
Maalej et al. – Summary of Ph.D. 

© Journal of Bioresources Valorization (2016) 

Volume 01, Number 1 
3 

ISSN 2490-4392, Journal of Bioresources Valorization, 2016 

Vol. 1 (1), pp (3-4), http://www.biolival.com/index.php/revue/archives-jvb 

 

 

Thesis Summaries 

 

G4-α-Amylase et exopolysaccharide de Pseudomonas stutzeri AS22 : 

Production, purification, caractérisation et applications biotechnologiques 
 

 

Hana MAALEJ * 

 

Laboratoire de Génie Enzymatique et de Microbiologie (LGEM), Université de Sfax-Ecole Nationale d’Ingénieurs de Sfax, BP 

1173 Sfax 3038, Tunisie. 

 

*Auteur correspondant. Email: hannou25@yahoo.fr  / Tel.: +216 20 23 46 99.  
 

Les amylases sont parmi les enzymes les plus utilisées et sont d’une grande importance dans les applications 

biotechnologiques industrielles en remplacement de l’hydrolyse acide de l’amidon pour la production 

essentiellement du sirop de glucose, de fructose et des oligosaccharides. Ces derniers, produits 

commercialement intéressants, présentent un prix extrêmement élevé vu les difficultés de leur production, 

nécessitant essentiellement des amylases qui génèrent le produit désiré en une seule réaction à partir de 

l’amidon. Cependant, avec la découverte de nouvelles amylases, il est devenu possible de produire des 

oligosaccharides spécifiques de point de vu degré de polymérisation (DP) et composition. Ainsi, suite à un 

criblage de souches amylolytiques au sein du Laboratoire de Génie Enzymatique et de Microbiologie (LGEM), 

une souche Pseudomonas stutzeri AS22, productrice d’une activité spécifique G4-α-amylase et d’un 

exopolysaccharide a été sélectionnée.  

Le premier volet de ce mémoire est consacré à l’investigation de l’activité amylolytique de la souche 

Pseudomonas stutzeri AS22. L’optimisation de la production d’amylases par la souche AS22 a permis 

d’améliorer considérablement le niveau de production d’un facteur de 8,4 par rapport au milieu initial. Pour un 

niveau de production optimum, le milieu retenu est composé de (g/l): amidon 10, extrait de levure 5, MgSO4 (7 

H2O) 0,1 g/l, K2HPO4 1,4 g/l, KH2PO4 0,7 g/l, NaCl 0,5 et CaCl2 0,4 g/l. La culture est menée à 30 °C pendant 24 h 

et sous une agitation de 200 rpm. Ensuite, la purification de la G4-α-amylase PSA de la souche AS22 a été donc 

réaliséé. L’enzyme ayant une masse moléculaire de l’ordre de 57 kDa, a été purifiée en 3 étapes avec un 

rendement de 31 %, un facteur de purification de 37,32 et une activité spécifique sur amidon de 1283 U/mg. La 

caractérisation biochimique de l’enzyme pure a montré qu’elle est active dans une gamme de pH de 5,0 à 12,0 

avec un optimum à pH 8,0 et plus thermostable en présence du calcium ou de l’amidon avec une activité 

optimale à 55°C. La caractérisation biochimique de la préparation amylolytique a montré qu’elle présente une 

activité maximale à 55°C et à pH 8,0. Elle s’avère entièrement stable dans une large gamme de pH allant de 6,0 

à 11,0. Sa thermostabilité est considérablement améliorée par ajout du calcium ou de l’amidon. L’analyse 

qualitative et quantitative des produits d’hydrolyse d’amidon a montré que la G4-α-amylase de P. stutzeri AS22 

produit au bout de 15 min, 5,3 g/l de maltotétraose (G4) ayant un degré de pureté intéressant de l’ordre de 

98 %.  

Le deuxième volet de ce travail à porté sur l’exopolysaccharide EPS22 produit par la même souche P. stutzeri 

AS22. En effet, Cette souche s’est révélée capable de synthétiser un exopolysaccharide sur milieu à base 

d’amidon et extrait de levure. Après 24 h de fermentation, le surnageant de culture contenant l’EPS excrété est 

filtré sous vide, ultrafiltré sur une membrane ayant un seuil de coupure de 300 kDa et enfin lavé et lyophylisé 

pour aboutir à l’EPS22 purifié avec un rendement de 1,3 g/l. Ensuite, après avoir définit le protocole de 

purification du polysaccharide, nous avons eu recours à différentes méthodologies d’analyses physiques, 

chimiques et structurales afin d'en préciser la structure. L’EPS22 consiste en polymère acide, homogène et de 

haut poids moléculaire (990 kDa). L'ensemble des informations obtenues en combinant les techniques 

d’analyse chimique, de méthylation, de spectrométrie de masse et de RMN, a conduit à une unité répétitive 

majoritaire trisaccharidique:  
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On a montré également la présence de trois substituants non osidiques, à savoir les acétates, lactates et 

pyruvates et qui sont responsables du caractère anionique du polysaccharide en question. 

Ensuite, on s’est intéressé à l’optimisation de la production d’EPS22 par P. stutzeri AS22. Ainsi, deux 

méthodes de dosages ont été utilisées pour la quantification de l’EPS22. Une méthode chromatographique par 

HPAEC-PAD en comparaison avec une deuxième méthode colorimétrique. Le milieu optimum permettant 

d’obtenir le meilleur niveau de production d’EPS est le suivant: amidon 50 g/l, extrait de levure 5 g/l (C/N=51), 

mannose 1 g/l, NaCl 0,5 g/l, K2HPO4 1,4 g/l, MgSO4 (7 H2O) 0,4 g/l et CaCl2 0,4 g/l. Le pH initial est ajusté à 8,0. 

La culture, inoculée avec 10 % de biomasse initiale, a été réalisée à 30°C sous une agitation de 250 rpm 

pendant 24 h. Sous de telles conditions, le niveau de production d’EPS par AS22 (10,2 g/l) s’est amélioré d’un 

facteur de 7, comparé à celui obtenu sous les conditions initiales (1,45 g/l).  

Etant donné que l’exploitation des propriétés fonctionnelles et biologiques des polymères, leur offre un 

potentiel d’applications dans différents secteurs de la santé, nous nous sommes consacrés dans le chapitre 5 

de ce mémoire à l’étude de quelques propriétés fonctionnelles à savoir ses propriétés rhéologiques et 

émulsifiantes. La caractérisation rhéologique montre que l’EPS22 possède un comportement rhéofluidifiant, un 

pouvoir gélifiant et se présente à une concentration de 0,5 % sous la forme d’un gel à propriétés mécaniques 

intéressantes, lui permettant ainsi de créer un large éventail de textures selon le domaine d’application visé. 

Ensuite, on s’est intéressé l’évaluation in vitro de ses activités antioxydantes ainsi que sa potentialité 

d’application in vivo en tant qu’agent cicatrisant.  

La mise en évidence, in vitro, d’activités antioxydantes moyennant les tests de DPPH, chélation et pouvoir 

réducteur, a révélé un pouvoir antioxydant assez intéressant qui pourrait avoir un effet protecteur contre le 

stress oxydant, susceptible de renforcer le processus réparateur de cicatrisation. Sous forme d’hydrogel, 

l’EPS22 présente des propriétés mécaniques intéressantes adaptées à son utilisation en tant qu’agent 

cicatrisant. En effet, on a montré qu’il est facile à appliquer, stable, thermoréversible et adaptable en épaisseur 

(propriétés élastiques), sa structure tridimensionnelle poreuse favorise la diffusion des nutriments et des 

facteurs de croissance, donc la survie cellulaire et la croissance des tissus. 

L’évaluation, in vivo de l’activité cicatrisante de l’hydrogel EPS22, sur des plaies cutanées induites 

mécaniquement, a révélé un agent cicatrisant prometteur. Les résultats obtenus, moyennant des analyses 

chromatiques et histologiques, ont montré une fermeture totale des plaies traitées par l’hydrogel EPS22 au 

bout de 12 jours avec une régénération tissulaire avancée caractérisée par la présence de strates bien 

organisées du derme et de l’épiderme. De telles qualités rhéologiques et biologiques de l’hydrogel EPS22 

garantissent des conditions propices à la cicatrisation cutanée et favorisent son éventuelle utilisation dans la 

préparation d'une composition pharmaceutique et dermatologique à activité cicatrisante.  

En définitive, ce travail illustre l'originalité de cette thèse, qui est non seulement d'avoir purifié et 

caractérisé l’enzyme amylolytique de P. stutzeri AS22, mais surtout d'avoir démontré sa potentialité 

d’utilisation pour fabriquer des maltodextrines spécifiques à partir de matières amylacées. Le caractère original 

se situe aussi au niveau de l’exopolysaccharide EPS22 produit par la même souche et qui a montré, à l’état natif, 

des propriétés prometteuses, surtout en termes d’application en tant qu’agent cicatrisant. 

 


