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Cela fait longtemps que les enzymes font partie de notre vie quotidienne et sont, par la
méme occasion, indispensable pour la survie de toutes les espéces vivantes. L’utilisation des
enzymes connait un succes considérable et ouvre des perspectives nouvelles. Un avantage pouvant
étre utilisé dans différents domaines. Du coup, 40 % des enzymes industrielles sont produites par
les microorganismes parmi lesquels, des souches fongiques. En effet, les moisissures sont
considérées comme les microorganismes les plus importants en biotechnologie (Belmesikh et al.,
2013).

Les protéases sont parmi les enzymes les plus employées en industrie, leur vente comptant
pour 60% de toutes les ventes d’enzymes au niveau mondial. Les protéases sont employées
principalement comme additifs dans la formulation des détergents. Les protéases d’origine
bactérienne sont les plus employées, en comparaison avec les protéases fongiques ou végétale. 11
y a donc un grand intérét au niveau industriel pour les protéases (Bezawada et Jyothi, 2010). En
Algérie, les enzymes importantes dans 1’industrie sont importées, alors qu'elles peuvent étre
fabriquées par les microorganismes comme les levures.

Les levures représentent certainement le groupe le plus important de micro-organismes
exploités par 'nomme. Depuis la plus haute antiquité, elles ont joué un rdle de premier ordre
dans l'alimentation humaine : vinification, panification, brasserie, fromagerie.

Actuellement, les levures, en tant qu’usine cellulaire, sont les sources les plus exploitées
dans une large gamme d’applications industrielles biotechnologiques (Dali et Hamame, 2016), en
raison de leur thermorésistance avérée. De nombreux travaux leur ont été consacrés dont la
production de protéases a partir des espéces Saccharomyces (Villena et al., 2017), Candida sp
(Jaibon et al., 2016) et d’autre souches comme Kluyveromyces (Sugawara, 2020).

Les enzymes levuriennes possédent une variété de fonctions biochimiques,
physiologiques et régulatrices. Au fil des siécles, les protéases levuriennes ont joué un réle clé
dans I’affinage des fromages, et maintenant le secteur industriel des enzymes. Les industries sont
toujours a la recherche de nouvelles souches levurienne avec les aspects souhaités afin de produire
diverses enzymes industrielles. La sélection appropriee des différents micro-organismes
industriels et l'optimisation des conditions de fermentation est donc nécessaire pour produire des
enzymes industrielles peu colteuses. 1l a été signalé que la levure Candida sp est excellente pour
la production de protéase.

Le prix de revient des déchets agro-alimentaires industriels en fait d’eux une source
d’énergie et de substrats trés bien adaptés aux fermentations a grande échelle. Les déchets
alimentaires se produisent a différentes étapes de la production, la transformation, la vente au détail

et la consommation (Olfa et al., 2019). La quantité de déchets alimentaires a augmenté au cours

—
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des 25 dernieres années en raison de la croissance démographique et économique. Il serait
intéressant de revaloriser ces déchets par la production des métabolites & hautes valeur ajoutées.

La fermentation a I'état solide (SSF), une technique respectueuse de I'environnement, qui
utilise des substrats solides a faible taux d’humidité, nécessite un substrat solide adapté parmi les
matériaux agro-industriels (Hamrouni et al., 2019). Dans ce processus, les micro-organismes se
développent et produisent une grande variété de produits tels que la production enzymatique
d'esters de cire, et...etc. Notant ainsi le colt de production comme le rapportent cette étude.

L’objectif de notre travail est d’étudier la production de protéase par la levure Candida
sp cultivé par fermentation en milieu a base de déchets de tomates. Ensuite, déterminer les
caracteéristiques physico-chimiques de la protéase (pH, températures, termostabilité et I’effets des
sels et détergents).

Ce travail comprend une premiere partie relatant I'état des connaissances sur les levures,
les enzymes protéolytiques, la fermentation et déchets de tomates ; La deuxiéme partie

expérimentale renferme les techniques et les méthodes ainsi que les résultats et leur discussion.




Chapitre 1: Etude
bibliographique



Chapitre 1: Etude bibliographique

1. Levures

1.1. Généralités
Les levures sont les premiers microorganismes utilisés par I’homme depuis des
millénaires, en particulier dans la fabrication des boissons alcoolisées et de pain fermenté (Les
Sumériens et les Egyptiens utilisaient déja la levure pour faire lever leur pain) (Urien, 2015 ;
Castan, 2016). Elles sont également les premiers microorganismes a étre observés au microscope
par A.Van Leeuwenhoek en 1680 mais c’est avec les travaux de Pasteur (1866-1876) que leur réle
dans la fermentation alcoolique a été mis en évidence.

Les levures sont des eucaryotes, faisant partie des champignons unicellulaires (Kurtzman
et Fall, 2006). Généralement, les cellules de levure sont isolées mais elles peuvent former, chez
certaines espéces, des associations cellulaires, ou se présenter sous forme filamenteuse a certains
stades de leur vie (Houdaya, 2015). Elles se reproduisent surtout par bourgeonnement (figure 1)
ou par fission binaire (Castan, 2016). Leurs cellules sont généralement ovoides et leur taille varie
de quelques microns a 30 microns (Miller, 2010). Les levures se différencient nettement des
bactéries par leur structure cellulaire eucaryote. Le cytoplasme des cellules de levure, comme chez
toute cellule eucaryote, contient les organites habituels des végetaux supérieurs non

photosynthétiques (Houdaya, 2015).

Levure mére | Noyau
Bourgeon

Figure 1: Saccharomyces sp.(Webl).
a: Bourgeonnement de levure Saccharomyces.  b: Observation de levure de Saccharomyces

sous microscope éléctronique
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1.2. Habitat

Les levures sont des especes ubiquitaires largement distribuées dans la nature et se
rencontrent surtout dans les milieux riches en sucres directement assimilables (Toumi, 2018).
Une large variété d’entre elles se trouve dans les eaux (au niveau des eaux douces et profondes
associées au plancton), I’atmosphére (Péter et al., 2017 et Belhomsa et al., 2017) ; le sol
(Merabti, 2017). Elles ont été également isolées a partir des fruits (Tsegaye et al., 2018) comme
la mangue, Tabac beeuf ... (Houdaya, 2015), du raisin (Albertin, 2020), du miel (Greppi et al.,
2013). Des drosophiles de savane d’Afrique intertropicale (Marie et al., 1979), des fromages
(Meziane et Agagna, 2019) de I’appareil digestif des mammifeéres et des oiseaux (Henri et al.,
1962, Zhaou et al., 2018).

1.3. Caractéristiques des levures

1.3.1. Caracteristiques physiologiques

Le stress en biotechnologie est defini comme 1’ensemble des conditions qui provoquent
des changements de processus physiologiques, inhibition de croissance ou du développement.
Suite a cette definition, on pourrait considerer le stress comme des variations effectuées dans le
milieu de culture de la levure (température, pH, apport d’oxygéne, apports nutritionnels) qui
peuvent, en fonction de leur concentration, provoquer différentes «réponses dynamiques» du
microorganisme a différents niveaux (macroscopique, microscopique, moléculaire), comme par
exemple une modification du métabolisme cellulaire, des capacités de croissance et des fonctions
physiologiques, des rendements et des productivités. Les substances inhibitrices sont parfois
difficiles a éviter puisqu’elles sont souvent des substrats ou des produits de la réaction biochimique
considérée (Chniti, 2017). Une concentration élevée en éthanol inhibe I’activité enzymatique
(Vincent et al., 2016).

1.3.2. Morphologie

La cellule de levure possede un vrai noyau et est pourvu d’inclusions cytoplasmiques :
mitochondries, appareil de Golgi, réticulum endoplasmique, ribosomes, vacuoles, et granules de
réserves (Cynthia, 2012 ; Houdaya, 2015).

La morphologie cellulaire d’une levure est donnée par la figure 2 ci-dessous.
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Membrane périplasmique

Exocytose.

Espace périplasmique

Paroi

____Ribosomes libres

\ _Vésicule séerétoire
\.% Appareil de Golgi

Globules lipidiques

Vacuole

—Microcorpuscules

—— Noyau

— Réticulum
endoplasmique

———— Mitochondrie

Y
P~ Capsule

muscilagincuse
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Figure 2 : Morphologie d’une levure (Web 2)

1.3.3. Conditions de croissances
1.3.3.1. Sources de carbone

Les levures ont besoin de sources carbonées et de précurseurs pour la biosynthése de
constituants cellulaires variés comme les glucides, les lipides, les protéines, les acides

nucléiques... (Brou, 2018 ; Soong et al., 2019).

Les levures sont capables de métaboliser le glucose, le fructose, le mannose, maltose ....
(Liang et al., 2017 ; Naumova et al., 2017), le glucose peut avoir un effet répressif et inhibiteur
sur l'assimilation d’autres sucres par les levures. Certaines d’entre elles utilisent des saccharides,
des polyols, des alcools (éthanol, méthanol, glycérol), des polysaccharides (amidon soluble,
pectine), des acides organiques (I’acide lactique, 1’acide citrique, tartrique, malique, succinique...)
et d’autre comme : des alcanes, des acides gras et leurs esters, les triglycérides (Houdaya, 2015 ;
Dakhmouche, 2016 ; Ponomarova et al., 2017 ; Brou, 2018).

1.3.3.2. Sources d’azote

La plupart des levures sont capables d’assimiler différentes natures de sources d’azote :

des sources organiques (peptone, extrait de levure, glutamine, base purines et pyrimidines...)
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influence la croissance et l'activité fermentaire des levures (Morge et al., 2017) et des sources
inorganiques pour la biosynthése des acides aminés, des protéines, des acides nucléiques et des
vitamines (Gobert, 2019). Toutes les levures sont pratiquement capables d’utiliser I’azote minéral

comme les sels d'ammonium utilisés dans les milieux de culture (Brou, 2018).
1.3.3.3. Oligoéléments et vitamines

Les oligoéléments ou éléments minéraux sont présents en trés faibles quantités, ils sont
importants pour le métabolisme des levures. Les éléments minéraux sont des constituants des
métalloenzymes intervenant dans les voies métaboliques. Les éléments minéraux contiennent
principalement les ions de K*, de Na*, de P?*, de Mg?*... et plusieurs autres traces minérales, AI**,
Ag?*, Br -, Cr¥, Cu?", Mn?*, Pb?*, Sn?*, Zn?"... (Brou, 2018). Les ions de Ca®" ont un effet
significatif sur le métabolisme et la physiologie des microorganismes (Dakhmouche, 2016).

D’autres facteurs comme les vitamines comme la biotine, l'acide pantothénique, le myo-
inositol, I'acide nicotinique et la thiamine sont impliquées dans la structure des coenzymes des
enzymes métaboliques des levures, elles agissent donc sur la multiplication et I’activité cellulaire

(Brou, 2018).
1.3.3.4. Température

Conformément aux lois thermodynamiques, la température influence les réactions
biologiques. La température de culture des levures se situe entre 35 et 45°C pour leur assurer une
croissance adéquate. Toutefois, ces températures ne sont pas rigoureusement les températures
optimales de croissance que les levures trouvent dans leurs habitats naturels (Buzzini et al., 2018).
En effet, la température minimale de croissance peut se situer entre 20°C et 50°C pour les
microorganismes thermophiles qui poussent a des températures comprises entre 45 et 80°C comme
pour des especes des genres levuriens de Saccharomyces, Kluyveromyces, Debaryomyces, Pichia,
Candida, 98% des levures ont une température de croissance comprise entre 20 et 45 °C
(Liszkowska et Berlowska, 2021). La levure Candida thermophila, isolée de Thailande
développent a plus de 50°C et certain d’autres comme : Candida Slooffi, Saccharomyces telluris

et Torulopsis bovina (Thongekkaew et Boonchird, 2007).

Les levures thermophiles ont besoin d'une température élevée pour vivre qui peut aller
jusqu'a 95°C (Vazquez et al., 2019 ; Liszkowska et Berlowska, 2021). Certaines capables de se
développer a des températures comprises entre 50 et 60°C sont désignées comme thermophiles

modérés. D’autres levures peuvent se développer a des temprétatures allant de 0 a 50°C, ce sont
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les levures mésophiles (Buzzini et al., 2018), tandis que les levures psychrophiles ont une
température maximale de croissance entre 5°C et 20°C.

1.3.3.5. pH

Le pH a également une influence sur le développement des levures qui ont tendance a
coloniser des environnements acides et par leurs activités métaboliques (la respiration et la
sécrétion d’acide organique) acidifiant encore plus le milieu. Les levures tolérent une large gamme
de pH allant de 2,4 & 8,6. Leur croissance optimale se fait a des pH allant de 4 a 6,5 (Chniti, 2017)
et beaucoup d’espéces tolerent de grandes variations de pH comme les levures du genre Candida
qui se multiplient activement en milieu acide, de pH2 a pH6 mais peuvent survivre a pH9
(Dakhmouche, 2016). Les levures sont fortement inhibées par les acides comme 1’acide acétique,

’acide lactique, ’acide citrique, ’acide ascorbique et I’acide propionique (Palma et al., 2018).
1.3.3.6. Respiration et fermentation

Les levures peuvent étre classées selon leur mode de production énergétique, utilisant la
respiration ou la fermentation. Il est important de noter que ces processus sont principalement
réglés par des facteurs environnementaux (Ata et al., 2018). En effet, toutes les levures sont
capables de se développer en présence d’oxygene ; il n’y a pas de levures anaérobies strictes,
certaines sont aérobies strictes (Moreira, 2019). D’autres sont aéro-anaérobies facultatives
(respiro-fermentaire) préférant un métabolisme soit fermentaire (figure 3) méme en présence
d’oxygeéne comme Saccharomyces cerevisiaes, Vanderwaltozyma polyspora, Torulaspora
franciscae, Lachancea waltii et Lachancea Kluyveri ; soit respiratoire en présence d’oxygene
comme Yarrowia lipolytica, Candida albicans, Eremothecium coryli, and Komagataella phaffii
(syn. Pichia pastoris) (Ata et al., 2018).
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Figure 3 : Métabolisme central de la fermentation chez les levures (Maicas, 2020)
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L'équation chimique schématique pour la production d'éthanol a partir de glucose est la suivante:
CsH1206(glucose) — > 2C:HsOH (éthanol) + CO- (dioxyde de carbone) (Maicas, 2020).
1.3.3.7. Pression osmotique et I’activité d’eau (Aw)

La pression osmotique varie d une souche a une autre. La plupart des souches ne peuvent
se développer a des activités de I’eau inférieure a 0,90. Certaines tolérent des pressions osmotiques
plus élevées correspondant a une activité de I’ecau de 1’ordre de 0,60 mais avec un métabolisme
lent. Ces levures sont dites xérotolérantes, car elles sont capables de synthétiser des

osmoprotecteurs (bétaine et glycéerol) (Houdaya, 2015 ; Dali et Hamame, 2016).

1.4. Classification des levures
La classification de référence actuelle est celle de (Fell et Boekhout, 2011), qui classe les
levures en six grands phylums (division ou embranchement) :

o Les ascomycétes : genre Ascosporogeéne et sexué, résultant de la transformation d’une
cellule apres la méiose.

e Lesbasidiomycetes : réalise une reproduction sexuée avec formation de basidiospores sur
une baside.

e Les deuteromycétes : connu sous le nom de Fungi imperfecti (levures imparfaites), a

reproduction végétative.
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e Les zygomycétes : ayant des zygospores (fusion de deux gamétanges), mycélium
siphonné, sans cloison.
e Les glomeromycétes : n’ayant ni reproduction sexuée, ni mycélium siphonné, et non
cloisonné.
e Les chytridiomycétes : ayant des zoospores (spores flagellées) a un flagelle et sans
mycélium.
1.5. Levures en biotechnologie
Par leur métabolisme diversifi€, les levures occupent une place essentielle dans I’industrie
agro-alimentaire (Camara, 2018). Elles participent a I’¢laboration de nombreux produits
alimentaires (panification, fromagerie, brasserie) (Tsegaye et al., 2018) et dans la production
d’enzymes. Cellulase, p-Glucosidase, protéase, lipase et amylases) (Pretscher et al., 2018), du
glycérol ainsi que des vitamines et des solvants (tableau 1), mais aussi a la revalorisation de déchets
agricoles, industriels et a la production de protéines (Houdaya, 2015 ; Ronnie, 2018). Les
biotechnologies et la recherche biomeédicale exploitent aussi largement ces microorganismes, pour
la production de molécules d'intérét médical (ex : production de protéines hétérologues, comme le
vaccin de I'népatite B) (Camara, 2018 ; Liszkowska et Berlowska, 2021).
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Tableau 1 : Quelques exemples des applications industriels des levures

Applications industriels

Références

Fermentation alcoolique

Vin
Biere Saccharomyces cerevisiae Liszkowska et Berlowska
Alcool Brettanomyces bruxellensis (2021)
Cidre Maicas (2020)
Fermentations sans alcool Saccharomyces pastorianus
Pain Torulaspora delbrueckii
Café Pichia anomala
Chocolat...
Pharmaceutrique Chniti (2015)
Antibiotique Streptomyces rimosus Villena et al., (2017)

Probiotiques

Hormones
Anti-inflammatories
Hepatitis B vaccine

Vitamine B 12...

Saccharomyces cerevisiae
Var. boulardii
C. albican

Kluyveromyces lactis
Kluyveromyces marxianus
Metschnikowia gruessii

Branduardi et al., (2008)

Alimentation
Protéines
Production de fromages...
Additfs alimentaire
Arbmes

Pigments...

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces pastorianus

Liszkowska et Berlowska
(2021)
Meziane et Agagna (2019)

Les levures aussi sont impliquées dans la production des enzymes, et quelques exemples

sont présentés dans le (tableau 2).

10

—
| —




Chapitre 1: Etude bibliographique

Tableau 2 : Quelque enzymes produites par les levures

Enzymes Souches Références
Protéase ~ Candidasake =~ Maturanoetal., (2015) |
Saccharomyces cerevisiae Jaibon et al., (2016)
D. vanrijiae, Villena et al., (2017)

Cryptococcus taiwanensis
Meyerozyma guilliermondii P.
flavescens,

P. laurentii

R. mucilaginosa

B — Fructofuranosidase Candida guilliermondii Bousmaha et al., (2007)
Lipase Yarrowia lipolytica Ya-Hue Soong et al., (2019)
Pullulanase Pachia pattoris Akassou, (2018)
Amylopullulanase Clavispora lusitaniae Dakhmouche (2016)
Pectinase Candida sake Maturano et al., (2015)
Debaryomyces vanrijiae Gummadi et al., (2009)
S. cerevisiae Villena et al., (2017)
Candida sp
Debaryomyces sp
K. marxianus
Pichia sp
S. fragilis,
Zygosaccharomyces sp
Cellulase Saccharomyces cerevisiae Djeddou et al., (2018)
a-amylase Lipomyces kononenkoae Wanderly et al., (2004)
Glucoamylase Candida guilliermondii Lagzoli, (2007)
Hémicellulase Saccharomyces cerevisiae Djeddou et al., (2018)
Glucanase Hanseniaspora Chessa et al., (2017)
Zygosaccharomyce

Komagataella phaffii

B - galactosidase Candida kefyr Douchet et al., (2007)

Kluyveromyces sp Lyutova et al., (2021)

11

—
| —



Chapitre 1: Etude bibliographique

2. Enzymes protéolytiques

Les protéases ou les protéinases font partie de la classe des hydrolases (EC 3.4.21-24.X).
Elles catalysent ’hydrolyse des protéines dans des sites bien spécifiques en scindant la liaison
peptidique qui lie deux acides aminés dans une chaine peptidique (Kumar et al., 2008). Les
enzymes protéolytiques sont présentes dans tous les organismes vivants et contribuent a la
croissance et a la différenciation cellulaire. Les microorganismes se sont avérés étre une source
compétente et peu colteuse d'enzymes protéases qui peuvent produire un approvisionnement
continu et constant du produit souhaité. Les proteases ont une application étendue dans divers

secteurs industriels (Sharma et al., 2019).
2.1. Classification des protéases

Les proteases peuvent elle classées selon leur sécrétion aux protéases endocellulaire et
exocellulaire. Ces derniére sont les plus enportout pour I’industrie a cause de leur extraction facile.

Elles sont ca-xi classées selon le site de clivage :

1. Endopeptidases : (cassure du lien covalent a I’intérieur du substrat). Elles sont trés peu

utilisées en industrie.

2. Exopeptidases : (cassure aux extrémités NH. et COOH de la protéine ciblée) et sont les

plus utilisées en industrie (Lopez-Otin et Bond, 2008).

Ce clivage correspond a une réaction chimique de type hydrolyse autorisant la cassure
d’un lien covalent par une molécule d’cau (Rogers et Overall, 2013). Cependant, le mécanisme
d’action de ces enzymes a mené a une nouvelle classification selon leur site catalytique donnant
lieu a cing familles distinctes chez les mammiferes (Figure 4) (Badgujar, 2010 ; Seidah et Prat,
2012): les métalloprotéases, les protéases a cystéine, les protéases a threonine, les protéases

aspartiques, et finalement les protéases a thréonine et de type serine:
2.1.1. Métalloprotéases

Se caractérisent par la présence d’un ion métallique dans le site actif, divisant cette famille
en deux sous-groupes selon le site de catalyse: les MMPs (métallo protéases matricielles)
composées d’un ion de zinc sont impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire
et I’inflammation (Khokha et al., 2013); les ADAMs (A Disintegrin and metalloproteinase)
interviennent aupreés des protéines transmembranaires et sécrétoires et régulent la migration et
I’adhésion cellulaire (Edwards et al., 2008).

12
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2.1.2. Protéases a cystéine

Les cathepsines, les caspases et la papaine jouent principalement un role dans 1’apoptose
dans le cytosol et la dégradation lysosomale. Elles sont dépendantes de la teneur en pH pour

étre actives (Verma et al., 2016).
2.1.3. Protéases a thréonine

Ont au centre de leur triade catalytique une thréonine. Ce résidu nucléophile est essentiel
pour la premiere étape de la catalyse puisqu’il attaque le substrat pour former un intermédiaire

avant de procéder a la seconde étape, I’hydrolyse (Klein et al., 2018).
2.1.4. Protéases aspartiques

La rénine et la cathepsines D et E composent la famille des protéases la moins abondante.
L’activité de cette famille est favorisée par un environnement acide, mais dans certains cas
comme I’aspartyl protéase du VIH-1 (virus de I’immunodéficience humaine), un

environnement neutre est utilise (Durand, 2019).
2.1.5. Proteases a sérine

Elle représente environ 1% de I’ensemble des proteins. Elle se divise en deux principales
sous-familles : les trypsines chymotrypsines et les subtilases (Seidah et Prat, 2012). Ces deux
sous-familles utilisent la méme triade catalytique [une sérine (Ser), une histidine (His) et un
résidu aspartique (Asp)] mais different par la configuration de la structure secondaire du

module catalytique.

La sous famille des subtilases tire son nom de son homologie de séquence avec la triade
catalytique de la subtilisine bactérienne de Bacillus subtilis (Durand, 2019). Plus de 200
subtilases sont actuellement répertoriées et divisées en six familles selon leurs homologies de
séquence (les subtilisines, les thermitases, les protéinases K, les pyrolysines, les peptidases
lantibiotiques et les kexines) (Figure 4). Les proprotéines convertases (PCs) sont un exemple

de protéases a sérine, appartenant a la sous-famille des subtilases.
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protéases
| |

CLASSE endopeptidases exopeptidases
| [ [ |
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B ——
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i | [ [ |
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furine, PC5/6, R/IX(L/VI)X-T VFAQU
PACE4, PC7

(K/R)-Xn-(K/R)¥
Figure 4: Arbre phylogénétique simplifié de la famille des proteases (Siezen et al., 1997 et
Seidah et Chrétien, 1999)

De nombreuses maladies sont associées a des altérations des protéases soit au niveau
génétique (mutation ou épigénétique) ou par la dégradation du systéme protéolytique (inhibiteurs,
substrats, facteurs de régulation). Ainsi, les protéases représentent actuellement un intérét
pharmaceutique car elles sont une cible thérapeutique avantageuse et peuvent également étre
utilisées comme biomarqueurs lors de diagnostiques (Lopez-Otin et al., 2008). Cependant cette
approche peut étre rapidement freinée puisqu’il est rare qu’une protéase ne cible qu’un seul
substrat, il est donc difficile d’avoir une spécificit¢ de substrat absolue, rendant 1I’étude des
proteases complexe. Toutefois, la localisation des protéases ainsi que leurs environnements (co-

facteurs, récepteurs, adaptateurs) vont faciliter cette spécificité de substrat (Durand, 2019).
2.2. Sources des protéases

La vaste distribution des protéases chez les plantes, les animaux, et les microorganismes
démontre gque ces enzymes sont nécessaires a la survie des organismes ; les protéases jouent des
réles physiologiques importants dans les différents processus biologiques (Raimi et al., 2010). Le
marché des enzymes industrielles s'est considérablement développé au cours des années 1960,
lorsque les protéases alcalines ont été initialement commercialisées pour une utilisation dans les
détergents (Dos Santos Aguilar et Sato, 2018).

2.2.1. Protéases d’origine animale

Une grande partie de protéases animales sont synthétisées par le pancréas sous forme d’un

précurseur qui peut s’activer de fagon autocatalytique, dans des conditions bien déterminés (Lakba

(]
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et Soucha., 2015). Les protéases d’origine animale sont utilisées dans le domaine alimentaire
comme la présure ou dans le domaine médical tel que la trypsine et la chymotrypsine. Ces dernieres
sont synthétisées sous forme de précurseurs inactifs (Gengkal et Tari, 2004).

2.2.2. Protéases d’origine végétale

Les protéases veégétales les plus connues sont extraites du papayer (Carica papaya),
figuier (Ficus glabrata), ananas (Ananas comosus), sarcocarpe de melon (Cucumus melo). Elles
sont appliquées essentiellement dans les industries alimentaires et pharmaceutiques (la papaine, la

ficine, la bromélaine et cucumisine) (Mahajan et Badgujar, 2010).
2.2.3. Protéases d’origine microbienne

L’incapacité des protéases végétales et animales a répondre aux exigences du monde
industriel a conduit a un intérét accru pour les protéases microbiennes (Gaur et al., 2010). Ces
derniéres sont provenues par une grande diversité de bacteries, de levures et de champignons issus
de la fermentation représentent environ 40 % des ventes totales d'enzymes dans le monde en raison
du fait que ces peptides sont sécrétés dans un bouillon liquide (Gimenes et al., 2019). Aussi, les
microorganismes industriels sont attrayants pour diverses raisons, y compris des taux de
croissance elevés conduisant a des temps de fermentation courts, leur capacité a sécréter des

proteines dans I'environnement extracellulaire (Dos Santos Aguilar et Sato, 2018).
2.2.3.1. Protéases des bactéries

Les souches bactériennes les plus importantes utilisées dans la production des protéases
sont des especes de Bacillus sp (Ward et al., 2009). Il s’agit essentiellement de la subtilisine ou
subtilase, une protéase produite par Bacillus subtilis et quelques genres apparentés (Belmesikh,
2011). Celle-ci est trés stable et résiste bien a I’action des détergents. Par ailleurs, elle est
naturellement excrétée dans le milieu, ce qui facilite sa purification (Loudjani et Belmerabet,
2016). Les bactéries du lait et en particulier Pseudomonas fluorescens et P. putida produisent des
métalloprotéases utilisées en particulier pour la coagulation du lait et pour ’affinage des fromages

ainsi que les protéases extracellulaires produites par Streptococcus lactis.
2.2.3.2. Protéases des moisissures

Les enzymes fongiques représentent 40% du marché mondial des enzymes industrielles.
Ces dernieres années, il y a eu des tentatives pour produire différents types de protéase a travers

SmF ou SSF, en utilisant plusieurs types de substrats différents. Un grand nombre de souches
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fongiques ont été utilisées pour produire des protéases appartenant aux genres Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus, Mucor, Humicola, Thermoascus, Thermomyces, entre autres (Lakba et
Soucha, 2015).

2.2.3.3. Protéases des levures

Différentes levures produisent des enzymes protéolytiques (tableau 3), il s’agit
essentiellement des genres Saccharomyces, Rhodotorula, Candida, Debaryomyces.
Saccharomyces cerevisiae, par exemple, produit trois types de protéases; une aspartyl-protéase,
une sérine protéase et une métalloprotéase. L’activité protéolytique de ces genres est utilisée

particulierement pour I’affinage des fromages (Loudjani et Belmerabet, 2016).

Tableau 3 : Quelques espéces de levures productrices de la protéase

Genre Espece Protéase Référence
Saccharomyces cerevisiae P. intracellulaires  Léger, (2020)
bayanus P. exocellulaires Younes, (2012)
bayanus Protéase Rafa et al., (2017)
Candida albicans P. exocellulaires Kurtzman, (2011)
buinensis Protéase De Araljo Viana et
al., (2010)
Metschnikowia pulcherrima P. aspartique Parapouli et al.,
2010
Aureobasidium  pullulans Protease Chi et al., (2007)

2.3. Facteurs influencant la production de protéases

La production de protéases est grandement affectée par I'environnement extérieur de la
cellule, dont la nature et la concentration des sources d'azote et de carbone. Il est donc nécessaire
de connaitre 1'effet de ces facteurs sur la production de protéases afin de bien contrdler les

procédes de production et de les rendre plus performants.

Les milieux servant a la production de protéases en industrie sont généralement complexes
et contiennent des concentrations élevées de sources de carbone et d'azote (Kumar et Takagi,
1999).

2.3.1. Effet de la source de carbone
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Le choix de la source de carbone a une grande importance car il influence les
performances du procédé. Une grande variété de substrats peut étre utilisée, dont de nombreux
glucides. L'emploi du glucose a été largement étudié. Il a été établi que ce hexose, a concentration
élevée, inhibe la production de protéases par un mécanisme de répression catabolique (Ferrero et
al., 1996 ; Kumar et Takagi, 1999 ; Gupta et al., 2002 ; Puri et al., 2002).

D'autres sucres simples peuvent aussi étre utilisés et leurs effets sur la production de
protéases sont variables. Par exemple, dans un milieu a base de soja, I'emploi de lactose ou de
fructose a de faibles concentrations (3 a 4 %) permet une meilleure production de protéases que le
méme milieu comprenant une quantité équivalente de glucose. Par contre, une diminution dans la
production de protéases est observée lorsque tous ces sucres sont présents en plus grandes

concentrations (Mabrouk et al., 1999).

Egalement, des substrats plus complexes peuvent étre employés notamment I'amidon. En
effet, un milieu complexe de soja et d'amidon comme source de carbone permet une meilleure
production de protéases que le fructose et le lactose. L'amidon peut aussi étre remplace par le son
de blé et les résultats demeurent tres intéressants (Sinha et Satyanarayana, 1991). L'amidon permet
une production supérieure a la pectine, au son de blé et au glucose. Par contre, dans les essais
menés par Mabrouk et al., (1999) sur un milieu différent a base de soja, I'amidon donne des
résultats inférieurs que lorsqu'il est remplacé par le glucose (Puri et al., 2002). La mélasse et la
farine de mais sont d'autres sources de carbone potentielles qui donnent aussi de faibles

productions.
2.3.2. Effet de la source d'azote

Certains auteurs mentionnent que la présence d'azote inorganique est nécessaire pour la
production de protéases. Ainsi, dans un milieu a base de caséine, 'ajout d'ion d’ammonium ou de
nitrate en faibles concentrations stimule la production. Par contre, I'ajout d'ion d’ammonium en

grande quantité a un effet répresseur (Drouin, 2005).

Geénéralement, de faibles productions de protéases sont obtenues avec I'emploi d'azote
inorganique comme seule source d'azote. La synthese d'enzymes est inhibée par la présence de
sources d'azote organiques rapidement métabolisables comme les acides aminés et de sources

d’azote inorganiques comme I'ion ammonium (Giesecke et al., 1991 ; Kumar et Takagi, 1999).

Il a été mentionné qu’en présence de sources d'azotes organiques, la production de

protéases est généralement plus élevée. Par exemple, le soja est une excellente source d'azote qui
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permet d'obtenir une production plus élevée de protéases (Kumar et Takagi, 1999 ; Mabrouk et al.,
1999 ; Drouin, 2005). Des substrats comme les peptones, la caséine, 1'extrait de beeuf, les liqueurs
de mais et le son de blé peuvent aussi étre utilisés, mais la production n'est pas aussi élevée que

celle observée avec du soja (Mabrouk et al., 1999 ; Puri et al., 2002).
2.3.3. Effet de la salinité (NaCl)

Les protéines des halophiles et haloalcalophiles ont besoin de sel (NaCl / KCI) pour leur
activité et leur stabilité. Toutefois, I’exigence de sel varie fortement. La plupart des protéines
halophiles est active et stables jusqu'a 4 M de sel, I’optimum étant a 1-2 M et inactive et dénaturée
a des concentrations inférieures a 1 M de NaCl ou de la perte de I’activité en I’absence de sel

(Raval et al., 2014 ; Vikram et al., 2016).
2.3.4. Effet du pH

Le pH est un facteur important qui influence la croissance des microorganismes (Prescott,
1995). Il a également une forte influence sur la production de protéases. De plus, des variations
importantes de pH au cours de la fermentation peuvent mener a la désactivation des protéases
excrétees dans le milieu (Kumar et Takagi, 1999). Il est donc nécessaire de maintenir en tout temps
le pH a un niveau optimal lors de la fermentation afin d'obtenir de bons rendements de production

de protéases.
2.3.5. Effet de la température

Les enzymes thermostables sont d’un intérét particulier pour les applications industrielles
en raison de leur stabilité aux températures elevées et une large gamme de pH. Les protéases
thermophiles catalysent la réaction et maintiennent la stabilité a haute température. En outre, des
températures plus élevées peuvent accélérer les vitesses de réaction, augmenter la solubilité des
gaz et réduire 1’incidence de la contamination microbienne par des germes mésophiles (Vikram et

al., 2016).
2.3.6. Effet des solvants organiques

Ces derniéres années, une classe de microbes tolérants les solvants ont attiré 1’attention.
Ces organismes sont attrayants pour les applications dans la biorestauration et la biotransformation
dans les milieux non aqueux et constituent, donc, une source riche d’enzymes stables aux solvants

enzymes stables (Thumar et Singh, 2009). Le plus grand réle des enzymes tolérants les solvants
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est dans le secteur pharmaceutique. Seuls les rapports limités sont disponibles dans la littérature

sur les micro-organismes qui produisent des protéases stables aux solvants organiques.
2.3.7. Effet d’ions métalliques

Les ions métalliques protégent I’enzyme contre la dénaturation. lls jouent un réle vital
dans le maintien de la conformation du site actif de ’enzyme vis a vis aux températures et des
concentrations élevées des sels. Vikram et al., (2016) ont révélé que, chez les bactéries halophiles,

le calcium est un activateur pour la protéase et augmente sa thermostabilité.
2.4. Mode d’action

Le mode d’action des protéases differe d’une enzyme a l'autre par la nature de leur site
actif, bien qu’elles aient toutes le méme principe de base. Ce processus catalytique est résume dans

trois étapes :

> Dans les deux premieres étapes, I’enzyme déforme la liaison peptidique et renforce la
polarité du carbonyl, qui facilite son attaque nucléophile conduisant a la formation d’une
liaison covalente transitoire entre le morceau portant le carbonyl du substrat et I’enzyme
avec la libération de I’autre morceau (le premier produit) proton par un proton cédé d’un
résidu enzymatique

> Dans la troisieme étape, une nouvelle substitution nucléophile est exercée par le OH
d’une molécule d’eau et libére le deuxiéme produit de la réaction, ou le site actif de

I’enzyme se trouve régénérer par un proton (de I’H20) (Boureghid et Brachene, 2016).
2.5. Caracterisation de protease

2.5.1. Poids moléculaire

Le poids moléculaire des protéases aspartiques se situe géneralement entre 30 et 45 kDa
(Sircar etal., 2015 et Rao et al., 1998). Celui des metalloprotéases est de 60 a 65 kDa, de la protéase
Collagenolytique varie de 30 a 150 kDa (Kim et al 2002) et des proteases a sérines sont repérées
entre 18 & 35 kDa. Selon Maquaire (1997), les protéases a cystéine sont un complexe d’enzymes

solubles de masses moléculaires allant de 16 a 36 kDa.

La protéase Subtilisin Carlsberg, produite par Bacillus licheniformis a été découverte en
1947. La protéase constituée d'une simple chaine de peptide avec un poids moléculaire de 27,2
kDa. Quant a la Subtilisin Novo, produite par Bacillus amyloliquefaciens son poids moléculaire
est de 27,5 kDa (Drouin, 2005).
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2.5.2. Température et thermostabilité

La température est I'un des parametres les plus importants qui affectent le taux
d'hydrolyse enzymatique. La thermostabilité des protéases est aussi une caractéristique importante
et détermine la structure primaire de la protéine (Mahious et Rehahlia, 2020).

En général la température provoque des effets opposés sur l'activité des enzymes et la
stabilité des enzymes. Plus la température monte, plus I'activité est élevée mais plus les enzymes
sont instables (Illanes, 2008).

Pour les protéases alcalines bactériennes, la température optimale de la croissance de ces

microorganismes et de leur production d’enzymes se situe entre 50 et 70 °C (Li et al., 2013).

La température optimale de la protéase de souche levurienne Yarrowia lipolytica est de
37°C (Hernandez-Montafiez et al., 2007), et de 45°C (Jing et al., 2009).

Selon Vieille et Zeikus (2001), les enzymes themostables sont plus rigides que les
enzymes non themostables. En effet, cette caractéristique a été demontrée par des expériences de

décomposition anisotropique.
2.5.2.1. Protéases thermostables

Les connaissances sur les protéases thermostables sont trés peu approfondies et leurs
modes de fonctionnements peu connus en comparaison des protéases conventionnelles (ex:
Subtilisine Carlsberg). Ferrerro et son équipe (1996), ont démontré que les protéases alcalines de
Bacillus licheniformis MIR 29, une souche thermophile (45°C), conservent 100% de leur activité
lorsqu'elles sont incubées a 60°C pendant 30 minutes. Par contre, la Subtilisine Carlsberg, qui n'est

pas une protéase thermostable, possede une demi-vie de seulement 2.5 minutes a 60°C.

Les protéases thermostables trouvent facilement leur place dans le monde industriel des
enzymes en raison de leur grande activité et stabilité (Demirijan et al., 2001). Depuis quelques
années, la découverte de nouvelles protéases thermostables s'est produite par l'isolement et le
screening des microorganismes étant eux-mémes résistants a de hautes températures. Ces
microorganismes thermophiles préférent les températures plus élevées pour leur croissance et ont

donc besoin d'enzymes thermostables pour effectuer les réactions nécessaires (Chenel et al., 2011).
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2.5.3. pH

Le pH est une caractéristique typique des protéases (Williams et al., 2012), Les protéases
ont une gamme du pH dans laquelle leur activité est optimale, en protéases acides, neutres et
alcalines (Belmesikh, 2011).

Selon I’origine, la protéase des levures présente des pH variers. L’activité de protéase
produite par Candida sp et Yarrowia lipolytica ont montrés que le pH optimal est de 7 (Hesham et
al., 2017 ; Flores et al., 2016), les levures Metschnikovia pulcherrima et Wickerhamomyces
anomalus produites de protéase acide (Schlander et al., 2017) et d’autres levures produites de

protéase alcaline comme Aureobasidium pullulans (Chi et al., 2007).

La protease fongique est stable dans une gamme de pH de 3 a 7,5 avec différent pH
optimum, le pH de protéase chez Aspergillus flavus est 6,8 (Franco et al., 2017), Aspergillus niger
depH3;4,5;5;6,5et 7, ensuite Aspergillus oryzea a un pH de 7 (Hu et al., 2020 ; Belmesikh,
2019).

Il existe des bactéries qui produisent la protéase a différent pH, les Bacillus et
Teredinobacter turnirae a pH neutre de 7-7,5 (Contesini et al.,2017 ; Sharma et al., 2017), et

d’ autres bactéries comme Stenotrophomonas sp a pH 8 de (Sulistiani et Soeka 2017).
2.5.4. Stabilité

La stabilité des protéases augmente considérablement en cas d’addition des ions Ca?* au
milieu et au contraire elle diminue si des agents séquestrant sont ajoutés. Ainsi, ces protéases sont
inactivées en présence d’agents chélateurs forts (ex : EDTA), qui enlévent le Zn?*, alors que
’enlévement des ions Ca?* affecte seulement leur thermo-stabilité (Wilkesman et Kurz, 2009 ;
Belitz et al., 2009).

2.6. Applications des protéases

La naissance de I’industrie des enzymes a coincidé avec le début du vingtiéme siecle et
avec l’apparition des premiéres enzymes microbiennes, essentiellement les amylases.
Aujourd’hui, I’application de différentes enzymes a connu un grand essor dans des domaines

extrémement variés (Durand et Monson, 1982).

Les proteases font partie des enzymes industrielles : les hydrolases. Elles représentent

environ 60-65% des ventes totales des enzymes en raison de leurs applications dans plusieurs
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secteurs industriels (Chellappan et al., 2006 ; Barnali et al., 2008 ; Mukherjee et al., 2008) a

savoir:
2.6.1. Applications alimentaires
Les protéases sont largement utilisées dans 1’industrie alimentaire (Henki, 2000) :

2.6.1.1. Fromageries
L’application majeure des protéases dans I’industrie alimentaire est dans la fabrication de
fromages. Les protéases employées sont surtout des protéases acides. La majorité des protéases
employées sont produites par Mucor sp, Bacillus subtilis et Endothica parasitica. Elles sont utiles
pour la coagulation des protéines du lait. La présure de veau a longtemps été I'enzyme utilisée
pour ce proces mis. Cependant, elle est de moins en moins utilisée car elle provient du systeme
digestif de trés jeunes veaux. Comme il n'est pas économiquement viable de tuer les veaux aussi
jeunes, elle tend a étre remplacée par des protéases microbiennes. Les protéases fongiques acides,
alcalines et neutres produites par A. oryzae ont également été utilisées en industrie laitiére
(Aguilar et al., 2008).
2.6.1.2. Boulangeries
La farine de blé est trés utilisée en boulangerie. Elle contient du gluten, une protéine
insoluble, qui est responsable des propriétés de la pate. Les protéases d’Aspergillus oryzae sont
utilisées pour hydrolyser le gluten, a un degré plus ou moins important, selon les caractéristiques
désirées de la pate (Aguilar et al., 2008). Le traitement de la pate facilite sa manipulation et
permet la production d'une grande variété de produits. Egalement, des protéases d'origine
bactérienne sont souvent utilisées pour améliorer I'élasticité et la force de la pate.
2.6.1.3. Produits a base de soja
Des protéases neutres et alcalines sont utilisées, depuis trés longtemps, pour préparer la
sauce de soja ainsi que d'autres produits a base de soja. Les modifications des protéines du soja
par les protéases aident a augmenter leurs propriétés fonctionnelles. Ainsi, le traitement de ces
protéines par la protéase alcaline a pH 8 permet la mise au point d'hydrolysats de protéines
solubles avec des propriétés nutritives tres intéressantes. Ces hydrolysats sont utilisés comme
additifs protéiniques dans les jus et les boissons fruitées et dans les formulations d'aliments
diététiques (Lakba et Soucha, 2015).
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2.6.1.4. Synthése de ’aspartam

Biens que les protéases soient des enzymes hydrolytiques, elles peuvent parfois
catalyser la réaction inverse. Sous certaines conditions cinétiquement contr6lées, une préparation
de thermolysine provenant de Bacillus thermoprotyolyticus est utilisée pour la synthese de
I’aspartam (un édulcorant a basse calorie) a partir de 1’acide L-aspartique et de la L-
phénylalanine méthyle ester. Il est produit industriellement par Toya Soda (Japon) (Leisola et al.,
2001, Belmessikh, 2011, Zemmouri et Zemouri, 2017).

2.6.2. Industrie des détergents

Les protéases présentent un grand intérét dans I'industrie des détergents pour leur capacité
a eliminer les taches protéiques vue leur avantage unique qui ne peut autrement étre obtenue avec
la technologie des détergents classiques. Maintenant, elles sont ajoutées comme ingrédients clés,
ce qui représente environ 25% des ventes totales dans le monde entier des enzymes. Parmi les
principales conditions préalables pour l'utilisation des protéases dans la production des détergents
sont : I’action sur une large gamme des substrats, I’activité et la stabilité a des pH et a des
températures élevées et en présence des agents oxydants additionnés (Chellappan et al., 2006 ;
Mukherjee et al., 2008). Aujourdhui, toutes les protéases des détergents actuellement
commercialisés sont des protéases a sérines (subtilisines et/ou des protéases alcalines) produites
par Bacillus sp (Sine, 2010 ; Singh et al., 2016).

2.6.3. Domaine pharmaceutique et médicale

La grande diversité des protéases est un avantage qui permet a ces enzymes d'étre utilisées
dans le développement de nouveaux agents thérapeutiques. Par exemple, des protéases
d'Aspergillus oryzae sont utilisées comme aide digestif chez certains individus souffrant de
déficites en enzymes lytiques au niveau du systeme digestif. L’asparaginase provenant d’E.coli est
utilisée pour éliminer l'asparagine dans la circulation sanguine de certains patients atteints de

certaines formes de leucémie (Gupta et al., 2002, Belmesikh, 2011).
2.6.4. Tanneries

Dans la tannerie, le délainage enzymatique est utilisé depuis le début du siécle dernier et
plusieurs souches microbiennes et diverses méthodes ont été suggérées. Les protéases sont
utilisées pour leur capacité a libérer les poils et la laine des peaux. Cette opération se fait a des pH
élevés, et nécessite donc des protéases alcalines, comme celles produites par Bacillus

licheniformis. Apres l'enlevement des poils, les peaux subissent le reverdissage, étape essentielle
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afin de rendre la peau douce et élastique. Jusqu'a présent, l'usage des protéases a été limité car leur
emploi est souvent plus colteux que 1'utilisation de produits chimiques. Par contre, 1'emploi de
produits chimiques comporte plusieurs inconvénients, dont des impacts majeurs sur la sécurité des

travailleurs et sur I'environnement.

De plus, le traitement des eaux usées de ces industries cause de sérieux problemes. Par
conséquent, I'emploi d'enzymes dans les procédés est maintenant privilégié. De plus,
I'amélioration des procédés, la découverte et la mise au point de nouvelles protéases plus
performantes permettent I'emploi grandissant des enzymes dans cette industrie (Herida et kihal,
2011).

2.6.5. Traitement des eaux usées industrielles

Les protéases sont de plus en plus considérees comme un moyen efficace pour le
traitement des rejets industriels. Des essais effectués dans différentes industries alimentaires
produisant des rejets riches en protéines ont donné des résultats tres intéressants, qui permettent
de constater le potentiel des protéases pour le traitement de ces déchets (Kumar et Takagi, 1999).
Les enzymes protéolytiques de Bacillus subtilis, Bacillus amyliquefaciens, Streptomyces sp et de
différentes souches d'Aspergillus sont actuellement utilisées dans ce domaine (Gupta et al., 2002
; Hernandez et al., 2006).

2.6.6. Autres applications

La protéase neutre peut étre également utilisée pour le décreusage de la soie naturelle.
Ils sont employés aussi avec des mélanges des enzymes hydrolytiques pour dégrader les

polymeres constitutifs de la matiére végétale servant pour 1’alimentation animale (Loudjani et

Belmerabet, 2016).
3. Fermentation

La nature de la fermentation, solide ou liquide (submergée), influe divers aspects de la

croissance des microorganismes ainsi que la production des substances d’intérét (Sumantha et al.,

2005).
3.1. Fermentation en milieu liquide (FML)

La fermentation en milieu liquide peut étre considérée comme une violation de 1’habitat
naturel des microorganismes, en particulier les champignons. Elle consiste a faire croitre les

microorganismes sur un substrat nutritif liquide. Ce type de fermentation a été traditionnellement
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utilisé pour la production industrielle des enzymes, en raison de la facilité de controle des différents

parametres comme le pH, la température, ’aération, 1’oxygene dissous et I'humidité (Singhania et
al., 2009).

3.2. Fermentation en milieu solide (FMS)

La fermentation en milieu solide est généralement définie comme une croissance
microbienne sur des particules solides humides en 1’absence d’eau libre. De facon simplifiée, les
microorganismes se développent dans un systéme a trois phases : une matrice solide, une phase
liquide qui lui est liée et une phase gazeuse prise au piege dans les particules. Le développement
des champignons filamenteux en fermentation solide se fait par extension et ramification des

filaments formant le mycelium (Rahardjo et al., 2006).

Les microorganismes utilisés en fermentation solide sont essentiellement les moisissures
et certaines bactéries. Les champignons filamenteux sont les plus importants et les mieux adaptes

pour les cultures en FMS.

La production des différents métabolites est beaucoup plus importante dans les procédes
en FMS comparée a celle des cultures submergées (Thomas et al., 2013). Celle des enzymes
ramenés au volume des réacteurs est prés de cent fois plus importante en culture solide (Duchiron
et Copinet, 2011). Les premieres applications non alimentaires des FMS ont porte sur la production

d’enzymes, en particulier les hydrolases qui agissent sur les polymeéres végétaux.
3.2.1. Avantages de la FMS

La fermentation en milieu solide présente une multitude d’avantages par rapport a la
fermentation en milieu liquide (Pandey et Soccol, 2000, Djama et Abdelilah, 2018) :
- Simplicité et grande reproductibilité.
- Moins d’espace de travail nécessaire.
- Moins de perte d’eau, ce qui permet d’éviter le probléme des effluents liquides a traiter dans le
cas de la FML.
- Matériels utilisés moins complexes d’ou réduction des cofits.
- Absence d’un contrdle rigoureux des parameétres de la fermentation.
- Réduction de I’énergie requise.
- Le produit final (spores, métabolites...) est facilement récupérable et peut étre utilis¢ directement
ou apres un simple séchage.

- Le volume du produit entreposé est réduit, d’ou la diminution du cotit de stockage.
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- Diminution des risques de contaminations microbiennes a cause de la faible humidité. Ce qui
rend une éventuelle stérilisation du substrat non nécessaire.
- Simplicité des milieux de culture, en effet le substrat de fermentation est généralement tres simple
et le plus souvent naturel.
- Aération est plus faible qu’en milieu liquide vu qu’elle est facilitée par la porosité du materiel.
- Si on a affaire & une extraction d’enzymes, la quantité du solvant utilisé est tres réduite.
- Simple technologie de production d’enzymes commerciales par FMS est, elle ne porte pas sur
des micro-organismes génétiquement modifiés (Raimbault, 1980).
3.2.2. Inconvénients de la FMS

Les inconvénients évoqués par les mémes auteurs (Pandey et Soccol, 2000, Djama et
Abdelilah, 2018) sont les suivants :
- Le principal inconvénient est le risque d’une €lévation excessive de la température a cause des
problemes du transfert de chaleur.
- Choix limité des microorganismes utilisables en raison du faible taux d’humidité.
- La quantité d’eau utilisée en début de fermentation doit étre mesurée avec une grande précision
afin d’obtenir le pourcentage d’humidité le plus favorable possible a la croissance du
microorganisme ; ce taux differe selon la souche et le substrat.
- Difficulté de régulation de certains parameétres tels que le pH.
- Transfert limité de chaleur et de masse, ce qui impose une certaine porosité du substrat.

3.2.3. Parametres de controle de la FMS

La conduite de la FMS est régie par des parametres en fonction des conditions de
croissance des différents micro-organismes ainsi que 1’objectif fixé préalablement (production de
biomasse, d’ardmes, d’enzymes...). Ces parametres de la FMS sont essenticllement I’humidité, la
température, le pH et ’aération (Durand, 1983 ; Pandey et al., 2008).

3.2.3.1. Humidité

La quantité d’eau a ajouter est en fonction de la capacité de rétention d’eau du substrat
solide et de la nature du microorganisme. Cette teneur en eau doit étre suffisante pour le
métabolisme des champignons tout en gardant la matrice solide (pas d’écoulement d’eau) et sans
affecter la porosité du substrat et par consequent réduire les échanges gazeux (Gervai et
Bensoussan, 1994 ; Djama et Abdelilah, 2018).

3.2.3.2. Temperature

Le dégagement de la chaleur générée au cours des activités métaboliques des

microorganismes se traduit par une augmentation de la température. Ceci pose un sérieux probléme

au cours de la fermentation, aussi bien a I’échelle du laboratoire qu’a I’échelle industrielle. Par
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conséquent, le maintien de la température établie en début de la fermentation (généralement
température optimale de la croissance du microorganisme) est une tache tres difficile (Raimbault,
1980 ; Djama et Abdelilah, 2018). La faible conductivité thermique des matériaux, I’absence de
’agitation ainsi que la faible teneur en eau constituent les facteurs majeurs qui limitent le transfert
de chaleur au cours de la FMS.

3.2.3.3.pH

L’activité métabolique des microorganismes engendre la production d’une multitude de
produits dans le milieu de culture. Ceci provoque une variation du pH influencant la bonne
croissance des microorganismes. Le pH initial d’une culture est ajusté a son optimum par la
solution nutritive qui imprégne le support. Néanmoins, le maintien du pH au cours de la
fermentation n’est pas facile a réaliser en particulier pour les FMS non agitées.

Cependant, I'utilisation des tampons permet de résoudre ce probleme ; par ailleurs,
Raimbault (1980) et Roussos (1985) ont démontré qu’un mélange de sulfate d’ammonium et
d’urée confeére au milieu un pouvoir tampon et permet donc de maintenir le pH a des valeurs
favorables a la croissance des microorganismes (Djama et Abdelilah, 2018).

3.2.3.4. Aération

Selon Raimbault (1980), I’aération au cours de la FMS permet d’assurer :

Le maintien des conditions en aérobios
- L’¢élimination du CO: et de certains métabolites volatils.

- La régulation de I’humidité.
- Larégulation de la température en évacuant la chaleur dégagée par les microorganismes.

Au cours des FMS, I’aération des cultures se fait par injection d’air comprimé stérile a
travers les fermenteurs a aération forcée. Son débit est fonction de la nature du microorganisme
mis en jeu et de la porosité du substrat.

3.2.4. Support

Le support est I'un des paramétres les plus importants en fermentation en milieu solide.
Il doit étre choisit avec attention en fonction de plusieurs facteurs comme la taille des particules,
la porosité, la composition biochimique dans le cas d’un support organique puisque celle-ci aura
une incidence sur les microorganismes et sur le profil enzymatique (substances inductrices), sa
capacité de rétention d’eau et/ou sa capacité a contenir les éléments nutritifs (source de carbone,
d’azote et de sels minéraux), sa disponibilité et son colt (Manpeet et al., 2005, Krishna et
Chundakkadu, 2005). lls sont classés en deux catégories, les supports inertes et organiques, et se

présentent sous trois formes :
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1) Sous la forme de matériaux organiques naturels (amylacés). Ce sont généralement des sources
de polymeres insolubles, complexes et hétérogénes (bagasse, pulpes de betterave, paille, bois, son
de blé, manioc...). lls servent a la fois de substrat (source de carbone) et de support.
2) Sous la forme de matériaux synthétiques (mousse de polyuréthane). lls servent uniqguement de
support et nécessitent par conséquent 1’apport d’un milieu nutritif.
3) Sous la forme de matériaux minéraux (granulés d’argile, perlite, pouzzolane). Ils servent
uniquement de support et nécessitent par conséquent I’apport d un milieu nutritif (Durand et Alani,
1998).
3.2.5. Utilisations de la FMS en biotechnologie

La FMS est non seulement utilisée traditionnellement (exemple : maturation des fromages
par les moisissures) mais aussi industriellement dans divers procédés comme :
- La production de la biomasse (la production du blanc de champignons).
- La production d’enzymes (protéases, pectinases, cellulases, lipases...).
- La production de métabolites secondaires (mycotoxines, substances aromatiques...).
- La production de spores (la lutte biologique, biopesticides).

3.2.6. Production industrielle de la protéase

Les enzymes industrielles sont des enzymes utilisées par diverses industries a des fins
commerciales. Les enzymes industrielles représentent le cceur des procédés biotechnologiques. Le
marché mondial des enzymes industrielles est passé de 2,2 milliards de dollars en 2006 a 4,9
milliards de dollars en 2013 (BCC-Business Communications Company, Inc, 2008, 2013). Les
applications nouvelles et émergentes ont contribué a stimuler la demande d'enzymes et I'industrie
répond avec un flux continu de produits innovants (Chander et Kaur, 2015).

Le marché des enzymes industrielles est divisé en trois segments d'applications : les
enzymes techniques, les enzymes alimentaires et les enzymes pour l'alimentation animale
(Chander et Arora, 2014). Les protéases couvrent 60% du marché total des enzymes et comptent

parmi les enzymes commerciales les plus précieuses.

Les plantes, les animaux et les microbes sont les principales sources de production de

protéases :

> La majeure partie des protéases végetales, par exemple, la papaine, la bromélaine et la
ficine qui ont des applications majeures dans les industries biotechnologiques et I'industrie
alimentaire ou elles sont ajoutées a différents stades de la production (Nieri et al, 1998).

> Les enzymes ont été extraites de sources animales depuis I'Antiquité, ou le lait transporté

dans I'estomac des veaux coagulait (en raison de l'activité de la présure de veau ou de la
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chymosine). La meilleure source de I'enzyme est le quatriéme estomac des veaux non
tissés, ou elle est présente avec la pepsine, mais le rapport pepsine/présure est faible.

> Les sources préférées de protéases sont les microbes en raison de leur croissance rapide et
de la facilité avec laquelle ils peuvent étre génétiquement manipulés pour générer de
nouvelles enzymes aux propriétés modifiées et sont actuellement utilisés par I'industrie des

détergents, par ex. protéases a sérine (Harwood et Cranenburgh, 2006).
3.2.6.1. Production d'enzymes industrielles microbiennes

La production d'enzymes industrielles par des micro-organismes est une étape nécessaire
dans les secteurs industriels. La production d'enzymes industrielles a partir de microorganismes

implique différentes étapes (Francois, 2019) comme la montre la Figure 5.
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Isolement de micro-organismes producteurs d'enzymes industrielles
!

Criblage de micro-organismes producteurs d'enzymes industrielles
1

Identification de micro-organismes producteurs d'enzymes industrielles
|
Préparation d'inoculum microbien

|

Production d'enzymes industrielles dans des conditions optimisées
!

Fermentation immergée / solide
|
Centrifugation pour obtenir une enzyme industrielle brute
1
Purification partielle d'enzyme industrielle
|
Purification compléte de I'enzyme industrielle
|
Caractérisation d'enzyme industrielle
]
Application de I'enzyme industrielle
|
Travailler avec la réglementation
|
Commercialisation d'enzyme industrielle

Figure 5 : Etapes de production d'enzymes industrielles (Francois, 2019)

La plupart des bactéries et des champignons utilisés pour produire des enzymes

industrielles sont génétiquement modifiés pour les surproduire en quantité importante.

La fermentation a I'état solide et submergée est souvent utilisée pour produire des
enzymes industrielles. Des enzymes industrielles ayant la méme application peuvent étre
coproduites dans un méme milieu de fermentation. Dans ce cas, le processus de production devient

rentable et la stabilité enzymatique est assurée (Francis et al., 2011).

Il n'existe pas de milieu de croissance spécifique pour la production industrielle optimale
d'enzymes par des bactéries ou des champignons. Chaque espece bactérienne ou fongique a ses
propres conditions de croissance pour produire des enzymes industrielles en quantité importante.
(Kumar et Takagi, 1999).
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Les industries sont toujours a la recherche de nouvelles souches microbiennes avec des
caracteristiques souhaitées afin de produire diverses enzymes industrielles pour répondre a la
demande actuelle en enzymes. Différentes conceptions expérimentales statistiques sont utilisées
pour améliorer la production des enzymes industrielles par des micro-organismes. Comme les

plans d’expériences de Plackett-Burman (Xiao et al., 2015).

D’autre part, l'utilisation des résidus agricoles ou des sous-produits comme substrats
(tableau 4) de production pour produire des enzymes industrielles par des micro-organismes rend

le processus de fermentation plus rentable. Par exemple :

v’ Shivakumar (2012) a coproduit des quantités importantes d'amylase et de protéase par
Bacillus sp utilisant des substrats bon marché sous fermentation a I'état solide.

v" De méme, les déchets agro-industriels du tourteau de moutarde étaient le substrat de choix
pour la coproduction d'amylase et de protease par Bacillus megaterium B69 (Saxena et
Singh, 2014).

v’ La protéase a été produite par Aspergillus oryzae sur milieu solide en utilisant des déchets

de tomate comme substrat de fermentation (Boukhalfa, 2015).

v' Utilisation de déchets de tomate comme substrat de fermentation pour la production de la

protease alcaline sur milieu solide par des moisissures (Abdou et Mebarek, 2017).

L'utilisation de sous-produits ou de résidus agricoles bons marsché ne rend pas seulement
la fermentation et la production rentables, mais réduit également la pollution de I'environnement
qui peut étre causée par I'élimination des sous-produits ou des résidus agricoles. Quelque
exemple des substrats a faible codt utilisés lors de la production de protéase par des
microorganismes sont récapitulés dans le tableau 4. En effet, si un substrat bon marché est choisi
avec soin pour faire croitre le microorganisme, un tiers du codt du processus peut étre réduit
(Niyonzima et More, 2015).
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Tableau 4 : Substrats a faible codt utilisés lors de la production de protéase par des
microorganismes

Substrats Microorganisme Enzymes Références
produites
Déchets de Aspergillus oryzae Protéase neutre Belmesikh (2011)
tomates
Aureobasiduim sp Protéase alcaline Medjdoub et Chouai (2018)
Aspergillus oryzae Protéase Boukhalfa (2015)
Penicillium sp Protéase alcaline Abdou et Mebarek (2017)
Scedosporium sp. Protéase alcaline Abdou et Mebarek (2017)
Son de blé Aspergillus oryzae Protéase neutre Sumantha et al., (2005)
(NRRL 2217)
Mucor miehei Protéases acides Manpreet et al., (2005)
Aspergillus niger Protéase De Castro et al., (2014)
(LBAO2)
Rhizopus oligosporus  Protéases acides Manpreet et al., (2005)
Streptomyces sp. Protéase alkaline Lazim et al., (2009)
(CN902)
Son de riz Aspergillus niger Protéase neutre Paranthaman et al., (2009)
(MTCC 281)
Déchets du café  Aspergillus oryzae Protéase alkaline Murthy et Naidu (2010)
(CFR305)
Déchets d’huile ~ Aspergillus oryzae Protéase neutre Sumantha et al., (2005)
de noix de coco (NRRL 2217)
Farine de Streptomyces sp. Protéase alkaline Lazim et al., (2009)
déchets de (CN902)
poissons

4. Déchets de tomates

4.1. Tomate

4.1.1. Généralité

La tomate (Solanum Lycopersicum) est originaire des vallées fertiles du Mexique. Elle a
d’abord été cultivée et améliorée par les indiens du Mexique, sous le nom aztéque « tomatl », avant
d’étre ramenée en Europe par les conquistadores. Neuf especes sauvages peuvent étre observées
en Ameérique du sud, dont seulement deux comestibles, la « tomate groseille » (Solanum
pimpinellifolium) et la « tomate cerise » (Solanum lycopersicum var cesariforme) qui est I’ancétre
de nos tomates actuelles (Belmassikh, 2011 ; Bénard, 2018).

En Europe les italiens ont été les premiers a la consommer dés le 16éme siécle,

notamment en sauce, et ¢’est sous cette forme qu’elle atteint la France par la Provence au 17eme
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siecle, avant d’étre popularisée a Paris lors de la révolution. La tomate a longtemps été considérée
comme toxique, et on lui associait tous types de vertus maléfiques a cause de sa ressemblance avec
la mandragore. Elle a donc d’abord été utilisée en tant que plante ornementale, puis en 1778, elle

a rejoint le catalogue de semence potagére de Vilmorin-Andrieu (Boukhalfa, 2015).

Les variétaux debuteront au 20eme siecle, pour produire des tomates plus réguliéres, plus
productives, et plus résistantes aux maladies. Les modes de production évoluent également, la
production de tomates sous serre toute I’année, notamment aux Pays- Bas prend de ’ampleur. Aux

Etats-Unis par contre, les cultures restent davantage effectuées en plein champ de fagon mécanisé.

La production et la consommation mondiales de tomates sont devenues trés importantes,
et depuis les années 90, les consommateurs se plaignent de la standardisation de ce produit et de
la perte de godt de la tomate. Les recherches actuelles s’orientent donc plus vers une caractérisation

et une amélioration de la qualité organoleptique du fruit de tomate (Bénard, 2018).

TOMATES / TOMATOES

Yelbow Perfocuan Tomado Moocycrons

Montserrat ' Golden Princess I Noire de Crimee

»
o

Ygllgw im- '

Figure 6 : Diversité des formes, tailles et couleurs des fruits de tomates (Claire, 2017)
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4.1.2. Description botanique

La tomate est une plante annuelle buissonnante, poilue et aux tiges plutét grimpantes. Elle
est potagene et herbacée, sa taille varie de 40 cm a plus de 5 métres selon les variétés et le mode
de culture (Bensaid, 2020).

4.1.3. Compositions biochimiques de la tomate

La tomate est un fruit, mais elle est considérée comme un Iégume. Son principal atout
nutritionnel est sa richesse particuliére en vitamine C et lycopéne, substances anti oxydantes dont
les effets protecteurs sur la santé ont largement été démontrés. Elle est riche en eau (environ 95
%), et ne dépasse guere 15 calories pour 100 grammes. L’essentiel de son apport énergétique est

assuré par ses glucides (3,6%) (fructose et glucose).

Les protéines et les lipides (0,30%) ne sont présents qu’en toute petite quantité. Elle
constitue une bonne source devitamine Cet devitamines du groupe B,
notamment B3, B5 et B9 (acide folique ou folates) vitamine E. Elle contient également
des caroténoides : des caroténes, précurseurs de la vitamine A (qui se transforment en vitamine A
dans I’organisme), et du lycopéne et phytopéne (Céline et al., 2010 ; Bouzid, 2013 ; Dembélé et
al., 2019). Ces deux substances sont dotées de propriétés anti oxydantes et sont responsables de la

couleur rouge de la tomate.

Ce légume renferme de nombreux minéraux : beaucoup de potassium, du phosphore,
calcium, sodium et du magnésium ainsi que des oligo-éléments : fer, zinc, cobalt, nickel, flor, bore
.., Concentrées dans sa peau et ses graines, ses fibressont composées de celluloses,
d’hémicelluloses, et d’un peu de pectines. Les constituants protéiques sont présents en faible
concentration dans la majorité des fruits et légumes. lls sont toutefois d'une importance capitale
en tant gu'enzymes impliquées dans le métabolisme des fruits au cours de leur croissance.
(Boukhalfa, 2015 ; Toundou, 2019 ; Dembélé et al., 2019).

4.1.4. Production de la tomate
4.1.4.1. Production mondiale de la tomate

La tomate (Solanum lycopersicum) est originaire de la région Andéenne, en Amérique
latine originaire du Pérou, a été importée en Europe au 16 éme siécle. Puis s’est répandue a travers
tous les continents. Elle représente I'une des importantes cultures de légumes a 1’échelle mondiale

donnant le Iégume-fruit le plus consommeé apres la pomme de terre. Ses fruits sont destinés a la
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consommation en frais ou a la transformation en différents produits. C’est une source de lycopéne,
B-caroténe et vitamine C, qui sont importants pour la santé humaine et protégent du cancer et des
maladies cardiovasculaires. Sa production et sa consommation augmente avec la croissance

démographique (Bergougnoux, 2013).

La plus importante consommation est entre 40 et 100 kg/habitant/an dans le bassin
méditerranéen et dans les pays arabes. La production mondiale de la tomate a atteint la quantité de
160 millions de tonnes en 2011 sur une surface de 4,5 millions d’hectares. La région asiatique
produit plus de 57 % de la production mondiale en particulier la Chine, le plus grand producteur
avec environ 49 millions de tonnes, suivie de I’Inde. Puis, viennent les USA, la Turquie, I’Egypte,

I’Iran, I’Italie, le Brésil et I’Espagne (Bergougnoux, 2013).

M chine M Etats- unis M Turquie W inde -Egypte
= [talie = [ran = Espagne m brésil m Mexique
M russe Grece Ouzbékistan chili Maroc

- 294 2941% 1%/_1%
o

Figure 7 : Principaux pays producteurs de tomate dans le monde (1997-2007) (Heuvelink, 2009).

4.1.4.2. Tomates industrielles en Algérie

En 2005 les pays de la Méditerranée couvrent 31% de la production mondiale de tomates,

soit un volume global de 39 millions de tonnes environ au 19¢me rang mondial L’ Algérie (avec

1% de la production mondiale) (Giove et Abis, 2007).

Les tomates destinées a 1I’industrie sont principalement cultivées au Nord-Est du pays :
les wilayats El Tarf, Annaba, Guelma, Skikda et Jijel ou elles représentent 85 % de la superficie
totale consacrée a cette culture. Le reste est réparti entre la région du centre avec 7% et ’ouest 3%
(Boukhalfa, 2015).
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Selon un bilan réalis¢é par I’Association Algérienne des conserveurs de Tomates
(ACTOM), sur une superficie cultivée de 38 000 ha (32 000 ha en 2009), la production de la tomate
industrielle en Algérie a presque doublé en 2010 dépassant les 6,6 million de quintaux (mq) contre
3,8 mg en 2009. Les quantites de tomate fraiche transformées ont atteint 216 860 tonnes (t).

La campagne 2014-2015 était absolument la meilleure lancée dans différentes régions du
pays. On y compte entre 18 000 a 20 000 hectares cultivés, dont environ 95% a I’est. La récolte
était fortement prometteuse : entre 400 000 a 500 000 tonnes de tomate fraiche, prédisent les
agriculteurs (Boukhalfa, 2015).

Tableau 5: Evolution des superficies, des productions et des rendements de la tomate pour le
frais (en Algérie) (Rachedi, 2004).

Hectare Tonne Tonne/Hectare

1980-1984 16 684 167 568 10.0
1990-1991 19170 306 644 16.0
2000 16 710 341 447 20.4
2005 21089 513 780 24.4
2011 20 575 771 605 37.5
2012 21542 796 963 36.9

La tomate est, depuis 2003, la principale culture industrielle en Algérie, elle occupe environ
25000 Ha. Elle connait actuellement un renforcement de sa culture en raison du niveau important

de la consommation nationale de conserves de tomate (Rachedi, 2004).
4.2. Sous -produits de la tomate transformée
4.2.1. Déchets de tomates et leur composition chimique

La transformation commerciale de la tomate et ses produits dérivées produit une grande
quantité de déchets en provenance de canaux d'eau, du lavage, du tri sur table, du pulpeur-

raffineur et du nettoyage du matériel (Sogi et al., 2003).

Les déchets de tomates représentent, environ 10-30% du poids des fruits fraiches (King
et Zeidler, 2004) ; ils se composent de 33% de graines, 27% de peaux et 40% de pulpe en plus de

tomates vertes non transformées, parfois mélangés a des feuilles. En Algérie, la production

( 1
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annuelle des résidus de tomates est estimée a 1.305.000 tonnes/an (FAO, 2009). Les déchets de

tomates séchés contiennent 44% de graines et le reste, 56% de peaux et de pulpe.

4.2.1.1. Pulpes de tomates

Ce résidu est peu répandu et reste disponible pendant la période estivale (d’aout a
octobre). Les analyses des composés pariétaux montrent une forte teneur en cellulose brute et en
lignine de 24.65% de matiéres séches, par rapport a celle de la pectine 5% (Cotte, 2000). Les
protéines ont une composition en acides aminés proche de celle du tourteau de soja, ceci place les
pulpes de tomates parmi les aliments ayant une valeur protéique intéressante pour les ruminants.
La pulpe de tomate est ainsi une source raisonnable de vitamine Bl B2 et vitamine A
(Aghajanzadeh et al., 2010).

4.2.1.2. Graines de tomates

La quantité de graines par rapport a la masse totale des résidus de tomates varie selon les
variétés. Elle présente une particularité d'avoir un taux élevé en matiere grains avec une
composition en acides grains proche de celle des graines de soja ou de tournesol. Les parois des
graines de tomates a maturité sont tres lignifiées. Leur composition est donnée dans le tableau

suivant:

Tableau 6: Composition chimiques des graines des tomates

Constituants% Abdel Hamid , 1982 Cantarellietal.,, 1993 Amalou et al., 2013
Eau -- -- 6.97
Matieres séche -- -- 93.03
Cendre 55 20496 4.16
Fibre brut 20.1 14.8341.8 24.24
Sucres totaux 3.1 29454 4.25
Protéines 26.2 22.9236.8 24.72
MG 30.4 14.6 429.6 26.2

4.2.1.3. Pelures de tomates

La peau de tomate est constituée d'un hypoderme, d'un épiderme, et d'une cuticule.
Concernant les tomates, récoltées généralement a un stade de maturité assez avancé, les peaux sont
donc essentiellement constituées de cellules a parois lignifiées (15 a 35% de lignine). Elles sont
recouvertes d’une cuticule constituée de produit d’excrétions lipidiques désignées globalement

sous le terme de cires ou de cutine. A I’instar de la lignine, les constituants de la cuticule des
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tomates sont donc susceptibles de diminuer la digestibilité des sous-produits, notamment celle de
la matiere organique (Cotte, 2000 ; Belmesikh, 2011).

Tableau 7: Composition minérale de la tomate (Web 3)

Minéraux et oligo-éléments Quantités
Potassium 28 mg
Phosphore 28 mg

Calcium 13 mg
Sodium 13 mg
Magnésium 10 mg
Fer 0.51 mg
Zinc 0,07 mg
Cuivre 0,09 mg
Manganése 0,1 mg
Sélénium 0,4 ug

4.2.2. Utilisations de déchets de tomate
Les déchets de tomates connaissent de nombreuses utilisations a savoir :

4.2.2.1. Alimentation

De part sa teneur elevée en fibres et grace a la capacité des animaux a digeérer ces fibres
(Muhtaseb et al., 2010), les déchets de tomates sont principalement utilisés pour nourrir le bétail,
en particulier les ovins et les bovins (Celma et al., 2009). Leur utilisation a également été évaluée
pour I’alimentation des volailles (Mansoori et al., 2008), des vaches laitieres (Weiss et al., 1997),
des chevres (Ventura et al., 2009) et des moutons (Denek et Can, 2006).

Par ailleurs, les déchets de tomates peuvent représenter une source intéressante de fibres
pour la consommation humaine (Alvarado et al., 2001). De leur c6té, les graines contiennent
environ 40% de protéines (Rahman et al., 1985). Par conséquent, les graines de tomates sont
recommandées comme source de protéines dans les applications alimentaires pour I’homme (Sogi

et al., 2005).
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En outre, Brodowski et Geisman (1980) ont rapporté que ces déchets contiennent 13% de
lysine de plus que les protéines de soja, ce qui pourrait améliorer substantiellement la qualité des

protéines des aliments a basse teneur en lysine tels les produits de céréales.
4.2.2.2. Agent antioxydant

Baysal et al., (2000) ont signalé qu'une grande quantité de caroténoides est perdue sous forme de
déchets au cours de la transformation des tomates. Du fait que, 72-92% du lycopéne (le pigment
rouge) est associée a la fraction insoluble dans I’eau et a la peau. Ces déchets représentent donc
une excellente source de caroténoides bon marché. Par conséquent, les extraits de peau sont
particulierement riches en lycopéne qui pourrait étre extraite en utilisant des solvants organiques
(Kaur et al., 2008).

Ces substances sont susceptibles de réduire le risque d’apparition de certains cancers ainsi
que des maladies cardiovasculaires et autres maladies chroniques dont celles liées au vieillissement
(Chiu et al., 2007 ; Vagi et al., 2007 ; Choudhari et Ananthanarayan, 2007 ; Kaur et al., 2008 ;
Zuorro et al., 2013). De plus, la qualité des huiles comestibles pourrait étre améliorée les en

enrichis par les caroténoides de peaux (Benakmoum et al., 2008).

Par ailleurs, Knoblich et al., (2005) ont montré le transfert de caroténoides vers le jaune
d'ceuf lorsque les poulets sont nourris de peaux et de graines de tomates. D’autre part, King et
Zeidler (2004), ont révélé que les niveaux élevés de 1’antioxydant a- tocophérol (vitamine E) dans
les déchets de tomates ont réduit la detérioration des lipides au cours du chauffage et permet

d’améliorer la durée de conservation de la viande de poulets stockés.
4.2.2.3. Production d’enzymes

Il y a des rapports dans la littérature sur 1’utilisation des déchets de tomates pour la
production d’enzymes. Certaines études décrivent la production d’enzymes par des souches

bactériennes par des fermentations submergées ; ¢’est le cas de la xylanase (Katapodis et al., 2006).

D’autres travaux ont permis le fractionnement des laccases et des xylanases par
Pleurotus ostreatus et Coriolus versicolor. De plus, la quantité de pectine dans les déchets de
tomates est suffisamment élevée pour obtenir des niveaux élevés en polygalacturonases par
Coriolus versicolor (Boukhalfa, 2015 ; Villena et al., 2017).
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4.2.2.4. Production d’huiles

Les graines de tomates contiennent environ 20% d'huile. Elles seraient une bonne source
d’huile de salade a condition qu’elle subisse un raffinage adéquat ; trés peu de connaissances sont
disponibles sur la capacité antioxydante de ’huile de graines de tomates (Eller et al., 2010). De
plus, la réduction du taux de cholestérol chez les cochons de Guinée a été mentionnée, en leur
donnant 1 ml d’huile/kg. L’huile de graines de tomates a également été utilisée dans les produits

cosmeétiques tels que le savon, les lubrifiants, les peintures et les industries de vernis.
4.2.2.5. Traitement de diarrhée

En 1940, McCay and Smith ont rapporté l'effet anti-diarrhéique des déchets de tomates
chez une série de chiens, de visons et de renards. Par la suite, Lester and Morrison (1946) ont
déterminé I’action pharmacologique spécifique des déchets de tomates sur I’intestin comme un

recours efficace dans le traitement de nombreux types de diarrhées chez des sujets humains.

4.3. Fermentation des déchets de tomate

Differents travaux ont été publiés sur 1’utilisation des déchets de tomate en fermentation,
comme la bioconversion des déchets de tomate par des cultures mixtes de Trichoderma reesei et
Sporotrichum sp en FMS, la saccharification de ce substrat par des cellulases commerciales pour

la production de la biomasse de la levure Geotrichum candidum en FMS.

Aussi, ce déchet a été utilis€é comme substrat pour la production d’enzymes a savoir la
protéase par le champignon Pleurotus ostreatusen FMS, la xylanase par Streptomyces sp., la
polygalacturonase, la laccase par Coriolus versicolor., et pour la synthése de I’acide y-linolénique
en culture submergée par la moisissure Cunninghamella echinulata (landolo et al., 2011 ;
Boukhalfa, 2015).
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1. Matériel biologique

1.1. Identification de la souche

L’identification de la souche de la levure P3 est réalisée par les galeries APl ID32C qui
est un systéeme standardisé pour I’identification des levures, contenant 32 tests d’assimilation

miniaturisés.
1.1.1. Principe de systeme ID 32

La galerie ID 32 C se compose de 32 cupules, chacune contenant un substrat glucidique
déshydraté. Un milieu semi-solide minimal est ensemencé avec une suspension de l'organisme
de levure a tester. Aprés 24-48 heures d'incubation, la croissance dans chaque cupule est lue soit
en utilisant 'ATB TM Expression TM ou la mini APl ® instruments, ou visuellement.

L'identification est obtenue a l'aide du logiciel d'identification.
1.1.2. Méthode

La souche levurienne utiliser dans ce travail est ensemencé dans une boite de Pétri
contenant la gélose YPGA (5g extrait de levure, 10g peptone, 20g glucose et 20g agar, apres
stériliser 30 min a 100°C). Ensuite, la boite est incubée a 30 C° pendant 24h.

Pour I’identification de la souche on utilise le systéme ID 31 C (API C), donc apres
I’incubation, avec une anse de platine stérile retirer une colonie de levure et on met dans un tube
contenant 2ml 1’eau distillée stérile sans additifs (c’est la préparation de la suspension), puis
comparer la densité de ce dernier avec un McFarland 2. Le contenue de tube est homogénéisé,
135ul de la suspension sont distribué dans chaque cupule de la galerie a I’aide d’une
micropipette, aprés on place le couvercle et on incube dans une atmosphere humide a 30 C°
pendant 24-48h.
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Aprés I’incubation, on fait la lecture visuelle et on comparer chaque cupule au controle
(0). Le test est positif de trouble cupule plus boueuse. L’identification est obtenue a l'aide de la

base de données (V3.0). La lecture de la galerie est réalisée apres 24h puis apres 48h.
1.2. Repiquage des souches

Un volume de la souche levurienne est déposé sur boites de Pétri contenant la gélose
YPGA. Ensuite, un étalement a été effectué avec une pipette Pasteur stérile, par stries sur

I’ensemble de la surface de la gélose, puis les boites de Pétri sont incubées pendant 48h a 40°C.
1.3. Preparation de I'inoculum

1.3.1.  Suspension des cellules

L’inoculum correspond a la suspension cellulaire de la souche levurienne utilisée. Cette
derniere est préparée par addition de 10 ml d’eau distillé stérile a la jeune souche cultivée deux

jours (maximum) sur milieu YPGA en boite de Pétri.
1.3.2. Dénombrement des cellules a la cellule de Thoma

Les dénombrements sont effectués par comptage direct sur cellule de Thoma
(0.100mm/0.0025mm2) par observation optique au grossissement X400 a I’aide d’un microscope

optique.
2. Production de la protéase par Fermentation en milieu solide (FMYS)

La fermentation a été réalisée dans un milieu solide a base de déchets de tomate dans le

but de doser I’activité protéolytique développée par la souche levurienne.
2.1. Préparation des milieux de culture

Les déchets de tomates utilisés sont des déchets alimentaires de cuisine. Apres la
collecte, ils  sont séchés a I’air libre (25 — 30°C) pendant quelques jours. Aprés broyage et

tamisage, la poudre est conservée dans des boites hermétiquement fermees.

Deux milieux de production ont été testés pour la production enzymatique, milieu 1 : Déchets de
tomates sans enrichissement et milieu 2 : Déchets de tomate enrichis avec 1 % d’extrait de
levure, d’amidon et de peptone.

Afin d’avoir un volume suffisant de I’extrait enzymatique, nous avons utilisé 16 erlens.

Dans 08 erlenmeyers de 250 ml, on introduit 5g de milieu 1, et dans les 08 autres milieu 2. Les

milieux sont humidifiés a 60% avec de 1’eau distillée.
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L’ensemble des erlenmeyers sont bouchés par du coton cardé et couverts par le papier

aluminium. Ensuite, ils sont stérilisés dans 1’autoclave a 120°C pendant 20 min.
2.2. Conduite des FMS en Erlenmeyers

Apreés refroidissement, les milieux de culture sont inoculés par 5x 10° cellules /ml et

incubés dans I'étuve a 30 C° pendant 48h.

3. Etude de Pactivité protéolytique

3.1. Préparation des extraits enzymatiques

A la fin de la période d’incubation, 2,5¢g de substrats fermentés de chaque erlenmeyer
sont mis dans des creusets en porcelaines ou dans boites de Pétri en verre (préalablement
mesurés) et sont incubé dans I’étuve a 70°C jusqu’a poids sec. Par ailleurs, 25ml de Tween 80
diluée sont ajoutés au 2.5 g de substrat fermenté dans I’erlen, le tout est bien mélanger dans un
mixeur électriqgue pendant 1 a 2 min. La solution est par la suite centrifugée a 10 000 rpm
pendant 10 min a 4 °C, pour éliminer les cellules et les particules du substrat. Les surnageants
correspondent aux deux extraits enzymatiques et sont conservé dans le réfrigérateur (pour une

courte duree) ou dans le congélateur (pour une longue durée) pour les dosages ultérieurs.

3.2. Méthode de dosage de I’activité protéolytique

3.2.1. Dosage des protéines par la méthode de Lowry

3.2.1.1. Principe

Les protéines sont dosées par la méthode de Lowry et ses collaborateurs (1951). Cette
méthode, a pour principe de mesurer la densité optique de la coloration bleue du complexe Folin-
ciocalteu (acide phosphomolybdo-tungstique), réduit en présence de protéines. La méthode
permet de déterminer les concentrations en protéines comprises entre 0,05 mg/ml et 0,1 mg/ml.
Un temps d'incubation d'environ 30 min est nécessaire pour le développement de la couleur
bleue. L'absorbance est mesurée a des longueurs d'ondes entre 500 nm et 750 nm (750 nm est
adoptée pour le dosage de faibles concentrations en protéines). La méthode de Lowry 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.
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> Réaction du réactif de Folin sur la tyrosine, le tryptophane et dans une moindre mesure la
cystine, la cystéine et I’histidine. Elle entraine une réduction, par perte d’un a trois
atomes d’oxygéne et la fixation du cuivre par chélation, facilitant ainsi le transfert

d’¢électrons vers ce réactif.
3.2.2. Mesure de ’activité protéolytique
3.2.2.1. Principe

L'activité protéolytique est déterminée a partir de I'effet de I'enzyme sur la caséine
suivant la méthode d’Anson, (1938). Elle se base sur I’estimation de la quantité des peptides
simples et des acides aminés libres formés par ’hydrolyse d'une protéine (substrat) sous I’action

d’une protéase ou un mélange des protéases.

La tyrosine est utilisee comme standard de dosage colorimétrique de I’activité
proteolytique parce que c'est un acide aminé présent dans toutes les protéines, ce dosage est
effectué a I’aide du réactif folin-ciocalteau qui réagit avec la tyrosine et le tryptophane pour

donner un complexe bleu mesurée au spectrophotomeétre a 750 nm (Belmesikh, 2011).

La réaction enzymatique est stoppée par I’addition du TCA, qui fait précipiter les

proteines non attaquées par la protéase.
3.2.2.2. Mode opération
Le protocole de mesure de I’activité protéolytique est réalisé comme suivant
a. Courbe d’étalonnage de la tyrosine

La gamme-étalon est a partir d’une solution mere de tyrosine dont les concentrations

sont comprises entre 0 et 100 pg/ml, comme I’indique le tableau suivant:
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Tableau 8 : Préparation de la courbe d’étalonnage de tyrosine

N° du tube Blanc 1 2 3 4 5

Réactif
solution
Concentrations
des dilutions 0 20 40 60 80 100
(ng/ml)
Solution mére
de tyrosine 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
(ml)
TCA (ml) 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 0
Na2CO3 (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Agitation et incubation pendant 10 min a température ambiante
Réactif de
folin dilué1/4 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
(ml)

Agitation et incubation pendant 30 min a température ambiante

Les lectures au spectrophotométre a 750 nm des différentes concentrations ont permis
de tracer la courbe d’étalonnage (Figure 9).
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Figure 9: Courbe d’étalonnage de la tyrosine

b. Dosage de ’activité protéolytique

L'extrait enzymatique décongelé juste avant le dosage. La manipulation est réalisée en

deux étapes:

- Réaction enzymatique : il s’agit de faire agir I’extrait enzymatique sur le substrat (la caséine a

2,5% dissoudre dans le tampon citrate de sodium).

Le mélange réactionnel est préparé comme c¢’est indiqué dans le tableau suivant :
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Tableau 9 : Préparation de mélange réactionnel (Beynon et Oliver, 2004 ; Wu et al., 2006 ; Devi

et al., 2008).
N° du tube Blanc 1 2 3
Réactif et solution

Extrait enzymatique (ml) - 0,5 0,5 0,5

Eau distillée (ml) 0,5 - - -
Volume de tampon (ml) 0,75 0,75 0,75 0,75
Solution de caséine (ml) 1,25 1,25 1,25 1,25

Apres agitation, placer au bain marie 40°C pendant 30 min
TCA & 4% (ml) 5 5 5 5
Agiter correctement et laisser reposer 10 min sur paillasse puis filtrer les solutions

Le filtrat constitue la solution contentant le produit de la réaction (la tyrosine)

- Dosage de ’activité : Les composes azotes non protéiques solubles dans le filtrat sont
dosés par la méthode d’Anson, (1938) (tableau 10).

Tableau 10 : Dosage de I’activité (Sumantha et al., 2006 ; Paranthaman et al., 2009).

Réactifs et solution Filtrat de Blanc Filtrat 1 Filtrat 2 | Filtrat
3
Volume de filtrat (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5
Na .COs a 2% dans du NaOH 0,1N 2,5 2,5 2,5 2,5
(ml)

Réactif de Folin diluél/4 éme (ml)
0,25 0,25 0,25 0,25

Agiter correctement et laisser reposer 20 min. Lire I’absorbance a 750 nm

Chaqgue dosage est effectué en trois repétitions.

L’absorbance de la coloration bleue développée est lue a 750 nm (spectrophotometre de
marque. JENWAY6315) ; I’activité est calculée par rapport a la courbe étalon de la tyrosine
(figure 9), comme standard. Une unité (UI) de protéase est I’équivalent de lpg de tyrosine

libérée pendant 1 h de temps par 1 ml de la solution d’enzyme.
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3.3. Sélection de la protéase

Dans le but de déterminer la protéase la plus produite par notre souche cultivée en
milieu 1 et milieu 2, nous avons dosé I’activité protéasique a trois pH : pH acide de 5, pH neutre
de 7 et pH alcalin de 9. Nous avons utilisé le tampon citrate-phosphate pour les pH 5 et 7 et le
tampon glycocolle-NaOH pour le pH 9.

4. Etude des caracteristiques physico-chimiques de la protéase
4.1. Effet du pH sur ’activité de protéase

L’influence du pH sur I’activité enzymatique est déterminée dans un intervalle de pH 3
a pH 9 en utilisant le tampon citrate et phosphate et le tampon glycocolle et NaOH pour le pH 9 :

» Citrate (0,1 M) - phosphate (0,2 M).
» Glycocolle-NaOH (0.2 M).

4.2. Effet de l1a température sur ’activité de protéase

L’effet de la température sur ’activité de la protéase est étudié en incubant le mélange

réactionnel dans I’intervalle de 30 a 80° C (avec un pas de 5°C) pendant 30 min a pH optimal.
4.3. Etude de la thermostabilité

L’activité résiduelle de I’enzyme est estimée a 60°C (température optimale) et 90°C
chaque 30 min, durant 180 minutes. La demi-vie de I’enzyme pour chaque température testée est

déterminée.
4.4. Effet des sels

L’activité protéolytique est mesurée en présence des sels suivants : FeSO4 (0.02 %),
NaCl, MgSOs, CaCl,, MnSO4, ZnSO4 aux concentrations 0.25 %, 5mM, 0.02 %, 5mM et 0,02%
respectivement. Les ions sont additionnés a I'extrait enzymatique. Apreés agitation, l'incubation
du milieu réactionnel a été réalisée a 60°C pendant 30 min. Les activités résiduelles de la
protéase neutre produite par SSF sont ensuite comparées avec le témoin incubé dans les mémes
conditions sans effecteurs.
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4.5. Effet des détergents

L’activité protéolytique est mesurée en présence de plusieurs détergents : 'EDTA, le
Tween 80, le SDS, I'urée a des concentration de 0.058 %, 1%, 1% et 12.01 % respectivement.
Les ions sont additionnés a l'extrait enzymatique. L'incubation du milieu réactionnel a été
réalisée a 60°C pendant 30 min. Les activités résiduelles de I’enzyme sont déterminées et

comparées avec le témoin incubé dans les mémes conditions sans effecteurs.
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1. Identification de la souche levurienne

La souche levurienne P3 isolée a partir de pelures de pomme de terre a été identifiée par
les tests biochimiques en utilisant la galerie APi 32C. Apres la lecture, le résultat est présenté
dans la figure 10 ci-dessous. La levure P3 a un code de 75476710170 et selon le catalogue des

galeries AP,32C, il correspond a la levure Candida sp.

Figure 10 : Lecture de la Galerie AP, 32C aprés 48h

Différents travaux sur 1’isolement des levures, ont utilisé les galeries AP, 32C pour

I’identification des levures :

v' Dakhmouche (2016) : pour I’identification des souches levuriennes isolées a partir des

grains de blé des zones arides, la Candida sp est I’une de ces levures isolées.

v' Sekkat (2008) : pour I’identification des souches levuriennes isolées a partir des patients

infectés par le VIH.

Candida sp a été isolée a partir de différents biotopes comme les grains de blé
(Dakhmouche, 2016), les pelures des pommes de terre (Bessalem et al., 2001), les fromages
(Maziane et Agagna, 2020), le sol (Youcef, 2014) et les denrées alimentaires (Rezki, 2014).

Les protéases constituent l'un des groupes les plus importants d'enzymes industrielles
produit par les Candidas sp (Villena et al., 2017), ces espéces ont la capacité a exprimer plusieurs
types de protéases. Les Candida sp produisent des protéases extracellulaires, d’ou leur intérét
croissant pour leurs applications dans les procédés industriels, principalement en raison de leurs
activités (Schlander et al., 2016).

2. Sélection du milieu de culture le plus performant pour la production de la
protéase

La production de la protéase de candida sp a été étudiée par fermentation en milieu solide
(FMS). Deux milieux ont été testés, le premier (milieu 1) constitué les déchets de tomates et le
deuxiéme (milieu 2) est les déchets de tomates enrichie en extrait de levure, en amidon et en
peptone. La fermentation a été conduite a différents pH a savoir pH 5, pH 7 et pH 9.
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Les résultats présentés dans la figure 11 montrent que la meilleure production
(13,95.10* UI/g) est obtenue par fermentation solide a pH 7 sur milieu 2 alors que le milieu
constitué seulement de déchets de tomates utilisées comme support et substrat de fermentation a

donné une activité protéasique de (11,47.10* UI/g).
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Figure 11 : Sélection du milieu de culture le plus performant pour la production de la protéase

La production proteolytique est meilleure a pH 7. Ceci peut étre expliqué par le fait que
le pH neutre convient mieux a I’activité de la protéase produite et nous pouvons déduire que la

levure P3 (candida sp) est productrice de protéase neutre.

Le milieu de déchets de tomates enrichis de ’extrait de levure, de I'amidon et de la
peptone est plus efficace pour la production protéasique. Ceci peut étre expliqué par le fait que la
source d'azote fourni par les déchets de tomates (1.2 g /100 g de fruit de tomate) et les glucides
(2.80 - 4.25 %) sont insuffisantes pour la croissance de candida sp et par conséquent pour la
production protéasiques. Ce milieu enrichi permet au candida sp d'utiliser 'amidon (1%) comme
source complexe de carbone, la peptone (1%) comme source d'azote et I’extrait de levure (1%)

comme source de nutriments et d'azote.

Il a été mentionné que la production de la protéase par Rhodotorula mucilaginosa CBMAI
1528 dépend de la composition du milieu de culture et I'optimum est obtenu en présence du

glucose et de la peptone de caséine (Lario et al., 2020).
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Le choix du milieu approprié de fermentation est essentiel pour les microorganismes,
aussi bien pour la croissance que pour la production d’enzymes. La production d’enzymes par les
levures a été considérablement améliorée par l'addition de différentes sources de carbone et d'azote
(Lagzouli et al., 2007).

Pour l'efficacité des milieux des cultures enrichie, il a été trouvé que la production
maximale de la protéase chez A.oryzae (Garcia-Gomez, 2008), Candida humicola (Ray et al.,
1992), C. Buinensis (Araujo et al., 2010) et Yarrowia lipolytica (Hernandez et al., 2011), est
obtenue dans un milieu de culture contenant de la farine de poisson et de la farine de soja.

Benkahoul et al., (2017) montre que la meilleure croissance de Aspergillus oryzae est
obtenue en presence du corn-steep liquor, du lactosérum et des sels. Alors que la meilleure activité
protéolytique est observée dans I’essai contenant le corn-steep liquor, les dattes déclassées et les

sels.
> Effet de la source azotée sur la production de la protease

Plusieurs auteurs ont mention I'importance de l'extrait de levure pour la croissance des
microorganismes et aussi pour la production des protéines (enzymes). L'extrait de levure est utilisé

généralement comme source d'azote et comme source de vitamines.

L’extrait de levure est necessaire pour la production de la protéase de la souche halophile
extréme S2. Parmi les sources azotées étudées, l'activité protéasique de la souche bactérienne
halophile extréme S2 (une archaebactérie appartenant a la famille des Halobacteriaceae) est

meilleure en présence de I'extrait de levure suivie de la peptone (Zemmouri et Zemouri, 2017).

Rane et al., (2017), Joshi et Shekhawat (2014) et Das et Mukherjee (2007) ont montré
que I'extrait de levure est utilisé comme source d'azote par les souches de Bacillus subtilis. Selon
Lucas et al., (2020), I'extrait de levure est généralement considéré comme la principale source
d'azote et également comme source de nutriments clé, dans les milieux de culture. Et selon Beata
et al., (2021), l'efficacité la plus élevée de la biosynthese de la surfactine par Bacillus subtilis a été

obtenue en utilisant de I'extrait de levure comme source d'azote.

Sayed et al., (2015) ont montré que l'ajout de l'extrait de levure a considérablement
amélioré les performances du MFC (Microbial Fuel Cell) a base de levure, ce qui peut étre attribué

au role de I'extrait de levure comme milieu de croissance ou comme médiateur.
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Selby et al., (1975) ont révélé que la croissance des bactéries lactiques par I’extrait des
levures a été attribué a la présence de grandes quantités d'acides aminés libres et de peptides, ainsi

que d'autres facteurs.

Selon Kawai et Hu, (2009) ; Li, (2007) et Chen el al., (2007), l'extrait de levure est
généralement utilisé comme stimulant de croissance pour les microorganismes. Shahriar et al.,
(1988) ont montré qu’il s'est avéré essentiel pour obtenir une bonne croissance de B.
amyloliquefaciens. 1l montre, aussi, une influence maximale par l'augmentation de la production
de la protéase chez Bacillus sp (Prakasham et al 2006) et chez Streptomyces. Sp (Mehte et al.,
2006).

» Effet de la source de carbone y compris I'amidon dans les milieux de cultures :

L'effet de différentes sources carbonées (saccharose, amidon, glucose, maltose, fructose
et xylose) sur la production protéasique de la souche halophile extréme S2 a été étudié et il s'est
avére que I'amidon a augmenté la production protéolytique. Alors que Kumar et al., (2016) ont
mentionné que l'activité protéasique produite par Bacillus MK 22 est maximale en présence du

glucose (Zemmouri et Zemouri, 2017).

Selon Beata et al., (2021), l'efficacité la plus élevée de la biosynthese de la surfactine par
Bacillus subtilis a été obtenue en utilisant de I'amidon comme source de carbone. Singh et al.,
(2014) et Ghribi et Ellouze (2011) et Das et Mukherjee (2007) ont trouvé que la source de carbone
dans les milieux synthétiques est principalement le glucose, et I'amidon soluble, sont préférés au
glycérol ou a I'hexadécane pour la production de biosurfactants lipopeptidiques par des souches

de Bacillus subtilis.

Dix-sept souches de levures amylolytiques ont été isolées a partir d’un levain de
panification traditionnel sur un milieu semisynthétique contenant I’amidon comme seule source

de carbone (Lagzouli et al., 2007).

Al-Hussuny et al., (2016) a observé que l'augmentation des concentrations d'amidon
améliorait la croissance de I'amibe et peut étre due au fait que I'amidon est une bonne source de

nutriments.

Selon Lopez-Flores et al., (2016) l'activité protéasique maximale (105 Ul/mL) a été
atteinte lors de l'utilisation de la farine de soja comme source de protéines et de carbone. Le

tourteau de soja est aussi un excellent substrat a faible colt pour la production de protéases par Y.
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lipolytica. Et selon Sandhya et al., (2005) l'utilisation de son de blé dans la production de protéases
d'A. oryzae, a permis l'obtention de l'activité protéasique la plus élevée (31,2 U / mL).

Chellappan et al., (2006) et Sumantha et al., (2005) ont trouvé que I’addition de la caséine

au milieu de culture ne conduit pas a une augmentation de la production de la protéase.

» Role de la peptone et d’autres sources azotées

Rane et al., (2017) et Joshi et Shekhawat (2014) et Ozturk et al., (1992) et Das et
Mukherjee (2007) montre que la peptone est utilisée comme source d'azote pour Bacillus subtilis.

Selon Priatni et al., (2017), la peptone a été appliquée comme source d'azote pour la
croissance bactérienne. Bien que les mécanismes moléculaires des effets favorisant la croissance
en présence des peptones ne soient pas entierement compris, les effets positifs observes pourraient
étre due a la composition diversifiée en acides aminés des peptones (Burteau et al., 2003 et Franek
et al., 2004).

Nurdiyana et al., (2015) montre que la peptone de poisson est l'une des approches

alternatives de la source d'azote nécessaire a la croissance microbienne.

Le besoin en source azotée difféere selon le microorganisme, et plusieurs travaux ont
utilisé différentes sources azotees organique (simple ou complexe), et sources azotées inorganique.
Et il a été trouvé que les acides aminés sont meilleurs pour augmenter la production de la protéase
(Sharma, 2017).

Diffirentes travaux (Ghobadi et al., 2010 ; Stivanid et al., 2009 ; Sharma, 2017) ont
reporté que la production de la protéase est améliorée par la combinaison de la peptone et de

I'extrait de levure.

Parmi les sources azotées (extrait de beeuf, tryptone, peptone, glycine et caséine) utilisées
pour la production de la protéase par Pseudomonas fluores, le maximum de production est obtenu
avec la peptone. Cette derniere constitue aussi une bonne source d’azote pour la production de la
protéase par Nocardiopsis prosine (Ningthoujam et al., 2009) et B. licheniformis BBRC (Ghobadi
et al., 2010).

Agrawal et al., (2005) ont obtenu une augmentation de 12 fois de la protéase alcaline de
I’A. oryzae NCIM 649 cultivé sur le son de blé enrichi par les protéines de soja. Vishwanatha et
al., (2010) ont observé une stimulation de la synthése de la protéase acide en présence de farine

de soja et de caséine a 4 % par A. oryzae MTCC 5341, cultivé en FMS sur son de blé.
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Selon Boukhalfa (2015) I’enrichissement des déchets de tomate par la farine de soja a
rendu la production plus économique comparativement a la caséine qui ne permet pas d’augmenter

la production de I’enzyme d’une fagon trés importante.

> Effet du pH sur la production de la protéase

La production optimale de la protéase produite est obtenue par Bacillus (Contesini et
al.,2017), et Aspergillus oryzae (Hu et al., 2020) a pH neutre, Teredinobacter turnirae a pH de 7-
7,5 (Sharma et al., 2017), Stenotrophomonas sp a pH = 8 (Soeka et Sulistiani, 2017), Aspergillus
flavus a pH= 6,8 (Franco et al., 2017).

Généralement, pour la production de la protéase alcaline, le pH optimum est entre 9 et 11
(Sharma et al., 2017).

Yarrowia lipolitica et Cryptococcus deminnaes produisent des protéases actives a pH 2,5
et également des protéases actives a pH 7. Et il a été trouvé que le pH auquel les microorganismes
ont été cultivés a influencé I’activité produite ; 43 cultures produisent des protéases actives a pH
2,5 lorsqu’ils ont été cultuvés a pH 3 mais seulement 35 1’ont fait lorsq’ils ont poussé a pH 6,5.
D’autre part, quelques souches levuriennes produisaient des protéases actives a pH 2,5,
lorsqu’elles sont cultuvé a pH 6,5, mais pas lorsqu’elles le sont a pH 3.

Les protéases actives a pH 7 étaient plus susceptibles d’étre produites lorsque les cultures

sont cultuvés a pH 6,5 (Ogrydiak, 1993).

3. Etude des caractéristiques physico-chimiques de la protéase

3.1. Effet du pH sur ’activité de la protéase

La figure 12 montre I’effet du pH sur ’activité protéolytique, cette étude est faite dans
une gamme de pH de 3 a 9. On remarque une augmentation de 1’activité protéolytique avec
I’augmentation de pH jusqu’a une meilleure activité de 11,73. 10* UI a pH 7 désignant le pH
optimal de la protéase étudiée. Au-dela de ce pH, une diminution de I’activité protéolytique est

observée (figure 12).
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Figure 12 : Effet du pH sur I’activité de protéase

Chague enzyme possede un pH optimal pour sa stabilité, dans notre travail la protéase de
Candida sp donne une bonne stabilité et activité a pH neutre par rapport aux pH acide et pH alcalin.
Le pH 7 est une caractéristique typique des protéases neutres (Williams et al., 2012), la protéase
hydrolyse bien le substrat dans les conditions favorable permettant a la protéase de catalyser la

rupture des liaisons peptidiques des protéines (Silva, 2017).

L’activité de protéase produite par Candida sp a montré un pH optimal de 7, méme
résultat a éte rapporté par Hesham et al., (2017) pour Candida californica, et pour Yarrowia
lipolytica (Flores et al., 2016). Les Candida et quelques levures comme Metschnikovia
pulcherrima et Wickerhamomyces anomalus produise de la protéase acide (Schlander et al., 2017)

et d’autres levures produisent de la protéase alcaline (Bessadok et al., 2017).

3.2. Effet de la température sur activité de la protéase
L'effet de la variation de la température sur l'activité proteolytique a été étudié dans une
gamme de température de 30°C a 80°C et a pH optimum de 7. Le profil de l'activité de ’enzyme
en fonction de la température obtenu présente un aspect un peu large (figure 13). Nous constatons
que lactivité proteolytique augmente avec la température jusqu’a 60°C ou elle atteint son
maximum de 15,00.10* UI puis elle diminue jusqu'a 76,28.10° Ul a 80°C.

55

—
| —



Chapitre 3 : Résultats et discussion

180000

~ 160000

< 140000 \

>
.© 120000

U

100000 L

N

80000

60000

40000

Activité protéolyt

20000

0

Température

Figure 13 : Effet de température sur l'activité proteolytique.

La température est un facteur important dans la catalyse des transformations chimiques.
En effet, elle augmente 1’agitation des molécules et accroit la possibilité de contact entre les
molécules. Dans le cas de réaction enzymatique, la température accélere la fréequence de collision
entre le substrat et I’enzyme. Au-dela d’une certaine température, la protéine enzymatique va subir
des modifications de sa structure tridimensionnelle, ce qui entraine progressivement la perte de
son activité (Boukhalfa, 2015).

Daniela et al., (2010) ont rapporté que la production maximale de la protéase (573 U/mL)
est atteinte a 35°C chez Candida buinensis. Par ailleurs, les surnageants cellulaires ont montré

I'activité la plus élevée (534 U/mL) a 25° C et une stabilité satisfaisante dans la plage de 25 a 30°C.

La température optimale de la protéase de notre souche candida sp est plus élevée que
celle de la protéase de Y. lipolytica qui est de 37°C (Hernandez-Montafiez et al., 2007), et de 45°C
(Jing et al., 2009).

Ma et al., (2007) ont observé que l'activité de le protéase alcaline de la levure
Aureobasidium pullulans était stable jusqu'a 20 °C, alors qu'elle commence a perdre son activité

au-dessus de 45 °C jusqu’a 50 °C ou elle devient totalement inactive apres 30 minutes.

La protéase alcaline theromostable est produite par Yarrowia lipolytica a 52,7°C
(Hernandez et al., 2011) et a 45° C (Lopez-Flores et al., 2016).

Selon Sreedevi (2017), la protéase de Bacillus cereus UV-15 semble étre stable entre 40

et 60°C qui represente la température optimale. L'activité diminue progressivement ou dela de
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70°C. Aussi, Gomri (2019) a montré que la température optimale de la potéase 16-F39 de

Thermoactinomyces sp est de 55°C.

La protéase produite par Aspergillus niger sur le milieu solide est active dans une large
gamme de température avec trois pics d’activité protéolytique de 2754.66 (ung/h/ml),
2604.4(pg/h/ml) et 2400.4pg/h/ml  observées aux températures 30°C ,45°C et 70°C
respectivement. Cela indique qu’il existe au moins trois formes différentes des protéases (Berbas
et Meghazi 2019). Et il été trouvé par les souches Aureobasidium sp, Aspergillus sp 6 et
Scedosporium sp donnent un bon rendement protéolytique a 40°C. (Abdou et Mebarek, 2017).

3.3. Etude de la thermostabilité

L’étude de la stabilité thermique de la protéase produite par candida sp, est testée aux

températures 60 et 100°C. Les résultats sont représentés dans la figure 14.
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Figure 14 : Etude de la thermostabilité de la protéase de candida sp

Les résultats montrent qu’a 60°C, I’enzyme maintient 84.38 % de son activité initiale

aprés 120 min d'incubation et 71.03% apres 3 heures.

A 100°C, I’enzyme perd 40 % de son activité initiale aprés 120 min d'incubation. Sa demi-

vie et de 165 min. Aprés 180 min elle retient 41.43% de son activité.

L’enzyme se dénature presque totalement a température plus élevées. La vitesse a laquelle
une enzyme se dénature a une certaine température est un moyen trés pratique pour juger de sa
stabilité. La dénaturation d’une protéine est mesurée par la perte de ses propriétés biologiques

(Boukhalfa, 2015). Les levures ne sont pas connues par leur résistance a la température élevée,
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alors que certaines bactéries sont considérées comme thermorésistantes. Des études ont montré
que la cohabitation des bactéries et des levures dans le méme milieu peut avoir pour conséquence

un transfert de genes des bactéries vers les levures (Dakhmouche, 2016, Fossi et al., 2005).

Selon Alya et al., (2008) la stabilité thermique de la protéase produite par Bacillus
licheniformis a été étudiée en incubant I'enzyme pendant 1 h a différentes températures (50, 55 et
60 °C). Le profil de stabilité thermique de la protéase a montré que l'enzyme est stable de 50 - 55
°C.

La protéase acide d’Aspergillus niger est trés stable a 60°C, ou ’enzyme garde presque
84% de son activité apres 90 minutes (Dendouga, 2006).

D’aprés les résultats de Wang et al., (2012), la protéase purifiee a partir de
Brevibacillus sp.PLI-1 a perdu 20% de son activité relative a la température optimale de 60°C au
bout de 30 minutes et a conservé uniquement 25% de son activité relative aprés 3 heures

d'incubation.

Selon Gomri (2019), I’effet sur les activités relatives des proteases 16-F39 et 32-F38 chez
Thermoactinomyces sp, de I’incubation aux températures optimales respectives (60 °C et 50 °C) a
été étudié dans l'intervalle de 20 min a 240 min et il a été observé que la proteéase 16-F39 perd
28,24% de son activité relative apres 30 minutes d'incubation et garde encore 18,97% de cette

activité apres quatre heures.

3.4. Effet des sels et des détergents sur ’activité de protéase

3.4.1. Effet des sels sur P’activité de la protéase

D’aprés la figure 15, il ressort que la plupart des sels étudiés (FeSOa, NaCl, CaCl,
MnSO:, ZnSO: et MgS0O4) semblent avoir un effet d’activateur sur la protéase de Candida sp
(tableau 11).
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Tableau 11 : Activités enzymatiques résiduelles apres traitement par les sels

Sels Activité résiduelle% ‘
Contrdle 100
FeSO. 104,134
NaCl 105,8
MgSOs 100
CaCl 107,67
MnSOq 108,78
ZnSOq 108,78

La meilleure activitée est obtenue par MnSO. (155843,5U1), ZnSO- (155843,5U1) suivie
de CaCl: (154243,5Ul), NaCl (151572,6Ul) et FeSO. (149177,6Ul). Tandis que la MgSOa4 n’a

pas d’effet sur I’activité protéasique (figure 15 et tableau 11).
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Figure 15 : Effets des sels sur ’activité protéolytique

L'addition de Na*, Mn?", Zn?*, Mg?" Ca? *, Fe2 * et Mg? * a augmenté l'activité
protéolytique de Candida sp, Les ions Fe*+ inhibent ’activité alors que le Ca?* n'a aucun effet
significatif sur l'activité de la protéase (Hu et al., 2020). Dans d’autres études de Furhan (2020),
les ions de Mn?* ont inhibé I'activité de la métalloprotéase mais ont amélioré l'activité de la sérine

protéase.
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Nos résultats sont similaires a ceux de Sharma et al., (2017) qui ont montré que le CaCl;
augmente l'activité de la protéase de Candida de 105,3%.

I1a été aussi rapporté que Ca2 ¥, Fe2 *, Zn2 et Mg? * améliorent la production de la protéase
de Kluyveromyces lactis, alors que Fez"et Cu?* inhibent la protéase serine (Sugawara, 2020). Et

Amora et al., (2021) ont montré que I’activité de la protéase neutre est inhibée par I’ions Hg? *.

Les déchets de tomate contiennent les ions : Mg?*, Caz", Na" et CI” correspondant au
milieu de culture pour la production de protéase (Boukhlfa, 2015). L’utilisation du NaCl dans le
milieu de culture semble avoir un effet positif significatif sur la production de la protéase neutre
dans la culture solide (Belmessikh, 2011).

Les résultats peuvent s'expliquer, en partie, par le fait que les ions métalliques utilisés
réagissent chimiquement et difféeremment avec la chaine polypeptidique de ’enzyme, entrainant
ainsi 'amélioration ou la réduction de I’activité de la protéase (Elleuch et al., 2020). Les divers
ions métalliques influencent l'activité des protéases. Ils sont connus comme inducteurs et

stabilisateurs des protéases et les protegent des changements de conformation.

3.4.2. Effet des détergents sur ’activité de protéase

Les résultats de I’effet des détergents (SDS, EDTA, Tween 80 et Urée) sur ’activité de
la protéase sont montrés dans la figure 16.

Tableau 12 : Activités enzymatiques résiduelles apres traitement par les détergents

Détergents Activité résiduelle%o

Controdle 100
Tween80 117,7
SDS 59,33
EDTA 41,88
Urée 55,4

Parmis les détergents étudiés, seul le Tween 80 a un effet activateur sur la protéase
puisqu’il augmente ’activité enzymatique de 117,7%, alors que le SDS, EDTA et 1’urée ont un
effet inhibiteur avec des activités résiduelles de 59,33%, 41,88% et 55,4% respectivement
(tableau 12).

L’inhibition de la protéase par EDTA, un agent chélateur fort de métal suggere que

I’enzyme peut étre une métalloenzyme.
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Figure 16 : Effet des détergents sur I’activité protéolytique

Selon Hu et al (2020), la protéase neutre de Candida sp. a été traitée séparément avec
différents ions métalliques, inhibiteurs de protéase et tensioactifs. Le méme résultat que le notre a
¢été obtenu, ’EDTA et le SDS étaient des inhibiteurs puissants de la protéase alcaline de la levure
Candida. L'effet de divers tensioactifs et agents oxydants a différentes concentrations sur une
protease alcaline a montre des activités relativement élevées lorsqu'elle est incubée avec le Tween-
80 (Basavaraju et al., 2017). L urée diminue 1’activité de la protéase alcaline et neutre (Gulmus et
Gormez, 2020). En plus de ’EDTA, d’autres inhibiteurs de protéase tels que le PMSF, IEGTA et

la pepstatine A ont été observes pour la protéase de Rhodotorula glutinis (Furhan, 2020).

La protéase des détergents doit étre compatible et stable avec tous les composés des
détergents couramment utilisés tels que les tensioactifs, les agents de blanchiment, les agents
oxydants et d'autres additifs qui pourraient étre présents dans la formulation des détergents. Une
variété d'ions métalliques et détergents ont montré l'effet variable sur l'activité de la protéase,
certains d'entre eux se comportent comme des inhibiteurs tandis que d'autres agissent comme des

activateurs en fonction de leur interaction avec les protéases (Basavaraju et al., 2017).
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Conclusion

L'objectif de ce travail de recherche est la production de la protéase neutre a partir de la
souche levurienne Candida sp. Ce projet s'inscrit dans une approche qui consiste a l'exploitation
des déchets de tomate et a réduire l'utilisation des produits chimique en favorisant I'émergence

d’une nouvelle industrie de produits biologique économiquement plus abordables.

Dans la premiére partie, nous avons étudies deux milieux de cultures, le premier milieu
est les déchets de tomate sans enrichissement et le deuxieme est constitué de déchets de tomate
enrichi par 1% d’amidon, de peptone et d’extrait de levure. Les résultats révelent que le milieu
enrichi donne la meilleure activité en FMS. Notre souche produit trois types de protéase active a
pH 5, 7 et 9, et d’aprés nos résultats, la protéase neutre est la plus dominante (13,95 .10%UlI).

Dans la deuxiéme partie, nous avons étudié les caractéristiques physico-chimiques de la
protease neutre de Candida sp P3. L’effet de la température et du pH sur la production
proteasique a été étudié. Et il a été trouvé que la température optimale et le pH optimum de la
protease neutre sont de 60°C et de 7 respectivement. La protéase a présenté une stabilité
thermique de 71 % d’activité résiduelle a 60°C apres 180 minutes. Une exposition de la protéase
a des températures de 100°C pendant 3 heures lui a fait perdre 59 % de son activité initiale. Sa
demi-vie est supéricure a 180 min a 60°C et 160 min a 100°C. D’aprés I’étude de I’effet des sels,
une augmentation de I’activité protéolytique a été obtenue avec FeSO4, NaCl, MgSO., CaCl.,
MnSO: et ZnSO.. L’effet des détergents (Tween 80, EDTA, SDS et 1’urée) a été etudié sur la
protease. Une bonne activité est donnée seulement par le Tween 80.

Ce mémoire présente la mise au point d’un procédé en FMS pour la production d’une
enzyme ayant un intérét technologique. Ces résultats mettent en relief I’intérét de recycler les
déchets de tomates industriels par FMS pour la production d’une protéase neutre levurienne a un
niveau éleve et a moindre co(t.

Afin d’approfondir ces recherches plusieurs perspectives peuvent étre focalisées
particulierement sur:

- Détermination de la composition chimique des déchets de tomates

- Etude des autres facteurs qui affectent la production a savoir ’effet de I’humidité,
effet de I'inoculum...etc.

- Optimisation et purification de I’enzyme étudiée avant sa caractérisation.

- Recherche d’autres activités enzymatiques chez Candida sp. telles que les

cellulases, les xylanases, les pectinases et les lipases.
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Résumé

Ces derniéres annees, l'intérét pour l'utilisation de levures pour la production de
protéases en culture solide s'est accru. Cette étude vise a la production de protéase par la levure
Candida sp en fermentation solide. Deux milieux ont été utilisés, les déchets de tomates et les
déchets de tomates enrichis par I’extrait de levure, la peptone et ’amidon. La souche a produit
03 protéases actives a pH5, pH7 et pH9. Cependant, la production de la protéase neutre par
fermentation solide sur les déchets de tomates enrichis est la plus importante (13.95 x 10* U1/g).
L’étude des caractéristiques de la protéase de Candida sp a été aussi effectuée. Le pH optimum
et la température optimale de I’enzyme sont de 7 et 60°C respectivement. Le traitement
thermique de la protéase neutre a été ¢tudi€¢ a 60 °C et a 100°C. Apres 3 heures d’incubation, la
protéase montre une activité résiduelle de 71% a 60°C et de 41 % a 100°C. Sa demi-vie est de
165 min a 100°C. L’effet des différents sels (FeSO4, NaCl, MgSQa, CaCL, MnSO2, ZnSO:) sur
la protéase a montré que a part I’effet nulle de MgSOg sur I’activité les autres sels semblent étre
des activateurs de la protéase avec des taux de 104.13%, 105.8%, 107.67%, 108.78% et 108,8 %.
Parmi les détergents étudiés, seul le Tween 80 a amélioré la production de la protéase neutre

alors que le SDS, PEDTA et I’'urée diminuent I’activité protéasique de Candida sp.

Mots clés: Protéase neutre, levure, Candida sp, fermentation solide, déchets de tomates.
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Abstract

In recent years, interest in the use of yeasts for the production of proteases in solid
culture has increased. This study aims at the production of protease by the yeast Candida sp in
solid fermentation. Two media were used, tomato waste and tomato waste enriched with yeast
extract, peptone and starch. The strain produced 03 proteases active at pH5, pH7 and pH9.
However, the production of neutral protease by solid fermentation on enriched tomato waste is
the most important (13.95 x 104 U / g). The study of the characteristics of the protease of
Candida sp. was, also, carried out. The optimum pH and optimum temperature of the enzyme are
7 and 60 ° C respectively. The heat treatment of the neutral protease was studied at 60 ° C and
100 ° C. After 3 hours of incubation, the protease shows a residual activity of 71% at 60 ° C and
of 41% at 100 ° C. Its half-life is 165 min at 100 ° C. The effect of different salts (FeSOa, NaCl,
MgS0O.4, CaCl, MnSO., ZnSO:) on the protease showed that apart from the zero effect of
MgSO4 on the activity the other salts seem to be protease activators with high levels of
104.13%, 105.8%, 107.67%, 108.78% and 108.8%. Among the detergents studied, only Tween
80 improved neutral protein production, while SDS, EDTA and urea decrease the proteolytic
activity of Candida sp.

Key words: Neutral protease, yeast, Candida sp, SSF, tomato waste.
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Résumé :

Ces dernieres années, l'intérét pour lutilisation de levures pour la production de
protéases en culture solide s'est accru. Cette étude vise a la production de la protéase par la
levure Candida sp en fermentation solide. Deux milieux ont été utilisés, les déchets de tomates et
les déchets de tomates enrichis par I’extrait de levure, la peptone et ’amidon. La souche a
produit 03 proteases actives a pH5, pH7 et pH9. Cependant, la production de la protéase neutre
par fermentation solide sur les déchets de tomates enrichis est la plus importante (13.95 x 10*
Ul/g). L’étude des caractéristiques de la protéase de Candida sp a été aussi effectuée. Le pH
optimum et la température optimale de ’enzyme sont de 7 et 60°C respectivement. Le traitement
thermique de la protéase neutre a été étudi¢ a 60 °C et a 100°C. Apres 3 heures d’incubation, la
protéase montre une activité résiduelle de 71% a 60°C et de 41 % a 100°C. Sa demi-vie est de
165 min a 100°C. L’effet des différents sels (FeSOa4, NaCl, MgSO4, CaCl:, MnSO:, ZnSO:) sur
la protéase a montré que a part I’effet nulle de MgSO4 sur I’activité, les autres sels semblent étre
des activateurs de la protéase avec des taux de 104.13%, 105.8%, 107.67%, 108.78% et 108,8 %.
Parmi les détergents étudiés, seul le Tween 80 a amélioré la production de la protéase neutre

alors que le SDS, ’EDTA et I’'urée diminuent 1’activité protéasique de Candida sp.

Mots clés: Protéase neutre, Candida sp, fermentation solide, déchets de tomates.
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