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Les enzymes sont des catalyseurs de réactions chimiques avec une grande 

précision, du coup indispensable dans notre vie quotidienne, ainsi pour la survie de toutes 

les espèces vivantes. Au cours de ces dernières années le développement de la 

biotechnologie aboutit à changer radicalement les pratiques et les structures agricoles 

actuelles en augmentant les rendements, en rendant les plantes et les animaux résistant à 

certains parasites et maladies et à l’augmentation de la production de la plupart des 

enzymes. Environ 40% des enzymes industrielles sont d’origine fongique (Botton et al., 

1999). En revanche  les levures sont considérées comme les micro-organismes les plus 

importants en biotechnologie, ayant des capacités  de production enzymatique rapide et 

moins coûteuse. 

Les protéases sont parmi les enzymes produites par les levures, et les plus 

employées en industrie, occupant ainsi 60% du marché global des enzymes. 

L'extraction de ces enzymes fournit les catalyseurs pour la fabrication de 

produits chimiques dans diverses industries telles que: le textile, l'industrie 

pharmaceutique, l'industrie du papeterie et l'industrie alimentaire afin d'atténuer le 

problème de  pollution de l’environnement (Jani et al,. 2012). D’après  Kandasamy et 

al, .2016 et Das et Prasad, 2010 les protéases d’origine microbienne sont des enzymes 

économiquement importantes car elles présentent un large éventail d'applications dans 

différentes industries. 

La fermentation en phase solide (FMS) est un procédé technologique qui reproduit 

les conditions de vie naturelle des micro-organismes, en utilisant des substrats solides à 

faible taux d'humidité, et nécessite un substrat solide adapté parmi les matériaux agro-

industriels (Hamrouni et al,. 2019). 

Ce processus est un outil potentiel pour la production de composés importants sur 

le plan industriel grâce à la bioconversion de déchets agricoles riches en nutriments en 

produits à valeur ajoutée (Esakkiraj et al,. 2011).  

L’objectif de ce travail est d’étudier l’optimisation de  la production des protéases 

par fermentation sur milieu solide  à base de divers substrats riches en carbohydrates et 

en protéines à savoir: le son de blé , le son de riz , les déchets agricoles. 

Un plan de travail est adopté pour explorer cet objectif est subdivisé en quatre 

parties : 
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- La première partie est une synthèse bibliographique relatant des généralités sur 

les levures et leur importance dans la production des enzymes : protéases appliqués dans 

plusieurs secteurs industriels.  

-La deuxième partie expérimental mettant au point le matériel et les méthodes 

utilisés pour la préparation des substrats de fermentation , la production des protéases par 

divers micro-organismes selon la culture en milieu solide à base de déchets: le son de blé 

, le son de riz , les déchets agricoles.Suivi par une application industrielle . 

-Une comparaison basée sur les résultats des travaux antérieurs est entreprise dans 

la discussion générale . 

-Le manuscrit est clôturé par une conclusion générale . 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

 

 

 

 

 

 
Chapitre01  

Les levures
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1-Les levures 

1-1-Généralités sur les levures 

Une levure est un micro-organisme eucaryote unicellulaire qui appartient au domaine des 

champignons microscopiques (Kurtzman et Fall, 2006), non photosynthétique de forme ovoïde ou 

sphérique. Toutes les levures sont capables de convertir le sucre en alcool et en dioxyde de carbone. 

Elles ont besoin de nourriture, de chaleur et d’humidité pour prospérer. Comme la levure de 

boulanger (Figure 1), La température optimale pour son action est comprise entre 24 et 30°C et  

L’acidité optimale se situe entre un pH de 4,5 et 6. 

Le ph du pain réalisé sur direct se situe vers 5,6 et 5,7 et Le sel et les sucres simples augmentent 

la pression osmotique, ils modifient sont l’activité.                                                                          Le 

sel diminue progressivement l’activité de cette levure avec l’augmentation de sa concentration, Le 

sucre jusqu’à faible concentration (5%) active la fermentation, mais au-delà de 10% il la réduit, car 

la pression osmotique se trouve trop forte. 

Les levures se développent, soit en surface, soit en profondeur des aliments (milieux solides 

ou liquides) (Fao, 2007). 

     

 

Figure 1 : Cellule de levure de boulanger au microscope (Michel ,2010) 
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1-2-Morphologie 

     Les cellules sont de taille d'environ 20 µm en longueur et de 1 à 10 µm en largeur 

(Gournier et al. 1994).   

      La cellule Levurienne est une cellule typique d'eucaryote comprenant une paroi 

rigide, un noyau limité par une membrane nucléaire, un cytoplasme contenant divers 

organites et inclusions dont des mitochondries et une grande vacuole. 

      La paroi des Levures représente de 6 à 30 p. 100 du poids de la cellule, sa rigidité 

lui confère une forme propre. 

      Elle est constituée d'au moins trois couches dont la composition chimique diffère de 

celles des cellules végétales aussi bien que de celle des bactéries. 

     Elle est sphérique, ovoïde, globuleuse, cylindrique, ellipsoïde, allongée, apiculée, 

ogivale, triangulaire ou en forme de bouteille (Walker, 2009 ; Kutzman et al. 2011).                                             

     Les levures présentent une structure plus complexe que celle des bactéries 

notamment par la   présence d’un noyau, de mitochondrie, d’un appareil de Golgi et de plus 

d’un chromosome (saccharomyces cerevisiae a 16 chromosomes) (Labrecque, 2003). 

 

1-3-Reproduction  

     Les levures ont un mode de multiplication bien spécial. Elles se reproduisent aussi 

bien par un cycle asexué (végétatif) que par un cycle sexué (sporulation) en fonction des 

conditions favorables ou défavorables du milieu (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1997). 

Pour la plupart des levures, la reproduction asexuée est la forme majeure de multiplication 

(Bonaly, 1991). Elle s’effectue par bourgeonnement ou par fission (scissiparité) à partir 

d’une cellule mère. 

     Les ascomycètes qui se reproduisent par un processus sexué dans un asque résultant 

de la transformation d'une cellule après méiose. 

      Les basidiomycètes qui réalisent une reproduction sexuée avec formation de 

basidiospores sur une baside. 

     Les deutéromycètes regroupent l'ensemble des levures ne présentant pas de mode 

connu de reproduction sexuée. 

https://www.universalis.fr/encyclopedie/mitochondries/
https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Ensemble.html
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Figure 2: Division des levures par bourgeonnement 

(Leclerc et al., 1995) 

1-4-Classification 

La taxonomie est la caractérisation et la distinction des taxons (espèces) basées sur 

l’observation des caractères précis. C’est reconnaitre les individus qui ressemblent au point 

de former un ensemble homogène par des caractères communs et différant d’autre ensembles 

d’individus par d’autre caractères. (Kiffer et Morelet, 1997). 

En particulier de nouveaux critères taxonomiques comme la composition en base de 

l’ADN, la structure de la paroi, le type de coenzyme sont pris en compte pour permettre des 

études plus importantes. 

   

   Selon le mode de reproduction on peut classer les levures en 3 classes : 

1-4-1-Les Ascomycota (Ascomycètes)                                                                                        
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Les Ascomycétes se reproduisent par un processus sexué forment le groupe 

d'eumycète qui contient le plus grand nombre d’espèces, Leurs méiospores sont produites à 

l'intérieur d'un sac ou asque (d'où leur nom d'ascospores). 

 

         1-4-2-Les Basidiomycota 

  Les basidiomycètes présentent une reproduction sexuée,  regroupent environ un tiers 

des espèces de champignons supérieurs. Ils sont caractérisés par le fait que les méiospores 

sont externes appelé les basidiospores. 

 

         1-4-3- Les Deutéromycètes  

  Un ensemble de levures regroupant les formes asexuées des Dicaryomycota, ne se 

multipliant que par reproduction végétative. Ce sont des Ascomycètes au stade anamorphe 

(asexué); quelques-uns sont des basidiomycètes (Tortora et al., 2007). 

 

1-5-  Levure Candida 

  Candida lusitaniae Levure hétérothallique de forme variable ronde à allongée, non 

pigmentée, caractérisé par un mode de reproduction posé sur le bourgeonnement 

multilatéral. 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Cellule de la levure Candida Sp  

(Mikroscopia.com, 2013) 
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1-5-1-Taxonomie de la levure Candida Sp  

    Kurtzman (2011) décrit la classification de Clavispora lusitaniae suivante :  

 

Tableau1 : Classification de Clavispora lusitaniae (Kurtzman,. 2011) 

 

Règne  

 

Champignon  

 

 

Phylum 

 

Ascomycota  

 

 

Subphylum 

 

Saccharomycotina  

 

 

classe 

  

Saccharomycetes 

 

Ordre  

 

Saccharomycétales 

 

Famille  

 

Metschnikowiaceae  

 

 

Genre 

 

Clavispora 

 

 

Espèce 

 

lusitaniae  

 

 

1-5-2-Habitat 

 Les infections chez l'homme résultent le plus souvent d'une autocontamination par 

le foyer digestif.  

 La levure Candida est isolée à partir d’une large gamme de substrats dans le sol, 

l’air et dans les végétaux, Les levures des produits alimentaires Elle trouve dans le 

tube digestif et les voies génitales de l’homme, des mammifères et des oiseaux, et 

aussi retrouvée dans l’environnement à moins d’une contamination par l’homme ou 

l’animal (Lachance, 2011). 

 

1-5-3- Conditions de croissance   
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Les Levures, comme tous les Champignons, sont hétérotrophes et exigent donc du 

carbone organique. Certaines se contentent de glucose, d'autres demandent en outre 

vitamines, amino-acides... Leurs besoins azotés sont généralement couverts par des sels 

d'ammonium, mais d'autres substances peuvent être utilisées : acides aminés, urée..., ou 

même les nitrates (cas de Hansenula). Les Levures peuvent, selon les espèces, tirer profit de 

divers glucides, mais elles sont rarement capables d'attaquer des polyosides (inuline, 

amidon). 

• Source de carbone et d’énergie  

• Source d’azote  

• Oligoéléments et vitamines 

• Température 

• pH 

• Respiration et fermentation 

• Pression osmotique et l’activité d’eau (Aw) 

 

Tableau 2 : Les Conditions de croissances 

 

 

 

Condition 

 

  

 

Source de carbone 

et d’énergie 
 

     Les levures ont besoin de sources carbonées et de précurseurs pour 

la biosynthèse de constituants cellulaires variés comme les glucides, 

les lipides, les protéines, les acides nucléiques… (Brou, 2018 ; Soong 

et al., 2019) 

 

Source d’azote  
 

 Les levures sont capables d’assimiler des sources d’azotes : 

Les sources organiques influence la croissance et l'activité 

fermentaire des levures (Morge et al., 2017) 
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Des sources inorganiques pour la biosynthèse de constituants 

cellulaires (Gobert, 2019) 

 

Oligoéléments et 

vitamines 

 

   Sont présents en très faibles quantités ils sont importants pour le 

métabolisme des levures.  

Les éléments minéraux sont des constituants des métalloenzymes 

intervenant dans les voies métaboliques. 

Les vitamines agissent sur la multiplication et l’activité cellulaire 

(Brou, 2018). 

 

Température 

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. 

Les levures thermophiles ont besoin d'une température élevée pour 

vivre qui peut aller jusqu'à 95°C (Vazquez et al, 2019 ; Liszkowska et 

Berlowska, 2021). 

Les levures mésophiles (Buzzini et al, 2018), tandis que les levures 

psychrophiles ont une température maximale de croissance entre 5°C 

et 20°C. 

 

pH 

Le pH a également une influence sur le développement des levures 

qui ont tendance à coloniser des environnements acides et par leurs 

activités métaboliques acidifiant encore plus le milieu. 

Les levures tolèrent une large gamme de pH allant de 2,4 à 8,6. Leur 

croissance optimale se fait à des pH allant de 4 à 6,5 (Chniti, 2017) 

 

Respiration et 

fermentation 

 

Il est important de noter que ces processus sont principalement réglés 

par des facteurs environnementaux (Ata et al,. 2018). toutes les 

levures sont capables de se développer en présence d’oxygène 

aérobie strict (Moreira,2019) D’autres sont aéro-anaérobies 

facultatives préférant un métabolisme soit fermentaire soit  respi 

ratoire. (syn. Pichia pastoris) (Ata et al,. 2018) 
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Pression osmotique 

et l’activité d’eau 

(Aw) 

 

Varie d’une souche à une autre. La plupart des souches ne peuvent se 

développer à des activités de l’eau inférieure à 0,90. Certaines 

tolèrent correspondant à une activité de l’eau de l’ordre de 0,60 mais 

avec un métabolisme lent. Ces levures sont dites xérotolérantes, car 

elles sont capables de synthétiser des osmoprotecteurs (bétaine et 

glycérol) (Houdaya, 2015 ; Dali et Hamame, 2016). 

 

 

 

 

 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

Chapitre 02  

Les enzymes 

protéolytiques 
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1-Les protéases  

Les protéases sont d'importants biocatalyseurs industriels qui constituent le plus 

grand groupe d'enzymes agissant comme protéinases, peptidases et amidases avec une 

large gamme d'applications industrielles.  

Par ailleurs, la part du marché mondial prise par les enzymes est de 28% pour les 

glucanases 13% pour l’alpha-amylase dont  59% pour les protéases. 

 

1-1- Définition  

Les protéases peptidases, protéinases ou enzymes protéolytiques. En effet, ce sont 

des enzymes qui catalysent l’hydrolyse les protéines dans des sites bien spécifiques en 

scindant la liaison peptidique qui lie deux acides aminés dans une chaîne peptidique et 

sont produites extracellulairement comme intracellulairement (Kumar et al , . 2008b). 

Ces enzymes sont généralement synthétisées sous forme de zymogènes inactifs, ce 

qui permet de protéger la cellule contre tout effet désastreux (Pelmont, 1995).Elles ont 

beaucoup de fonctions physiologiques, variant de la digestion générale des protéines à 

des processus régulatrices plus spécifiques (Kumar et al, . 2008a). 

 

1-2-Source des protéases (les origines des protéas) 

Les protéases sont extraites aussi bien des plantes que des animaux ou des 

microorganismes (Rao et al, . 1998). 

     Protéases animales  

Les protéases d'origine animale les plus familières sont la chymotrypsine, la 

trypsine pancréatique, l'élastase, la pepsine, la rennine (Monteiro, 2015) 

     Protéases de plantes (végétale)  

Papaïne, bromélaine, kératinases et ficine sont certaines des protéases les plus 

connues. 

     Protéases microbiennes  
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La communauté microbienne est privilégiée par rapport aux animaux et aux plantes 

pour la production de protéases à grande échelle, en raison de leur croissance rapide et de 

la simplicité de leur cycle de vie pour la génération de nouvelles enzymes recombinantes 

avec des propriétés modifiées. Les protéases microbiennes représentent les 2/3 de la 

production commerciale de protéases et jouent un rôle capital dans les détergents, 

l'industrie pharmaceutique, l'industrie agricole et du cuir. 

 

1-3-Classification et nomenclature  

Les protéases sont classées selon la gamme du PH dans laquelle leur activité est 

optimale, en protéases acides, neutres et alcalines (Kumar et al., 2008b). 

 

Tableau 03: Classification et nomenclature des protéases 

(Rao et al., 1998) 

 

Type de protéase   Classes Sous classes 

 

 

 

 

Exopeptidases 

Aminopeptidases Peptidyle peptidases 

Dipeptidyle peptidases 

Tripeptidyle peptidases 

Carboxypeptidases Sérine carboxypeptidases 

Metallocarboxypeptidases 

Cystéine carboxypeptidases 

 

 

Endopeptidases 

Protéases sérines (EC 3.4.21.X) 

Protéases cystéines ou protéases thiols (EC 

3.4.22.X) 

Protéases aspartiques ou protéases acides (EC 

3.4.23.X) 

Métalloprotéases (EC 3.4.24.X) (Kumar et al, 

2008b) 
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1-4-Applications des protéases  

Tableau 04: Les différentes applications des protéases 

 

Applications  

  

Principe 

 

 

1 / 

Applications 

alimentaires 

 

 Fromageries (les protéases elles sont utiles pour la 

coagulation des protéines du lait ; Les protéases fongiques 

acides, alcalines et neutres ont également été utilisées en 

industrie laitière (Aguilar et al,. 2008). 

 Boulangeries (ont également été utilisées en industrie 

laitière qu’il contient dans la farine de blé utilisé en 

boulangerie (Aguilar et al,. 2008). 

des protéases d'origine bactérienne sont souvent utilisées 

pour améliorer l'élasticité et la force de la pâte. 

 Produits à base de soja (Des protéases neutres et alcalines 

sont utilisées pour préparer la sauce de soja  

Le traitement des protéines du soja par la protéase alcaline à 

pH 8 permet la mise au point d'hydrolysats de protéines 

solubles qui sont utilisés comme additifs protéiniques dans 

l’alimentation. 

(Lakba et Soucha, 2015). 

 Synthèse de l’aspartam (les protéases elles peuvent parfois 

catalyser la réaction inverse, parfois une préparation de 

thermolysine est utilisée pour la synthèse de l’aspartam à 

partir de l’acide L’aspartique et de la Lphénylalanine méthyle 

ester Il est produit industriellement par Toya Soda (Japon) 

(Leisola et al., 2001, Belmessikh, 2011, Zemmouri et 

Zemouri, 2017). 



Etude bibliographique  

 

 

14 

 

2 / Industrie des 

détergents 

 

 Parmi les principales conditions préalables pour 

l'utilisation des protéases dans la production des détergents 

sont : l’action sur une large gamme des substrats, l’activité 

et la stabilité à des pH et à des températures élevées et en 

présence des agents oxydants additionnés (Chellappan et 

al,. 2006 ; Mukherjee et al,. 2008). 

 Aujourd'hui, toutes les protéases des détergents 

actuellement commercialisés sont des protéases à sérines 

produites par Bacillus sp (Sine, 2010 ; Singh et al,. 2016). 

3/Domaine 

pharmaceutique et 

médicale 

 

 Exemple : des protéases d'Aspergillus oryzae sont utilisées 

comme aide digestif chez certains individus souffrant de 

déficits en enzymes lytiques au niveau du système 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). 

 

4 /Tanneries 

 

 Les protéases sont utilisées pour leur capacité à libérer les 

poils et la laine des peaux. Cette opération se fait à des pH 

élevés, et nécessite donc des protéases alcalines, comme 

celles produites par Bacillus licheniformis. 

     Jusqu'à présent, l'usage des protéases a été limité car leur 

emploi est souvent plus coûteux que 1'utilisation de produits 

chimiques. 

5 /Traitement des 

eaux usées 

industrielles 

 

 Les protéases considérées comme un moyen efficace pour le 

traitement des rejets industriels. 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). 
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6/Autres 

applications 

 

 La protéase neutre peut être également utilisée pour le 

décreusage de la soie naturelle. Ils sont employés aussi avec 

des mélanges des enzymes hydrolytiques pour dégrader les 

polymères constitutifs de la matière végétale servant pour 

l’alimentation animale (Loudjani et Belmerabet, 2016). 

  

1-5-Mécanisme d’action des protéases 

a. Protéases à sérines   

 

Figure 04 : Protéases à sérines  (EC 3.4.21) 

        

Les protéases à sérine jouissent d'une grande diversité dans la nature, se produisant 

non seulement dans l'ensemble du règne des organismes cellulaires, mais également 

présentes dans de nombreux génomes viraux, Parmi les enzymes protéolytiques connues, 

un tiers d'entre elles sont des protéases à sérine. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Nomenclature_EC
http://www.expasy.org/enzyme/3.4.21
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Le groupement OH de la sérine attaque le groupement carbonyle et l’azote de 

l’histidine accepte le OH de la sérine. Une association enzyme-substrat intermédiaire 

tétraédrique se forme. Puis, l’enzyme est acylée et le premier produitd’hydrolyse est 

libéré. Dans une réaction finale l’enzyme est décalée et l’extrémité C-terminale est libérée 

(Lopez, 2008). 

 

   

Figure 05: Mécanisme réactionnel des protéases à sérine 

(Barbara and Cremon,. 2008) 
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b. Cystéylprotéases   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 06: Protéase à cystéine  (Rajnikant,.2016) 

      

Le site actif de cette classe de protéases est constitué de résidus cystéine, pas du 

mécanisme catalytique et pas consiste en une attaque nucléophile du soufre anionique de 

la cystéine sur le groupe carbonyle du substrat. 

L’histidine dans la protéase est restaurée sous sa forme deprotonisé et un 

intermédiaire thioesther lie l’extrémité carboxyterminale du substrat à la cystéine. La 

liaison thioesther est hydrolysée pour générer un acide carboxy-terminal et l’enzyme est 

restaurée (Lopez, 2008). 

https://www.researchgate.net/profile/Rajnikant-Dixit
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Figure 07: Mécanisme de réaction schématique de la cystéine protéase 

 

 

 

c. Aspartylprotéases  
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Figure 08: Aspartate Protéase (Park et al,. 2007) 

 

Une peptidase qui utilise un résidu d'aspartate pour catalyser les réactions affectant 

leur substrat peptidique. Ces protéases sont bilobées ayant un site catalytique central, qui 

est composé d'une paire d'aspartates. Ces protéases fonctionnent sur un pH acide et ont 

montré leur apparition chez les animaux, les plantes et les micro-organismes. 

Le mécanisme d’action des Aspartylprotéases est généralement de type acide-base, 

basé sur la coordination d’une molécule d’eau entre les deux aspartates du site actif. 

Un aspartate active la molécule d’eau par soustraction d’un proton. Cette activation 

de la molécule d’eau permet une modification du carbone carbonyle du substrat dans la 

liaison à cliver générant un oxyanion intermédiaire. C’est le réarrangement de cet 

oxyanion qui permet le clivage (Lopez, 2008). 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptidase
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9sidu_(biochimie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_aspartique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Catalyse
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9action_chimique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Substrat_enzymatique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptide


Etude bibliographique  

 

 

20 

 

Figure 9 : Représentation schématique du mécanisme catalytique de la protéase de 

l'acide aspartique 

 

d. Métalloprotéases 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 10: Structure des Métalloprotéases (Issue 8, 2014). 

https://pubs.rsc.org/en/journals/journal/mt?issueid=mt006008&type=current&issnprint=1756-5901


Etude bibliographique  

 

 

21 

Les Métalloprotéases sont principalement des endopeptidases contenant du zinc. 

Ces enzymes ont un pH optimal allant de 5 à 9, et sont sensibles aux agents chélateurs de 

métaux tels que l'EDTA mais sont insensibles aux inhibiteurs de la cystéine ou au 

sulfhydryle (Theron et al,. 2014). 

Le mécanisme d’action des Métalloprotéases se fait en trois étapes : 

 L’histidine est rendu plus basique grâce à l'acide aspartique (protéase a serine). L'histidine 

active une molécule d'eau qui attaque la liaison peptidique.  

 Le zinc stabilise l'état intermédiaire SP3 et négatif (stabilisation de l'oxyanion). La partie 

C terminale se dissocie et le proton de l'histidine est transféré vers l'azote de la liaison 

peptidique.  

 L'azote N-terminale est basique, le groupe carboxylique C-terminale est acide. Comme la 

réaction est rapide, il y a échange de protons entre ses deux groupes. 

 

Figure 11 : Mécanisme réactionnel des Métalloprotéases 

(Chabriere, 2010). 
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1-6- Dosage de l’activité protéolytique : 

 

Tableau05 : Méthodes de dosage de l’activité protéolytique 

Méthodes  principe de méthode  Référence  

 

 

Développements 

récents dans les 

dosages d'activité de 

protéase et les capteurs. 

  - Les dosages de protéases hétérogènes 

nécessitent l'immobilisation de substrats de 

protéase sur des surfaces solides. Ces surfaces 

permettent protéases dans la phase aqueuse pour 

interagir avec les substrats immobilisés et un 

grand nombre de substrats peuvent être 

immobilisé sur la même plate-forme pour la 

détection multiplex applications. 

  - Ceci est possible en tant que signaux optiques 

ou de fluorescence à des emplacements discrets 

peuvent être identifiés et associés à une protéase 

spécifique. Une considération importante pour 

le test hétérogène est le choix de plates-formes 

solides pour le signal lectures. Par exemple, les 

capteurs électrochimiques nécessitent surfaces 

conductrices comme les métaux, tandis que les 

capteurs colorimétriques nécessitent 

généralement des plates-formes optiquement 

transparentes comme le verre. Ainsi, une 

conception soignée des substrats peptidiques est 

nécessaire pour s'assurer que des groupes 

fonctionnels sont présents pour l'immobilisation 

covalente de peptides sur ces surfaces. 

 

 

(I.L.H. Ong 

et Yang, 

Analyst, 

2017)   
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Une nouvelle méthode 

pour doser la protéase 

basée sur le mauvais 

repliement de 

l'amyloïde: application 

au diagnostic du cancer 

de la prostate à l'aide 

d'un panel de 

biomarqueurs de 

protéases. 

  -Essai d'activité de protéase La procédure de 

dosage décrite ci-dessous a d'abord été vérifiée 

en utilisant EIS enregistrant la modification par 

étapes de l'électrode pendant la procédure de 

dosage. La matriptase est ici employée comme 

cible modèle. 

Tout d'abord, des échantillons standard ou de 

sérum contenant de la protéase ont été incubés 

avec l'électrode à 37°C. Un rinçage soigneux de 

l'électrode avec de l'eau bi distillée et une 

incubation avec 5 % de Tween-20 ont été 

effectués pour exclure une absorption non 

spécifique. Ensuite, l'électrode clivée a été 

incubée avec 300 μM d'amyloïde-bêta, 100 μM 

de peroxynitrite, dans du PBS 10 mM (pH 5, 0) 

pendant 75 min à température ambiante pour le 

mauvais repliement de l'amyloïde-bêta. Après 

cela, l'électrode a de nouveau été soigneusement 

rincée avec de l'eau bi distillée, puis plongée 

dans du Tween-20 à 5 % pendant 30 min. 

L'électrode était enfin prête pour la mesure. 

 

 

(Hao et al, 

.2014) 

Une nouvelle méthode 

de dosage de l'activité 

de la protéase basée sur 

une protéine 

auto-inhibée modifiée 

utilisant un immun 

dosage enzymatique. 

  -Dosage de l'activité de la protéase : MMP2 

(Matrix Metallopeptidase 2) a été dilué à 

100µg/ml et activé dans le MMP2 tampon 

d’activation. Capteur MMP2  a été incubé avec 

différentes concentrations de la forme active, et 

les réactions ont été arrêtées en ajoutant 

l'inhibiteur de MMP2 III. Caspase-3 était une 

forme active et a donc été utilisée sans 

prétraitement supplémentaire.  

Capteur Caspase-3 (finale conc. 20µM) a été 

incubé avec différentes concentrations, et les 

 

 

(Hyun et 

Tae, 2013) 
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réactions ont été arrêtées en ajoutant inhibiteur 

de caspase-3 I à 200 nM.   

  - Les mélanges réactionnels ont été dilués 10 

fois dans une solution de dilution pour ELISA 

ou analysés en utilisant SDS-PAGE. Pour 

examiner l'effet du sérum sur la méthode de 

dosage de la protéase, le sérum de souris 

(Abcam, Royaume-Uni) a été inactivé par 

incubation à 60°C pendant 1 h. Le sérum était 

centrifugé à 15 000 rpm pendant 30 m pour 

éliminer les insolubles composants, puis le 

surnageant a été immédiatement congelé. Le 

sérum de souris inactivé a été dilué 10 fois dans 

un tampon de dosage de protéase avec une 

quantité connue de protéase (MMP2 ou 

caspase-3), et les mélanges réactionnels ont été 

analysés par ELISA. 

 

 

1-7-Facteurs influençant l’activité enzymatique   

Un changement dans les conditions environnementales, tel que la température, le 

pH et la présence d’inhibiteurs enzymatiques, peut influencer l’activité enzymatique ce 

qui représente l’efficacité de l’enzyme. De plus, la concentration en substrat et en 

enzymes influence également l'activité enzymatique. 

 

 Température  

Une augmentation de la température augmente la vitesse de déplacement des 

molécules qui, par conséquent, augmentera le nombre de collisions faite entre les 

substrats et les enzymes,  chaleur nuit à l’activité enzymatique en brisant les liaisons entre 

les acides aminés de l’enzyme comme les ponts hydrogène et les liaisons ioniques qui 

maintiennent la conformation de l’enzyme.  
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Une réduction de la température ralentit l’agitation moléculaire et, par conséquent, 

la possibilité de rencontre entre l’enzyme et son substrat, La vitesse enzymatique diminue, 

car les enzymes se lient rarement au substrat. Les enzymes possèdent une température 

pour laquelle elles sont les plus efficaces (Bluteau, 2021). 

Les enzymes n’ont pas toutes la même température optimale, mais la plupart d’entre 

elles qui agissent dans le corps humain ont une température optimale de 37,5°c (Nagwa 

2022). 

  pH 

Dépendamment du pH du milieu, la forme cationique, chargée positivement, ou la 

forme anionique, chargée négativement, des acides aminés sera favorisé. Cela influence 

les interactions entre les acides aminés de charge opposée ce qui peut entraîner des 

changements de la forme de l’enzyme dans la structure tertiaire et quaternaire. L’enzyme 

n’est plus en mesure d’accueillir le substrat au site actif. Ainsi, un pH inférieur ou 

supérieur à celui optimal conduit à une activité enzymatique moindre. (Bluteau, 2021). 

Bien que de nombreuses enzymes dans le corps humain aient un pH optimal de 7, 

les enzymes n’ont pas toutes le même pH optimal (Nagwa 2022). 

 

 Concentration en substrat et en enzyme 

L’augmentation de la concentration en substrat amène une augmentation de la 

vitesse de la réaction jusqu’à ce qu’il y ait une saturation. 

Une fois que tous les sites actifs de l’enzyme sont utilisés, augmenter la 

concentration en substrat n’aura plus d’effet positif sur la vitesse de réaction puisqu’il n’y 

a plus de sites actifs de libres pour les substrats supplémentaires, Dans cette situation, 

l’augmentation de la concentration d'enzymes permettrait d’avoir plus de sites actifs 

disponibles à accueillir des substrats. 

 

 Inhibiteurs enzymatiques  

Il existe des inhibiteurs compétitifs qui prennent une forme similaire au substrat et 

s’installe au site actif. L’enzyme ne peut pas compléter de réaction et l’activité 
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enzymatique est réduite. Il existe des inhibiteurs non compétitifs qui déforment le site 

actif en étant lié ailleurs sur l’enzyme, donc l’efficacité est moindre (Bluteau, 2021). 

Si ces effets inhibiteurs se produisent à grande échelle sur de nombreuses enzymes 

impliquées dans une réaction, cela peut réduire considérablement la vitesse des réactions 

enzymatiques. Par conséquent, une augmentation de la concentration d’inhibiteurs 

enzymatiques diminuera également la vitesse de réaction. 

 

Figure 12 : Facteurs influencant l’activité enzymatique 

(Bluteau, 2021)
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1- Fermentation  

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

la croissance des microorganismes ainsi que la production des substances d’intérêt 

(Sumantha et al,. 2005) 

 

1-1- Fermentation en milieu liquide  (FML) 

La fermentation en milieu liquide est particulièrement bien adaptée aux cultures des 

micro-organismes unicellulaires, comme les bactéries et les levures. (Technique -

l’ingenieurs.fr).  

Ce type de fermentation a été traditionnellement utilisé pour la production 

industrielle des enzymes, en raison de la facilité de contrôle des différents paramètres 

comme le pH, la température, l’aération, l’oxygène dissous et l'humidité (Singhania et 

al,. 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13: Milieu de culture de FML 
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1-2- Fermentation en milieu solide  (FMS) 

La fermentation en milieu ou en phase solide (FMS) est un procédé technologique 

qui reproduit les conditions de vie naturelle des microorganismes. 

D’un point de vue fondamental, la fermentation en milieu solide est définie comme 

une fermentation impliquant des particules solides humides en absence ou presque d’eau 

libre. Les microorganismes se développent dans un système à trois phases : une matrice 

solide, une phase liquide qui lui est liée et une phase gazeuse prise au piège 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). 

 

Figure 14: Milieu de culture de FMS 

Les premières applications non alimentaires ont été pour la production d’enzymes 

essentiellement pour la production des enzymes hydrolysant les polymères végétaux. 

La production des différents métabolites est beaucoup plus importante dans les 

procédés en FMS comparée à celle des cultures submergées (Thomas et al,. 2013). 

 

 



Etude bibliographique  
 

 

29 

1-2-1-Avantages et inconvénients 

La fermentation en milieu solide présente une multitude d’avantages par rapport à 

la fermentation en milieu liquide (Pandey et Soccol, 2000, Djama et Abdelilah, 2018) Et 

présente également de nombreux inconvénients :  

 

Tableau 06: Avantages et inconvénients de la FMS 

Les avantages      Les inconvénients  

 une productivité volumique 10 à 100 fois 

plus importante que la fermentation en 

milieu liquide (Le Blog de 

Vitagora  2017) 

 Le support est simple, facilement 

disponible et peu coûteux 

 Les substrats nécessitent moins de 

prétraitement que les milieux liquides. 

 L'aération forcée est souvent plus facile. 

Équipement de fermentation simple. 

 Productivité volumétrique élevée. 

 Matériels utilisés moins complexes d’où 

réduction des coûts. 

  Absence d’un contrôle rigoureux des 

paramètres de la fermentation.  

  Réduction de l’énergie requise. 

 Un faible taux d'humidité peut limiter la 

croissance des micro-organismes. 

 Difficultés à surveiller les paramètres 

du processus. 

 Choix limité des microorganismes 

utilisables en raison du faible taux 

d’humidité. 

 Transfert limité de chaleur et de masse, 

ce qui impose une certaine porosité du 

substrat. 

 Difficulté de régulation de certains 

paramètres tels que le pH. 

 

 

1-2-2- Paramètres de contrôle de FMS 

1-2-2-1 La Température  

La température est l’un des facteurs les plus difficiles à réguler en fermentation en 

milieu solide. Une mauvaise dissipation de la chaleur peut entraîner des gradients de 

température au sein du milieu de culture durant la fermentation et peut provoquer des 

déviances métaboliques, l’assèchement du milieu, la dégradation des produits sécrétés, 

https://www.vitagora.com/blog/
https://www.vitagora.com/blog/
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une diminution de la disponibilité des nutriments ou encore l’arrêt de la phase végétative 

au profit de la phase reproductive du champignon filamenteux (production de conidies).  

Le contrôle de ce paramètre se fait généralement avec des thermo senseurs, des 

thermistances/thermistors ou des sondes métaboliques Pt par une mesure dans la couche 

solide et dans l’air entrant/sortant.(Duchiron,.2013). 

 

1-2-2-2  Le Support 

Le support est l’un des paramètres les plus importants en fermentation en milieu  

solide.  Il doit être choisit avec attention en fonction de plusieurs facteurs comme la taille 

des particules, la porosité, la composition biochimique. 

Ils sont classés en deux catégories, les supports inertes et organiques, et se 

présentent sous trois formes : 

 

 Sous la forme de matériaux organiques naturels (amylacés ou lignocellulosiques). Ce sont 

généralement des sources de polymères insolubles, complexes et hétérogènes (bagasse, 

pulpes de betterave, paille, bois, son de blé, manioc,…). Ils servent à la fois de substrat 

(source de carbone) et de support.  

 Sous la forme de matériaux synthétiques (mousse de polyuréthane). Ils servent 

uniquement de support et nécessitent par conséquent l’apport d’un milieu nutritif. 

 Sous la forme de matériaux minéraux (granulés d’argile, perlite, pouzzolane). Ils servent 

uniquement de support et nécessitent par conséquent l’apport d’un milieu nutritif. 

(Durand et Alani, 1988). 

 

1-2-2-3  L’humidité  

En FMS, l’eau est présente sous deux formes : sous la forme d’eau complexée à l’intérieur 

de la matrice solide, et sous la forme d’une couche mince qui peut être absorbée à la 

surface des particules ou contenue dans les régions capillaires 

La quantité d’eau à 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 être 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 conséquent réduire les échanges gazeux 

(Gervai et Bensoussan, 1994 ; Djama et Abdelilah, 2018). 
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1-2-2-4 L’aération  

L’aération est un facteur important en fermentation en milieu solide puisqu’elle va 

permettre : 

 l’oxygénation (surtout pour les organismes aérobies comme les champignons 

filamenteux). 

 la dissipation de la chaleur métabolique, et la régulation de la température du milieu et 

l’élimination des produits du métabolisme (CO2, vapeur d’eau, composés volatils). 

(Raimbault, 1980) 

Au cours des FMS, l’aération des cultures se fait par injection d’air comprimé stérile 

à travers les fermenteurs à aération forcée. Son débit est fonction de la nature du 

microorganisme mis en jeu et de la porosité du substrat. 

 

1-2-2-5  Le pH 

Le pH est l’un des facteurs les plus difficiles a controler en FMS, en effet En effet, 

au cours de la culture, l’activité métabolique des souches va modifier le pH du milieu soit 

en l’acidifiant, par la production d’acides ou par l’absorption d’ions ammonium, soit en 

l’alcalinisant, par la libération d’ammoniac provenant de la dégradation de protéines, 

d’urée ou d’autres amines (Manpreet et al,.2005). 

Cependant, l’utilisation des tampons permet de résoudre ce problème ; par ailleurs, 

Raimbault (1980) et Roussos (1985) ont démontré qu’un mélange de sulfate d’ammonium 

et d’urée confère au milieu un pouvoir tampon et permet donc de maintenir le pH à des 

valeurs favorables à la croissance des microorganismes (Djama et Abdelilah, 2018). 

 

2-Optimisation de la production des protéases 

Le processus d’optimisation est un sujet d’importance centrale pour la production 

industrielle des enzymes. Dans le cas de la surproduction d’enzymes, les manipulations 

des milieux représentent la meilleure alternative aux manipulations génétiques (Reddy et 

al,. 2008). 

Les progrès dans la manipulation génétique des micro-organismes ouvrent de 

nouvelles possibilités pour l'introduction de changements prédéfinis résultant en la 
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production de protéases sur mesure avec de nouvelles et pour répondre aux exigences de 

la multitude d'applications de protéases avec des propriétés souhaitables. 

 

2-1- Optimisation par le génie génétique  

L'objectif du clonage des gènes des protéases bactériennes a été principalement la 

surproduction d'enzyme pour diverses applications commerciales dans les secteurs 

alimentaires, des détergents et des produits pharmaceutiques, La modification génétique 

directe (biotechnologie) englobe les méthodes les plus précises pour optimiser les 

microorganismes en vue de la production d'enzymes. Ces méthodes sont utilisées pour 

obtenir des organismes producteurs à haut rendement. 

La virulence de plusieurs bactéries est liée à la sécrétion de plusieurs protéases 

extracellulaires. Le clonage des gènes de ces microbes a été étudié pour comprendre la 

base de leur pathogénicité et de développer des traitements correspondants_ Les protéases 

jouent un rôle important dans la physiologie cellulaire. Représente les gènes de protéases 

alcalines clonés dans différents microorganismes. 

La biotechnologie donne également les outils pour transférer une séquence 

génétique d'un végétal, d'un animal ou d'un microorganisme à partir de laquelle la 

production à l'échelle commerciale n'est pas adéquate vers un microorganisme qui a un 

historique sécuritaire de production d'enzymes à des fins alimentaires. 

Le progrès soutenu du génie génétique moderne repose sur un certain nombre de 

découvertes techniques importantes : le clonage, le clonage des gènes et le séquençage de 

l'ADN. (Lesser, David Nash,.2009). 

 

2-1-Optimisation par les plans statistiques 

Les modèles statistiques pour optimiser les composants et les conditions des 

milieux de cultures sont de plus en plus utilisés dans la biotechnologie actuelle grâce à 

son applicabilité facilitée par l’informatique (Reddy et al,. 2008). 

Il existe différent plans d’expériences utilisées pour la production de métabolites 

notamment les enzymes (Hamma et Saoudi, 2016). 

https://www.thecanadianencyclopedia.ca/fr/auteur/b-h-lesser
https://www.thecanadianencyclopedia.ca/fr/auteur/david-nash
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 Plans d’expériences de Plackett et Burman 

Sont des conceptions expérimentales présentées en 1946 par Robin L. Plackett et J. 

P. Burman alors qu'ils travaillaient au ministère britannique de l'approvisionnement. Leur 

objectif était de trouver des modèles expérimentaux pour étudier la dépendance d'une 

certaine quantité mesurée sur un certain nombre de variables indépendantes (facteurs), 

chacun prenant  niveaux, de manière à minimiser la variance des estimations de ces 

dépendances en utilisant un nombre limité d’expériences. Les interactions entre les 

facteurs ont été considérées comme négligeables. Un plan factoriel complet satisferait à 

ce critère, mais l'idée était de trouver des plans plus petits. 

Le plan d’expériences de Plackett et Burman est constitué de matrices carrées dites 

matrices d’Hadamard ne contenant que des éléments égaux à +1 ou -1, construites par 

permutation circulaire à partir d’un générateur de base. 

Le plan de Plackett et Burman est un plan factoriel fractionné, et l’effet principal 

d'une telle conception peut être simplement calculé comme la différence entre la moyenne 

des mesures. 

Effectuées au niveau haut (+1) du facteur et la moyenne des mesures effectuées au 

niveau bas (-1). Cela permet la détermination de l'effet de chaque facteur. Un grand 

contraste coefficient positif ou négatif indique qu'un facteur à un grand impact sur la 

réponse ; tandis qu'un coefficient proche de zéro signifie qu'un facteur a peu ou n’a pas 

d'effet (Levin et al,. 2005). 

 

Tableau 07: Plan de Plackett-Burman pour 12 essais et 11 facteurs à deux niveaux 

Pour deux Xi quelconques, chaque combinaison (−−, −+, +−, ++) apparaît trois - c'est-à-

dire le même nombre de fois. 
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Run X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 

1 + + + + + + + + + + + 

2 − + − + + + − − − + − 

3 − − + − + + + − − − + 

4 + − − + − + + + − − − 

5 − + − − + − + + + − − 

6 − − + − − + − + + + − 

7 − − − + − − + − + + + 

8 + − − − + − − + − + + 

9 + + − − − + − − + − + 

10 + + + − − − + − − + − 

11 − + + + − − − + − − + 

12 + − + + + − − − + − − 

 

 Plans des Box – Behnken 

C’est un plan qui peut comporter jusqu’à douze essais, auxquels on peut ajouter des 

points au centre. Les points expérimentaux du plan Box-Behnken sont représentés au 

milieu des arêtes de chacun des côtés d’un cube. 

Ces plans ne possèdent pas de générateurs de plan simple (ils sont construits en 

combinant des plans factoriels à deux niveaux avec des plans incomplets de blocs), et 

possèdent des interactions confondues complexes. 

Figure 15: Illustration graphique d'un plan factoriel composé de 3 facteurs plan de 

Box-Behnken (louis et al,.2018) 
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 Plans de Box et Wilson 

Ce plan d'expérience a été introduit par 

Box et Wilson (1951), les points de 

l'expérience sont générés sur une sphère 

centrée autour d'un point central. Le nombre 

de niveaux des différents facteurs est 

minimisé. Le calcul du point central est répété 

à plusieurs reprises de façon à maximiser la 

précision de la prédiction autour du point 

supposé optimal. 

),.2014Hussain Wilson expérimental design (-Box : Figure 16 

 One Factor At-a- Time (OFAT) 

Est une méthode de conception d'expériences impliquant le test de facteurs ou de 

causes, un à la fois au lieu de plusieurs facteurs simultanément, est favorisée par les non-

experts, en particulier dans les situations où les données sont bon marché et abondantes. 

(Razavi et al,.2015) 

Le test d'hypothèse est l'outil le plus couramment utilisé pour OFAT. (Rupinder , 

2019). 

               

Figure17: (LHS)-One-factor-at-a-time-OFAT-for-three-variables 

(Qammer Zaib,.2020)

https://www.researchgate.net/profile/Shahzad-Hussain-8
https://www.benchmarksixsigma.com/forum/profile/117407-rupinder-n/
https://www.researchgate.net/profile/Qammer-Zaib
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Nous sommes en train de réaliser une étude comparative entre un groupe d'études 

menées par un groupe de chercheurs dans le but d'améliorer la production de protéase en 

utilisant différents substrats dans chaque étude. 

Différentes  méthodes approuvées ont été utilisées qui conduisent au même objectif, 

qui est l'étude de l'amélioration de la production avec une grande précision et des étapes 

étudiées, qui ont tout conduit à une augmentation de la production, mais à des degrés 

divers  Selon les espèces étudiée. 

 

 Déchets de tomates 

 

1. But  

Étude de l'amélioration de la production de protéases par culture d'Aspergillus 

oryzae NRRL 2220 en cas de fermentation solide (FMS) et de fermentation submergée 

(FML)  en utilisant le marc de tomate. 

2. Principe  

La composition du marc de tomate séché indique la présence d'une très grande 

quantité de fibres, de protéines et de matières grasses qui peuvent être exploitées dans 

plusieurs champs (Alvarado et al,.2001). 

Il était nécessaires de concevoir une méthode de fermentation appropriée pour 

améliorer le rendement du produit, car les anciennes méthodes utilisant la méthode "une 

variable à la fois" prenaient beaucoup de temps et nécessitaient un plus grand nombre 

d'expériences (Kammoun et al, .2008). 

Dans cette étude, les chercheurs ont eu recours à l'application de méthodes 

statistiques, grâce auxquelles l'optimisation des composants multimédias peut prendre en 

compte les interactions des variables dans la génération de réponses de processus. 

3. Matériels et méthodes 

Après préparation des micro-organismes, la suspension résultante a été utilisée 

comme inoculum après l'avoir ajustée à la concentration requise, dans des conditions de 
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fermentation et en utilisant du marc de tomate comme substrat de base ; des milieux de 

fermentation solides et immergés ont été préparés. 

Là où il a utilisé 10 g de pulpe de tomate et trempé dans de l'eau distillée à la teneur 

en humidité requise avec l'achèvement de l'agent mouillant et la modification de la 

conception expérimentale et du pH, il a été bien mélangé et ramené à température 

ambiante, puis il a inoculé 1 mm de l'inoculum préparé et incubé à 30°c  pendant 72 heure 

En fermentation submergée, les mêmes facteurs ont été suivis, car les milieux ont 

été répartis dans des flacons de 250 ml. 

Ils ont également été inoculés avec 1 ml de vaccin et incubés à 30 degrés dans un 

(agitateur rotatif) (180 tr/min pendant 72 heures). 

Pour extraire l'enzyme, le produit a été filtré dans un tissu de coton puis sur papier 

Whatman en FMS et sur papier Whatman directement dans FML, pour être ensuite utilisé 

l'extrait pour examiner la protéase. 

- Plan de Plackett et Burman 

 

Tableau 08: Gamme de différentes variables étudiées dans le plan Plackett-Burman 

(Belmessikh et al,.2013) 
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L'effet de sept variables sur la production de protéase a été examiné par la 

conception de Plackett-Burman (cinq variables et deux erreurs) à des niveaux bas et 

élevés, puis les effets ont été mesurés et la signification de chaque variable a été 

déterminée. 

4. Résultat et discussion  

4-1 Sélection des facteurs par le plan de Plackett-Burman 

 

Tableau 09 : Sélection des facteurs par le plan de Plackett-Burman 

FML FMS 

 

D'après le plan de Plackett et Burman, on 

note que l'effet du son de blé sur la 

production de protéases est positif et 

perceptible, il explique cela par le fait que 

l'extrait est pauvre en sucres et en protéines, 

qui sont éliminés avec les résidus solides, et 

donc là le son de blé constituait un bon 

milieu de culture (Sandhya et al,.2005). 

 

Contrairement au milieu submergé, l'effet du 

son de blé sur la production de protéases 

dans le milieu solide n'était pas significatif. 

Cela est dû à la présence d'une quantité 

importante de sucres solubles dans le marc 

de tomate, ce qui fait que le son de blé 

affecte négativement la production de 

protéines. 

caséine : L'effet de la caséine sur la 

production enzymatique dans le milieu 

submergé était quelque peu négatif, en 

raison de la solubilité plus faible de ces 

substrats par rapport aux cultures solides 

(Nilegaonkar et al, .2007). 

La caséine fournit les peptides intacts 

nécessaires au processus d'induction. Par 

conséquent, sa présence dans ce processus 

entraîne une augmentation significative de la 

production de l'enzyme. 

Le nitrate d'ammonium : son effet n'était pas 

significatif en FML, ce qui a confirmé le 

phénomène de suppression de la production 

d'enzymes par l'aluminium (Markovits, 

1980). 

Le nitrate d'ammonium a affecté 

négativement la production de protéases 

dans FMS 
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NaCl : Il a été observé que la production de protéase est doublée en présence de NaCl, 

son effet étant positif dans les deux milieux. Le NaCl joue un rôle important dans la 

stabilisation et la protection de l'enzyme contre la dénaturation (Murthy,2010). 

ZnSO4.7H2O : La présence de zinc dans les deux milieux n'a eu aucun effet sur la 

production de protéines, bien que les protéases en dépendent généralement, Cela peut 

être dû au fait que le marc de tomate contient suffisamment de ce minéral (Sepehr  et 

al, .2012). 

  

Après les résultats obtenus en étudiant l'effet de toutes les variables sur la 

production de protéines, le nitrate d'ammonium a été exclu pour son effet suppresseur sur 

la production, et la caséine et le (ZnSO4.7H2O) ont été considérés comme des niveaux 

optimaux pour le FMS, le son de blé et le NaCl pour le FML, respectivement.  

 

4-2 Optimisation par méthodologie de surface de réponse(RMS) 

RMS est Une technique statistique utilisée pour améliorer les processus 

biologiques. 

Dans cette étude, les niveaux des paramètres optimaux sélectionnés pour chaque 

milieu de culture ont été optimisés. 

La valeur F a été calculée pour chacun des deux milieux  avec une faible valeur P, 

ce qui a montré une très grande importance du modèle de régression, après que les 

données expérimentales ont été ajustées avec précision par le modèle et vérifiées pour 

leur pertinence, les résultats ont montré une corrélation significative entre les valeurs 

expérimentales observées et les valeurs attendues. 

Après des calculs et des modifications très minutieux et réfléchis visant à faire de 

l'étude un succès, on s'est également appuyé sur Les surfaces de réponse 

tridimensionnelles correspondait aux effets combinés de la caséine-NaCl et du son de blé- 

NaCl, respectivement pour (FMS) et (FML), Ils sont plus utiles pour comprendre à la fois 

l'effet principal et l'effet d'interaction de ces facteurs. 
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Figure 18: Évolution de la production de protéase neutre dans SSF (~) et SmF (&). 

(Belmessikh et al,. 2013) 

 L'activité enzymatique pendant les premières 24 heures est très faible, surtout en FMS 

(inactivité des bactéries). 

 le pic majeur d'activité était atteint le quatrième jour (96 h) dans le SSF (21309 U/g) ainsi 

que dans le SmF (2343,5 U/g)  (Temps de production similaire). 

 Au-delà du quatrième jour, une diminution de la production de protéases a été observée 

à cause de (l'épuisement des nutriments disponibles pour le micro-organisme, la variation 

du pH). 

4-3 Comparaison entre les fermentations à l'état (S) et (L) 

Tableau 10: Comparaison de résultats entre les fermentations à l'état solide et 

immergées. 

 FMS FML 

Comportement de 

développement 

fongique  de  

A. oryzae 

-Croissance par extension 

hyphe et ramification à la 

surface et à l'intérieur des 

particules de substrat. 

 

- les éléments hyphes en croissance 

ont tendance à s'emmêler 
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-la séparation de la biomasse du 

substrat solide est difficile. 

- donne des pastilles séparables par 

simple filtration. 

 

Comparaison des 

rendements de 

protéase 

-A. oryzae produit une quantité beaucoup plus importante de protéines 

totales dans FMS que dans FML. 

-les champignons poussent généralement dans la nature sur des substrats 

solides et, par conséquent, la sécrétion d'enzymes dans FMS  était plus 

étroitement liée à leur environnement naturel que FML. 

-A. oryzae besoin d'une paroi cellulaire statique dans FML pour faire 

face à une faible pression osmotique externe. 

-dans FMS, il n'y a pas besoin de paroi cellulaire statique, ce qui entraîne 

une possible perte de paroi cellulaire. 

 

 

5. Conclusion 

 

 Dans cette étude, un déchet agro-industriel (marc de tomate) a été valorisé par son 

utilisation comme substrat. 

 La composition finale du milieu solide optimal était de 10 g de tomate marc tandis que le 

milieu liquide optimal était constitué de 40 g/L de marc de tomate. 

 Ces milieux optimisés sont composés de substrats naturels et peu coûteux entraînant une 

réduction considérable du coût de production, comme requis pour la production 

d'enzymes industrielles. 

 l'activité protéolytique était neuf fois plus élevée dans FMS par rapport à FML et donc 

l'efficacité la plus élevée de la culture à l'état solide par rapport à la culture liquide pour 

l'enzyme production. 
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 Déchets agricoles 

1. But  

L’extraction d'enzymes à activité nouvelle à partir des extrêmophiles fournir les 

catalyseurs pour la fabrication de produits chimiques dans divers industries telles que 

l'industrie textile, l'industrie pharmaceutique, le papier l'industrie et l'industrie alimentaire 

afin d'atténuer le problème de la pollution. 

2. Principe  

Les souches microbiennes marines, possèdent certaines des adaptations 

particulières pour surmonter les conditions salines extrêmes, la température, pression etc.,  

et donc capable de produire des protéines distinctives avec nouveau potentiel. 

Les composants bioactifs présents dans ces organismes peuvent ne pas être trouvés 

dans leurs homologues terrestres.  

L'organisme a été soumis à la production de protéases sous Fermentation à l'état 

solide (SSF) en utilisant différents agro déchets comme substrats. 

Les micro-organismes criblés sont cultivés dans fermenteurs sous des compositions 

de milieux optimisées afin de produire les produits industriellement significatifs. 

 

3. Optimisation  

Afin d'optimiser la production d'enzymes, le processus de fermentation a été réalisé 

sous SSF à l'aide de divers déchets agricoles (enveloppe de paddy, son de riz, paille de 

paddy, déchets de fruits, déchets de légumes, son de blé et sciure de bois) avec différentes 

conditions expérimentales telles que différents pH ( 5–10), température (10–60 -C), 

sources de carbone et d'azote (1%), concentrations de chlorure de sodium (2–6%). 

Différents pH ont été maintenus en utilisant des tampons appropriés ; Tampon citrate 0,1 

M (pH 4–5), phosphate 0,2 M (pH 6–8) et tampon phosphate-NaOH (pH 8–11). Les 

différentes sources de carbone telles que le fructose, le lactose, le saccharose, la cellulose, 

le galactose, le rhamnose et le maltose ont été testées pour leur impact sur le rendement 

enzymatique. Urée, sulfate d'ammonium, nitrate d'ammonium, nitrate de sodium, extrait 

de levure, peptone. 
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4.  Résultats 

Tableau 11: Caractérisation biochimique de Bacillus haloduransisolé des 

sédiments marins. (Chellapandian et al,. 2021). 

 

          4-1 Criblage d'organisme producteur de protéase 

-L'inoculation d'échantillons de sédiments marins dilués en série a donné quatre 

colonies morphologiquement distinctes. 

-Les colonies ont été criblées pour leur capacité de production d'enzymes sur de la 

gélose au lait écrémé en observant la zone de clairance due à l'hydrolyse de la caséine. 

-Parmi les quatre isolats différents, celui qui produisait une zone de clairance maximale 

a été soumis à d'autres travaux expérimentaux. 

 

            4-2 Détachage 

L'enzyme protéase produite par l'isolat marinB. Haloduransa été testé pour son 

aptitude en tant qu'agent additif en soumettant un tissu taché de sang. L'efficacité 

d'élimination de l'enzyme s'est avérée plus élevée par rapport au traitement avec de la 

poudre commerciale. 
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5. Discussion 

Les protéases sont l'une des enzymes qui trouvent de larges applications dans les 

industries. 

Quatre souches bactériennes différentes produisant l'enzyme protéase ont été 

isolées des sédiments marins. Parmi les isolats, une souche a été sélectionnée pour 

d'autres études sur la base de la zone de clairance maximale. Les caractéristiques 

culturales, biochimiques et le séquençage de l'ARNr 16S ont révélé que l'isolat était 

B.halodurans. 

La séquence a été déposée dans Gen Bank, NCBI avec le numéro d'accès 

MK829640.1. Plusieurs Bacille souches telles que B. licheniformis, B. subtilis, B 

amyloliquifaciens, et, et B.mojavensisont été identifiées comme des sources potentielles 

pour la production de protéases (Gupta et al,. 2002). 

Dans la présente étude, les agro déchets ont été utilisés comme substrats sous SSF 

pour la production de l'enzyme protéase. Esakkiraj et al(2011) ont utilisé des bios déchets 

pour la production de protéase alcaline. 

Parmi les agro déchets testés, le son de blé a produit un maximum de protéases dans 

la présente étude. 

Utilisant le son de blé comme substrat, (Anandan et al,.2007) étudié la production 

de protéases par Aspergillus tamaridans le cadre du FSS. 

Mahanta et al. (2008) ont également signalé une quantité maximale de rendement 

enzymatique dans le son de blé par rapport aux autres sources. 

La teneur en humidité du milieu est importante pour la fermentation à l'état solide 

de la production de protéases. Dans cette étude, Bacillus haloduransa produit plus 

d'enzymes (401,18 U/ml) sous une teneur en humidité de 85 % parmi les autres conditions 

d'humidité testées. 

La présente étude s'appuie sur les travaux antérieurs d’Esakkiraj et al. (2011) qui 

ont enregistré un rendement maximal en protéase dans 75 % d'humidité par 

S.proteomaculans. Anandan et al. (2007) et Mahanta et al , (2008) ont signalé 

respectivement 65 % et 66,7 % comme taux d'humidité optimal. 
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La production de protéase est principalement affectée par des facteurs tels que le 

pH et la température dans la plupart des organismes. 

Dans ce travail, le Bacillus halodurans a été expérimenté pour maximiser le 

rendement enzymatique en optimisant le pH ainsi que la température d'incubation. 

La production maximale de protéases a été enregistrée à pH 9 car la souche 

appartient au milieu marin. 

De même, le rendement optimal en protéase a été enregistré à 40 °C à partir de la 

souche candidate Bacille halodurans. 

Dans cette étude, la quantité maximale de rendement en protéase a été enregistrée 

dans un milieu supplémenté en saccharose. 

Les protéases sont souvent testées pour leur employabilité en tant qu'additifs dans 

le nettoyage des taches (Choudhary, 2012 ; Mothe et Sultanpuram, 2016). 

Les résultats expérimentaux sur les performances de lavage de la protéase sécrétée 

par Bacillus halodurans dans l'élimination des taches ont indiqué que l'enzyme a montré 

une meilleure élimination de la tache de sang que les détergents commerciaux. 

   

6. Conclusion  

L'objectif de cette étude est la production de la protéase à partir des bactéries isolées 

des sédiments marins, et l'organisme a été identifié comme Bacille halodurans. Le 

processus de fermentation a été réalisé sous SSF dans le but d’optimiser la production à 

l'aide de divers déchets agricoles, le son de blé a produit un maximum de protéases par 

rapport aux autres sources. 

L'enzyme protéase produite par l'isolat marin B halodurans a une efficacité 

d’élimination des taches de sang, il a été testé en tant qu’agent additif. 

 

 Optimisation de la production des protéases . Application de l’enzyme 

dans l’attendrissement de la viande. 
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1. But  

Attendrir la viande par des méthodes efficace. 

Optimisation d'une extraction de protéase par une approche statistique pour la 

production d'un attendrisseur de viande alternatif à partir de plante (Manihot esculenta) 

les racines. 

2. Principe  

         Les protéases sont des enzymes qui effectuent la protéolyse, qui est l'une des 

réactions biologiques les plus importantes, capable d'hydrolyser les liaisons peptidiques 

qui relient les acides aminés entre eux dans la chaîne polypeptidique formant la protéine. 

Par conséquent, il peut dégrader les protéines musculaires de la viande pour augmenter la 

tendreté (Sun et al,.2018).      

La tendreté est un paramètre essentiel de la qualité de la viande, Dans cette étude,  

La racine de Manihot esculenta a été choisie comme source de protéase en raison de son 

effet ulcératif sur la peau, suggérant la présence d'une forte activité protéolytique, utilisant 

la méthodologie de surface de réponse (RSM) avec quatre variables indépendantes.  

La protéase brute optimisée a été appliquée comme attendrisseur de viande en 

utilisant trois méthodes différentes, qui étaient l'analyseur de texture, l'électrophorèse et 

la microscopie électronique à balayage (SEM). 

 

3. Matériels et méthodes 

 La peau externe de Manihot esculenta 

racine a été pelée pour obtenir la chair de la 

racine et coupée en petits morceaux puis 

soumise à une extraction à la protéase.    

 Quatre variables indépendantes ont été 

utilisées pour concevoir l'expérience avant 

l'extraction de la protéase (le pH, CaCl2, 

Triton X-100, 2-mercaptoéthanol). 

 

Figure 19: Manihot esculenta Crantz  (Mi-aime-a-ou.com ,2022) 

https://www.mi-aime-a-ou.com/
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 L'enzyme brute a été filtrée en utilisant du papier filtre Whatman n° 3.                                                             

 Le filtrat a été centrifugé pendant 30 min à 9910 tr/min. 

 Le surnageant a été collecté et stocké à 4 °C pour une analyse plus approfondie (Ahmad 

et al,.2019). 

 L'activité protéase a été déterminée en utilisant la méthode Folin-Ciocalteu avec quelques 

modifications (Darwesh et al. 2019). 

 L’étude S'appuie sur RSM et Une conception composite centrale à faces centrées 

(FCCCD), dans le processus d'optimisation avec quatre variables à trois niveaux avec 30 

exécutions. 

 Les conditions d'extraction de la protéase ont été optimisées numériquement pour 

l'activité maximale de la protéase sur la base de l'analyse de régression et des tracés de 

surface 3D des variables indépendantes. 

 La teneur en protéines de l'extrait brut a été déterminée à l'aide de la 

méthode de Bradford (Gallagher et Wiley2008). 

 

   Utilisation de l'enzyme sur l'attendrissement de la viande 

La texture a été analysée à l'aide d'un analyseur de texture CT3 équipé d'un kit de 

sonde général, qui était un couteau de 60 mm de large (Zhu et al,.2018), la force de 

cisaillement appliquée sur chaque échantillon de viande a été enregistrée (Rawdkuen et 

al,.2013). 

Après avoir soumis des échantillons de viande hachée à L'électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide (SDS-PAGE), à microstructure des échantillons a été déterminé à l'aide 

d'un microscope électronique à balayage (Zeiss Evo50, Allemagne). 

 

 

4. Résultats et discussions 

La signification des variables sur l'activité de la protéase a été déterminée en 

comparant le l'ampleur des effets. 
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 Le pH optimal pour l'extraction de la protéase à partir de Manihot esculenta était de 9, 

parce que l'activité de la protéase a augmenté de manière significative à l'approche du 

pH= 9 et a diminué lorsque le pH était supérieur à cette valeur. 

 L’activité de la protéase augmentait lentement en s'approchant du niveau optimal de 

CaCl2 (3,24 mM) et diminue lorsque la concentration de CaCl2 a encore été augmentée, 

L'ion métallique peut améliorer l'activité de la protéase en raison de la liaison ionique 

formée entre l'ion métallique et la protéine. 

 L’activité de la protéase augmente fortement à l'approche du niveau optimal de Triton X-

100 (4,19 %) et diminue légèrement lorsqu'elle atteint le niveau le plus élevé de Triton 

X-100 (5 %). 

Triton X-100 est un détergent ionique utilisé dans l'extraction de protéases pour  perturber 

les membranes et essentiel pour solubiliser les protéines membranaires (Krishnan et 

Murugan 2015). 

 L'activité de la protéase a augmenté rapidement à mesure que la concentration de 2-

mercaptoéthanol s'approchait du niveau optimal (6,32 mM) et diminuait lentement 

lorsqu’elle est dépassait. Le 2-mercaptoéthanol a été utilisé comme agent réducteur et 

antioxydant pour protéger contre la dénaturation et améliorer l'activité de la protéase 

(Matkawala et al,.2019). 

Les variables indépendantes pour l'activité protéase ont été classées dans l'ordre 

décroissant suivant, Triton X-100, pH ,2- mercaptoéthanol, CaCl2. Triton X-100 montre 

le plus fort effet sur l'activité de la protéase par rapport à d'autres variables tandis que 

CaCl2 montre l'effet le plus faible. 
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Figure 20: Analyse électrophorétique d'un Protéine échelle standard, "b" contrôle, et 

"c" après traitement à la protéase (Mohamed et al,.2020). 

 Électrophorèse SDS-PAGE 

Il existe quatre protéines musculaires principales qui peuvent être observées,  

L'analyse des principales protéines myofibrillaires de la viande a montré le plus 

haut niveau de chaîne lourde de myosine (MHC) suivi de l'actine et de la troponine 

(Vigoreaux, 2006). Il montre un schéma assez similaire au résultat obtenu ici.  

L'intensité de la bande MHC a été clairement diminue lorsque la bande a disparu 

après avoir été traitée avec l'enzyme. 

 Microscopie électronique à balayage (MEB). 
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Le tissu conjonctif joue un rôle important dans la détermination de la qualité 

gustative de la viande. 

Figure21: Micrographies SEM de bœuf dans un traitement témoin et b avec Manihot 

Protéase esculenta (Norazmi et al,. 2020) 

 

La figure 21 montre la microstructure du contrôle et de l'échantillon traité avec la 

protéase brute. 

Les fibres musculaires brisées peuvent être observées dans l'échantillon traité aux 

enzymes (b), De plus, il y avait une perte d'interaction des fibres musculaires et moins de 

fibres attachées, Cela est dû à la dégradation du collagène et du sarcolemme entourant les 

fibres musculaires  la dégradation du collagène est un facteur important dans la tendreté 

de la viande (Mikołajczak et al,. 2019) et Un autre facteur c’est la perturbation de la 

structure du tissu conjonctif (Purslow, 2018). 

 

5. Conclusion  

Les résultats obtenus dans cette expérience indiquent que la protéase brute de 

Manihot esculenta peut être utilisée comme attendrisseur de viande. Sur la base de 

l'analyse statistique de RSM, les variables optimales d'extraction obtenues pour le pH, 
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CaCl2, Triton X-100 et 2-mercaptoéthanol étaient pH 9, 3,24 mM, 4,19 % et 6,32 mM 

respectivement. L'analyse SDS-PAGE, SEM et de texture confirme l'efficacité de la 

protéase brute qui agit comme un attendrisseur de viande. 

 

 Déchets alimentaires (Le pain) 

1. But  

La coproduction des deux enzymes industrielles:α-amylase et protéase via SSF par 

Rhizopus oryzae sur les déchets de pain humidifiés. 

 

2. Principe  

L’optimisation de la production de protéases et d’amylases, par Rhizopus oryzae 

Cultivé sur déchets de pain par la fermentation l’état solide. 

Nous sommes intéressés à utiliser (Rhizopus oryzae) dans SSF pour la production 

d'enzymes protéolytiques, les enzymes produites pourraient être des alternatives pour 

détoxifier le gluten utilisé en biotechnologie alimentaire. 

 

3. Matériel et Méthode 

 

 Fermentation fongique à l'état solide et optimisation des conditions 

Après stockage et broyage puis tamisage du déchets de pain, la poudre a été prise 

dans des plateaux rectangulaires (environ 250 g de déchets de pain dans chacun).  

Les plateaux ont été fermés avec du papier d'aluminium, autoclaves à 121°C 

pendant 15 minutes, refroidi à température ambiante et mélangé soigneusement avec de 

l'eau distillée stérilisée pour atteindre une teneur en humidité appropriée. La poudre 

humidifiée a été étalée uniformément sur le plateau en couches, puis inoculée avec une 

suspension de spores fongiques de (Rhizopus oryzae)  et recouvert d'une feuille 

d'aluminium. 
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1mL de solution de spores Cryo conservées de Rhizopus oryzae a été inoculé à la 

surface des déchets de pain. Les plateaux ont été incubés à 30°C dans des conditions 

statiques. 

Des facteurs tels que la période d'incubation, la teneur en humidité, la taille de 

l'inoculum, le pH, la hauteur du substrat et les effets du sel influençant la sécrétion 

d'enzymes par R. oryzae. L'optimisation des paramètres de fermentation pour SSF a été 

réalisée pour déterminer l'effet de chaque paramètre sur la production d'enzymes.  

 

 Récupération et dosage d'enzymes 

Pour l'isolement des enzymes produites dans les échantillons de SSF, 5 g du substrat 

fermenté ont été mis en suspension dans 50 ml d'eau distillée à température ambiante à 

l'aide d'un mélangeur de type cuisine pour former une suspension de 100 g/L. Après 

agitation dans un agitateur rotatif (170 rpm) pendant 1 heure à 30°C, la bouillie a été 

pressée à travers une étamine humide. 

 

 Essai de protéase 

La méthode mentionnée par (Han et al,.2017) a été utilisé pour quantifier l'activité 

protéase avec modification. Exactement, le mélange réactionnel contenant 0,3 ml de 20 

% azo caséine, 0,1 ml de préparation enzymatique, et 0,2 ml de tampon citrate à pH 5,2 a 

été incubé pendant 4 h à 45°C. La réaction a été arrêtée en ajoutant 2 ml de TCA à 10 % 

et stocké à 4°C pendant 10 min, et les tubes à essai ont été centrifugés à 3500 g pendant 

5 min à 4°C. Une unité de l'activité enzymatique (U) a été définie comme une absorbance 

(440 nm) changement de 0,01 après 4 h à 45°C (M’hir et al,.2009), (M’hir et al,.2012). 

4. Résultats et discussion 

Dans la fermentation SSF, plusieurs facteurs sont à optimiser car ils contrôlent la 

croissance microbienne et donc la production enzymatique, à savoir la température (30°C 

) , le temps de fermentation, la teneur en humidité ( de 60 %) , la hauteur du substrat à 1 

cm ,le pH du milieu ( à 5,5 ) , la taille de l'inoculum ( 105spores/g ) , les sources de 

carbone et d'azote et les concentrations de sel. 
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La figure2 montre l'effet du temps de fermentation sur la production d'amylase et 

de protéase pendant 144 h. les quantités de production de protéase et d'amylase étaient 

plus élevée a été atteinte dans les 120 h suivant la fermentation . Après ce temps de 

fermentation, l'activité chute drastiquement. En général, une longue période d'incubation 

entraîne une diminution de la production d'enzymes consécutive à la réduction des 

nutriments dans le substrat ainsi qu'à la libération de protéases et à la baisse du pH dans 

le substrat (Bansal et al,.2012). 

La Production de protéases à partir de déchets de rizerie par Aspergillus niger dans 

SSF augmentait avec la période d’incubation, conformément à nos résultats. En plus du 

temps d'incubation, la production de protéases dépend fortement du pH extracellulaire 

qui affecte plusieurs processus métaboliques et enzymatiques et transporte divers 

composants à travers les membranes cellulaires, influençant ainsi la croissance cellulaire 

et la production de métabolites, (Ellaiah et al,.2002). 

Cela indiquait que l'enzyme a un  rôle de métabolite primaire, étant produit dans la 

phase logarithmique de la croissance du champignon pour l'utilisation de source azotée 

de déchets de pain (Arunachalam et al,.2009). 

Figure 22: Effet de la période d'incubation (h) sur la production de protéase (a) et d'α-

amylase (b) par R. oryzae CH4 à 30°C dans des conditions statiques.                              

(Benabda al, .2019). 
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Les résultats ont montré que l'activité protéasique variait de 1150 à 1550 U/g, alors 

que celle de α-amylase variait de 63,42 à 216,66 U/g. 

Autres études ont rapporté que d'autres sources d'azote inorganique augmentaient 

la production d'enzymes. En effet, lorsqu'il est complété par nitrate de potassium, 

Aspergillus funiculosus a produit une protéase maximale. 

En outre, (El Safey et al,.2004) ont rapporté que le sulfate d'ammonium était la 

meilleure source d'azote pour la production de protéases. 

L’épaisseur du substrat est un facteur important et doit être optimisé pour contrôler 

les conditions aérobies pour les champignons. Les activités de protéase et d'amylase 

variaient avec l'épaisseur du substrat qui variait de 0,5 cm à 2,5 cm.  

 

5. Conclusion 

Déchets de pain est un bon milieu de culture en SSF en termes de composition et 

de sécurité. Production d'enzymes par Rhizopus oryzae tel que α-l'amylase et la protéase 

dans des conditions de culture optimisées étaient les suivantes : 65 % d'humidité, 

inoculum 105spores/g, et période d'incubation de 120 h (5 jours). D'autres études 

devraient être poursuivies pour tester la protéase et la stabilité de l'α- amylase (stabilité 

thermique, du pH et du détergent) dans le but de réaliser leur production à l'échelle pilote. 

Plusieurs autres paramètres biochimiques et biophysiques tels que la sensibilité aux ions, 

les inhibiteurs, la cinétique de réaction et les études structurales doivent être effectués 

pour valider leurs applications industrielles. 
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Notre travail a pour objectif la valorisation des déchets agro-alimentaires visant la 

production des enzymes protéolytiques.  

 En comparant la production des protéases sur milieu de culture solide et immergé, 

il a été conclu que les milieux solides sont plus adaptés pour améliorer la production de 

protéases que les milieux immergés. 

 L’étude comparative menées avec une grande précision,  visant  à améliorer et 

optimiser la production de protéases à base de divers substrats notamment le marc de 

tomate, les résidus agricoles, le son de blé, a confirmée l’importance du choix de ces 

substrats .  

Une optimisation du  milieu de culture consiste a sélectionner les facteurs 

influençant la production de protéases par application de plans statistiques de  (Plackett 

et Burman). les optimas des facteurs sélectionner sont  déterminer via le plan de (Box et 

Wilson) et (RMS). 

Les protéases ainsi produites peuvent être utilisé  dans différents domaines à savoir 

:l’IAA ,le textile , papeterie détergents...ect. 

En comparant les différentes travaux de recherches on remarque que toutes les 

études sont pertinentes , mais chacune a ça méthode d'application dans différent domaine 

industriel.  

On perspective, le travail peut etre complete  par une purification de l’enzyme, 

détermination des caractérestique et de effets, production de l'enzyme vers 

fermenteur…… 
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Résumé 

Les enzymes protéolytiques font partie des hydrolases connus par leurs applications dans 

divers domaines.  

Cette étude vise à valoriser les déchets agro-alimentaires par fermentation sur milieu 

solide ceci est dont le but de diminuer le coût de production de ces enzymes. 

Au vu, des résultats obtenue des travaux antérieurs l’optimisation de la production des 

protéases par différentes souches microbiennes  permet d’utiliser ces enzymes dans 

différents domaines : attendrissement de la viande, en détergence, en textile ….etc.  

 

Mots clés:  

Enzymes protéolytiques, Fermentation, Optimization, Applications,Valorisation. 
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Abstract 

Proteolytic enzymes are part of the hydrolases known by their applications in various 

fields. 

This study aims to recover agro-food waste by fermentation on a solid medium, this is the 

purpose of which is to reduce the cost of production of these enzymes. 

In view of the results obtained from previous work, the optimization of the production of 

proteases by different microbial strains makes it possible to apply these enzymes in 

different fields: tenderizing of meat, in detergents, textiles….. etc. 

 

Keywords: 

Proteolytic enzymes, Fermentation, Optimization, Applications,Valuation. 
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خصالمل  

 

 .المجالات مختلف في بتطبيقاتها المعروفة الهيدرولازات من جزء هي للبروتين المحللة الإنزيمات

 هو منه والغرض ، صةةل  وسةة  على التخمير طريق عن الزراعية الأغذية نفايات اسةةتعا   إلى الدراسةةة هذه تهدف

 .الإنزيمات هذه إنتاج تكلفة تقليل

 الميكروبية لاتالسلا بواسطة البروتياز إنتاج تحسين فإن ، السابق العمل من عليها الحصول تم التي النتائج ضوء في

 ، وجاتالمنسةةةة ، المنظفات في ، اللحوم تطرية: مختلفة مجالات في الإنزيمات هذه تطبيق الممكن من يجعل المختلفة

 ..…إلخ

 

 :مفتاحية الكلمات ال

التقييم ، التطبيقات, التحسين ، التخمير ، للبروتين المحللة زيماتنلاا
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