de carbone 
dont le ���$��� ���
����� ���� �� ���� �� �����
� 	�-	�
��� ���
� �� �
��������� ��/���������

(Rukhaiyar et Srivastava, 1995 ; Mamo et Gessesse, 1999).  
Les pH testés (5-9) du milieu initial entraînent des augmentations significatives de 

�*,+�(����	����
����������D�-amylase. Ces résultats indiquent clairement la nature alcaline 

de l'enzyme de la souche 20r. Ce résultat est conforme avec celui de Chakraborty et al., 

(2009) et Syed et al., (2009) qui ont rapporté que l'enzyme présentait une activité optimale à 

pH 9,0 de Streptomyces sp. D1., et Streptomyces gulbargensis respectivement. Notre résultat 

est en désaccord avec Gangadharan et al., (2008), qui ont trouvé que la synthèse de l'amylase 

extracellulaire n'est pas affectée par le pH du milieu. En fait, la recherche devrait être axée sur 

D�	�����������������	�������������
��
���	����
�-�	,���
����.�	����������������������
���

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

Les microorganismes haloalcalophiles requièrent non seulement un pH alcalin, mais 

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

augmente la production de 45,31%. Les bactéries modérément halophiles qui poussent de 

façon optimale dans des milieux contenant 3 à 15% de NaCl (Margesin et Schinner, 2001), 

peuvent être une source d'amylases halophiles. L'activité enzymatique sur une gamme de 

concentrations de sel (0-4 M) a été observée dans les amylases halophiles de N. halobia 

(Onishi et Sonada, 1979), Halomonas meridiana (Coronado et al., 2000), Bacillus dipsosauri 

(Deutch, 2002), Chromohalobacter sp. TVSP 101 (Prakash et al., 2009) et Halobacterium 

halobium (Good et Hartman, 1970). Par conséquent, ils peuvent être utilisés dans de 

nombreux processus industriels difficiles où des solutions contenant une concentration élevée 

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

L'analyse statistique a montré que la taille de l'inoculum est parmi les facteurs les plus 

����
����	� �##������� �� �
��������� �D�-amylase ; il affecte positivement la production 

�D��/���	� ��� ������������ ��� *',6*(0� 9-��-Elela et al., (2009) ont prouvé dans leurs 

recherches que la taille de l'inoculum était la plus importante des variables affectant la 

production d'enzymes chez Nocardiopsis aegyptia. La grande importance de la taille de 

D��������	�
����
��������������-amylase a déjà été rapportée. La taille de l'inoculum a été 


������������������������
��"�
������	�����
�����������
��������������-amylase par A. 

oryzae (Kammoun et al., 2008). De même, Mulimani et al., (2000) ont rapporté que le 

volume d'inoculum par gramme de substrat était parmi les paramètres les plus efficaces pour 

stimuler la production d'amylase par Gibberella fujikuroi. D'autre part Gangadharan et al., 

(2007) démontrent que les intervalles testées d'inoculum n'ont pas entraîné de variation 

	����#�����%��������
����������D�-amylase par Bacillus amyloliquefaciens. 

De nombreux ions métalliques influencent souvent l'activité de l'amylase (De Azeredo 

et al., 2004 ; Zhu et al., *>>?)0� ��� ����
�� ��	� �-amylases sont connues pour être une 

métalloenzyme calcique (Gupta et al., 2003). Les ions Ca2+ et Cl- 	���� ������ ����
������

structurale et fonctionnelle pour les amylases. Les ions Ca2+ sont connus pour rendre 

�����	��
�	�	������������������
�����������&Stein et al., 1964), en plus ils sont nécessaires 

���
�����������������#�
�������	������������-amylase, jouant ainsi un rôle important dans 

la stabilité des enzymes (Chessa et al., 1999 ; Pandey et al., 2000, Viswanathan et al., 2001).  

Dans cette étude, l'addition de Ca2+ 
�D������������##���	�
������%������/��������,����
�

autant, l'ion Ca+2 �D������
�������������%������$�-��
����	�
������������������
������������D�-

amylase par le microorganisme. Ceci montre clairement que l'amylase provenant de la souche 

Streptomyces sp. (20r) est calcium indépendante. L'amylase indépendante du Ca2+ mérite 
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d'être prise en considération pour la liquéfaction de l'amidon, en particulier dans la fabrication 

du sirop de fructose (Tonkova, 2006). Un résultat similaire a ��������������-	�
%���%���D�-

amylase de B. thermooleovrans (Malhotra et al., 2000), Streptomyces MIUG 4 Alga (Cotârlet, 

2013), Streptomyces sp. ML12 (Sivakumar et al., 2012). Contrairement à Zhu et al., (2007) 

qui ont démontré que Streptomyces sp, suggérant sa nature dépendant du calcium. Bacillus sp. 

L'ANT-6 a également montré une activité accrue en présence d'ions Ca2+ (Burhan et al., 

*>>5)0�9�		�,� �amylase de la bactérie Alteromonas haloplanctis �� 
����
	� �� ������- pour 

avoir une activité catalytique maximale (Feller et al., 4''�)0�=��
���	�����	�	,�������������

���������
- conduit non seulement a une diminution significative de leur activité mais aussi à 

un décalage de leur optimum de pH (Wakim et al., 1969 ; Feller et al., 1996).  

Selon la littérature, la source d'azote organique, comme la caséine, la liqueur de maïs 

et l'extrait de levure ont un avantage sur les sources inorganiques, car ils apportent des oligo-

éléments et des ions qui pourraient améliorer la production de l'enzyme (Chakraborty et al., 

2012). Dans notre étude, le modèle expérimental de Placket-Burman a montré que parmi les 

sources d'azote organique et inorganique, aucune n'a joué un rôle sur la production d'enzymes 

par rapport aux autres paramètres sélectionnés. Toutes les sources d'azote ont exercées un 

�##���������#�	�
����
����������D�-amylase, alors que la caséine, l'extrait de levure et le sulfate 

d'ammonium ;� ������ ��� � ������ �##��� &>,�5�,� >,565,� >,455)� 
�	�����%�����0� ��	� 
�	����	�

peuvent s'expliquer, par le fait que les déchets d'orange fournissent une source d'azote, 

suffisante à la croissance bactérienne et, par conséquent, à la production enzymatique (souci 

et al., 1994). 

D'autre part, il est probablement dû à la quantité excessive de sources d'azote, qui peut 

inhiber la production d'enzyme lorsque la concentration dépasse une valeur critique (Alam et 

al., 1989 ; Pedersen et Nielsen, 2000). Cette diminution peut également être provoquée par 

l'addition simultanée de deux sources d'azote complexes (Mctigue et al., 1994). Selon 

l'analyse des résultats, nous pouvons conclure que les microorganismes nécessitent un faible 

taux d'azote pour produire des enzymes car l'azote peut être un facteur limitant (Baig et al., 

1984 ; Mctigue et al., 1994 ; Pedersen et Nielsen, 2000). Ce qui est en désaccord avec 

Chakraborty et al., (2012) qui suggèrent que la présence de toutes les sources d'azote, 

organiques et inorganiques, favorisait la croissance et la production d'amylase dans la souche 

A3 de Streptomyces. 
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Lors de notre étude, on a co�	�������������������%��������##���	����#�����#��%�������

�
�-�-����� ��� &�R'>()0�Les effets des variables dummys doivent  êtres égales à Zéro. Les 

valeurs trouvées peuvent  être  expliquées  par  le fait que dans les matrices d'expérience de 

Plackett-Burman vue l'ordre élevé du fractionnement, les effets  simples  sont confondus avec 

des interactions d'ordre  deux et  plus.  Donc La dummy  significative peut être confondue 

avec une  interaction  à effet significatif, ou bien elle est due  vraiment  à  des erreurs lors des 

mesures ou des dosages effectués.  
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Tableau 21 : ���
����������������	��������
�������.����V�	���������
��#�����
	,��%��������%��������������������	���$� Streptomyces sp. 
(20r) comme réponse.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�K����		�� 
X1 

(déchet 
���
����) 

X2 
(NaCl) 

X3 
(Inoculum) 

X4 
(pH) 

Activité Amylasique (U/mL) Biomasse 
(g/L) 

Protéines 
(g/L) 

Observée Prédite 
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 5,513 6,880 23,460 2,270 
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 6,332 7,834 38,800 3,480 
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 38,280 3,528 
15 -1 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 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 10,483 8,543 24,880 2,610 
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) combiné à la méthodologie 

de surface de réponse (RSM) a été appliqué pour déterminer les niveaux optimaux des quatre 

variables sélectionnées par le plan de Plackett et Burman. Un total de 28 essais avec une 

combinaison différente de concentration de déchets d'orange (X1), de NaCl (X2), de taille 

d'inoculum (X3) et de pH (X4) ont été consignés  dans le (tableau 21). Les réponses observées 

et prédites des 28 expériences sont également présentées dans le (tableau 21). 

Afin d'évaluer la relation entre variables dépendantes et indépendantes, et de 

����
����
� �� �
��������� �������� �D�-amylase correspondante aux niveaux optimaux des 

facteurs, une  analyse de régression multiple est appliquée sur les données expérimentales 

(tableau 22), ��� ���� ���	� ����
��	� ����
�
�� ��modèle polynomial de second degré proposé 

���	�����������&6).  

Y= 11,424 + 0,824 X1 + 0,129 X2 - 0,188 X3 - 0,253 X4 - 2,056 X1² - 0,656 X2² - 0,560 X3² 

-1,180 X4² + 0,262 X1X2 + 0,0694 X1X3 + 0,270 X1X4 - 0,418 X2X3 +0,0684 X2X4 - 

0,267 X3X4            (6) 

Où Y est la réponse prédite de l'activité amylolytique (U/mL) et X1, X2, X3, X4 sont les 

valeurs codées ind������� �� �������
������ ��� ���$��� ���
����,� la concentration de NaCl, la 

taille de l'inoculum et le pH, respectivement. 

 8���
"	 le tableau 22, seuls les termes quadratiques (Xi2) des différents facteurs et le 

facteur X1 présentent des effets significatif	� 	�
� �� �
��������� ���-amylase, ce qui est 

confirmé par l'analyse de la variance (ANOVA) (tableau 23). Cette dernière donne pour le test  

de  FISHER  (F) concernant le modèle quadratique une  valeur  de 7,0253. La probabilité 

attachée à cette valeur si l���
������������-amylase n'était pas liée à l'ensemble des termes 

quadratique des quatre  régresseurs,  est  si  faible 0,003066 % que la production leurs est liée. 

Une seconde analyse de régression multiple (tableau 24) a été appliquée sur les 

données expérimentales, en ignorant les termes dont les effets ne sont pas significatifs. Ce qui 

a donné une seconde équation polynomiale du second degré (7), pour expliquer la production 

�D�-amylase par Streptomyces sp. (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 détermination (R2) fournissent une mesure de la variation 

des valeurs de réponse observée pouvant être expliquée par les facteurs expérimentaux et 

leurs interactions. Par conséquent, l'ajustement du modèle a été vérifié par R2, qui a été évalué 
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à 0,7258, indiquant que 73% de la variation de la réponse pourrait être expliquée par le 

modèle.  Selon Vimal et al., (2015), le coefficient de détermination est une mesure globale pour 

la qualité du modèle. Le R2
 prédit concorde avec le R2

 ajusté indiquant un bon accord entre les 

valeurs expérimentales et prédites pour la production enzymatique (Bari et al., 2009). 

L'analyse de la variance (ANOVA) pour le modèle réduit (tableau 25) confirme les 

résultats de R2 et le Test F de Fisher avec une valeur très faible, ce qui indique que le modèle 

est très significatif (tableau 25) ��������������
����
���������������/�����$�/�Streptomyces 

sp. (20r). 

L'erreur résiduelle dans l'analyse de régression est la somme de deux erreurs : une 

erreur pure due à l'incohérence des données expérimentales et le manque d'ajustement (lack of 

fit) des données du modèle polynomial. L'erreur pure dépend de l'écart entre les  valeurs 

expérimentales et les valeurs prédites de la réponse. Le test du manque d'ajustement, mesure 

l'échec du modèle, il représente les points exclus de la régression (Rajagopalan et Krishnan, 

2009). Le -F ���������� ���F�	������� &3,4209) avec une probabilité égale à 0,169 est non 

significatif (tableau 25), ce qui renforce la confiance dans le modèle et, par conséquent, reflète 

sa qualité, ce qui suggère que les données expérimentales obtenues ont été ajustées avec 

précision par le modèle.  

Il est important de savoir si le degré du modèle ajusté est correct. L'ANOVA fournit 

des outils statistiques pour évaluer les hypothèses. Dans ce contexte, l'acceptation ou le rejet 

de l'hypothèse nulle dicte le niveau de signification de chaque facteur (Walpole et al., 2007). 

L'absence de test d'adéquation établit les hypothèses suivantes: H0<� 1� ���� ����	�����������

d'ajustement linéaire, de sorte que le modèle correspond bien aux données. H1: Il y a un 

manque d'ajustement linéaire, donc le modèle ne correspond pas aux données (Tiznado et al., 

2012).  

La signification de chaque coefficient a été déterminée par les valeurs-t de Student et 

leurs probabilités qui sont énumérées dans le (tableau 22 et 24). Les valeurs-P ont été utilisées 

pour vérifier la signification de chacun des coefficients, qui à leur tour sont nécessaires pour 

comprendre les interactions mutuelles entre les variables. Plus l'amplitude de la valeur du test-

t est grande et plus la valeur de P tend vers 0 (P <0,1) indique la signification du coefficient 

correspondant, ainsi les variables ayant des coefficients négligeables ont été omis (Karthikeyan 

et al., 1996). La valeur P ������"�,�	���� �9��W9,���������� &>,>>>),������ ������������ ��

modèle construit était significatif et que les variables inclus dans ce modèle avaient un effet 

important sur la p
����������D�-amylase. On peut voir à partir du degré de signification que 
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seulement cinq des quatorze termes du modèle ont montré un effet significatif sur la 

�
��������� �D�-amylase (tableau 22). Les valeur-p pour les termes significatifs étaient de 

0,000 et 0,012 pour les effets quadratiques de X1 et  X4, suivi de l'effet linéaire de X1 avec 

une probabilité de 0,065 et finalement les effets quadratiques de X2 et X3 avec des valeurs de 

0,133 et 0,194  respectivement, ce qui signifie qu'ils peuvent agir comme des facteurs 

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

�D����
������� ���
�� &�������
������ ��	� ���$��	� ���
����� ��� �� ����� ��� D�������),�

(NaCl et pH) a montré les effets négatifs les plus élevé. La valeur de probabilité du coefficient 

de l'effet de l'interaction de (X1 X3) et (X2 X4) a été très élevé 0,892 et 0,893, respectivement 

(tableau 22), ce qui indique que seulement 10,8% et 10,7% du modèle a été affecté par ces 

interactions de variables par conséquent, cela n'a pas affecté de manière significative le 


�������������-amylase. 

Les déchets d'orange ont été introduits dans le milieu de fermentation comme seuls 

��������
	����D�-amylase. Nos données démontrent qu'il existe un profond impact des effets 

linéaires et quadratiques (X1, X12
)�����	��	���
���	��
��������
-����	�
����
����������D��- 

amylase à partir de Streptomyces sp. (20r). Le résultat actuel est en désaccord avec celui de 

Demir et al., (2012) ; Embaby et al., (2014), qui ont rapportés que l'effet linéaire et 

quadratique des déchets d'écorces d'orange se révélait être des termes insignifiants sur la 

production d'enzymes. 

Parmi les paramètres physico-chimiques, le pH du milieu joue un rôle important 

notamment, dans les changements morphologiques du microorganisme et les caractéristiques 

de leur métabolisme, et donc, pour la biosynthèse de métabolites. Notre étude démontre que le 

rendement enzymatique a été affecté de manière significative par la forme quadratique du pH 

(X42) dans une gamme allant de 7 à 11. Nos données sont en accord avec Kar et Ray (2008), 

qui ont 
����
��� ���� ���
� �� �
��������� ��� D� �-amylase de Streptomyces erumpens MTCC 

7317, l'effet quadratique du pH était significatif. 

Les microorganismes haloalkalophiliques nécessitent non seulement un pH alcalin, 

mais aussi un fort taux de sel pour la croissance et la production d'enzymes (Margesin et 

Schinner, 2001). Il était évident d'après les résultats que l'effet quadratique du chlorure de 

sodium (X22) était sign�#�����#� ���
� �� �
��������� �D�-amylase. Sivakumar et al., (2012) 

rapportent ���
�	�����	�����
��������
����������D�-amylase par Streptomyces sp. ML12. 
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La faible taille de l'inoculum peut nécessiter plus de temps pour la multiplication 

microbienne et l'utilisation du substrat pour produire le métabolite désiré. D'autre part, un 

inoculum élevé conduirait à la prolifération rapide de la biomasse microbienne. Ainsi, un 

équilibre entre la biomasse proliférante et l'utilisation du substrat devrait produire une activité 

maximale (Ramachandran et al., 2004). Dans notre cas, la forme quadratique de la taille de 

l'inoculum (X32
)����	��������
%����������4�(�����������	D�	�� 
�%����	����#�����%��	�
� ��


������������D�-amylase.   
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Tableau 22 : Effets estimés des variables et coefficient de régression de la �
��������������-
amylase par la souche Streptomyces. Sp (20r) 

Variables        effets Coefficients 
de régression Valeur-t    Valeur-P 

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 

X22       -1,311 -0,656    -1,602 0,133 

X32       -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 
                     R2 = 0,72588; R2 ajusté = 0,43067.   

Tableau 23 ��9���	�������%�
���������
������%���������������������������	��������
�0 

Modèle 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 

 X12 1 101,405 101,405 32,873 0,0000 
 X22 1 10,321 10,321 3,345 0,083 
 X32 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 carrés; dl: degré de liberté; MC:  moyenne des carrés; R2 = 0,73; R2 ajusté = 0,56312. 
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Tableau 24 : A##��	��	����	���	�%�
��-�	�������##����������
��
�		����������
��������������-
amylase du modèle réduit 

Variables        effets Coefficients 
de régression Valeur-t    Valeur-P 

Constante 11,424 11,424 13,6768 0,000 

X1 1,647 0,824 2,415 0,024 

X12 -4,111 -2,056 -6,028 0,000 

X22 -1,311 -0,656 -1,923 0,067 

X32 -1,119 -0,560 -1,640 0,115 

X42 -2,359 -1,180 -3,459 0,002 
                     R2 = 0,67794; R2 ajusté = 0,60475. 

Tableau 25: 9���	�������%�
���������
������%���������������������������	��������
�  du 
modèle réduit 

 

Modèle SC dl MC  Valeur-F Valeur-P 

X1       16,2806 1 16,2806 18,0306 0,023927 

X12 101,4050 1 101,4050 112,3050 0,001795 
X22 10,3212 1 10,3212 11,4306 0,043062 
X32 7,5071 1 7,5071 8,3140 0,063353 
X42 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       

               R2 = 0,67794; R2 ajusté = 0,60475.  

7.3. Graphiques de Pareto  

Le diagramme de Pareto (figure 28) permet de représenter graphiquement les résultats 

��� �����	��������0� Ils ont été confirmés par ce dernier qui illustre l'ordre de signification 

��	�%�
��-�	��##����������
����������D�-amylase dans la conception composite centrée.   

��	��##��	���������
��		�����	���	�	����#�����#	,�	�������.����#�����
����$������
�����

ainsi que les effets quadratiques des quatre facteurs (déchets orange, NaCl, taille d'inoculum 

et pH) sur la production de D�-amylase par la souche Streptomyces sp. (20r). 
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Figure 29 : (A) Le graphique de probabilité normal des résidus. (B) Le graphique de parité de 
����	�
�-��������	�%���
	��.��
�������	���
�
����
����.�%���
	��
�����	����D����%�������D�-
amylase. 
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Figure 28 : Représentation du graphique de Pareto des effets des différents facteurs sur la 
�
��������������-amylase par Streptomyces sp. (20r) 

7.4. Graphique de parité 

Il est nécessaire de vérifier le modèle ajusté pour s'assurer qu'il fournit une 

approximation adéquate du système réel. 

La figure 29 A, montre le diagramme de probabilité normal des résidus, qui est un 

outil de diagnostic important pour détecter et expliquer les écarts systématiques par rapport 

aux hypothèses. Les résidus ont été tracés par rapport aux valeurs normales attendues du 

modèle. Le tracé de probabilité normal des résidus montre les points proches d'une ligne 

diagonale ; par conséquent, les erreurs sont normalement distribuées et sont indépendantes les 

unes des autres, et les variances d'erreur sont homogènes. Cela indique que le modèle était 

bien adapté aux résultats expérimentaux. Comme les résidus du modèle ajusté sont 

normalement distribués, toutes les hypothèses majeures du modèle ont été validées. 

La figure 29 B présente un graphique des valeurs prédites par rapport aux valeurs 

expérimentales de la réponse, montrant une corrélation satisfaisante entre les valeurs 

expérimentales et prédites. Les points se regroupant autour de la ligne diagonale indiquant le 

bon ajustement du modèle, puisque la déviation entre les valeurs expérimentales et les valeurs 

prédites étaient moindre.            

������������������������
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Figure 30 : B
������	�	�
#���	����
����	����������%�������������� de la souche Streptomyces sp. (20r)
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7.5. Tracé des surfaces de réponse (RSM) 

Les courbes de surface de réponse tridimensionnelles et les courbes de contour 

correspondantes ont été tracées pour déterminer le niveau optimal de chaque variable 

(concentration de déchets orange, NaCl, taille d'inoculum et pH) pour lesquels la réponse a été 

maximisée et l'effet de leurs interactions sur la réponse (activité d'�-amylase) (figure 30). 

Généralement, les surfaces de réponse sont basées sur le modèle, en maintenant deux 

variables indépendantes constantes à leur niveau central,  en faisant varier les deux autres 

variables indépendantes dans le domaine. Par conséquent, six surfaces de réponse ont été 

obtenues en considérant toutes les combinaisons possibles. La forme des courbes de surface 

de contour correspondantes indique que les interactions réciproques entre les variables 

indépendantes sont significatives, par conséquent, les interactions entre deux facteurs 

pourraient apparaître comme un effet antagoniste ou comme un effet synergique 

Les surfaces de réponse obtenues étaient de nature concave, suggérant qu'il y avait des 

conditions de fonctionnement optimales bien définies. La figure 30.D montre l'effet de 

l'interaction de la taille de l'inoculum et du chlorure de sodiu��	�
����
����������D�-amylase. 

La production maximale �D�-amylase a été obtenue au niveau intermédiaire de chaque facteur 

à un niveau moyen constant de l'autre facteur. L'augmentation supplémentaire de ces facteurs 

au-dessus du niveau intermédiaire, ou décroissante en dessous, a montré une diminution 

progressive du rendement. La forme de la courbe de surface de réponse montre une 

interaction modérée entre ces variables testées.  

La figure 30. (A, .B, .C, .E. et F), représente les interactions entre les quatre facteurs: 

concentration de déchets d'orange, NaCl, taille de l'inoculum et pH. Les diagrammes de 

surface du contour montrent que l'activité enzymatique varie significativement lorsque la 

�������
������ ��	� ���$��	� ���
����	� ��� �� �P� ��� ����������� Fusqu'à atteindre leur valeur 

��.����,����#�
��������	��	�����#��������F��
��	�
����
����������D�-amylase alors que les 

effets de NaCl et d'inoculum semblent faibles. Suggérant que toutes les interactions entre ces 

paramètres étaient assez indépendantes les unes des autres. 
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7.6. Validation du modèle expérimental 

Les optima des facteurs utilisés sont obtenus par le calcul des dérivées partielles de 

����������&6), ce qui permet de déterminer les coordonnées codées optimales qui sont ensuite 

convertis en valeurs réelles traduisant les valeurs optimales des quatre 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) 

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 modèle et de confirmé les résultats d'optimisation, 

l'expérience a été réalisée dans les conditions optimales de la culture prédites par le modèle : 

une �������
������������$������
�����de 16,03 % et 6,60 % de NaCl, une taille d'inoculum de 

9,45 % et un pH de +,'�0� ��
	� ��� ��	� ���������	,� �� %���
� �������� ��� �
��������� ��� ��-

amylase par Streptomyces sp. (20r) a atteint 12,19 U/mL. Ce qui est en étroit accord avec la 

%���
��
��������
������"��	����	�����,������%���������%�����������������44,55 U/mL. 

8. C���������	����	�������	
�����-amylases par Streptomyces sp. (20r) 

La cinétique de croissance et de production de l��-amylase par Streptomyces sp. (20r), 

sur milieu optimisé à base de déchets d'orange est montrée dans la (figure 31.A).  

�������
����	��	�"��	��D���������"��	����������
��		���������,����	�����
"	���#���
��

31.A, la phase de latence parait relativement courte, ceci est probablement dû au fait que 

���	���������������������
�%������������
�-culture de 4 jours. Cet inoculum a permis aux 

-����
��	��������.�	�������
�����
����%���������0� 

L'activité enzymatique a commencé au début de la phase exponentielle et a montré une 

�������������
����������
��
����?*�$,���
"	�����,����������������������������
�	������F�	�����

la fin de la phase exponentielle de croissance, où elle a atteint un pic au 5ème jour. 

Cependant, on remarque une diminution rapide de l'activité de D�-amylase au début de la 

�$�	��	���������
�0����������	��.��������
�������.���%�����-����		�,����������������������

diminution de la production enzymatique, notamment en raison de la forte accumulation de 

substances toxiques, de la réduction de l'oxygène dissous, et de l'épuisement des nutriments 

(Rahman et al. 2005). Le pic observé de l'activité enzymatique, au 11ème jour,  pourrait 



��������������������������������������������������������������������	��
����������

������������

�

correspondre à l'autolyse rapide des bactéries, ce qui conduit à la libération de sucre qui se 

trouvait à l'intérieur de cette dernières. Aussi l'augmentation de la période d'incubation 

pourrait induire des changements de conformation dans la structure 3D de l'enzyme affectant 

ainsi l'affinité avec son substrat (Singh et al., 2014). Cela, indique clairement que l'activité de 

D�-amylase dépend de la phase de croissance et de son rôle prédominant dans le métabolisme 

primaire. Des rapports similaires sur la production d'amylase par les actinomycètes ont été 

rapportés (Chakraborty et al., 2009 ; Acharyabhatta et al., 2013). En revanche, Streptomyces 

	�0��7�?>*�������
�������
�����������.������D�-amylase en début de phase exponentielle 

de croissance avec une diminution drastique de la production d'enzyme en fin de la phase de 

croissance ou en début de la �$�	��	���������
�0�8��	������	,����
����������D�-amylase par la 

souche Streptomyces sp. MSC702 était indépendante de la phase de croissance (Singh et al., 

2012). 

La courbe de la production protéique est assez concomitante à la courbe de la 

production enzymatique.  Concernant la consommation des sucres, l��#����������������������

drastique dans le taux de sucre,�	���������������%
�		�������� milieu de culture, et qui est 

contraire à la production enzymatique (figure 31.B ; 31.C). 
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     Figure 31. A : Cinétique de croissance et d���
��������������-amylase par  Streptomyces  sp. 

(20r) 

 

 

     Figure 31. B : Cinétique de production protéique et amylasique par Streptomyces      sp. (20r) 
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      Figure 31. C : Cinétique de consommation de sucres totaux et de production de ��-amylase par 

Streptomyces  sp. (20r). 

�

9. Purification préliminaire 	���
�����-amylase 

La précipitation au sulfate ����������� �	�� �������$���� �
������,� ���� ������
�����

pour la séparation et la concentration des protéines (Scopes, 1994 ; Rosenberg, 2005). Elle est 

traditionnellement utilisée dans la précipitation des amylases (Chakraborty et al., 2009). Dans 

notre étude, nous avons utilisé une saturation de 70%. Cependant, une grande quantité 

������	���	����
������
"	����	����0����
�������������������
����protéines à ce stade est due 

aux propriétés hydrophobes de la protéine et des fractions de glucose ou de lipide qui étaient 

liées à la protéine (Andronopoulou et Vorgias, 2004). Le culot formé durant la précipitation 

est par la suite soumis à une dialyse, �#������ �
�%���
� ���$�-������ ��� ���/������
� �	� 	�	�

����������� &���,� *>4�)0� ��� ����	�� �	�� ����
������� ����	��� ���
� ������
� �� 	�#����

�D���������
�	���������������
�
����
�������&���,�*>4�)0�9����	����,�������%����	����#�����

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

�

Le profil ���������chromatographique �����.�
������/���������sur gel filtration  G75 

(figure 32) indique deux fractions protéiques, un premier pic qui correspond au relargage des 

protéines par exclusion dans un volume mort de la colonne (10 mL). Et le deuxième pic, 

représente la fraction active après élution dans le domaine de fractionnement de la colonne 3-

80 kDa, ce qui confirme nos résultats du clonage ou on a pu identifier une �-amylase 67 ������

taille de 60 KDa. 
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��������� ������ ��
���� ��� �� #
������� ����%�� ���	� �� %����� ��
�� ��� �� �������

Sephadex G75, suggère la présence de macromolécules, dont la taille est probablement 

supérieure à 80 kDa (domaine de fractionnement de la colonne G75 : 3-80kDa). Car une 

activité amylolytique a été détectée dans la première fraction (P1) qui a été exclue dans ce 

volume mort; elle présente une activité amylolytique spécifique de 20,113U/mg, avec un 

facteur de purification de 9,849, et un rendement de 7,64%. Dans notre étude, ���	�� ��-

amylase 65 ��une taille de 100 KDa. 

Les résultats de la procédure de cette purification préliminaire sont présentés dans le 

(tableau 27). Ils nous� montre que les deux étapes de purification adoptées ont permis 

��-��������������/�����%���������
�������
��������%�
���66�#��	����������.�	���������	���

surnageant brut. Le rendement de purification est de 8,52(0� ������%���� 	����#����� ��� ��-

����	����
�#�����	�������
�
�����89,727 U/mg de protéines. Ce qui concorde avec les travaux 

de Shafiei et al., (2010), qui ont utilisés en partie une colonne gel filtration Sephacryl S-200 

���
� �� ��
�#�������� ������ �-amylase halophile de Nesterenkonia sp., et qui ont obtenu un 

rendement de 6,4 % ���������
�������
�#�������������
�
�����4>,+���#�
���
�������
�������	��

égal à 44. 

 

     Figure 32 : =
�#���$
������
��$����������-amylase de la souche Streptomyces sp. (20r) 

purifiée sur colonne gel filtration G-75�
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Tableau 27 : =�
�#�������������-amylase produite par Streptomyces sp. (20r) 

Etapes de 
purification 

Volume  
(mL) 

Protéines 
(mg/mL) 

Activité 
enzymatique      

(U/mL) 

Activité 
spécifique 

(U/mg) 

Facteur de 
purification 

Rendement 
(%) 

Extrait brut 60 5,674 11,589 2,042 1 100 

(NH4)2SO4  7 0,12 3,5 29,166 14,283 30,2 

G-75 fraction 1 3 0,044 0,885 20,113 9,849 7,64 

G-75 fraction 2 3 0,011 0,987 89,727 43,941 8,52 
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10.1. Activité en fonction de la température 

 �D����%���� ��/��������� ��� D�-amylase extracellulaire tamponnée à pH 5, à partir de 

Streptomyces sp. (20r), a été mesurée à diverses températures pendant 30 min. Les résultats 

����
�%�������D�-amylase présentait un niveau d'activité appréciable dans un large intervalle 

de température compris entre (37-4>>� K�)0��D�-amylase de Streptomyces sp. (20r) a montré  

���� ����%���� ��.����� &����%���� R� '>,?+()� ���
�� 5?� ��� ?�� K�,� ��	� ����%���	� ���

������ L�
��

attribuées à la grande flexibilité moléculaire de la protéine thermophile dans des conditions 

mésophiles (Dobara et al., 2011). 

��� ���������� ��� �����
���
�� ��� D�-amylase suggérait que l'activité enzymatique 

augmentait régulièrement jusqu'à une température optimale de 85 °C puis diminuait fortement 

comme indiqué dans la (figure 33). Des niveaux d'activité de 63,32% étaient encore détectés à 

100 °C. La fonctionnalité de l'enzyme à des températures élevées améliore la solubilité de 

l'amidon, diminue la viscosité, limite les contaminants microbiens et réduit le temps de 

réaction (Thippeswamy et al., 2006).  

Nos résultats sont en désaccord avec ceux de Bano et al., (2011), qui ont rapporté une 

������%����������"������D�-amylase à 80 °C. Il a également été rapporté que la température 

�����������
�D����%�����D�-amylase de Streptomyces sp. MSC702 était de 55 °C. Chakraborty 

et al., (2009) ont indiqué  une diminution drastique de l'activité amylolytiqueà 90 °C avec une 

activité optimale à 50 °C de Streptomyces 	�0�840�E��� ����%���� �������� �� 6�� K�� ���
� D�-

amylase de S. gulbargensis (Syed et al., 2009). 



��������������������������������������������������������������������	��
����������

������������

�

 

Figure 33: Effet de la température 	�
������%���������-amylase 

10.2. Activité en fonction du pH 

L'effet de la variation du pH sur l'activité de l'a-amylase par cette souche thermophile 

a été observé (figure 34). L'enzyme était active à la fois au pH acide et alcalin, elle tolère une 

large gamme de pH (2,2 -10,6) à 40 °������
�	������D�������������	�-	�
��0�����/���������

présenter une très bonne performance dans le tampon phosphate et glycine-NaOH dans la 

gamme de pH (7-10,6) et atteint son point optimal à pH alcalin 8,8, il corrobore avec nos 

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

En revanche, Vihinen et Mäntsälä, (1989) et Pandey et al., (2000) ont rapporté que les 

amylases provenant de la plupart des bactéries et des champignons ont un pH optimal dans un 

����
%��� ������ �� ����
�0� 8�	� ��%���.� 	����#�����#	� �D����%���� &����%���� R+�,?'()� ���� ����

détectés dans le tampon Glycine-HCl et acétate de sodium dans l'intervalle de pH (2,2-5,2). 

L'exigence d'un pH alcalin pour l'accomplissement de l'activité optimale des amylases 

bactériennes caractérise les applications potentielles de cette enzyme dans les industries du 

détergent et du textile (Kiran et Chandra, 2008).  Le résultat actuel est en désaccord avec celui 

��9�$�
��-$�����et al., (2013) et Singh et al., (2014). Ammar et al., (2002) ; Singh et al., 

(2014) qui ont r����
��������	��-amylases de Streptomyces sp. ont une activité à des valeurs 

de pH inférieures. Cependant, conformément à nos conclusions, Syed et al., (2009) ; Embaby 

et al., (2014) ont démontré que l'activité optimale était confi���� ���	� �����
%��� ����
�� ��

alcalin.  

��	� ���.� ��
����
�	������ ��� ���
�� �-amylase concernant le pH optimal et la 

température, impliquent un indice sur la large gamme de pH et de degrés de température dans 

�	���	�D�-amylase pourrait fonctionner efficacement (Acharyabhatta et al., 2013) 9��	�,�D�-



��������������������������������������������������������������������	��
����������

������������

�

amylase aurait de vastes applications industrielles prometteuses où chaque combinaison 

choisie de pH et de température est un facteur crucial pour garantir le succès d'une certaine 

application industrielle. 

 

Figure 34 : A##�������P�	�
������%���������-amylase 
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
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��objectif de cette thèse était ���dentifier, de cloner et de surexprimer des gènes afin 

��� ����	�� �
� �����
�� ���	�� ����
��������� ��
���

������ ���
�� �������� ����������� à partir 

���
�� 
�������� ������ ��� Streptomyces sp. 20r ������� ���
� biotope Algérien, les marais 

salant ; et par la suite, ����������	��eur production enzymatique sur milieu à base de déchets 

���	�
��.  

En vue de produire cette enzyme, nous avons opté pour une agro-ressource de faible 

coût. La production enzymatique a été réalisée sur déchets ���	�
�������������Nos travaux 

ont comporté plusieurs volets :  

� �������
��������������	�����������
����������	����	����������-amylase 

et ���
��������
�������������������������������������Streptomyces sp. 20r.  

� Le criblage, le clonag����� �����	�����
�������
��� ���
�����	������-amylases 

chez Escherichia coli. 

� L������������
�de la produc���
������������������asique sous SmF en utilisant 

��������������	�
����������������������	�� 

� La purification et la caractérisation partielle ���
���-amylase.  

 

Les principales raisons de l'augmentation continue des ventes mondiales d'enzymes 

microbiennes sont dues à l'augmentation de la demande et de la consommation. Parmi les 

enzymes industrielles majeures qui trouvent des applications dans les domaines de la 

boulangerie, de l'alcool, des détergents et des industries textiles, les amylases. Ceux-ci sont 

�	������� ��	� �
�� ��	����� ��� ��	��	��
������� ���� ����
�� ��� ����	�� ���� ������
�� �-1,4-

glycosidiques dans l'amidon conduisant à la formation de dextrines limites. �����-amylases 

provenant de différentes sources microbiennes révèlent une grande diversité biochimique et 

sont susceptibles de manipulation génétique, ils conviennent donc à des applications 

spécifiques (Asoodeh et al., 2010).     

Pour cela, dans le premier volet de nos travaux, et dans un premier temps, une 

nouvelle souche de Streptomyces sp. (20r) a été choisi parmi quatorze actinomycètes en raison 

de son activité amylasique et de ses bonnes caractéristiques de croissance et de sporulation. 

Par la suite, n���� ���
�� ��
��� �����
�����	�� ��� ��
�	� ��� ��� ��	���	���	� ��� ��
�� ���
�� ���	�

cette enzyme à partir de cette souche. Un séquençage génomique de Streptomyces sp. 20r a 

été réalisé par la technologie Illumina HiSeq  !!!������	���������������

������
���	���	�������
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�������������	���	
����	������������	��	��	
������	��	��������	��	��	���		��	����	���	��	��	

plus précisément en ayant une activité amylasique appartenant à la famille GH13 en possédant 

une triade catal������	������	����	�����	����������	�����	��	��	����	�����	�
�������	��
��	

Les séquences des gènes orthologues putatives positifs possèdent des domaines conservés 

(CBM) qui nous ont permis de retenir deux gènes pour la suite des travaux codant pour des  -

amylases: les Nodes 67 et 65 de 537 aa et 960 aa respectivement. Ces deux gènes ont été par 

la suite clonés dans le vecteur pET28a (+), puis exprimés chez Escherichia coli.   

De plus, nous avons essayé de surexprimer les deux protéines recombinantes chez 

deux types de bactéries ����
����� ��E. coli. Nous avons conclu que la production de ces 


�������	������	 ���	 ��	 ��������	 �������	 !	 ��	 ���������	 ��	 ���
	 ����������"	 	 ��	 ����	

������	 ���	�
���������	 ��	 �������	 
����#���	 ����
�����	 ��	 ������������"	 �	 ������
����	

des dernières conditions de culture bactérienne permettant de surexprimer une partie de ces 

protéines recombinantes sous forme soluble. Les meilleures conditions ont donc été fixées 

comme suit : une culture dans le milieu LB, utilisant ��	���$�	��E. coli BL21 (DE3), et 

Rosetta 2 pLysS (DE3), est dans un premier temps réalis��	!	%&	'(	)����!	��	���	��	*�600  

atteigne une valeur de 0,6, la culture est ensuite incubée pendant 4 h à 30 °C en présence de 

+",	�-	��./0�	�����"	
���	�������	��	
���������	��	��	
�������� Le tampon de lyse cellulaire 

utilisé 
���	 ������������	est le suivant: 25 mM Tris pH 8, 200 mM KCl, 10% de glycérol,  

0,1% et 1% de triton X-100.  

 

Les déchets d'agrumes sont abondamment générés, les méthodes d'élimination 

utilisées aujourd'hui restent insatisfaisantes. 1�	
���������	�2 -amylase sur les résidus agro-

industriels sous SmF, y compris les déchets d'orange, représente une source lignocellulosique 

alternative pour la production enzymatique, ainsi que pour des applications 

biotechnologiques. Il y a eu très peu de ��

���	��	��	
���������	�2 -amylases sous SmF en 

utilisant des résidus agro-industriels comme sources de carbone par une souche 

actinomycètale. Nos résultats suggèrent que l'utilisation économique des résidus agro-

industriels pour une production rentab��	 �2 -amylase est possible. Des recherches en 

perspective montrant que c'est une option pratique et économique, notamment des 

applications à grande échelle sont susceptibles d'être disponibles. Cependant, des efforts 

supplémentaires sont encore nécessaires dans les domaines suivants. (a) Une meilleure 

connaissance des constituants chimiques du déchet d'orange, dans le but de produire 

davantage de molécules a grande valeur ajoutée (b) Le développement de souches 
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microbiennes plus efficace pour convertir la peau d'orange en produits de haute valeur en 

utilisant la mutagenèse conventionnelle ou l'ingénierie métabolique. c) ������� des étapes de 

traitement du déchet d'orange, dans lesquelles les résidus obtenus en une seule étape seront 

utilisés selon la définition d'une installation de bioraffinerie. 

Dans un second volet, l�	
��������	���-amylase par fermentation en milieu liquide 

(SmF) sur déchet �������� a été �
�������	���	��	����	���	���������	����	
���	����
������	��	

type Plackett-Burman ���	
�����	������������	 ���	 �������	���	���	��	 �����	 �����������	 ���	 ��	

production enzymatique, suivie du plan de Box-Wilson basé sur les composites centrés 

(CCD) combiné à la méthodologie de la surface de réponse (RSM) à quatre variables incluant 

16,0��	 ��	 ������	 ���������	 �,60% de NaCl, 9,45% d'inoculum et un pH 8,95. Les 

conditions optimales établies ont permis �����������	��	������	��	
��������	amylasique de 

12,19 U/mL, ce qui a était confirmé avec la valeur prédite par le modèle quadratique (11,55 

U/mL), confirmant ainsi ��	 ��������	 ��	 ������ 	 ���-amylase a été par la suite purifiée et 

caractérisée partiellement. Elle présentait une activité optimale à 85°C et à pH 8,8. Cette 

étude nous a démontré que cette �-amylase possède des propriétés uniques, rendant cette 

enzyme précieuse à l'échelle industrielle.  

 

 !�
������	 ��������	 ��������	 
������	 "���	 ��������	 
���	 
������	 �����������	 ��	

problème de la surexpression protéique. Pour cela, une suggestion de solutions permettant de 

contrôler la fuite ��	
��������	��	������	��	���������	���	��
�	����������� a été proposée.  

 

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

� #�	 
���	 ��������	 ���	 �����������	 ��	 ��$%&	 
��'������ 	 ��$%&	 
��'������	 ()	 ���	

inhibée 
��	��	�'��*'�� 	!����	���������	���	��������	�������	��	����	�������"�	���	
���	

��	����	����	
��������	������	
��	���	
��'������	��������	
�������	
��	��	������ 	

Si on introduit le gène codant pour le lysozyme sur un plasmide, la coproduction de 

lysoz'��	 ��	 
����	 ()	 ���	 ��������	 ��	 
��	 ��$%&	 
��'������	 ()	 
�������	 ��	

��������	����������	+,�������	-..-/ 	0��	������	��	
������	�����������	������������	

����	 ��	 ���
	 ������	��������	
���	 ���������	��
�����������	 1	 ��$%&	
��'������	()	

qui est surproduite. 

 
� #�	
���	�2�����	��$%&	
��'������	��	������	��	��	
�������� 	3���	�������	��	��	

protéine à exprimer est toxique pour la bactérie. Or tous les promoteurs inductibles ont 
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une activité basale, même faible, si bien que la protéine est produite en faible quantité 

en l'absence d'induction (on dit que le promoteur fuit). Si la protéine est très toxique, 

�����������	�
�������������
����������������������	�������	����
�����������	�
�������

phage M13 la produisant. On fait pousser les bactéries puis, avant de produire, on 

��������	�
��������
�����	������
���������
���������	�������	����
��������
�	�������

d'intérêt est transcrit. 

 

� On peut rajouter d'autres éléments pour éteindre la transcription du gène, on peut en 

particulier adopter une stratégie antisens. Dans cette stratégie, on clone un gène à 

proximité d'un promoteur fort d�E. coli de telle sorte que c'est l'antisens qui est 

produit. Cet antisens inhibe la traduction du gène pendant la croissance de la cellule. 

L'ajout de rifampicine dans le milieu arrête la synthèse de l'antisens lorsque le gène 

����������
��������	�������������������	�������	����
������ ����	����������
��!�	��

transcription du gène de résistance doit se faire dans l'autre sens de transcription du 

gène d'intérêt. Ainsi lorsqu'il n'y a pas d'arrêt de transcription ou lorsque l'arrêt n'est 

pas total, le gène d'intérêt n'est pas lui-même transcrit en l'absence d'induction. On 

aura un effet d'antisens, le transcrit initié au niveau du gène de résistance s'hybridera 

avec les quelques transcrits du gène d'intérêt présent en l'absence d'induction. 

 
� ��
�
"�����
������������ 	������
�����
�������
������
���������#	��� 	��$���

�������

gène. ��� 
�������� �
�� ��� 	�� �	����� %� 	������
����
� %� 	�� ���������� ��� ���������������

lorsque la culture arrive à la phase stationnaire. Les recombinases sont présentes dans 

	�� �������� ��� 	���� �$���

���� �
�� ���	��� &����� %� 	����������!� �		�
� ��������� 	�� �����

d��������"����
����������'&�(��
�et al., 2001). 

 
� Pour avoir un bon contrôle de l'expression, on peut utiliser des promoteurs inductibles par 

exemple par les métaux lourds, un choc thermique ou une hormone stéroïdienne. 

Toutefois tous ces systèmes fuient, il y a toujours une expression faible en absence 

d������������ )�� �	�
� 	�
� ���������
� 
���� 
������� ��$�"��
� ��� 	����������� ���
��

généralement pas spécifique.  
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b- ��������	
������������	������	��������������	������������	
���	�
� 
 

� �����������	 
�	 ������������	 ���

�����	 
�	 ������	 ���	 ��������������	 ���	 ��	 ��������	

(saccharose, raffinose ou sorbitol) permet souvent de diminuer le pourcentage de 

��������	 ���������	 ��	 ��������	 ���	 ��������	 �	 �������	 �������������	 
��	 ������	 ���	 ��	

conformation des protéines.  

 

� ������������	 ����	 ����	 ��������	 ����������	 ��������	 ���	 ����	 ��	 ��������	 ����	 ��	

tampon non adapté qui provoque son agrégation lente. Dans ce cas, on peut utiliser 

������	 
���	 ��	 ������	 
����������	 ���	 �����	 ��	 ��������	 ���������, il permet de 


��������	��	
�	�����������	���	�����	
���������� 

 
� Faire sécréter la protéine dans le milieu extérieur ou dans le périplasme chez E. coli. 

Le cytoplasme des bactéries est un milieu réducteur dans lequel les ponts disulfures ne 

peuvent pas se former. Par contre le périplasme est un milieu oxydant.  

 

� � ��������	 
��	 �!���	 
��������	 ��	 ������	 ����	 ��	 ����������	 ���������	 ���������	

soluble  (Kapust et Waugh, 1999). Les partenaires les plus  souvent utilisés pour 

��� ��������	 ���"	 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 précédentes, de 

réaliser une optimisation à partir des deux souches recombinées, une purification et une 

caractérisation des deux protéines recombinantes, ���#���	 ��	 ����	 ��������	 ��	 �����������	

dans le temps imparti pour nos travaux, ainsi que de définir �������	
��	����	�����������	��	
��	

différents substrats sur les deux protéines, et enfin de déterminer la structure 3D par 

cristallographie des rayons X.  
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Annexe 01 

Classification structurale des repliements des CBM (Boraston et al., 2004)

 
Différents repliements de CBM : ��������	
	�	�������	�	��	��� (A), �����	
	�	�������	�	��	

CBM (B), noeud cystéine : repliement 3 des CBM (C), unique : repliement 4 des CBM (D), 
repliement OB : repliement 5 des CBM (E), repliement hévéine : repliement 6 des CBM (F) et unique 
contenant des repliement hévéine : repliement 7 des CBM (G).  
 
Les structures illustrant les repliements caractéristiques des CBM sont les structures A) ����	���	�	

fixant à la cellulose de Ruminiclostridium thermocellum appartenant à la famille CBM3 (code pdb 
1NBC), B) ����	���	�	������	��	�����	�	Streptomyces lividans appartenant à la famille CBM13 
(code pdb 1MC9), C) ����	 ���	 �	 ������	 �	 ��	 �������	 �	 Trichoderma reesei appartenant à la 
famille CBM1 (code pdb 1CBH), D) ����	���	�	������	�	��	������	�	Dickeya dadantii appartenant 
à la famille CBM5 (code pdb 1AIW), E) ����	���	�	�ixant à la cellulose de Cellvibrio japonicus 
appartenant à la famille CBM10 (code pdb 1E8R), F) ����	���	�	������	�	��	������	�	Urtica dioica 
appartenant à la famille CBM18 (code pdb 1EN2) et G) ����	���	�	������	�	��	������	�	Tachypleus 
tridentatus ����������	 �	 ��	 ������	 �����	  ���	 ��!	 �"�#$%	 &�	 �'����	 (	 ����	 ���'���'�	 �	

���)*	��	!����	
	�	+���	�	��	!�����	�	,��% 
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Annexe 02 

Solution de Lugol 
Iodure de potassium������������g  
Iode métalloïde I2������������g  
����	
��
������������������ ml  
 
Milieu GN  

Extrait de �
��	�������������g  
Extrait de �������������������g  
������������������������5g  
��������	����	
��������������5g  
����������������������g  
����	
��
��������������������� 
pH = 7  
 
Milieu ISP2  

�����
��	��������������������� 
�����
��	��������������������� 
D-�� ��������������������� 
������������������������ 
����	
��
��������������������� 
pH = 7,3  

 
Milieu Bennett  
D-�� �������!	������������10g  
�����
��� 
	������������� 2g  
�����
��	��������������������g  
�����
��	���
��	�������������� 
�����������������������g  
����	
��
��������������������� 
pH = 7,3 
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ANNEXE 03 

Extraction de l��������	
��� : 

     ������������	
���������������������������	�������������������������������������������

Protocol (Sigma-Aldrich)  

�������������������� génomique des grams positifs est réalisée selon les étapes suivantes: 

1- La récolte de cellules bactériennes:   
  La culture est centrifugée à 12000-16000×g pendant 2mn. 

 
2- La digestion de la paroi cellulaire: 
  Après élimination du surnageant, 1g de culot bactérien est récupéré dans un tube de 
collection puis resuspendu dans 200µL ������ 	�������� ��� ��	������� ��� ����� �	�� �����
�  �

37°C/30mn. 20µL de RNase sont ajoutés, puis incubés pendant 2mn à température ambiante.  
 
3-La lyse cellulaire: 
  20µL de proteinase K et 200µL ������ 	�������� ��� ��	�� !� 	���� �"���
	�  � ��� 	�	���	����

cellulaire, cette dernière est vortexée puis incubée à 55°C/10mn. 
 
4-Préparation de la colonne: 
  500#�����	������������
������������������ sont ajoutés à chaque colonne de liaison. Une 
centrifugation est réalisée à � 12000×g pendant 1mn. Le surnageant est éliminé. 
 
5- $�����������������������������% 
  200µL ��
�&����� 	���� �"���
	� ��� ��	��� ����������� ��� ����� �	�� ��'�	
� 
��(�)������� �*���

�������������
���(��&���(+��� 
Le mélange ��
�&���� est transféré dans une colonne de liaison. Une centrifugation est 
réalisée  �,�-.//0(���������1���. 
 
6- Lavage de la colonne: 
  La colonne est transférée vers un nouveau tube de collection. 500#�����	�������������'�(�1 
sont ajoutés à la colonne. Une �����*�(�������	��
���	
�� �,�-.//0(���������1min. 
 
7- La répétition du lavage de la colonne: 
  La colonne est transférée vers un nouveau tube de collection. 500#�����	�������������'�(� 
concentrée  sont ajoutés à la colonne. Une �����*�(������ �	�� 
���	
�� �,�12///0g pendant 
3min pour faire sécher la colonne. 
 
8- �����������������(
����)��% 
  La colonne est transférée vers un nouveau tube de collection. 200#�����	����������
������� 
sont ajoutés au milieu de la membrane, la colonne est incubée pendant 5mn à température 
ambiante. Une centrifugation est réalis
�� �,�-.//0g pendant 1min. 
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��� )������
� ��� ������ �	�� ��	�
�� ��� ��� ������� ��� ����	��ance à 260nm  � ������� ���
spectrophotomètre Nano Drop. ���$������ ���������� �������	�� ���	�'
� ��� ���(
������  � -
20°C. 
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1- Electrophorèse des protéines en conditions dénaturantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) 

Tampon de charge 5X   
Tris-HCl pH 6,8��������62,5mM 
SDS����������������2% 
Glycérol ���������������20% 
�-mercaptoéthanol ����������50mM  
Bleu de bromophénol ���������0,1% 
Eau distillée ����������...10mL 
 
Tampon de migration 10X   
Tris-HCl ������������250mM 
Glycine ����������������92M 
SDS ���������������.........1% 
pH= 8,3 
 
Solution de coloration  
Méthanol ����������������mL 
Acide acétique glaciale ��������mL 
Coomassie Brilliant Blue R-����������� 
Eau distillée ����������...50mL 
 
Solution de décoloration 
Méthanol ����������������mL 
Acide acétique glaciale ����������mL 
Eau distillée ���������� 500mL 

 
2- Electrophorèse 	
�����������	
������� 1% 
 
���������	
�����������	
�����	
��	����   
NaC������������������������������� 
Gel Red 10.000X�������������L 

Tampon TBE   
Tris borate �������������������90mM  
EDTA ����������������� 
����	��������������������������  
PH= 8.2 
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Purification des produits PCR sur gel : 

1- �����������	�
��
�contenant le fragment d'ADN, est excisée du gel en utilisant un scalpel 

propre, en la fractionnant en petits cubes. Cette dernière est placée dans un tube eppendorf de 

1,5 ml pré-pesé. Le poids de la tranche du gel est noté après la pesée. 

2- Un volume (v/p) 1:1 du tampon de liaison est ajouté à la tranche de gel. 

3- le mélange est incubé à 50-60°C pendant 10 min pour favoriser la dissolution du gel. Le 

tube est mélangé par inversion toutes les quelques minutes pour faciliter le processus de 

fusion. Ce dernier est vort��������
����	����	
������������������������ 

 
NB : Le tampon de liaison contient un indicateur de pH, la solution reste jaune si le pH est 

��
	�����������������
	������������������������������������
�� �����������������
�
��������� ����

����
	��� �	��� ��� �	���
� ��� ����!��� "���� ��� ��� � ��� ��� ��	
� 
��� ����	!�� ��� �#��
��
� $%� &��

�����
�
��������	���'�( �����,2.  

4- )%%� &� ��� ��� ����
	��� ��� !��� �����	�	���� �����
� 
����*����� ��� ���
���� ��������
�� ����� ���

colonne de purification GeneJET. Une centrifugation à >12000 g pendant 1min est effectuée. 

Le surnageant est éliminé et la colonne est remise dans le même tube de collection. 

5- �%%�&�����
�������������!����	����������+�
,���������
��#��
���-������������������	*	��
	����

Une centrifugation à >12000 g pendant 1min. Le surnageant est éliminé, remettre la colonne 

de purification dans le nouveau tube de collection. 

6- Centrifugez la colonne de purification vide pendant 1 min supplémentaire pour éliminer 

complètement tout tampon de lavage résiduel. 

7- La colonne de purification est Transférée à un tube de microcentrifuge propre de 1,5mL. 

50 &�� ��� 
������ �����
	��� ���
� �#outés au centre de la membrane de la colonne de 

purification puis centrifuger pendant 1 min. ��."/����	*	����
��
��0��-�-20°C. 

Toutes les manipulations sont réalisées à température ambiante. Cette procédure permet de 
���	*	������	������1������."/�������
��ans le gel pour des fragments de petites taille, et 
���	�����%1����������*��!���
����������!������
�	�����2�$ %%%����
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ANNEXE 07 

 
Purification des produits PCR : 
  
1- ���������	
��������������
�����
�	
����������
��    

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 couleur jaune indique un pH optimal 

pour l'ADN lié à la membrane����������	�
	���
������	�����
�������
��	�����
��
����������	�
�

solution d'acétate de sodium 3M, pH5.2 seront ajoutés puis homogénéisé. La couleur du 

mélange devient jaune.  

�	�	�� 800����
������	�����
���������������
�������
�������
��
�vers la colonne de 

purification GeneJET. Une centrifugation à >12000 g pendant ��� �� ����� 
�� 
��
��	�
. Le 

surnageant est éliminé.  

2- Lavage de la colonne : 

700 �� de tampon de lavage (dilué avec l'éthanol) sont ajoutés à la colonne de 

purification. Une centrifugation à >12000 g pendant ��� �� ����. Le surnageant est éliminé, 

remettre la colonne de purification dans le nouveau tube de collection. 

Centrifugez la colonne de purification vide pendant 1 min supplémentaire pour éliminer 

complètement tout tampon de lavage résiduel. 

3- ��������	
������: 

La colonne de purification est Transférée à un tube de microcentrifuge propre de 1,5 mL. 50 

��� �
� �� ���� ����	����� ���� �!�utés au centre de la membrane de la colonne de purification puis 

centrifuger pendant 1min. ����	��������
���"#$�
�� 
	��
���������
��	�
��
����%��%���
���&���� ���

�����
��	��
�����'��� (��
�$����#���� ��"#$��	������
�����)����-20°C. 
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���������	
��
����������	
��
�����
���������� : 
 
Nb: Toutes les manipulations seront réalisées à température ambiante. 
 
1- Une culture bactérienne de 12h est centrifugée a >6800 g pendant 3 min à température 
ambiante (15-25°C). 
 
2-  Le culot bactérien est resuspendu dans 250���������	
���������P1 (additionné avec le 
réactif Lyse blue et une solution de RNase A), puis il est transféré dans un tube de 
microcentrifuge. 
 
3- 250�� de Tampon de lyse P2 sont ajoutés, on mélange bien en inversant le tube 4-6 fois 
�������������������
����
����������������������������������������������  
 
4- 350�� de Tampon de neutralisation N3 sont ajoutés, on mélange immédiatement et 
vigoureusement en inversant le tube 4-6 fois jusqu'à ce que la solution devient blanchâtre, ce 
sont les protéines qui précipitent. 
 
5- Une centrifugation est réalisée pendant 10 min à 17.900 g. 
 
6- Le surnageant est transféré sur la colonne QIAprep spin. Une centrifugation à 17.900 g 

pendant !"���#"�$������%%������. Le surnageant est éliminé. 

 

7- ����
�
�����������������������
������&'"�� de tampon PE. Une centrifugation est réalisée. 

Le surnageant est éliminé. La colonne est transférée dans un autre tube de collection. 

 

8- Une centrifugation additionnelle de 1min est réalisée �%��������������������	
������������

����������
�������(��
�  

 

9- La colonne est placée dans un tube de microcentrifuge propre de 1,5mL. '"���������	
��

�������
��)*�+,"�-����� .�/�	0�1 '2�
����02O sont ajoutés au centre de la membrane de la 

colonne QIAprep spin, puis laisser reposer pendant 1min et centrifuger pendant 1min. 
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Annexe 09 

1- Dosage des sucres totaux (Dubois et al., 1956) 
 
L'acide sulfurique concentré provoque à chaud la déshydratation des oses avec la 

formation d'hydroxy-méthyl furfural (cas d'un hexose) et d'un furfural (cas d'un pentose).Ces 
composés se condensent avec le phénol pour donner des composés colorés dont l'intensité de 
la coloration est proportionnelle à la concentration en oses.  
 
Réactifs 
���������	
�������������������� 
Acide sulfurique concentré, d= 1.84 
 
Protocole  
�������������������������������������������������	
������	����������������������concentré. 
Laisser reposer pendant 10 min à température ambiante, puis incuber à 30°C pendant 20 min. 
L�apparition du complexe jaune orange est suivie en mesurant la densité optique à 488 nm à 
������� ����� ����������������� ���� �������� �� ���� ������ ���������age établie avec une 
������������������� �!������������� 

 
Courbe étalon des sucres totaux 

 

 
 

2- Dosage des protéines (Lowry et al., 1951) 
 
Cette méthode a pour principe le fait que le réactif de Folin-ciocalteu mis en présence 

d'une protéine est réduit en un complexe bleu. Elle est la résultante de deux réactions: 
- Réaction de Biuret qui, en présence de sulfate de cuivre et en milieu alcalin, permet le 
dosage des liaisons peptidiques des protéines. 
- Réaction du réactif de Folin sur la tyrosine, le tryptophane et dans une moindre mesure la 
cystine, la cystéine et l'histidine, qui entraînent une réduction par perte d'un à trois atomes 

������������
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���
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d'oxygène, et la fixation du cuivre par chélation faciliteront le transfert d'électrons vers ce 
réactif.  
 
Réactifs 
Solution A : Na2CO3 2 % dans NaOH 0.1N. 
���������	�
������������������������������������ 
�����������
���������������������������������������������������� 
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 
 

 
 
 
3- Dosage ��������	
	���������	���  (Bernfeld, 1955) 
 

 !�"��#���� ��� ��$-amylase est évaluée par l'hydrolyse de l'amidon par les extraits 
enzymatiques. L'amidon hydrolysé libère du maltose. L'acide 3,5-dinitrosalycilique (DNSA) 
est utilisé comme inhibiteur de l' $-amylase.  
 
Réactif DNSA: 
  %��������� �&� ��� %��� ����� �'� (�� ��� ����� )��*� ��� �'� (�� ������ ����������� +,������ -'&�
tartrate double Na, K. Compléter à 100ml ave"� ������ ����������� �&�����  �� ���"��.� ����� /����

"�����#��0����������������(�1���� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

������������
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Courbe étalon Du maltose 
 

 
 
4- Détermination de la matière sèche (Afnor, 1986) 
 

Le taux de matière sèche exprimé en %, est donné par la formule suivante : 
 

% = (p3-p1) x 100/ p2-p1 
        
p1 : poids du creuset vide. 
������������	�
��	����������������essai avant dessiccation 
P3 : poids du creuset vide+ matière sèche après dessiccation 
 
Matière sèche %= 100 � humidité % 
 
5-Dosage des cendres et des minéraux (Afnor, 1986) 

 
Le taux des cendres exprimé en %, est donné par la formule suivante : 

 
% = (p3-p1) x 100/ p2-p1 

        
p1 : poids du creuset vide. 
������������	�
��	�����������������������������
�������� 
P3 : poids du creuset vide+ matière sèche après incinération 
 
La matière minérale = 100 - Les cendres %  
 
 
 
 
 

����������
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6-Dosage de la matière azotée (Afnor, 1986) 
 
Réactifs:  
- Acide sulfurique concentré (d =1.84) 
- Acide sulfurique 0.1 N 
- Soude 0.1N 
- Lessive de soude, à 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 à distiller 
- Réchaud à gaz ou électrique 
- Burette de 250 ml 
 
Protocole: 
Étape 1: minéralisation sulfurique 
Introduire dans un matras Kjeldahl de 500 ml : 
- 1 g ��������	

�� 
- 2 g de catalyseur (bien mettre en suspension 
�������	

�� au sein du catalyseur) 
- 20 ml ����	�� sulfurique concentré 
Porter ensuite le matras sur une rampe chauffante, perme����� 
����	���	�� ��� �������

sulfuriques. Prolonger le chauffage une demi- heure après décoloration complète, c'est-à-dire 
après que la solution soit devenue limpide. Laisser refroidir. 
 
Étape 2: Alcalinisation ������������	�
	����������
	 
����������
������������
���
���������
���
�����������	��� 
- ����
������	��	

�� 
- 80 ml de lessive de soude à 33% 
����������
�������	������	�����������������
��	���
����

	�	�� !���
����
���������


������	����" 	
 ���� ������� 
� 
���	�� �� ����� ��
	��������" ��� ��	� ��� 
�������	
 #

�	��	

�������$�#�����	������%���	�����	������������&����	����
�������	
�
�����������

un Erlen Meyer ���������'��
����	����
���	���� �()
��&����	����
�������	
��	�$�����

contact avec le liquide). Vérifier la fin de la distillation en recevant quelques gouttes de 
distillat, soit sur un papier tournesol rouge, soit sur du papier pH. 
 
Étape 3: Titrage 
*������	�����	��	

��"�����+�����
�,�
��-�.�����������
���	����
���	���en excès (20 
�*/ 0����������� 
�,�
��-�.�����
������������������������.
����� �	������ 
�

������ �(
���	����
���	����������)�������	����	����������	����
������	����/ 1����

goutte à goutte avec la soude contenue dans la burette, jus����� �	���� �� ����� �2
�

persistant. 
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Calculs:  
���������	
��������
����
��
����	������	�����������������	
��� 
N= 0.0014 x Vx 100 /p 
������������	�
������������������������� ������������������������������
�	
�����	�������

�����������������	����� 
P : �������������	
����	 
 
���������	
��������
������������
���������	
����	�����������	��� 
N = (0.0014 x Vx 100) /p x 100/ (100- H) 
�����������
����������	
����	� 
�
������� 
�	����	����������������������
��!������
��	��"�������
����
����������
��!���zote 
par un coefficient déterminé expérimentalement, qui est égal à 6.25 dans notre échantillon. 
 
 
7-Dosage de la matière grasse (Lecoq, 1965) 
 
Réactifs: 
- Acide chlorhydrique 1N 
- Solution aqueuse de ferrocyanure de potassium à 10% 
- Solution aqueuse ����
�
������	����#$% 
- Sable purifié pour analyse 
- Ether de pétrole 
- Papier filtre 
 
Matériels: 
- Appareil de soxhlet 
- Rotavapeur 
- Réfrigérant 
- Dessiccateur 
- Ballon rode de 250ml 
 
Protocole: 
&�����'�����������	
����	"��(��
���'$����������������)drique et faire bouillir pendant 5mn 
����������������������*�� ����������	���
����������"��(��
���+����������
��	�����
�
������	����

20% et 1 ml de solution de ferrocyanure de potassium à 10%. Filtrer sur un filtre mouillé, 
contenant 5 g de sable purifié"������������������
������+$',-���!
�������������������
����������
�

����������������
��������
�������	�	
�#���������	���	���!���
"��	
���� ����	�������
��
�����

Broyer le résidu et extraire de nouveau pendant 1 heure. Chasser par distillation sous vide sur 
un rotavapeur la totalité du solvant contenu dans le ballon, en condensant les vapeurs de 
�����	
��� ��������	� ���������	
�����	�	
��*�������	���
���� ���
������+$',-�(������������

constant. 
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Calculs: 
Le poids des matières grasses totales est déterminé selon la formule suivante : 
P = P1 � P2 
&���������������
�.������������	
�	����	��������	
����	� 
P1 : poids du ballon avant extraction 
P2 : poids du ballon après extraction 
Le taux de la matière grasse par rapport au produit sec sera donc : 
P x 100/ (100 � H) 
H : humidité du produit 
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�����������	
��	�������������������������� 
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Tampon TE   
Tris-��������								









��  
EDTA (0.5M)										.1mM 
��������������										
����  
PH= 8 

 
Tampon Tris-HCl   
Tris-HCl 								













20mM 
�����													150mM 
��������������									..1000mL 
PH= 7.5 

Tampon Glycine-HCL 
Glycine 0.2M 								





..25mL 
HCl 0.2M 											...x mL 
��������������										.100mL  
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

x (mL) pH 
22.0 2.2 

16.2 2.4 

12.1 2.6 

8.4 2.8 

5.7 3.0 

4.1 3.2 

3.2 3.4 

2.5 3.6 
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Tampon Sodium acétate 
Acide acétique 								





...0.1N 
Acetate de sodium 								


0.1N 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tampon phosphate 
NaH2PO4 (A)								





....0.2M 
Na2HPO4 (B)								









0.2M 

Mélanger les volumes appropriés de stock et ajouter un volume égal d'eau distillée pour faire une 
concentration finale de 0,1 M 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

acetic acid sodium 
acetate 

pH 

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 5.4 

19 181 5.6 

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 31.5 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 								





...25mL 
NaOH 0.2M 											x mL 
��������������										

���mL 
 

 
 

 

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 



VALORISATION DES TRAVAUX DE THESE  

 

 





















OUSSADI Mouna Imen 
Thème : 

��������	
��
����������	
��
��
���������	
���-amylases par Streptomyces sp. 20r 
par la méthodologie des surfaces de réponse. 

Clonage et expression de deux gènes. 
 

Résumé  
 

Une nouvelle souche de Streptomyces sp. (20r) a été choisi parmi quatorze actinomycètes en raison de 
son activité amylasique et de ses bonnes caractéristiques de croissance et de sporulation. Elle est  issue 
��������	�
��semi-aride du nord-��	��������������������������	��������������Le gène codant pour cette 
�����������	���������	�����������������	�	�����������	�	�����	���	����������������������
������������	������

les bornes nucléotidiques de six ORFs sur la séquence génomique de la souche Streptomyces sp. (20r) 
���������
������	�������������������������� !!!�����"�������������	�	��������	�������������������	����

permet de prédire la fonction des ORFs en tant que GH et plus précisément en ayant une activité 
����������� �

��	����	� #� ��� �������� $�%&�� ���������ent des séquences nous a permis de mettre en 
�"������� ��� 	������ ��	���	����� ��� ����'����� ������� ����� ������ ���	������� ($��)� �	� ��� ���*� �������

aspartique (Asp) spécifique pour la famille des GH13 ce qui prouve que ces protéines appartiennent bien 
à cette de���+���� ���������� ��� ���������� �� 
������ ��� ��		��� ��� �"������� ��� 
�������� ��� ��������

modulaire, ce qui nous a permis de retenir deux gènes codant pour des amylases pour la suite des 
travaux, sur les six gènes orthologues putatives positifs: Les Nodes 67 et 65 possédant un CBM 20 et un 
CBM 2 en C-terminal et deux CBM 25 en N-terminal, respectivement. Ces deux gènes de 537 aa et 960 
aa respectivement ont été clonés dans le vecteur pET28a (+), puis exprimé chez Escherichia coli. Par 
ailleurs, grâce à la méthod�����������
��������*
�������� de Plackett et Burman nous avons pu identifier 
���	������	�����������	��������	����������	����������
�����	������'���	������,��������������	����	�����-�	�
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��� ��� 
���� ���*
�������� ��� .�*-Wilson basé sur les composites centrés (CCD) 
combiné à la méthodologie de surface de réponse (RSM). Cette étude a permis de définir un milieu de 
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pH 8,95. Nous avons ainsi obtenu d�����"���*����
�����	������'���	������
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���������+���������	�����(%%�44�67��)����8-
amylase purifiée présentait une activité sur une large gamme de pH (2,2-10,6), elle démontre un pH et 
����	��
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