République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université Freres Mentouri — Constantinel

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie

Département : Biochimie et Biologie Cellulaire et Moléculaire
Mémoire présenté en vue de I’obtention du Diplome de Master
Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiere : Sciences Biologiques
Spécialité : Biochimie

Intitulé :

Etude de ’optimisation de la production de la
protéase neutre par la levure Candida sp. Cultivée
sur milieu solide.

Présenté par:

HAMLAOUI LINA et SAIDOU KENZA

Jury d’évaluation :

Président: Mme DAKHMOUCHE S. M.C.A, ENS, ASSIA DJEBAR, Constantine 3
Encadreur: Mme BENNAMOUN L. M.C.B, Université Fréeres Mentouri, Constantine 1
Examinateur: Mme LABBANI F.Z.K. M.C.B, ENS, ASSIA DJEBAR, Constantine 3

Année universitaire 2020- 2021



Remerciement

Avant tout, nous remercions Le BON DIEU le tout puissant de nous avoir
donné le courage, la volonté et la patience pour achever ce modeste

travalil.

Nos vifs remerciements et notre profonde gratitude s'adressent & madame
BENNAMOUN Leila qui a accepté de nous encadrer, on la remercie
infiniment pour sa grande patience, ses encouragements, son aide et ses

conseils judicieux, durant la réalisation du présent travail.

Nos remerciements vont également aux membres de jury d'avoir accepté

d'évaluer ce travail, Mme DAKHMOUCHE S et Mme LABBANI F Z K

Sans oublier ensemble des enseignants ayant contribué a notre formation

durant notre cycle d’étude




Dédicaces

A maman, Je ne saurais guere t'exprimer mes sentiments, tu es la maman, le

pilier de ma vie, Merci, pour tout, je ne serais jamais arrivée [d, sans ton soutien, tes efforts,
et tes sacrifices. Que dieu te protége, et te garde en bonne santé. Je t'aime.

A mon pére, Je n’oublierai jamais tes regards de fierté en vers moi, et je

donnerai le meilleur de moi-méme pour les mériter. Que dieu te protége, et te garde en bonne santé. Je

t'aime.

A mes chers fréres Sami Mehdi Daoude tu es mon soutien dans la vie et les plus beaux petits garcons

Mohemed Kosay : Yazan : Nidale joie de ma vie .Que dieu te protége Je t aime.
A ma belle seeur Sara tu es une seeur et une amie et une deuxiéme mére merci d étre avec moi

A mon binéme Renza Avec quij'ai passé 5 superbes années, nous avons été trés soudées, j'espére que

cette entente perdure.
A mes chers cousins et cousines, Nadia Rhiadidja , Asma :Bouba ;Nousa ;Merci d vous,

Et A mes amis ,Houda Donia Silia Radja Chaima Foula Noussa NIhede Roumaissa Feriel Asma
feriel mouman Merci a vous d avoir rendu ces années universitaires aussi fluide, et moins difficile.

vous dédie ce travail en expression de mon profond amour, et gratitude

A ma seconde  famille Bouraoui, mon pére houssine , oumi Nadia , saousane, Hadjor, Noor :azedine
; amina ; somia : zakaria et bien sur a mon fiancé taki edinne , je vous dédie ce travail en témoignage

de mon profond amour.

Hamlaoui Lina




Dédicaces

Tous les mots ne sauraient exprimer la gratitude, ['amour le respect, la reconnaissance, c'est tout
simplement que je dédie ce mémoire de fin d étude a :

Mes chers parents : vous représentez pour moi la source de tendresse et ['exemple de dévouement quin’a

pas cassé de m'encourager.

A ma mére chérie : maman ton amour et tes conseils m’ont servi de guide toutes ces années , cet ouvre est
avant tout la votre . Que dieu te garde et donne longue vie pour que tu puisses bénéficier d avantage des
Sfruits de tant d’années de sacrifies.

A mon pére chéri : papa je suis la personne que je suis maintenant grdce d toi je suis-je suis tellement
reconnaissante d avoir un papa comme toi, merci pour tout ce que tu as fait pour moi .

A mon seul et unique frére : Salim tu es mon soutien dans la vie.

A ma famille,, surtout & mes cousines : Kawter, Hind , Bouchra , Merieme , Feriele , Anfel, Chahd
Mayar, chourouk..

A ma chére amie depuis Cenfance : Chaima .
A ma chére amie et binéme : Lina

A tous mes collégues et amis : Romaissa , ferial, Noussaiba , Fella, Fatima ,Rania , pour les merveilleux

souvenirs que nous avons partagés ensemble .

A tous ceux qui me connaissent et qui m’ont encouragé de prés ou loin.

Saidou Kenza




Table des matieres

Abréviations

Liste des figures

Liste des tableaux

Résumés

] €0 1 Tox ) o RN

Chapitre 1 : Etude bibliographique

L LES BVUIES. teuineinintieruttieinietieensrtesasssasessasstsssasnssssssssssasnssssssassssnsassssnsnssssnne 2
RO T 0 o [ 1S 2
1.2. Caractéristiques morphologies des IeVUIES....ieeiieiieieiiiieieeiniinteeerecerensencescnsnseneennnn
1.3. Applications des levures en bioteChNOIOgIE..euieiniiiieiieiiiiiiaiieiiiiiieeieerensensonsneasens
1.4, La Ievure Candida..ceceeeeeeeeieerueninerernreesassesasssesasnssesasssssssssssssassssssnsassssssassssnse
It =T 5
1.4.2. TAXONOMIE. utureerernrersasnssssasnsessssassssasssssssssssnssssssnsssssssssssssnssssssnssssssnsses
T o o1 - | SO 6
144, MOTPNOIOgIE. . eeeeiitiiieeneietiteateeeeeenteseensensescescnsansessscnsansensessnsansonsnsans 6
1.4.5. BeSOINS NULMITIONNEIS.cuuuieieiniieiaiiieiueniierurseesasnseesnsnssesnsessssssnssssasessssnsase 6
2 .SOUICE 0E CArDONE. cetuiriieintiiernretiaratetsesnsessesnsessasassssssnssssssnssssssnssssnsnses 6
D, SOUICE A7 AZ0TE e eueeeerereeeneeeneeseeseeseenecessensesacensenscessensenssensensensesnsensenans
c. Vitamines, 0ligolEmeNts €t MINEIaUX...ueeeeeeenreeeeeearenreneeecasenserieencescscnsancens
1.4.6 Caractéristiques PhySIOIOgIQUES. ..eueuterreretenrereerarereeensesessasesessnriossssnsesssonsonns 7

2. LS PIOTBASES . ceuretreenrereernrreesasessssnsesssssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnssssnsesssnssnns 9



2.1, GENEralites SUN 185 BNZYIMES. e eueiurnieernrereernrersnrerascnsssssnsesassnsessssnsessssnsessniassissnses 9

2.2. MarChE (S BNZYIMES. cueutraernreranseressnsesesssassnsnsessasessssnsessssnssssssnssssssnssssssnsessns 9
2.3. DEFINItIoN et rOle 0eS PrOtEASES.ceeurereeenrereeenrerenrnreranensesaneiiiessnsesossnsnsasansesssansnsaanns 9
2.4, LS OFigINES (8S PrOtEASES. ueurrenrerarensereasasensesesansasesansnsessssnssssnsnssansnssssssnsesssnes 10
2.4.1. Protéase d’origine VEZetale..ieeeeeererrernrerereerarnreeenseseiiosessssnsesessnsesassnsnnes 10
2.4.2. Protéase d’0rigine animale...eeeeeeeieereeereennessearosssssnasosssssssssessssnsssssssnnsonnnens 10
2.4.3. Protéase d’0rigine MICTODIENNE . vteeuerreerersseesnsressssssssssssssnssssssssnssssssssnsssnsss 11
2.5. ClassifiCation 0eS PrOtEASES.cueereeeerereeeereraeenrerercnsesessasesassnsesascnsesassnsesassnsesassnss 12
2.6. Mécanisme d’action des ProteaseS..eeereeseeesssssssseseesssossossssssonssssssssosssssssnssssssaiions 14
2.6.1 PrOtBASE & SEIINE..eueeureriernrnrresusrsesasssssessasassssasassssssssssssssssssassssssnssssnnn 14
2.6.2 CySteYIDIOtASES .t v eeenrenranteasersnrentessesesassssnssnsasssssnssnsensessssssssnssnssssnsns 16
2.6.3 AS ANy DI OTEASES. e eenrenraneeeeerenrensessessntessessnssnssssessnssnsessessnsanssssssssasnses 15
2.6.4 MEtallOPrOtBASES. cueeeeeenrenteeeerenraeseasescnsansensessessnsossossssonsanssssssnsnsansanns 16
2.7. Les ApPlications deS PrOtBaSES. .eeeeereeteeeerenrenseacrensensessesonsessessnsansarionsssnsansanss 17
T =] 10 T=T ] - L[] o RN 19
3.1. Fermentation & 1’état SOIAE.ceeeeeeareieeisiareisnresreiesaresessssrossscssssossssssssssssssssnscsssnes 19
3.1.1 Micro-organismes utilisées dans [a FIMS......iiiieiiiiniiiiiiiiiniiiieccecnecnsencnnnnn. 19
3.1.2 Facteurs influencant le processus de FMS. .. uiiiriiiieiieiniintieenecnniieeeceecescncanns 19
3.1.3 Substrats UtiliSBeS dans FMS....cuiiieiiiiieiierniiiernrtiesnsessesasssssnsessnssssnsssonns 20
3.1.4 Les avantages et les inconvénients de [a FMS.....cuiieiiiiiiiiiiiiiniiniiecniinencncnnnn. 20
3.2. Fermentation a I’état lIQUIAE...eeeereiriieriniiiierurniieinrieesesreesasessssnseosassssssnsenes 21
Yo o 1o [ o] PP 25
O 3 ) T4 o 25



4.3. Utilisation du son de blé dans 1’industric alimentaire...eeeeeeeeeeeesenseeeeieeeeessensssssecennns 26

ST N 0 | - 26
ST B L= 11714 To] PR 26
5.2, ClaSSITICALION. tetuiniieiuinireiatiieiuriieiatteeteetesatttasasersesasessssassssnseasnssssnsasnimns 27
5.3. CompOSItION NUEFTIONNEIIE. e uueiniiniieiieiniiieiieitiatiererenssnsessessnsonseesssscnssnssnssssosans 27
5.4 Types d’avoines CUMIVEES. cueuiieiiiieiieeieeeieereerneeteesaseseecnsesessnsessncnsessncnsessnsens 28
6. Méthode d’optimiSation........ccvuiieiieiiniiieiiiiiiiieiiieieieaioseseassssosessssssssssssnsosssnsses 28
B.1. MEtNOAE OFAT .eutiiiiiiinieinrurararararesesasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss: 28
6.2. Plan de Plackett-Burman. ....cceeeeieiierieiierieieiiiierutiiesurnisesesseesastessssasnsnssnnis 29
6.3. Plan COMPOSITE CENIIE...iueiniiniieieeieinteateesecescsensonsessnssnsonsossnsosssnssnsanssnsnsmmmmmmnes 30

Chapitre 2 : Matériel et méthodes

1. Materiel BiOlOgIgUE. uceuieeteeietenieetieeneentencescesensensessssnsansosssnsssssnsansessnssssanesemenns 31
1.1 1SOIEMENT UES EVUIES. cuuiuineiuiniieinrniiernrtietieiarnteeiasnsessasasssassussssnssssnsnssssoenmnnns 31
1.2 1dentification de 12 JEVUIE...euieiieiniiiniiieiniieiiiiieiieeierniietasntessasassnssesnssssnsnsssuons 31
1.3 Préparation de I’INOCUIUM . ceueiiieiiiniiiietiinrieieeieratesneessatessscssssosssorsasessnsssnsssnnnnnn 32

O B oY 1011 0] o] =1 1 1] | PO TRRRRRRRRRPRRC 7

2. Méthode de fermentation....cceieeieieiiereiniieriierieerernseesesaressasnsessssrssnssssnssssssnsosnens 32
2.1 Fermentation SUr MilieU SONOE.cueuiireeniieieeieinreiieraretiernrrsecasssesasnssssnsessssnsessses 32
2.1.1 L’extraction des enzymes ProteOIYtIQUES.ceeueeeeeeeariereareeerenrenceecnsensencescesnnn. 32
2.1.2 Détermination de la Matiere SEChE. . .vuiveiiiiieriiiieiiiiieireiiernieisesnsessecnsesnnnne. 33

2.2 Fermentation SUr MIlieU lIQUIOE...eueeeiieereineiieiniitieeneeneeneencerneasensensencnsonsuemaniiieinens 33
2.2.1 Séparation des enzymes ProteolYLIQUES..cueeeeeenteeeeeerenreererecnensescescnssnnnanenn. 33

3. MELNOUE B UOSAQGE. ceentenreneaeenrenreeeeeereneerencescsensensescnsensacssnsensensensansnscnssnsaensnes 33

3.1 Dosage de I’activité prote€olytiqUe..eeeeeereeieeeriieiieiiiiiieriniiiesiarinresessntsssssssassssnssns. 33



3.2 DO0SAGE (S PrOtEINES. e eueeeenreerarererenserescnsessnsesessesessnsnsossssnsssssssssnssnsnssssnsnsssaasans 34

4 .Méthode d’optimiSation.......ccoeeiiuiiiiiieiieiiiiniiiiiieiiiiietiatitesssisesisssssssnsonssssanees 34
4.1 Sélection des variables significatives par le plan d’expérience de Plackett-Burman......... 35
4.2 Détermination des optima par le plan composite centré de Box- WilSON....c.vuvererernrnrnne 36

Chapitre 3 : Résultats et discussions

1. Identification de 1a SOUCHE IEVUIIENNE. . cuiieiriiieiiiiiiiiietieenrinieateesessntsnssssnsonssssnsane. 40
2. Etude de la production des enzymes protéolytiques sur milieu solide et liquide................. 40
2.1 Fermentation sur milieu SOlide FMS....iuiieiiniieiiiiiiiiieiiiiniieiiecnecssnseacessnsonse. 40

2.1.1 Effet des différents substrats sur la production des protéases (acide, neutre et alcaline)
PAr CANAIAA SP tevrenreeenrentenseeensensansessnsonsonsessasssssssnsasssssnssnsssssssnssnsssssssnsanssssnssnses 40

2.2 Fermentation sur milieu HQUIde FML...eeeiiieiiiiiiniiereeenisnceecnscnssnsoscscniionsans 42

2.2.1 Effet des différents substrats sur la production des protéases (acide, neutre et alcaline)
PAI CANAIAA SPuereenrenraneeeerenrenseeensensensessessnsessnsssssssssssnssnsossssssssnssnsssssssnsssssnsssnss 42

3 Optimisation des conditions de culture pour la production de protéase neutre par la

planification eXPErimMENtalE....cueeeiiieiieiieiiriiiiaieeiteeeiteeeecsenseasescessnsonsessnsosssnsnsians 43
3.1 Optimisation de la production des protéases neutres selon le plan de
Plackett- BUrMan (1946) ..cuiieiieireiiiuieneenreeeeecesensensessescnsonsesssscnssnsessessnssnsasssssssnnnn 43

3.2 Optimisation de la production des protéases neutres selon le plan de

BOX-WIISON(L1951) uiuuiieiiiiinineeneerenreaceeensensescescnsansensessesensansossessnsansscnssnsassnnes 46
CONCIUSION GBNBIAIE. .euiiniieiieiiiiieiieteiiteateeteaceecescnsencessnsensansoscnriiossnsansossnsansanes 58
Références DIDIIOgraphiqUES..c.ceiieieiriieiiiiiiiiiiieieieeietiieiarieesesesesiossssasnssssnsnsssnss 59

AnNnexes



] , / ] 0
iste d"abréwiation

ANOVA: Analyses de la variance.

aw: Activité de 1’eau.

AE : Activité enzymatique.

BSA: Bovine Sérum Albumine.

CCD: Central Composite Design

EDTA: Ethyléne diamine tétra-acétique acide.

FML.: Fermentation en milieu liquide.

FMS: Fermentation en Milieu Solide.

PBD: Plackett-Burman Design.

MS : Matiere seche.

OFAT: Un facteur a la fois.

TCA : Acide Trichloroacetique.

Ul : Unité Internationale.

YPGA: Yeast Peptone Glucose Agar.



Liste des figures

N° Titre des figures Page
1 Structure cellulaire des levures. 3
2 Applications biotechnologiques des levures. 4
3 La structure de la sérine protéase. 10
4 Protéase produite a partir des différentes sources. 11
5 Les différentes familles des protéases. 13
6 Mécanisme réactionnel des peptidases a sérine. 14
7 Mécanisme réactionnel des peptidases a cystéine. 15
8 Mécanisme reéactionnel des protéases acides. 16
9 Mécanisme réactionnel des métalloprotéases. 16
10 Les différents produits du son de ble. 26
11 Les floconnes d’avoines cultivés. 27
12 Image montre I’espéce du genre Avena sativa. 28
13 Lecture de la galerie API132 C aprés 24 h. 40
14 Effet des différents substrats sur la production de protéase (acide, neutre et 41
alcaline) par FMS par candida sp.
15 Effet des différents substrats sur la production de protéase (acide, neutre et 42
alcaline) par FML par candida sp.
16 Charte Pareto des effets standardisés des parametres opératoires sur 1’activité 51
protéolytique.
17 Graphique de parité montrant la distribution des données expérimentales de 52

’activité protéolytique par rapport a la valeur prédite par le modéle.




18

La courbe de contour (A) et la surface (B).

54

19

Les valeurs optimales des variables de la réponse déterminées par « RSM »

56




Liste des tableaux

N° Titre des tableaux Page
1 Différents enzymes produites par les levures. 4
2 Les valeurs de I’activité de I’eau des différents micro-organismes. 8
3 Applications industrielles des protéases 18
4 Les différents avantages et inconvénients de la FMS. 20
5 Comparaison entre les caractéristiques FMS et FML. 21
6 Les protéases produites par FMS avec les substrats et micro-organismes 24

utilisés.
7 La composition chimique du son de blé. 25
8 Genérateur des matrices ( Plakett-Burman). 29
9 Matrice d’expérience de Plackett-Burman pour I’étude de 11 facteurs avec 35
12 combinaisons.

10 Les difféerents facteurs étudiés et leurs concentrations correspondantes. 36
11 Structure du plan composite centré a 3 facteurs. 38
12 Relation entre les niveaux codés et les niveaux réels dans le plan composite 39

centré a 3 facteurs.

13 Effet des facteurs testées sur la production de la protéase neutre (plan de 44

Plackett-Burman).

14 Etude statistique de I’effet des facteurs testées sur la production de protéase 45

neutre.

15 Valeurs expérimentales (observées) de ’activité spécifique. 47
16 Reésultats de I’analyse de régression du modéle polynomial du second degré 48

pour I’optimisation de de la production des protéases neutres.

17 Analyse de variance (ANOVA) pour les paramétres de la méthode de surface 50

de réponse adaptée au modeéle polynomial quadratique pour l'optimisation de
I'activité protéolytique.







Résumé

Ce travail est une étude comparative de la production d’une protéase par culture d’une souche
levurienne candida sp sur milieu solide (FMS) et milieu liquide (FML) a différents pH (acide,
neutre et alcaline). Pour cela deux substrats sont testés a savoir : le son de blé et I’avoine avec un
taux d’ensemencement de 4. 10 °cellules a 30°C. Dans un premier temps et afin de déterminer le
procédé de fermentation et le substrat testé qui donne une production maximale en protéase. La
méthode statistique d’un facteur a la fois (OFAT) a montré que les meilleures activités
protéolytiques sont obtenues en fermentation solide a base de son de blé. Le dosage des activités
protéolytiques a différents pH montre que la meilleure activité est obtenue a pH 7 (protéase

neutre).

Dans un second temps, les plans statistiques de Plackett et Burman et de Box et Wilson sont
respectivement utilisés pour déterminer et optimiser les facteurs influencant la production de la
protéase neutre. Les milieux de cultures sont préparés par ’emploi d’un plan factoriel de
Plackett-Burman a N=12 essais et N-1 facteurs : cinq facteurs réels (Température, humidité,
Inoculum, Glucose, Corne steep, sulfate d’ammonium, Nacl, incubation) et deux erreurs. Les
résultats obtenus montrent que les facteurs significatifs influengant la production d’enzyme par
la levure Candida Sp. sont: I’humidité, le glucose et le sulfate d’ammonium. Les valeurs
optimales des variables étudiées sont déterminées par la méthodologie de surface de réponse a

savoir: L humidité 96.82 %, glucose 0.568 g et le sulfate d’ammonium 0.46.

La validation du modéle a permis d’obtenir une activité de la protéase neutre de 35835.3 Ul/ml,

soit 2 fois plus élevé que dans les conditions non optimisées.

Ces résultats significatifs confirment I'importance de la conception statistique dans la production

de protéase neutre.

Mots-clés : Protéase, FMS, FML, Son de blé, Avoine, Candida sp, Optimisation.



Abstract

This work is a comparative study of the production of a protease by culture of a candida sp
yeast strain on solid state fermentation (SSF) and submerged fermentation (SmF) at different pH
(acid, neutral and alkaline). For this two substrates are tested namely: wheat bran and oats with a
seeding rate of 4. 10 ©cells at 30 °C. Initially and in order to determine the fermentation process
and the substrate tested which gives a maximum production of protease. The statistical method
of one factor at a time (OFAT) showed that the best proteolytic activities are obtained in solid
state fermentation based on wheat bran. The assay of the proteolytic activities at different pH

levels shows that the best activity is obtained at pH 7 (neutral protease).

Secondly, the statistical plans of Plackett-Burman , Box ,and Box-Wilson are respectively used
to determine and optimize the factors influencing the production of the neutral protease. The
culture media are prepared by using a Plackett-Burman factor plan with N=12 tests and N-1
factors: five real factors (Temperature, humidity, Inoculum, Glucose, Corne Steep, ammonium
sulfate, Nacl, incubation) and two errors. The obtained results show that significant factors
influencing the production of enzyme by yeast Candida Sp. Are: moisture, glucose and
ammonium sulfate. The optimal values of the studied variables are determined by the response

surface methodology namely: Humidity 96.82%, glucose 0.568 g and ammonium sulfate 0.46.

The validation of the model made it possible to obtain a neutral protease activity of 35835.3

IU/ml, which is 2 times higher than under non-optimized conditions.

These significant results confirm the importance of statistical design in the production of neutral

protease.

Keywords: Protease, solid-state fermentation (SSF), submerged fermentation (SmF) ,Wheat

bran, Oats, Candida sp, Optimization.
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Introduction

Les enzymes protéolytiques sont des enzymes catalysant I’hydrolyse des protéines. Environ 40
% des enzymes sont produites par les microorganismes principalement par des souches
fongiques (Garcia-Gomez et al., 2009). En effet, les levures sont considérées comme les
microorganismes les plus importants en biotechnologie. Candida sp est I'une des principales
espéces fongiques appliquées dans la production commerciale des enzymes (Buzzini et Margesin
,2014).

Les protéases constituent 'un des groupes les plus importants des enzymes industrielles
occupant 60% du total marché global des enzymes. Elles sont applicables dans plusieurs secteurs
industriels a savoir : I’industrie des détergents, tannerie, IAA et les industries pharmaceutiques.
En effet, le marché mondial des enzymes industrielles dépasse 1,5 milliard de dollars et est
enregistré une croissance annuelle de 7,8 % au cours de la période de prévision 2015-2020
(Sharma et al ., 2017).

Les enzymes proteolytiques peuvent étre produites par la fermentation liquide comme solide (De
castro et al., 2014). Le co(t de la production des enzymes disponibles dans le commerce par la
fermentation submergée est généralement trop élevée pour les applications biotechnologiques a
cette raison la fermentation solide est une technique alternative pour la production des enzymes
industriels (Mais, 2018).

Les cultures fongiques s’effectuent soit sur substrat solide (FMS) soit en culture submergé
(FML) dans le but de produire des métabolites (enzymes). Les cultures solides sont préférees
pour les raisons suivantes: simplicité du procédé, le faible codt et les rendements en enzymes

sont plus importants (De casro et al., 2014).

D’autre part, la plupart des protéases sont produites soit par des moisissures soit par des
bactéries. L objectif visé dans étude est d’exploiter le potentiel enzymatique des levures, car en

industrie il est intéressant d’utilisé¢ de nouvelles molécules répondant aux critéres de I’industrie.
Les différentes étapes visées dans ce travail sont :

- ldentification de la levure sélectionnée pour la production de protéase.

- Conduite de la fermentation.

- Optimisation de la production de protéase neutre par application des deux plans statistiques :

Plackett-Burman, et Box-Willson.
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1 Les levures
1.1 Généralités
Les levures sont des micro-organismes eucaryotes, champignons a thalle unicellulaire

immobile, non photosynthétiques et chimio-hétérotrophes, (Kurtzman et al., 2011). Elles sont
utilisées dans plusieurs secteurs industriels, biotechnologiques, médicales et environnementales
(Ahasanul et al ., 2020 ) .

Le nombre de levures décrit augmente chaque année de fagcon spectaculaire, cependant les
applications technologiques ou industrielles sont limitées a un petit nombre des espéces,
appartenant principalement a Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis (Lane et Morrissey,
2010; Wagner et Alper, 2016).

Certaines levures ont une reproduction sexuée qui correspond a une phase de leur cycle
biologique ou on note une alternance des phases haploides et diploides. La multiplication
asexuee est toujours présente, est se fait essentiellement par bourgeonnement aux extrémites des

grands axes des cellules si elles sont ovoides ou allongées (Bennamoun, 2017).

La fermentation des levures joue un réle central dans la libération d'un certain nombre de
composes tels que : les esters, les lactones, les thiols, les alcools et les composés phénoliques

impliqués dans le développement de la saveur caractéristique de la biére (Carrau et al., 2015) .
Les avantages de 1’utilisation des levures par rapport aux autres microorganismes son :

e La capacité de sécrétion élevée.

e Le taux de croissance elevé sur une grande variété de source de carbone.

e La capacité a réaliser des nombreuses modifications post-traductionnelles.

e Faciles a cultiver dans de petits vaisseaux ou grands bioréacteurs.

e Une purification facile du produit et absence de sensibilité aux agents infectieux comme

les bactériophages ( Wagner et Alper, 2016) .
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1.2 Caractéristiques morphologiques des levures
Les levures représentant les eucaryotes les plus simples vus leur composition cellulaire. Elles

sont constituées d’enveloppes cellulaires, d’un cytoplasme contenant divers organites, et d’un

noyau renfermant les chromosomes (Figure 1) (AL Daccache, 2019).
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Figurel: Structure cellulaire des levures (Source : http://www.microbiologie-medicale.fr)

Les cellules levuriénnes sont généralement ovoides présentent une paroi cellulaire externe et une
membrane interne qui entoure son environnement intracellulaire (Giulia et al., 2021) . Cependant
structurellement, leur taille cellulaire varie de quelques microns jusqu’ a 25 a 30 microns en
forme ovoides ou sphériques (Haroldo et al ., 2020). l'intérieur de la levure est compartimenté
d’un noyau, plusieurs vacuoles, mitochondries, le réticulum endoplasmique, et un nombre de

corps vésiculaires (Thumm et al ., 2000 ; Li et al., 2009).
1.3 Applications des levures en biotechnologie

Les levures sont utilisées dans plusieurs domaines, traditionnellement sont utilisées pour la
fabrication du pain, de la bicre, du vin et pour la production d’alcool, mais les levures sont aussi
utilisées pour d’autres applications biotechnologiques comme les domaines medicaux (vaccin
contre I’hépatite B), Pharmaceutique (capable de fabriquée les médicaments anti-inflammatoire)

et environnemental (fabrication du pain) (Antonio, 2018) (Figure 2).
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Figure 2 : Applications biotechnologiques des levures.

Les levures participent également a la valorisation des déchets agricoles et industriels pour la
production des protéines et des enzymes (Chi et al., 2011 ). Les différentes enzymes produites

par les levures sont rassemblées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 1 : Différentes enzymes produits par les levures.

Levure Enzyme Réference
Aureobasidium pullulans Polygalacturonase Bennamoun,2017
Pullulanase Moubasher et al.,2013
Protéases alcalines Chi et al., 2007
Clavispora lusitaniae ABS7 Amylopullulanase Dakhmouche, 2016
Merschnikowia pulcherrima Protease Louwrens, 2017
K. marxianus Protéase a sérine (Foukis et al., 2012)
B — galactosidase (Singh et al., 2017)
inulinase (Hoshida et al., 2018)
Rhodotorula mucilaginosa Protease Luciana et al., 2020
Candida digboensis SRD Protease Patel et al ., 2009
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1.4. La levure Candida

Candida est une levure microscopique polymorphe unicellulaire, opportuniste présente dans
plus de 60% des populations. Elle appartient a des groupes de levure appartenant au ascomycéte
et au basidiomycete ( Belmadani, 2018). Différentes espéces de Candida isolées chez I'homme et
les animaux ont différents types d'activité parasitaire. L'espéce la plus pathogene est Candida
albicans suivie de Candida tropicalis (Sachivkina et al., 2021 ) .

Elles présentent un fort potentiel dans divers domaines des biotechnologies comme le contrdle
biologique, la bioremédiation, et surtout la production de biomolécules valorisables
(biocarburants, vitamines, édulcorants, enzymes industrielles) (Defosseab et al ., 2018 ) .

1.4.1 Genre

Le genre Candida contient environ 150 especes de Candida non albicans ( C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, et C. dubliniensis )et de Candida albicans ( C.

guilliermondii, C. lusitaniae (Berman et al., 2020 ).
1.4.2 Taxonomie

La classification des levures est traditionnellement basée sur leurs profils physiologiques et
biochimiques, des méthodes moléculaires ont été appliquées avec succés au typage et a
I'identification des souches de levure ( khater et al ., 2019 ). La classification phylogénétique de
la levure candida sp selon (http://ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Broswer., 2020) est présenté

comme sulit :

Reégne : fungi
Sous-régne : dikarya
Division : ascomycota

Sous-division : saccharomycotina

Classe : saccharomycetes
Ordre : saccharomycetables
Famille : debaryomycetaceae

Genre : candida
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Espece : sp .
1.4.3 Habitat

La levure Candida est de forme variable ronde a allongé. Généralement, les cellules des levures
sont plus grandes que les cellules des bactéries (de taille de quelques microns a 30 p) avec une
forme sphérique ou ovoide (Barnett et al., 2000). Elle est isolée a partir d’une large gamme de
substrats dans le sol, I’air et dans les végétaux, Les levures des produits alimentaires ne sont pas
pathogénes (pas de production de toxines) mais peuvent produire par leur développement des
altérations de la qualité des produits. Elle trouve dans le tube digestif de ’homme, des
mammifeéres et des oiseaux, et aussi retrouvée dans I’environnement a moins d’une

contamination par I’homme ou I’animal (Lachance, 2011).
1.4.4 Morphologie

Le genre Candida présentent comme des petites levures rondes ou ovalaires des formes variées
de 2 a 5 um (filaments ou pseudo filaments) et se multiplient par bourgeonnement (Barnett et al
., 2000 ). Ce genre regroupe des levures non pigmentées, non capsulées, a bourgeonnement
multilatéral, productrices ou non de pseudomycélium, en plus la capacite de différencier un
veritable mycélium ( Maruyama et al., 2005) .

1.4.5 Besoins nutritionnels
a. Source de carbone

Le carbone est le facteur le plus important influencant les voies métaboliques des micro-

organismes et étant nécessaire dans la production d’enzyme (Kurtzman et al., 2011 ) .

Les levures sont utilisé le carbone comme source d'énergie pour leur croissance, sont capable de

métaboliser le glucose, le fructose, et du mannose (Walker, 2009).

Les differentes sources de carbone sont le glucose, le fructose, le galactose, le saccharose, le
glycérol, le son de soja, I’huile d’olive , le pétrole brut, le diesel , (Ezebuiro et al.,2019) .
Plusieurs espéces de Candida poussent sur une variété de substrats, y compris les n-alcanes, les

huiles, les acides gras, le xylose et les glucides (Sarazin , 2010 ) .
b. Source d’azote

L’azote est 1'un des principaux parameétres influencant les voies métaboliques des
microorganismes et la production d’enzymes (Antonio et al., 2020). Il est important pour la

croissance et la production de la protéase (Chellapandian et al ., 2021 ).
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Toutes les levures sont capables d’utiliser I’azote sous forme d’ion d’ammonium (chlorure,
nitrate, phosphate, mais surtout sulfate qui est le composé idéal puisqu’il apporte également du
soufre necessaire a la synthese de certains acides aminés). Certaines levures sont capables

d’assimiler les nitrites et les nitrates comme seul source d’azote (Kurtzman et al.,2011) .

L’apport d’azote est réalisé généralement sous forme de composés organiques azotés : peptone,
extrait de levure, corn steep liquor,... . L’extrait de levure apparait comme 1’élément majeur
favorisant la croissance des levures, car il apporte de nombreux acides aminés et d’autres formes

d’azote organique (Deak., 2006).
c. Vitamines , oligoéléments et minéraux

les vitamines (la biotine, la thiamine et I’inositol) peuvent étre des éléments constitutifs de
coenzymes variés ou des groupements prosthétiques d’enzymes essentiels a la croissance des
levures (Kurtzman et al., 2011) . D’autres facteurs comme les ions métalliques jouent un role
vital dans le développement car ils agissent comme des cofacteurs enzymatiques et ont
également des rdles structurels majeurs (Normando et al ., 2021 ). Parmi les métaux alcalins
indispensables on trouve les cations monovalents : K+, Na+, Li+, Cs+, Rb+, ainsi que les cations
bivalents : Mg2+, Co2+, Zn2+ et Mn2+. Les ions Ca2+ ont un rdle dans le fonctionnement des
microfilaments, dans I’activité des enzymes et dans la maintenance de 1’intégrité structurale des

membranes (Leveau et Bouix, 1993).
1.4.6 Caractéristiques physiologiques

Les levures sont sensibles a plusieurs facteurs environnementaux tels que la température, le pH

et ’activité d’eau.
o Effet de la température

La température optimale de culture des levures se situe en général entre 25 °C et 30 °C, les

levures peuvent étre classées en :

- Levures mésophiles  : peuvent se développer entre 0 a 50°C.

- Levures psychrophiles : la température maximale de croissance se situe entre 5°C et 20°C.
- Levures thermophiles : se développer a comprises entre 45°C a plus de 100°C.

La levure candida a une température de croissance comprise entre 24 et 48 °C (Deak,

2006).Cependant, elle existe une autre catégorie des levures qui se développent a des
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températures supérieures a 50°C, elles sont appelées levures thermophiles par exemple Candida
tropicalis (Zahari et al., 2021). D’autres levures mésophiles comme Candida albicans a
température de 30°C (Calla Salcedo et al., 2021 ) , et Candida lusitaniae on considéere que la
température optimale se situe de 20 °C, elles sont appelées psychrophiles (Scorzoni, 2013).

e Effet du pH

Les levures tolerent une large gamme de pH allant de 2,4 a 8,6. Le pH a également une forte
influence sur la production de protéases. Calik et al.,2004 ont démontré que le pH affecte les
mécanismes de régulation métabolique de la production de protéases chez Bacillus licheniformis.
La meilleur production protéasique a été obtenue chez Aspergillus oryzae a pH 7 (Benkahoul et
al., 2017 )le méme résultat a été décrit par Yang et al. (2000). les levures du genre Candida se
multiplient activement en milieu acide, de pH 2 a pH 6 et peuvent survivre a pH 9. 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 (Mathieu , 2005).
e Influence de ’activité de I’eau

L'activité de l'eau (Aw) représente l'eau libre dans le produit. L’échelle de mesure de I’Aw est
comprise entre 0 et 1 et I’eau pure a une Aw de 1 (Tableau 2),(Durand, 1998). L’influence de ce
parametre est caractérisée a chaque microorganisme par une Aw optimale et une Aw limite
(Krishna, 2005).

Tableau 2 : Les valeurs de I’activité de I’eau des différents microorganismes

(www.rotronic.com).

Activité de I’eau Organismes
aw =0.91 ...0.95 Nombreuses bacteries
aw =0.88 Nombreuses levures
aw =0.80 Nombreuses halophiles
aw =0.75 Bactéries halophiles
aw =0.70 Levures osmiophiles

aw = 0.65 Moisissures xérophiles
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2. Les protéases
2.1Généralités sur les enzymes

Les enzymes sont des composants essentiels des réactions biologiques et jouent un role
important dans la mise a I'échelle et I’optimisation des nombreux processus industriels. En raison
de leur spécificité de substrat, les enzymes sont couramment utilisées dans plusieurs secteurs
(comme la transformation des aliments, les détergents, les produits pharmaceutiques, les
biocarburants et la production de papier) pour améliorer, mettre a I'échelle, et optimiser la
production industrielle (Giorgio et al., 2019 ).

2.2 Marché des enzymes
Le marché des enzymes est basé sur 1’application, la source, et le type d’enzymes. En 2020
le marché des enzymes industrielles est estimé a 5,9 milliards de dollars et devrait atteindre

8,7 milliards de dollars d’ici 2026, ce qui taux de croissance annuel (TCAC) de 6,5 %

(http://www.petrochemical-news.com 2020 ). Dont 7 milliards de dollars seul sera destiné aux

applications industrielles (www.bccresearch.com , 2018).

Les protéases sont le principal marché d’enzymes commerciales dans le monde (Contesini et al.,
2018; Gurumallesh et al., 2019), représentant pres de 65 % des ventes mondiales totales
d’enzymes industrielles (Shanmugavel et al., 2016). Le revenu global du marché des enzymes de
protéase est attendu étre évalué¢ a 3 milliards de dollars américains d'ici 2024 (rapport d’analyse

de I’industrie 2021-2026 ).
2.3 Définition et réle des protéases

Les protéases, également appelées protéinases ou enzymes protéolytiques (Chee Kuan Ooi et al.
, 2021 ) . Elles appartiennent de la classe des hydrolases et de sous-classe des hydrolases
peptidiques ou peptidase ( Barrett, 1994 ) . Ces biocatalyseurs constituent une classe d’enzyme

qui possédent une fonction spécifique dans 1’hydrolyse des protéines (Ibrahim et al., 2021).

La fonction principale est le clivage des protéines en fragments plus petits. En raison de leur
diversité structurelle et fonctionnelle, ces enzymes remplissent de nombreuses fonctions,
notamment la formation ou le recyclage de protéines intracellulaires, la digestion des nutriments

et la formation en cascade du systéeme immunitaire (Ravi et al., 2021 ) ( Figure 3) .
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Catalytic domain

Figure 3 : La structure de la sérine protéase (Cheng et al., 2018 ).
2.4 Les origines des protéases

Les proteases comme le reste des enzymes, proviennent de diverses sources : végetales, animales

et microbiennes, sont représentées dans la Figure 3.
2.4.1 Protéase d'origine végétale

Ces protéases végétales exigent la présence du groupe —SH- libre dans leur site actif (cystéyl-
protease). Les plus connues pour leur intérét technologique sont la papaine, la broméline et les
kératinases (Sawant et al., 2014). La papaine est produite a partir de la papaye (Carica papaya)
elle a des propriétés de la coagulation du lait et la digestion des protéines avec une large gamme
de pH. Alors que la broméline est obtenue a partir des tiges et des jus d’ananas (Ananas
comosus). D’apres les travaux de Chanalia et al., 2011 la broméline peut contréler efficacement
la croissance des cellules tumorales . Les kératinases sont produites a partir de groupes

botaniques des plantes, qui sont utilisées pour 1’épilation, la digestion de la laine et des cheveux
(Rao et al., 1998) .
2.4.2 Protéase d'origine animale

Les protéases les plus connus d'origine animale sont la trypsine, la chymotrypsine, la pepsine et
la rénine. Ceux-ci sont préparés sous forme pure en grande quantités. Mais, la production de ces
enzymes dépend de la disponibilité du bétail, qui est gouverné par la politique et les bris
d'agriculture (Mala, 1998).

10
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La trypsine est la principale enzyme digestive dans l'intestin qui hydrolyse les protéines

alimentaires. La chymotrypsine se trouve dans les produits excréteurs du pancréas est une
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enzyme codteuse et est utilisé dans les applications analytiques et diagnostiques.

La pepsine est présent dans I’estomac, la pepsine n’était utilisée que dans les détergents, qui sont

maintenant remplacés par une combinaison de les protéases microbiennes (métal) et la serine,

qui deviennent résistantes a la dégradation par les conditions alcalines, les détergents

et des températures élevées (Adinarayana et al .,2002) .

2.4.3 Protéase d’origine microbienne

Les protéases microbiennes sont préférées a celles des autres sources car elles possédent presque
toutes les caractéristiques désirées pour leurs applications industrielles (Sandhya et al., 2005).
Elles sont produites par une grande variété de microorganismes dont les bactéries, les
actinomyceétes, les moisissures et les levures (Devi et al., 2008).

Ces enzymes sont préférées en raison de la facilité de production, d'extraction et de purification

avec moins de co(t et de temps (Niyonzima et al., 2015) ( Figure 4) .
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Figure 4 : Protéases produites a partir des différentes sources (Muhammad et al., 2020 )
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2.5. Classification des protéases

Les protéases peuvent étre classées selon trois types de classifications, soit en fonction du pH,
soit selon le mode d’action ou selon la nature des résidus impliqués dans le site actif. Dans le

premier type on distingue:

Les protéases acides, alcalines et neutres sont les trois classes de protéases en fonction de leur
activité acido-basique ( Rupali et al., 2015). Les champignons sont les seuls organismes qui
produisent des protéases acides, qui ont une gamme de pH d'environ 2,0 a 5,0. Elles ont une
plage de pH d'environ 7,0 a 8,0 et sont souvent dérivés de plantes ; tandis que la protéase alcaline

et produite par les bactéries a un pH supérieur a 8 (Alnandi ,2012).

Selon leur site d'action, les protéases peuvent étre classées en deux groupes exopeptidases et
endopeptidases (Sethia, 2016).

A). Les exopeptidases

Agissent uniquement a proximité des extréemiteés des chaines polypeptidiques. En distingue les
amino-peptidases agissant sur la liaison peptidique N-terminale et les carboxypeptidase clivant la

liaison peptidique C-terminale (Monteiro, 2015; Kiran, 2016) :

Aminopeptidases (CE 3.4.14) agissent a une extrémité N-terminale libre de la chaine de
polypeptide et libérer un résidu d'acide aminé unique, dipeptide, ou d'un tri peptide. (Monteiro et
al., 2015)

Carboxypeptidases agissent a extremité C-terminale de la chaine polypeptidique et libérent un
seul acide aminé ou un dipeptide. 11 peut étre divisés en trois grands groupes, serine peptidases
(EC 2.4.16), métallo-peptidases (CE 2.4.17), et les cystéines peptidases (EC 2.4.18), basée sur la

nature des résidus d'acides aminés au niveau du site actif des enzymes (Monteiro, 2015).
B). Les endopeptidases

Sont caractérisés par leur action préférentielle au niveau des liaisons peptidiques dans les régions

internes de la chaine de polypeptide (Monteiro, 2015) (Figure 5).

12
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Figure 5 : Les différentes familles des protéases ( Monir ,2017).
Le troisieme type classe les protéases sur la base de la nature des résidus impliqués dans
le site actif. Ainsi, on distingue quatre groupes : protéases a serine, protéases a cystéine,
aspartyl-protéases et métallo-protéases (Jermen Mamo et Fassil Assefa ; 2018).
Protéases a serines (EC 3.4.21)

Les sérine protéases sont une classe d'enzymes protéolytiques polyvalentes .Elles sont
nécessaires au catabolisme des protéines, au renouvellement intracellulaire des acides aminés et
a la régulation des protéines impliquées dans divers processus moléculaires et cellulaires a

travers les taxons ( Rungaroon W et al., 2021) .
Protéases a cystéine (EC 3.4.22)

Les protéases qui utilisent un résidu d'acide aminé cystéine pour hydrolyser les liaisons
peptidiques dans les protéines sont appelées protéases a cystéine. Ces protéases sont présentes
dans tous les microorganismes. Comme les chiffres l'indiquent, les protéases a cystéine sont
diverses et remplissent diverses fonctions, de la dégradation en masse pour maintenir
I'homéostasie des protéines au clivage précis pour activer ou faire mdrir les protéines substrats
(Sijwali M et al., 2021).

Les aspartyl proteinases (EC 3.4.23)

13
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Les aspartyl proteinases sont des endopeptidases ayant deux résidus d’acides aspartiques
(Asp32 et Asp215) dans leur site actif vital pour leur activité catalytique ( Yegin et al., 2011)

Elles sont communément appelée protéases acides ( MB Rao et al, 1998). Ces derniéres sont
classées en trois familles : la pepsine (Al), la rétropepsine (A2) et les enzymes des pararétrovirus
(A3) . La plupart des protéases aspartiques (Aps) présentent la meilleur activité a faible pH (pH 3
a 4) et ont des points isoélectriques sur une gamme de pH de 3 a 4,5 ( MB Rao et al., 1998).

Les métalloprotéases (EC 3.4.24)

Ce sont des protéases tres diversifiés. Elles contiennent des enzymes de différentes origines,
telles que les collagénases. Pour leurs actions, elles sont besoin d’ion métallique divalent le plus

souvent le zinc, elles exigent du calcium pour leur stabilité ( Weron et Divol, 2014 ).
2.6. Mécanisme d’action des protéases
2.6.1 Protéases a sérines

Le polypeptide s’insére dans la protéase a serine de telle maniére que le groupement carbonyle
soit proche de la sérine. Le groupement OH de la sérine attaque le groupement carbonyle et
I’azote de I’histidine accepte le OH de la sérine. Une association enzyme-substrat intermédiaire
tétraédrique se forme. Puis, I’enzyme est acylée et le premier produitd’hydrolyse est libéré. Dans
une réaction finale I’enzyme est décalée et ’extrémité C-terminale est libérée (Lopez, 2008)

(Figure 6).
His

Intermediaire

Sef “O-Heeene N .NAH‘._WO-—ﬁ Asp
N
0 tétraédrique

0s

. T \7 N '=- /‘\
] : Ser’ "0—H-N_ N-H--——0——C
N Icl)

His

A =\ A -
Ser’ “O-H--N. NH-—0—C Asp His ~ Enzyme
Y’ Il / acylee

/2

\ e

7\ — .
. \ Ser H.rg\vra.h_.......o_ﬁ Asp
N-H—C —C- H,0 ) / o

Figure 6: Mécanisme réactionnel des peptidases a sérine (Lopez, 2008).
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2.6.2 Cystéylprotéases

Le premier pas du mécanisme catalytique des cystéylprotéases est la déprotonisation d’un
groupement thiol dans le site actif de I’enzyme, réalisé par une acide amine adjacente possédant

une chaine latérale basique (souvent c’est une histidine). Le deuxiéme pas consiste en une
attaque nucléophile du soufre anionique de la cystéine sur le groupe carbonyle du substrat.
Dans cette étape, un fragment du substrat est libéré (Figure 7). L’histidine dans la protéase est

restaurée sous sa forme deprotonisé et un intermédiaire thioesther lie I’extrémité carboxy-

terminale du substrat a la cystéine. La liaison thioesther est hydrolysée pour générer un acide

carboxy-terminal et I’enzyme est restaurée (Lopez, 2008).

His
=/ His
Cys’ S-HN__NH A =
T T
_/‘I
Cys § —-HN_ N-H
1 His
™\ /"I
Cys /\ =\
Cys S - H-\J\ _N-H
O 4

Figure 7: Mécanisme réactionnel des peptidases a cystéine (Lopez, 2008).
2.6.3 Aspartyl protéases

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 (Figure 8). 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 a cliver générant un
oxyanion intermédiaire. C’est le réarrangement de cet oxyanion qui permet le clivage (Lopez,
2008).
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Figure 8: Mécanisme réactionnel des protéases acides ( Chabriere ,2010).
2.6.4 Métalloprotéases
Le mécanisme d’action des métalloprotéases se fait en trois étapes :

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

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

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

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

C) 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 9).

Figure 9: Mécanisme réactionnel des métalloprotéases (Chabriere, 2010).
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2.7 Les Applications des protéases

La demande mondiale des enzymes augmente de 6,4 % par an et les protéases représentent la
plus grande enzyme exploitée commercialement, ainsi placée en téte de la liste des enzymes

d'importance industrielle (Dumorné et al., 2017).
Seuls quelques exemples des applications industrielles des protéases sont décrits ci-dessous.
e Industrie des détergents

Les enzymes sont I’¢lément important des détergents en poudre et liquides, de I'€limination des
taches de lessive, des détergents pour le lave-vaisselle automatique, produits de nettoyage
médicaux. Les protéases sont l'un des ingrédients les plus importants de toutes sortes de
détergents allant des produits ménagers blanchissage aux réactifs utilisés pour le nettoyage des
lentilles de contact ou dénature. Les enzymes améliorent I'efficacité des détergents pour les
protéines retrait des vétements souillés de sueur, d'herbe, de lait, d'ceuf, de sang, etc (Patel et al.,

2018).
e Industrie du cuir

L'utilisation de protéases comme alternative aux produits chimiques dangereux tels que le sulfure
de sodium s'est avérée efficace pour améliorer la qualité de cuir et réduire la pollution de
I'environnement. Les tanneries sont responsables de la pollution de I'environnement. Par
conséquent, l'utilisation d'enzymes d'hydrolyse de type protéase dans le traitement du cuir est un
processus respectueux de I'environnement qui est moins nocif que les autres processus (Kumar et
al., 2018 ; Singh et Bajaj , 2017).

e Brasserie

En brasserie, les protéases microbiennes ont deux applications principales. Elles peuvent étre
utiliséss pendant le processus de brassage des céréales pour augmenter le rendement en extrait le
taux d'azote -aminé de la verrue produite. La protéase est utilisée dans les étapes de la production
de biére , bien que la papaine, la bromélaine et la pepsine soient les protéases utilisées dans la
protection contre le processus a froid . Les protéases de Streptomyces fradiae sont utilisées avec

succes pour clarification de la biére (Ami et al., 2019 ) .

(Amietal., 2019).
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Les protéases sont ajoutées a I’hydrolyse de la caséine kappa pendant la production de

fabrication du fromage a partir du lait, pour empécher la coagulation alors que la stabilisation de

la formation de micelle. Dans l'industrie de la boulangerie pour accélérer préparation de pate son

gluten est partiellement hydrolysé par une protéase fongique thermolabile. Préparation

d'hydrolysat de protéines a haute valeur nutritionnelle a été obtenue par l'ajout de protéases

microbiennes ( Abdul Razaaq et al., 2019 ).

Tableau 3 : Applications industrielles des protéases :( un bilan sur la production de protéase

2021).
Industrie Enzyme Application
Détergent Protéases alcalines Détergent a lessive pour
I’élimination des taches
(aliments, sang, sécrétions
corporelles)
Cuir Trypsine L’¢élimination des protéines non
) ) fibrillaires telles que 1’albumine
Protéases alcalines )
et les globulines, dans le
prétannage du cuir .
Laitier Chymosine Fabrication de fromage.
Alimentaire Pepsine La production du pain, des
hydrolysats de soja.
Brasserie Papaine Résistance au froid, élimination
de la brume dans les boissons.
Pharmaceutique Curcain Agent de cicatrisation des

plaies.
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3. Fermentation
3.1 Fermentation a I'état solide (FMS)

La fermentation solide est un processus de fermentation dans lequel les micro-organismes se
développent sur un matériau solide et humide dans des conditions contrdlées, sans présence d'eau
libre ou avec une quantité minimale d'eau. Des matériaux inertes ou non inertes peuvent étre

utilisés comme substrat solide dans les procédés FMS (Gordana Selo et al., 2021 )

La fermentation a I'état solide peut étre définie comme un processus dans lequel des particules
solides, avec une phase gazeuse inter-particulaire continue, agissant comme substrat, ou comme
support solide a la croissance des micro-organismes, en lI'absence d'eau libre (Lopez et al., 2020
). Elle produite naturellement par exemple la décomposition de la matiere organique solide, les
humains sont profitées de la FMS pour la production d’aliments et de boissons tels que dans le
cas du pain, du fromage, de la sauce soja ou de le cacao et sa transformation du café (Lépez et
al., 2021).

3.1.1 Micro-organismes utilisés dans la FMS

Les bactéries et les champignons peuvent se développer sur des substrats solides et avoir des

applications dans des procédés de fermentation en milieu solide.

Les bactéries sont principalement impliquées dans le compostage, l'ensilage et les procédés
alimentaires. Les levures sont utilisées pour la production d'éthanol et dans l'alimentation
animale ou humaine. Mais les champignons filamenteux restent le groupe de microorganisme le
plus utilisé en fermentation solide avec des applications tres variées, grace a leurs propriétés
physiologiques, enzymologiques et biochimiques. lls sont considérés comme les mieux adaptés a
ce type de cultures, car proches de leur habitat naturel. Les différents genres fongiques utilisés
dans ce processus de fermentation sont : Aspergillus, Rhizopus,Alternaria, Fusarium, Monilia,

Mucor, Trichoderma et certaines espéces de Penicillium (Mitchell et al., 2019) .
3.1.2 Facteurs influencant le processus de FMS

Ils existe plusieurs facteurs influencant le processus de FMS sont : I’humidité, 1I’inoculum, le pH

, la température et la concentration d’oxygene , on ajout source de carbone et/ou d'azote et ajout
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d'une enzyme spécifique inducteurs pour la croissance des micro-organismes et la production

d'enzymes extracellulaires ( GordanaSelo et al., 2021 ).
3.1.3 Substrats utilisés dans la FMS

Le choix du substrat est généralement déterminé par son codt et sa disponibilité, sa composition
et son aptitude a étre converti en un produit particulier par des voies biochimiques. Selon
l'objectif (production de l'enzyme souhaitée, production des composes phénoliques, acides
organiques ou autre produit de valeur souhaite, utilisation pour la production de biocarburants,
utilisation pour la transformation des aliments pour animaux), il est important de connaitre la
composition du substrat et de sélectionner le micro-organisme approprié. Si le substrat ne
contient pas les quantités requises de nutriments, certains macro et micronutriments sont ajoutés

pour la croissance optimale des micro-organismes (Farinas et al., 2015, Soccol et al., 2017).

Macronutriments (carbone, azote, oxygene, hydrogéne, soufre, phosphore, Mg 2+ et K +) sont

nécessaires a des concentrations supérieures a 10* M, alors que le carbone au milieu de

croissance est la principale source d'énergie.

Microéléments (Mo 2+, Zn 2+, Cu 2+, Mn 2+, Ca 2+, Na +) et vitamines, hormones de

croissance et métabolisme des précurseurs sont nécessaires en concentration inférieure a 10*M

(Behera et al., 2019).
3.1.4 Les avantages et les inconvénients de la FMS

Les différents avantages et inconvénients sont résume dans le tableau suivent : (Rodriguez
Couto, S et al .,2008, Jain, A., 2013 , Behera et al .,2019 , José et al . ,2021)

Tableau 4 : les différents avantages et inconvénients de la FMS.

Les avantages Les inconvénients

L’absence d’eau libre permet de réduire Les microorganismes utilisés sont limités
considérablement le volume des installations

de fermentation.

productivite plus élevée, cot moindre (gréce a | Il est pratiquement difficile d’assurer le
I'utilisation de résidus agro-industriels bon contrble direct des paramétres de culture tels

marché comme substrats). o .
que le pH, I’humidité et la concentration des
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nutriments, assez aléatoire

utilisation moindre de produits chimiques, Les microorganismes étant inséparables du
moins de production de déchets et moins de substrat, ’estimation de la biomasse est

consommation d'énergie. .
Délicate.

3.2 Fermentation a I'état liquide (FML)

Fermentation liquide utilise des substrats liquides a écoulement libre, tels que la mélasse et le
bouillon. Cette technique de fermentation est la mieux adaptée aux micro-organismes tels que les
bactéries, les moisissures et les levures qui nécessitent une teneur en humidité élevée. Un
avantage supplémentaire de cette technique est que la purification des produits est plus facile
(Subramaniyam R et al, 2012, Azzouz 2016, Liu 2016). La fermentation immergée est
généralement effectuée a la vue d'un liquide libre dans lequel des substrats solubles sont
disperses, et constitue la technologie la plus couramment utilisee pour I'énorme gamme de

production d'enzymes (Namnuch et Thammasittirong , 2020).

Tableau 5: Comparaison entre les caractéristiques FMS et FML telles que décrites par plusieurs
auteurs (De Castro et al 2015, Costa et al 2018, Leite, P et al 2020).

Fermentation en milieu solide Fermentation en milieu liquide

Température | -Contr6le compliqué (transfert de -Contréle aisé.
chaleur limité par le support, I’air et ) .
- Température homogeéne .
I’absence d’eau libre) .

- Risque de formation de gradients

dans le milieu.

PH - Contréle compliqué - Contrdle aisé

- Régulation partielle possible (ajout | - Régulation par I’ajout de solutions
de solutions acides ou basiques, acides ou basiques

utilisation de systémes tampon :
solutions, supports au pouvoir

tampon)
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Aération -Absente, discontinue ou continue - Nécessaire (homogénéisation du
) o o milieu + aération pour les cultures
- Contrainte de cisaillement limitée -
aérobies)
Peut limiter I’hétérogénéité du
milieu - Contrainte de cisaillement
importante (limitation des souches
cultivables)

- Probléme lié a la rhéologie des
milieux (nature du substrat + culture
de moisissures)

Antimousse -Pas nécessaire - nécessaire
Steérilisation - Possibilite de travailler en
condition non stérile ou semi stérile
du fait de la faible Aw (limitation
des contaminants et de leur
développement) et une fois
I’implantation de la souche réalisée -
Risque de contamination limité,
principalement pour les souches a  Nécessaire
croissance lente et surtout par
d’autres champignons - Risque de contamination élevé
- Prétraitement par cuisson ou
traitement a la vapeur pour éliminer
les principaux contaminants (flore
autochtone)
Type de -Culture principalement en batch -Cultures en batch, en fed-batch ou
culture en continues

Microorganis

me

- Favorable aux organismes
pluricellulaires et/ou aux organismes
adaptés a une faible Aw et une forte

pression osmotique (champignons

-Favorable aux organismes

unicellulaires (bactéries, levures)

- Favorable aux souches mutées ou

modifiées génétiquement
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filamenteux, supérieurs)
- Favorable aux souches sauvages

- Culture pure et possibilité de
cultures mixtes avecsynergie des

métabolismes
- Culture hétérogene

- Inoculation en conidies ou en

mycelium

- Cultures pures, peu favorable aux

cultures mixtes
- Culture homogéne

- Inoculation en cellules ou en

volume de culture

Produit

Répression

catabolique

ou

dégradation
par des

protéases

- Productivité élevée (rendement
similaire ou supérieur et/ou temps de

culture plus court que pour la FML)

- Performances accrues : stabilité
plus élevée (T, pH méme extréme),
optimum plus large (T, pH),
résistance a I’inhibition, affinité pour

le substrat

- Expression de molécules inédites

(profil protéique riche)

- Produit fermenté concentré si
utilisation directe et donc pas de

nécessité de concentration (liquide)

-Produit (trés) dilué .

- Faible ou inexistant

-Elevée
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Milieu de -Hétérogéne. -Homogene (souche, nutriments,

. . métabolites)
culture - Matiere premiére abondante et

bonmarché.
- Polymeéres solides insolubles.

- Prétraitement limité ou

inexistant(déchets agricoles).

- Quantité de substrat
importante(concentration élevée,
mais probléme dediffusion des

nutriments ; risque d’une

concentration élevée en inhibiteurs).

- Quantité d’eau limitante.

- Quantité d’air non limitant.

- Matiere premiere co(teuse.

- Soluble ou sous forme de fines

particules en suspension.
- Prétraitement parfois nécessaire.

- Quantité de substrat limitée (faible

concentration).
- Quantité d’eau non limitante.

- Quantité d’air limitante.

Tableau 6 : Les protéases produites par FMS avec les substrats et les microorganismes utiliseés.

Enzyme Microorganisme Substrat Référence
Protéase Bacillus halodurans Son de blé Alagumala et al ,.
2021
Protéase alcaline Bacillus spp Farine de blé Kanupria et al ,.
2017
Protéase a serine Mucor So de blé José et al., 2020
subtilissimus
protéase Aspergullus spp La vermiculite Alexander et al.,
2020
Protéase neutre Aspergillus oryzae Son de blé Pandey et al.,
(2008)
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4. Son de blé
4.1 Définition

La consommation de blé devrait s’accroitre a 1’échelle mondiale d’ici 2028 pour atteindre
environ 330 millions de tonnes et continuera d’étre destinée principalement a I’alimentation
humaine (OCDE-FAOQO, 2019). Selon Onipe et al., (2015) , le grain est composé de 13 a 17% de
son, de 2 & 3% de germe et de 80 a 85% d'endosperme riche en amidon, Les couches externes

sont toutes des parties du son .
4.2 Composition chimique

La composition biochimique du son de blé industriel comprend de 22 a 25% de (glucurono)
arabinoxylanes , de 14 a 17% de protéines, de 7 a 11% de cellulose, de 3 a 10% de lignine, des -
glucanes a liaisons mixtes et de 11 a 30% d’amidon résiduel selon le mode de fractionnement.
Au total, les polysaccharides hors amidon représentent environ 46% du son de blé industriel,

dont pres de 70% sont des (glucurono) arabinoxylanes (Chalamacharla et al., 2018).
Aussi, le son de blé est riche en minéraux tels que le fer, le zinc, le manganese, le

magnésium et le phosphore, et aux vitamines, beaucoup de composés bioactifs et volatils avec

des avantages pour la santé (Tableau 7) (Chalamacharla et al., 2018).

Tableau 7 : La composition chimique du son de blé (Biswas et al ., 2019).

Composant pourcentage%o
Amidon 10420 %
Polysaccharides non amylacés 41 a 60%

Protéines 15 a 20%
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4.3 Utilisation du son de blé dans I’industrie alimentaire

Dans I’industrie alimentaire, le son de blé est utilisé comme alternative des substrats
synthétiques utilisés dans le processus de fermentation (Pandey, 1992) ainsi que dans la

production d’enzymes et de métabolites secondaires (Priickler et al., 2015).

Cependant, I’application principale du son de blé concerne la nutrition animale : en raison de ses
propriétés nutritionnelles, il permet d’améliorer la qualité nutritionnelle des produits alimentaires

de source animale (Coda et al., 2014) ( Figure 10).

Aliments ( pain, pates)

~

Acides organiques ( lactique,

eSSy Alimentation
f;=7 animal /compost

citrique, succinique)
\
Enzymes ( amylases, cellulases,
proteases, laccases, )
~ Processus
Sondeblé =~ biologique
|  (Fermentation)
Germe . .
Remoulage Composés phénoliques : acide
férulique, vanilline
Farine de blé
Processus physico- 2
) ;3.»,ﬁ;\, chimique Biopolyméres et oligosaccharides
E ) . Microondes, extraction

\- o J

Figure 10 : Les différents produits du son de blé (1‘auteure, 2020).

5. Avoine
5.1 Définition

Les flocons d'avoine sont issus de la transformation de la graine d'avoine et particulierement
consommeés dans les pays de culture anglo-saxonne agrémentés de lait (Plumey 2021).L’avoine
est une des meilleures céréales pour la santé .Naturellement sans gluten, riche en vitamines, en
minéraux, en fibres, et en antioxydants (Anais, 2021). En Algérie, I’avoine est classée en
quatrieme position avec une superficie moyenne de I’ordre de 68095,5 ha apres le blé dur qui
occupe une superficie moyenne de 1314014 ha trés importants par rapport aux autres céréales, et
a la surface destinée a la céréaliculture (Direction des Services Agricoles 2016) (Figure 11) .
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Figure 11 : les Flocons d’avoines cultivées (Al Yasmina 2021).
5.2 Classification
L'avoine est un grain de céréale de la famille des Graminées (Poaceae), sous-famille des
pooideae.
Regne : Plantae
Sous-Regne : Tracheobionta
Subdivision : Spermatophia
Division : Mangoliophita
Classe : Liliopsida :Monocotilidone
Sous -classe : Commelinidae
Ordre : Cyperales
Genre :Avena
( Arendt et Zannini, 2013).
5.3 Composition nutritionnelle

La graine d'avoine contient un large éventail de composés bénéfiques pour la santé et la nutrition
humaines ( Gulvady et al., 2013 ) . Elle est une riche en des lipides bénéfiques, des fibres
solubles, des protéines et des antioxydants (Malachie et al .,2021). Elle est largement considéré
comme un aliment sain en raison de sa teneur élevée en fibres solubles, est un principale céréale

améliore la santé cardiovasculaire et aide a gérer la glycémie ( Kale et al., 2013 ). L'avoine est
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également une bonne source des protéines (12,4 a 24,5 % du poids des graines), d'huiles (3 a 11

%) , des vitamines et des minéraux ( Gulvady et al. ,2013).
5.4 Types d’avoines cultivées

Ils excite plusieurs types d’avoines représentant Avena fatua , Avena nuda , Avena sativa ,

Avena sterilis , Avena strigosa , et le types le plus important /’avena sativa .

e Avena sativa
Avena sativa est une plante herbacée bisannuelle appartenant a la famille des Poacées. Ils sont
l'une des cultures représentatives qui poussent dans des conditions climatiques fraiches et
humide pour la consommation humaine et animale (Zhou et al., 2019 ) ( Figure 12) .

Figure 12 : Image montre I’espéce du genre Avena sativa (Ali meziani., 2014).
6. Méthodes d’optimisation

L'optimisation fait référence a lI'amélioration du processus biochimique pour obtenir un produit
fiable de maniere écologique moins chére. Concevoir une production adaptée milieux et
conditions (température, pH et temps d'incubation) est important pour améliorer la productivité
et efficacité des métabolites microbiens bioactifs via des processus de fermentation ( Naddem et
Dimesh., 2016) . 11 existe différent plans d’expériences utilisés pour la production de métabolites

notamment les enzymes (Hamma et Saoudi, 2016).
6.1 Méthode OFAT (one factor at a time)

La méthode a un facteur a la fois (OFAT) est appliquée pour choisir le variable dynamique. Cette
conception dépend de I'étude d'un facteur tout en mettant les autres variables constantes (Abou-
Taleb et al.,, 2018). C’est une approche structurée permettant d’étudier les effets de la

modification simultanée des facteurs en limitant le nombre d’essais (Gallo,2017) .
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Le facteur peut étre : un paramétre physique ou nutritionnel important pour la régulation de la

croissance du micro-organisme et son rendement en enzyme (Bhardwaj et al., 2019).
6.2 Plan de Plackett-Burman 1946

Plackett Burman est une méthode de criblage trés efficace identifier les facteurs significatifs
parmi un grand nombre de facteurs qui influence un processus en utilisant quelques essais
expérimentaux ( Edulis et al ., 2020 ) . Ce plan permet d’étudier plusieurs facteurs a la fois tout
en réduisant le nombre d’expériences et d’exprimer la production selon un modele
mathématique. Cette méthode est considérée comme un outil fiable, reproductible et économique
; elle est utilisée dans I’optimisation de la production de différentes enzymes comme 1’a-amylase
par Aspergillus oryzae et Rhizopus oryzae (Francis et al., 2003 ; Ait Kaki EI-Hadef EI-Okki et
al.,2017), la chitinase par Streptomyces griseorubens (Gasmi et Kitouni, 2016) et les protéases
par Aspergillus oryzae et Bacillus subtilis . Ces protéases sont produites sur des milieux de
cultures a base de substrats naturels issus de dechets agricoles et des industries agroalimentaires
(Belmessikh et al., 2013 ;Sathishkumar et al., 2015).

Ces matrices permettant d’évaluer I’influence de k facteurs a deux niveaux sur la réponse étudiée
avec un nombre d’expériences N, tel que N = k+1, donc avec un minimum d’essais. Le plan
d’expériences de Plackett et Burman est constitu¢ de matrices carrées dites matrices d’Hadamard
ne contenant que des éléments égaux a +1 ou -1, construites par permutation circulaire a partir

d’un générateur de base (Tableau 8).

Tableau 8 : Générateur des matrices pour N=8, N=12, N=16, N=20, N=24 essalis ( Plackett et
Burman (1946)).

N=8 + + + - + - -
N=12 + + = + + + = = - + -

N=I6 + +++ -+ ~++ ==+ -

N=20 + + = -+ + 4+ + = + = 4+ = = = =« + + -

N=24 + + 4 + 4+ = 4+ = 4+ + = « + + = =« + =« 4 =« « - =

7’

La signification de chaque variable sur la production de métabolite désiré est déterminée via le

test-t de Student. Le niveau de confiance accepté est (1 — a) > 70%, qui est considéré par
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plusieurs études (Castro et al., 1992; Bennamoun et al., 2004; Djekrif-Dakhmouche et al., 2006).
Il peut étre égal a (1 — a) > 95%, comme c’est le cas dans les travaux de (Hajji et al., 2008;
Reddy et al., 2008).

6.3 Plan composite centré (CCD)

Chaque microorganisme possede ses propres conditions pour une production maximale du
métabolite désiré. Donc, 'optimisation des composants du milieu doit étre réalisée pour
maintenir un équilibre entre les diverses composants, ce qui minimise la quantité des substances

non utilisés a la fin de la fermentation (Naddem et Dimesh , 2016 ).

Le plan composite centré est un outil expérimental efficace permettant I’identification des
facteurs effectifs, 1’é¢tude de leurs interactions et la sélection des conditions optimales d’un

systéeme multivariable.

Plusieurs rapports sur les plans composites centrés sont utilisés pour 1’optimisation de la

production plusieurs enzymes

e Production de la polygalacturonase par Aurebasidium pullulans ( Bennamoun , 2017).
e Production de protéase par Aspergillus oryzae (Benkahoul et al 2017).

e Production de I’amylopullulanase par Clavispora lusitaniae ABS7 (Dakhmouche,2016).

Le plan composite centré est originalement introduit par Box et Wilson en 1951. Il est adopté
pour déterminer les optima des variables significatives permettant la réponse maximale. Ce plan
est formé de trois parties distinctes pour générer un nombre de traitements de combinaisons égal
a2k+2k+N.

e Un plan factoriel a deux niveaux factoriels (-1, +1), habituellement fractionné a partir de
k facteur, ce qui forme un plan factoriel complet 2k.

e 2.k points en étoiles, avec des niveaux (-o) et (+a), La valeur du a est fonction du nombre
de facteurs k.

e N répétitions du point central (niveau 0). La valeur de N est fonction du nombre de

facteurs k.

30



Materiel et Méethodes






Chapitre 2 Matériel et méthode

Cette étude est réalisée au niveau du Laboratoire d’Enzymologie et le Laboratoire de Génie

Microbiologique et Applications Université des Freres Mentouri Constantine.
Ce travail est divisé sur trois étapes :
1 ére étape : Identification de la levure sélectionnée pour la production de protéase.
2 éme étape : Conduite de la fermentation et optimisation des conditions de culture.
3 éme étape : L’analyse statistique des résultats.
1 Matériel biologique

1.1 Isolement des levures

La levure utilisée dans cette étude est Candida sp isolée de pelure de pomme de terre et
conservée dans la Mycothéque du Laboratoire de Génie Microbiologique et Applications

université Mentouri .

1.2 Identification de la levure par la galerie API ID32C
La galerie ID 32C est un systéme standardisé pour I’identification des levures, contenant 32
tests d’assimilation miniaturisés.
- Principe de la galerie API
La galerie 32C comporte 32 cupules contenant chacune un substrat carboné sous forme
déshydraté, remplies d’un milicu semi-solide (API C Medium) préalablement inoculé.
Quelques colonies sont transférées dans de 1’eau distillée stérile jusqu’a une opacité Mac
Farland 2. 250 pl de cette suspension sont transférés dans une ampoule de milieu semi-solide

API C fournie par le fabriquant. Aprés homogénéisation, chaque cupule de la galerie est

inoculée par 135ul de milieu ensemencé. La galerie recouverte d’un couvercle est mise a
incuber a 30°C pendant 48h.

Des lectures visuelles sont réalisées aprés 24 h d’incubation. La présence éventuelle d’un

trouble est notée aprés comparaison au contréle (O) (position 1.F sur la galerie).Une

cupule plus trouble que le témoin indique une réaction positive et la fermentation du composé.

31



Chapitre 2 Matériel et méthode

La composition de la galerie et le mode opératoire sont présentes en Annexe. Les résultats
obtenus de I'API 32C sont interprétées en utilisant le téléchargement d’APTWEB fourni par
le fabricant.

1.3 Préparation de I’inoculum

La souche levurienne est repiquée sur un milieu YPGA (Annexe 1). 50 ml de YPGA sont
réparties en erlen-meryers de 250 ml. Le milieu est ensuite ensemencé avec une souche pure et
incubée & 30 °C pendant 48 h, 25 ml d’eau distillée stérile sont ajoutées et les cellules sont

homogénéisées par agitation manuelle.
1.4 Dénombrement

Le dénombrement des cellules s’effectue par comptage direct a ’aide d’une cellule de Thoma

(0.1 mm, 1/400 mm?).

2 Méthode de fermentation
2.1 Fermentation sur milieu solide

La fermentation est réalisée sur milieu solide a base de son de blé, d’avoine et de mélange

d’avoine et de son de blé.

Les cultures sont réalisees dans des Erlen-meyers de 250 ml a raison de 5 g de substrat avec un
taux d’humidit¢é de 60 % d’eau distillée. Les Erlen-meyers sont ensuite stérilisés a 121 °C
pendant 20 minutes. Apres refroidissement du milieu les Erlen-meyers sont inoculés avec une

suspension de levure & raison de 4.10°% cellules/ml, et incubés a 30 °C pendant 48 h.

2.1.1 L’extraction des enzymes protéolytiques

Aprés fermentation, une quantité de 2.5 g de substrat fermenté est mélangée avec 25 ml de
solution de Tween 80 (0.02 %) le mélange est mixé pendant 2 minutes et centrifugé a 10000 tour
/ min &4 ° C pendant 20 minutes ( Demir et Tari, 2014 ) . Le surnagent obtenu constitue I’extrait
enzymatique brut, il est conservé au congélateur et sert pour I’analyse des activités

protéolytiques.
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2.1.2 Détermination de la matiere séche

La matiére séche est déterminée par séchage d’un échantillon de 2.5 g introduit dans une boite de

pétri en verre séchée et placée dans une étuve a 30°C jusqu’a poids constant.
2.2 Fermentation sur milieu liquide

La fermentation est réalisée sur milieu liquide a base de son de bl¢, d’avoine et de mélange

d’avoine et de son de blé.
Les cultures sont réalisées dans des Erlen-meyers de 250 ml a raison de 5 g de substrat

sont mis un volume de 200 ml d’eau distillées et bien mélangées a 1’aide de I’agitateur
magnétique pendant 30 minute a 50 °C, ensuit son filtrées a travers un entonnoir avec deux

couches de papier filtre, 50 ml de la solution sont prélevées dans des Erlen-meyres de 250 ml.

Ensuite stérilisés a 121 °C pendant 20 minutes. Aprés refroidissement du milieu les Erlen-

meyers sont inoculés avec une suspension de levure a raison de 4 x 10° cellules/ml et incubés

dans un Shaker a 30 °C avec une agitation de 150 rpm/min pendant 48 h.
2.2.1 Séparation des enzymes protéolytiques

Aprés incubation les échantillons son centrifuge a 10000 tours/mn pendant 20 minute le

surnagent est récuperé pour le dosage de I’activité protéolytique .
3. Méthodes des dosages

3. 1. Dosage de I’activité protéolytique
L’activité protéolytique est dosée selon la méthode décrite par Auberger et al.,1995 et
Modifiée par Mmechakra et al 1999 (Voir Annexe 4 ).
Le principe de la réaction est le suivant. Les protéases catalysent I’hydrolyse des protéines et
des polypeptides pour les transformer en fragments protéiques plus courts (polypeptides,
Peptides simples et acides aminés libres). Le TCA permet la précipitation des fractions
Insolubles. La filtration permet de récupérer les fractions solubles, dont des groupements de

tyrosine. La présence de tyrosine dans le filtrat est traduite en activité protéolytique par un
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Dosage colorimétrique selon la méthode d'Anson, (1938), a ’aide du réactif de Folin-Ciocalteu.
Celui-ci réagit avec ces groupements et avec le tryptophane pour donner par Réduction un

complexe bleu.

L’activité enzymatique est calculée par référence a une courbe d’étalonnage établie en utilisant la
tyrosine comme standard avec des concentrations comprises entre 0 et 100 pg/ml (Voir Annexe
4).

Une unité (U) de protéase est I’équivalent de 1 pg de tyrosine libérée pendant 1 h de temps par
ml d’une solution d’enzyme avec comme substrat la caséine chaque dosage est effectu¢ en

double.

3.2. Dosage des protéines selon la méthode de Lowry (1951)
Les protéines sont dosees par la méthode de Lowry et al (1965) dont le principe de base est
Fondé sur la reésultante de deux réactions. Dans le premier temps, la présence de sulfate de
Cuivre en milieu alcalin entraine la formation d’un complexe entre I’ion cuivrique et la liaison
peptidique avec I’apparition d’une coloration violette proportionnelle a la quantité
d’aminoacides présents dans le milieu (réaction de Biuret).

La deuxieme réaction résulte de la réduction de la tyrosine et du tryptophane présents dans les
proteéines par le constituant actif du réactif de Folin-Ciocalteu 1’acide phosphomolybdo-

tungstique pour donner naissance a un complexe bleu (\Voir protocole en Annexe 6).

La gamme étalon est établie a partir d’une solution de BSA avec des concentrations comprises

entre 0 et 500 pg/ml (voir Annexe 6).

4. Méthode d’optimisation

L’optimisation des milieux de culture est réalisée en deux étapes : la premiere étape a pour
but de sélectionner les parametres (variables) ayant un effet positif sur la production de la

protéase neutre en utilisant le plan de Plackett et Burman (1946). La deuxiéme étape permet de

déterminer les optima des parameétres sélectionnés par le plan composite centré de Box et

Wilson (1951).
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4.1. Sélection des variables significatives par le plan d’expérience de Plackett et
Burman.
Le plan d’expérience de Plackett et Burman est constitué de matrice carrée ne contenant

que des éléments égaux a +1 ou -1. Dans cette étude, la matrice employée étudie 11 facteurs
pour 12 combinaisons (Tableau 8). Les facteurs de la derniére combinaison étant toujours pris au
niveau (-1). Les concentrations réelles de ’ensemble des facteurs testés sont consignées dans le
Tableau 9.

Tableau 9 : Matrice d’expérience de Plackett et Burman pour 1’étude de 11 facteurs avec 12

Combinaisons.

A B C D E F G H I J K
1 +1 +1 =1 +1 +1 +1 = = -1 +1 -1
2 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1
3 +1 =1 +1 +1 =1 +1 +1 +1 -1 -1 -1
4 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1
5 =1 =1 +1 =1 +1 +1 = +1 +1 +1 -1
6 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1
7 +1 =1 =1 =1 +1 | +1 +1 -1 +1 +1
8 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1
9 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1
10 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1
11 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

(+1) : niveau supérieur du facteur

(-1) : niveau inférieur du facteur
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Tableau 10 : Les différents facteurs étudiés et leurs concentrations correspondantes.

Facteur Code du facteur Niveau (-) Niveau (+) Unité
Température A 30 50 c®
Humidité B 50 80 %
Inoculum C 10° 107 Cellules/ml
Erreur D - - -
Glucose E 0 0.5 %
Corn steep F 0 0.5 %
(NH4)2S04 G 0 0.5 %
Erreur H - - -
Nacl I 0 0.1 g/l
Incubation J 24 72 h
Erreur K - - -

4.2. Détermination des optima par le plan composite centré de Box et Wilson.

Le plan composite centré de Box et Wilson (1951) est adopté pour déterminer les optima des

trois variables significatives permettant la production maximale de la protéase neutre par

Candida sp. Le plan est composé de trois parties distinctes générant un traitement des

combinaisons (Tableau 11).

Ce plan est formé de trois parties distinctes pour geénérer un nombre des traitements des

combinaisons égal a 2* + 2% + N.

e Un plan factoriel a deux niveaux factoriels (-1, +1), habituellement fractionné a partir de

k facteurs, ce qui forme un plan factoriel complet 2%,

Ce plan comprend 2* expériences (k est le nombre de facteur). Avec k = 2 facteurs, ce plan

comporte 4 essais (Tableau 12).

e 2% points en étoiles, avec des niveaux (-a) et (+a). La valeur du o est fonction du nombre

de facteur k (a. = 1.682).
e N = 3 répétitions du point central (niveau 0) : afin de calculer I’erreur expérimentale ce

qui permet d’analyser ce plan (3 répétitions sont effectuées).
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Un tel plan est représenté par I’équation polynomiale du second degré suivante :
Y =p0+B1X1+p2X2+p11X12+p22X22+p12X1 X2

Y la réponse (activité protéolytique) ;

X1, X2 les formes codés des variables explicatives ;

B0 : la constante du modeéle ;

B1, B2 les coefficients lin€aires ;

B11, B22 les coefficients quadratiques ;

B12 le coefficient d’interaction.

La relation entre les valeurs codées des variables entrées et ses valeurs réelles est décrite par

I’équation suivante :

[AL-AD)
Ad

Xi= ou : Xi : valeur codée du facteur.

Ai : valeur réelle de ce facteur.
AO : valeur réelle du méme facteur au niveau central.
AA : pas entre le niveau central et les niveaux + 1.

Le plan composite centré permet d’exprimer les résultats sous forme d’un modéle quadratique
nécessitant une analyse de la variance (ANOVA) qui donne la statistique de Fisher F. En général,
pour que les prédictions soient significatives, la valeur de F observée doit étre plus élevée que la
valeur tabulée p. La validité du modele est vérifiée en déterminant les coefficients de corrélation

multiple ( R* ) et R* ajusté. Lorsque R* est large, la régression a été alors expliquée pour une

large proportion de variabilité totale des valeurs observées de Y, ce qui favorise le modéle.
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Tableau 11 : Structure du plan composite centré a 3 facteurs.

N° d’essais Niveau codés

9 -1.682 0 0

11 0 -1.682 0

13 0 0 -1.682
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Tableau 12 : Relation entre les niveaux codés et les niveaux reels utilisés dans le plan composite

centré a 3 facteurs.

Niveaux des facteurs

Facteur -0(1.682) -1 0 +1 +a (1.682)
X1 : Humidité 63.18 70 80 90 96.82
X2 : Glucose 0.2318 0.3 0.4 0.5 0.568
X3 :Sulfate 0.13 0.2 0.3 0.4 0.468
d’ammonium

e L’analyse statistique

Tous les tests sont effectuées en double et les valeurs moyennes sont analysées et interprétées par
logicielle Minitab version 19. Estimation des parametres statistiques est realisé par Analyse de
Variance (ANOVA) (Moghri et al., 2017; Moradi et al., 2018).
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Cette partie présente I’ensemble des résultats obtenus sur 1’étude de I’optimisation de la
production des protéases par la levure. Pour cela nous avons testé les facteurs suivants : le mode
de culture (solide, liquide), les différents substrats (son de blé, avoine) .Dans le but de
sélectionné quel type de protéase est produit un dosage de I’activité protéolytique est déterminé
a différents pH (5,7 et 9) est aussi réalisé.

Par la suite une approche statistique basée sur les plans de Plackett et Burman (1946) afin de
sélectionner les facteurs influencant la production de protéase neutre la détermination des optima

des facteurs a effet significatif par 1’utilisation d’un autre plan statistique de Box et Wilson

(1951).
1. ldentification de la souche levurienne

L’identification de la levure par la galerie APl 32C est réalisée aprés 24h d’incubation a 30°C,
les résultats sont marques sur la galerie. D’apreés la Figure 13 la levure sélectionnée a un code de
7557100000, le catalogue de la galerie API 32C indique que ce code correspond a la levure
candida sp.
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Figure 13 : Lecture de la galerie APl 32 C aprés 24 h.
2. Etude de la production des enzymes protéolytiques sur milieu solide et liquide
2.1 Fermentation sur milieu solide (FMS)

2.1.1 Effet des différents substrats sur la production des protéases (acide, neutre et

alcaline) par candida sp

La production des enzymes protéolytiques par FMS est testée sur différents substrats son de
blé (M1), avoine (M2), et le mélange son de blé et avoine (M3). Le dosage de différentes

activités protéolytiques est réalisé a différent pH (5, 7, 9).

Les résultats sont présentés dans la Figure 14, On note une production maximale en protéase
neutre estimée a 23777.09 U/g obtenue sur le milieu M1. La plus faible quantité d’enzyme soit

13657.62 U/g est obtenue avec le milieu M2. Alors que pour le milieu M3 la quantité de protéase
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produite par la levure candida sp est de 14995.19 U/g. Ces résultats sont similaires a ceux
obtenus par Talhi et al., 2021 pour la production de la protéase neutre par Mycothermus
thermophilus qui ont enregistré une activité maximale de 192.27 U/ml et de 175.45U/ml

respectivement avec le son de blé et ’avoine.

De méme, ces résultats sont trés proches est obtenu de Chellapandian et al., 2021 pour la
production de la protéase alcaline par Bacillus halodurans , la grande quantité a été enregistrés
de 397.09U/ml sur le milieu a base de son de blé .

Ce résultat est expliqué par le fait que le son de blé est caractérisé par une meilleure circulation
de I’air et par un faible codt. Il représente ainsi une meilleure perspective économique dans les

processus de fermentation ( Mahalakshmi et Jayalakshmi, 2016 ).

En effet les déchets-agroalimentaires sont considerés comme des substrats bon marché pour la
production des enzymes (Panesar et al., 2016 ; Madeira et al., 2017 ) . Parmi les substrats criblés,
le son de blé est le plus approprié pour la production de protéase dans la FMS en raison de sa
richesse en protéine et en nutriments minéraux nécessaire pour le développement des micro-
organismes et la synthese des métabolites (Meruvu et Meruvu, 2019 ; deAlbuquerque et al.,
2020).
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Figure 14 : Effet des différents substrats sur la production de protéase (acide, neutre et alcaline)

par FMS par candida sp.
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2.2 Fermentation sur milieu liquide (FML)

2.2.1 Effet des différents substrats sur la production des protéases (acide, neutre et
alcaline) par candida sp

La production des enzymes protéolytiques par FML est testée sur différents substrats son de
blé (M1), avoine (M2), et le mélange son de blé et avoine (M3), le dosage des différentes
activités protéolytiques est réalisé a pH5, pH7 et pH9.

Les résultants illustrés dans la Figure 15, montrent que le M3 est le meilleur substrat pour la
production de protéase neutre avec une activité spécifique de 17.20 U/ml. D’aprés les résultats
de Mahadeo et al., 2019 le son de blé est le plus adapté, qui donne une meilleure production de
xylanase et de protéase alcaline estimé de 4,96 U/mL par FML par rapport autres substrat ( les

épis de mais, le son de graines de moutarde et la bagasse de canne a sucre ) .

Selon Belmessikh et al,2013 I’influence du son de blé sur la production de protéase neutre était

significativement dans le milieu submergé .
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Figure 15 : Effet des différents substrats sur la production de protéase (acide, neutre et alcaline)

par FML par candida sp .
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Conclusion partielle

Cette étude comparative de production des protéases, a montré que le procédé de FMS est
mieux adapté a la production des protéases de candida sp que le procédé de FML. D’apres
I’ensemble des résultats obtenus, on déduit que la meilleure production des protéases est la

protéase neutre par FMS a base de son de blé.

Le procédé de FMS est entierement adapté aux champignons filamenteux parce que leur
croissance peut-étre a faible humidité et préférée pour la production de protéase contrairement a
la FML qui contient un risque de contamination elevé (Arora et al., 2018 ; Molaverdi et al., 2019

).

Les travaux de Belmessikh et al ., 2013 ont montré aussi que les activités enzymatiques de
protease neutre produites par A. oryzae sur déchet de tomate sont de 21309 et de 2343,5 U/g dans
FMS et FML respectivement montrant que l'activité protéolytique était neuf fois plus élevée dans
la FMS par rapporta la FML .

3 Optimisation des conditions de culture pour la production de protéase neutre par la

planification expérimentale

3.1 Optimisation de la production des protéases neutres par le plan statistique de Plackett
et Burman (1946).

L’effet des facteurs étudi€s selon le plan de Plackett et Burman a permis d’évaluer ’activité
spécifique sur milieu a base de son de blé. L’ensemble des résultats sont consignés dans le
Tableau 13.
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Tableau 13: Effet des facteurs testés sur la production de la protéase neutre

(Plan de Plackett-Burman).

Expérience Facteurs Activite
A B C D E F G H |1 J proteolytique
(U/g)
1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 19436.5
2 -1+ +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 15177.8
3 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 13083.8
4 -1+ -1 41 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 19311.4
5 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 16122.0
6 -1 -1 -1 +41 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 22911.6
7 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 13756.4
8 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 26685.8
9 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 26032.6
10 -1 41 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 30610.0
11 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 18372.8
12 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 22564.2

D’apres le Tableau 12 il ressort que ’activité spécifique la plus importante est enregistrée dans

I’essai 10 (température & 30 C°, humidité de 80 % , inoculum 107 et incubation a 72 h).

Par contre, la plus faible activité correspondant a I’essai 3 (température a 50 C°, humidité de 50

%, inoculum 107 cellules/mL, Corn-steep liquor 0.5%, sulfate d’ammonium 0.5 % et incubation

424 h).

L’effet de chaque facteur est testé par le calcul du coefficient de corrélation et le niveau de

signification statistique sur chaque réponse est déterminé par le test de la probabilité (P) :
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* P<0,05 : le résultat est significatif, donc le facteur est retenu.

Résultats et discussion

* P>0,05 : le résultat est non significatif, donc le facteur ne présente pas un effet important sur la

réponse ce qui I’exclue de 1’étude.

o [Effet des facteurs testés sur la production de protéase neutre :

L'analyse statistique (Tableau 14) de la production de la protéase neutre est expliquée de fagon

significative par I’humidité (p= 0.024) , le glucose (p=0.012) et le sulfate d’ammonium

(p=0.047)

. Les facteurs non significative mentionné par

la température ( p = 0.286) ,

I’inoculum (p = 0.518 ) , le corn-steep ( p = 0.097 ), la Nacl ( p = 0.132) et I’incubation (p =

0.154) .

Tableau 14 : Etude statistique de I’effet des facteurs testés sur la production de protéase neutre.

Terme Coeff Coef ErT Valeurde T Valeur de P FIV
Constante 20339 601 33.85 0.00 0
C1 -7 601 -1.29 0.286 1.00
C2 2537 601 4.22 0.024 1.00
C3 -439 601 -0.73 0.518 1.00
C5 -3309 601 -5.51 0.012 1.00
C6 -1436 601 -2.39 0.097 1.00
C7 -1960 601 -3.26 0.047 1.00
C9 1234 601 2.05 0.132 1.00
C10 1139 601 1.9 0.154 1.00

e Expression des résultats

Les résultats des activités protéolytiques peuvent étre présentés par une équation polynomiale du

premier degreé :

Y = B0 + B1C1 + B2C2 + B3C3 + B4C4 + B5C5 + B6C6 + B7CT

Equation de ’activité protéolytique
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L’activité protéolytique = 20339 - 777 C1 + 2537 C2 - 439 C3 - 3309 C5 - 1436 C6 - 1960 C7 +
1234 C9 + 1139 C10.

L’équation réduite
Y =20339+2537 Humidité - 3309 Glucose - 1960 sulfate d’ammonium.
L’analyse statistique indique une valeur du coefficient de détermination de R*= 96.13 %

pour ce modele. Cela signifie que 96.13 % de la production de la protéase neutre sont expliqués
par ce modéle et que 3.87 % restent par conséquent inexpliqués.

e Conclusion
L’analyse statistique des résultats de ce plan et la modélisation selon une régression linéaire
multiple ont permis de sélectionner un effet significatif positif ou négatif sur 1’activité
proteolytique a savoir glucose , humidité, sulfate d’ammonium , Corn-Steep , température ,
inoculum , Nacl et temps d’incubation .
La production de la protéase neutre est nettement influencée par I’humidité, le glucose et le
sulfate d’ammonium. Les optima de ces facteurs sélectionnés seront déterminés antérieurement
par I’emploi d’une autre conception : plan composite centré de Box et Wilson (1951).
3.2 Optimisation de la production des protéases neutres selon le plan statistique de Box et
Wilson (1951)

L’effet des facteurs étudiés selon le plan de Box et Wilson 1951 a permis d’évaluer 1’activité
spécifique sur milieu a base de son de blé . L’ensemble des résultats sont consignés dans le

Tableau 15.
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Tableau 15: Valeurs expérimentales (observées) de l'activité spécifique.

N° d’essai Niveau de facteur L’activité (U /g)
X1 X2 X3
1 -1 -1 -1 20595.2
2 +1 -1 -1 23601.3
3 -1 +1 -1 19780.1
4 +1 +1 -1 20410.8
) -1 -1 +1 16616.0
6 +1 -1 Sl 22478.9
7 -1 +1 +1 23495.8
8 +1 +1 +1 27852.0
9 -1.682 0 0 21719.7
10 +1.682 0 0 23566.9
11 0 -1.682 0 21210.2
12 0 +1.682 0 22977.9
13 0 0 -1.682 19838.0
14 0 0 +1.682 211715
15 0 0 0 19977.7
16 0 0 0 19768.5
17 0 0 0 212155

D’aprés le Tableau 15 on remarque que l'activité spécifique la plus importante est enregistrée
dans I’essai n° 8 (0.5 g glucose, 90 % humidité et 0.4 g et de sulfate d’ammonium. Par contre, la
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plus faible activité correspond a l'essai n® 5 qui contient de 0.3g de glucose, 70 % d’humidité, et

0.4 g sulfate d’ammonium) par erlen de 250 ml.

Les valeurs de P utilisées comme un outil pour Vérifier la signification de chacun des
coefficients qui a leur tour sont nécessaires pour comprendre le modéle des interactions
mutuelles entre les meilleures variables. Les valeurs de P inférieures a 0,05 indiquent que les
coefficients sont significatifs. La valeur du test- t est grande et plus la valeur de P tend vers 0O
indique la signification du coefficient correspondant et les variables ayant des coefficients

négligeables sont omis.

Le Tableau 16 montre les coefficients significatifs du polynéme de second degré de l'activité

protéolytique sont déterminés par le test de Student (t) et (p) valeur.

Tableau 16 : Résultats de I'analyse de regression du modele polynomial du second degré pour

I’optimisation de la production des protéases neutres.

Terme Coeff Coef EYT  Valeurde  Valeur de FIV
T P
Constante 20339 601 33.85 0.00 0
C1 -7 601 -1.29 0.286 1.00
C2 2537 601 4.22 0.024 1.00
C3 -439 601 -0.73 0.518 1.00
C5 -3309 601 -5.51 0.012 1.00
C6 -1436 601 -2.39 0.097 1.00
C7 -1960 601 -3.26 0.047 1.00
C9 1234 601 2.05 0.132 1.00
C10 1139 601 1.9 0.154 1.00

La relation entre la réponse activité protéolytique et les variables expérimentales obtenues par

I'application du RSM est représentée mathématiquement par I'équation de régression suivante
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Activité protéolytique =20319 + 1243 C1 + 822 C2 + 608 C3 + 825 C1*C1 + 632 C2*C2 + 70
C3*C3 - 485 C1*C2+ 823 C1*C3 + 2032 C2*C3 .

Ou C1, C2 et C3 représentent les facteurs humidité, glucose, sulfate d’ammonium.

La pertinence du modele est évaluée via plusieurs facteurs techniques tels que le coefficient de

détermination (R?), la détermination ajustée coefficient de mination (R*adj), coefficient de
détermination prédite (R*préd), le test F de Fisher et les valeurs P pour linéaire, quadratique et

intra-effets des facteurs utilisés .

L'ANOVA est un outil statistique important, largement utilisé pour vérifier d’avantage la

commodité du modeéle.

Le coefficient de détermination R Zest utilisé comme indice pour confirmer la précision et la
qualité de l'ajustement du modéle, il est généralement compris entre 0 et 1. Lorsque le R*se

rapproche étroitement de 1, le modele prédit fortement la réponse. Plusieurs auteurs rapportent

que le coefficient R* devrait atteindre 0,80 pour un bon ajustement du modele (Vasseghian et

Dragoi ., 2018; Dragoi et Vasseghian ., 2020 ).

L’analyse statistique indique la valeur du coefficient de détermination R*= 0,9227 ce qui
implique que 92.27 % des variations de 1’activité de protéase neutre , la valeur de R* prédit de

0,4806 (48.06%) indique un bon accord entre les valeurs expérimentales et prédites.

La valeur du coefficient de détermination ajusté R* Adj = 82.32% représente une correction de
la valeur de R* qui permet de prendre en compte la taille de I'échantillon et le nombre de

variables utilisées dans le modeéle (Bennamoun, 2017). Le coefficient de détermination

relativement élevé ajusté (R* Adj= 0.82) dans la présente étude explique la bonne qualité

descriptive du modele.

S R carré R carré (ajust) R carré (prév)

1015.57 92.27 % 82.32 % 48.06 %

Les résultats sont analysés par l'analyse de variance (ANOVA) comme étant approprié au plan

expérimental utilisé (Tableau 17).
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L'ANOVA, a travers le modéle de régression quadratique, a révélé que le modéle de surface de
réponse du second ordre obtenu est hautement significatif. Cette analyse est également confirmée
par la valeur élevée du test de Fisher. Le Tableau 17 montre que la valeur de F = 32,04 est
supérieure a celle tabulée F (9,6) = 7.97 au niveau de 1%. Ceci est approuvé aussi par la tres
faible valeur de la probabilité (p = 0.001), ce que signifie que la régression est donc significative
a un niveau de confiance d’environ 99 % et que le modele choisi est adéquat pour la production
de protéase neutre. De plus, la valeur p pour le manque d'ajustement (Inadéquation de
I’ajustement =0,371) n’est pas significatif ce qui permis d’affirmer que les données
expérimentales obtenues sont ajustées avec précision par le modele (Garai et Kumar, 2013).

Tableau 17 : Analyse de variance (ANOVA) pour les paramétres de la méthode de surface de

réponse adaptée au modeéle polynomial quadratique pour l'optimisation de l'activité

proteolytique.
Source DL SomCar CM ajust Valeur F Valeur de p
ajust
Modele 9 86119689 9568854 9.28 0.004
C1 3 35352247 11784082 11.43 0.004
C2 1 21092261 21092261 20.45 0.003
C3 1 9218139 9218139 8.94 0.020
Carré 1 504846 5041846 4.89 0.063
C1*C1 3 10425487 3475162 3.37 0.084
C2*C2 1 7669234 7669234 7.44 0.029
C2*C3 1 4498559 4498559 4.36 0.075
Erreur 1 54991 54991 0.05 0.824
Interaction a 2 3 40341955 13447318 13.04 0.003
facteure

C1*C2 1 1883842 1883842 1.83 0.219

C1*C3 1 5416106 5416106 5.25 0.056
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C2*C3 1 33042007 33042007 32.04 0.001
Erreur 7 7219665 1031381
Inadéquation de 5 5996336 1199267 1.96 0.371
I’ajustement
Erreur pure 2 1223329 611664
Total 16 93339355

a. Graphiques de Pareto

Le diagramme de Pareto (Figurel6) permet de représenter graphiquement les résultats de
I’analyse du plan pour la production de protéase neutre et illustre I’ordre de signification des
variables. Il apparait clairement que les paramétres, humidité, glucose, sulfate d’ammonium,
sont significatifs pour la production de protéase neutre, ainsi que leurs interactions mutuelles
C1xC2 et C2xC3, et le terme quadratique C32 est indiqué de 2.365.

D’apres la charte Pareto obtenue, on remarque que les effets de I’interaction C1xC3, et les

termes quadratiques Clet C2 ne sont pas significatifs sur la production de protéase neutre.

Diagramme de Pareto des effets normalisés
(réponse = C4; a = 0,05)

Terme 2365
T

Facteur Nom

A a
8 c
A c c

Effet normalisé

Figure 16: Charte Pareto des effets standardisés des parameétres opératoires sur 1’activité
protéolytique.
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b. Droite de Henry

La droite de Henry est une méthode graphique pour ajuster une distribution gaussienne a celle
d'une série d'observation (d'une variable numérique continue). Il est nécessaire de vérifier le
mod¢le ajusté pour s’assurer qu’il fournit une approximation adéquate du systeme réel. La
Figure 17 montre le diagramme de probabilité normal des résidus, qui est un outil de diagnostic
important pour détecter et expliquer les écarts systématiques par rapport aux hypothéses. Les
résidus ont traces par rapport aux valeurs normales attendues du modéle. Le tracé de probabilité
normal des résidus montre les points proches d’une ligne diagonale, par conséquent les erreurs
sont normalement distribuées et sont indépendant les unes des autres, et les variances d’erreurs
sont homogenes. Cela indique que le modéle était bien adapté aux résultats expérimentaux.

Comme les résidus du modele ajusté sont normalement distribué.

Droite de Henry
(réponse : C4)

8 R
N\
@

\,

L
38
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.
N

£8
N\
©
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=
\?.o

20 ”1

Valeur résiduelle

Figure 17 : Graphique de parité montrant la distribution des données expérimentales de I’activité

protéolytique par rapport a la valeur prédite par le modeéle.

e Détermination des interactions entre les variables
Les courbes de surface de réponse tridimensionnelles et les courbes de contour correspondantes
obtenues par le logiciel Minitab 19 montrant les interactions entre paire des facteurs permettant
de déterminer la zone des meilleurs résultats entre deux variables.
Les courbes sont tracées pour déterminer le niveau optimal de chaque variable (C1, C2, et C3).

e Interactions entre C2 (Glucose) et C1 (Humidité)

Les interactions entre les deux variables : C2 (Glucose) et C1 (Humidité) sont représentées par la
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surface de réponse (Figure 18.1.B.1) et la courbe de contour (Figure 18.1.A.1) qui définissant
I’interaction entre les deux facteurs et montre les différentes zones traduisant [’activité
protéolytique de la souche étudiée.
La zone en vert fonce de la Figure (18.2.A.1) représente I’intervalle entre les concentrations en
C2 (Glucose) et Cl (Humidité) ou I’on retrouve la zone d’activit¢ la plus importante
(>25000Ul/g), ce qui signifie une production élevee. Cet intervalle se situe a des niveaux hauts
pour I’humidité¢ et le glucose. La forme de la courbe de surface de réponse montre une
interaction modérée entre ces variables testées. L’analyse statistique montre une forte interaction
entre C2 et C1 (p= 0,219) avec un effet négatif.

e Interactions entre C3 ( sulfate d’ammonium) et C1 (I’humidité)
Les interactions entre les deux variables : C3 et C1 sont représentées par la surface de réponse
(Figure 18.1.B.2) et la courbe de contour (Figure 18.1.A.2) qui définissant I’interaction entre les
deux facteurs et montre les différentes zones traduisant 1’activité protéolytique de la souche
étudiée.
La zone en vert foncé de la Figure (18.1.A.2) représente I’intervalle des valeurs entre le sulfate
d’ammonium et I’humidité ou I’on retrouve la zone d’activité la plus importante (> 28000 Ul/g)
traduisant une production en protéase neutre élevée obtenue avec une concentration élevée en
Humidité et sulfate d’ammonium. L’analyse statistique montre une faible interaction entre (p=
0.056).

e Interactions entre C3 (sulfate d’ammonium) et C2 (Glucose)
Les interactions entre les deux variables : C3 et C2 sont représentées par la surface de réponse
(Figure 18.1.B.3) et la courbe de contour (Figure 18.1.A.3) qui définissant I’interaction entre les
deux facteurs et montre les différentes zones traduisant 1’activité protéolytique de la souche
étudiee.
La zone en vert foncé représente I'intervalle entre les concentrations en C3 et C2 ou l’on
retrouve I’activité la plus importante (> 30000 UI/g), ce qui signifie une production de protéase

neutre ¢€levée obtenue avec une concentration élevée en glucose et sulfate d’ammonium.

L’analyse statistique montre une forte interaction entre C3 et C2 (p= 0,001) avec un effet négatif.
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Activité protéolytique C3, C1

Graphique de contour de C4 et C3; C2 Diagramme de surface de C4 et C3; C2

ca Valeun de manten

c3
°
°

Activité protéolytique C3, C2
Figure 18: La courbe de contour (A) et la surface de réponse ( B) .

e Détermination des optima
La méthodologie de surface de réponse « RSM », a permis de déterminer les valeurs optimales

des trois variables retenues pour une meilleure activité protéolytique (Figure 19).

L’optimisation de la production de protéase neutre évaluant I’influence de chaque paramétre sur
I’activité étudiée d’une part et les effets des interactions par paire de facteur d’autre part réalisée
par la méthodologie de surface de réponse a permis d’obtenir un taux d’ humidité ( 96.82 % ),
une quantité de glucose ( 0.568 g ) et de sulfate d’ammonium (0.468 g).La valeur théorique

calculée de I’activité protéolytique 3.584 E+04 Ul/g.
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Optima C1 Q &)
D 1.000 Max 1,6820 16820 16820
Min -1,6820 16820 -1,6820
]
i

Maximum
y = 3584E.08

d = 10000

Figure 19 :Les valeurs optimales des variables de la réponse déterminées par « RSM » .

Les résultats obtenus montrent que les paramétres de culture sélectionné en 1’occurrence
I’humidité, le glucose et le sulfate d’ammonuim jouent un role important dans la production des
proteases neutres par la souche condida sp. Plusieurs études indiquent que les conditions de
croissance et la composition du milieu de culture a une influence majeure sur la production
denzyme (Lee, 2018). Par conséquent, Plackett-Burman et Box-willson sont appliqués avec
succes dans la production de protéase optimisation a partir des sources microbiennes ( Kim et al.,
2016, Fan et al., 2017).

Nos résultats montrent que I’humidité a un effet significative (p = 0.004) pour I’activité
protéolytique . L’humidité montre un coefficient positif sur la production de protéase neutre et sa

valeur optimale est de 96.82 %.

Selon chee Kuan et al.,2021, 60% de la teneur en humidité est obtenue comme condition

optimale pour la production de protéase alcaline .

La présente étude est soutenue par les travaux antérieurs d' Esakkiraj et al., 2011 qui a enregistré
un rendement maximal en protéase neutre dans 75 % des I'humidité par S. proteomaculans .
Anandan et al., 2007 et Mahanta et al., 2008 ont rapporté 65 % et 66,7 % respectivementcomme

niveau d'humidité optimal.

Le niveau d'humidité insuffisant conduit a la réduction des éléments nutritifs présents dans le son

de blé entrainant une mauvaise croissance fongique. La production enzymatique satisfaisante
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dans un taux d’humidité bénéfique pour la mise a 1'é¢chelle FMS ou elle réduit le risque de
contamination (Yoon et al., 2014) , Cependant, il est nécessaire d'identifie I'humidité initiale
dans chaque fermentation, dans laquelle il y a des variations importants dans les types et la
porosité des substrats utilisés pour la FMS ( Mamo et al. ,2020) .

Selon Devi et al , 2021 le source de carbone joue un role majeur dans la croissance ainsi que
pour la production d'enzyme . Dans cette étude, le glucose est facilement utilisable et identifié
comme un source de carbone significatif en Plackette et Burman.

Notre étude a montré que la valeur de glucose est significative (p = 0.003) pour lactivité
d’enzyme protéolytique de la souche étudiée. Le glucose montre un coefficient positif sur la
production de protéase neutre a un valeur optimale de 0.568 g . Ces résultats sont similaires a
ceux obtenus par Rohit et al, 2021 qui ont trouvé que l'activité de protéase neutre maximale était
de 0,0748 uM/ml avec une concentration de 1% du glucose .

Dans notre étude, I'effet de source d'azote pour la production optimale de la protéase neutre est
enregistré avec le milieux enrichi en sulfate d'ammonium . De méme, ces résultats sont tres
proches pour la production optimale de la protéase alcaline par Bacillus halodurans , est

enregistrés dans un milieu contenant des sulfate d’ammonium (Chellapandian et al .,2021) .

Par contre Nascimento et Martins (2004) est enregistré une production optimale de protéase
alcaline avec les milieux enrichis en nitrate d'ammonium par rapport a d'autres sources ( sulfate

d’ammonium , peptone , extrait de levure , extrait de viande , caséine ).

Les résultats de Djekrif et al , 2014 indiquées que le sulfate d’ammonium n'a pas de effet affecté

sur la production de I'-amylase et la pullulanase .

e Validation du modeéle expérimental
Essai en conditions optimales la culture de la levure Candida sp en conditions optimales
(humidité 96.82 %, glucose 0.568 et le sulfate d’ammonium 0.468) a permis 1’obtention d’une
activité de la protéase neutre (pH 7) de 35835.3 UI.
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A la lumiére de nos résultats, 1’identification de la levure par la galerie APl 32C montre que la

levure est affiliée au genre candida sp.

La comparaison entre le mode de culture a montré que le procédé de FMS est mieux adapté a
la production des protéases de candida sp que le procédé de FML. D’aprés 1’ensemble des
résultats obtenus, on déduit que la levure produit une protéase neutre par FMS a base de son de
blé. Ce dernier est sélectionné parmi les substrats naturels, convenables pour la croissance des
levures & cause de sa richesse en matieres azotées et en cellulose. Ces sources carbonées et
azotées conviennent donc aussi bien a la croissance microbienne qu’a la production de
métabolites. Ce qui permet une valorisation de ce sous-produit de la minoterie du blé, et servira
pour la préparation des milieux de culture a moindre cout telle que I’exige la production

industrielle de molécules a forte valeur ajoutée.

L’optimisation des milieux de culture par I’application d’une planification expérimentale : le
premier plan pour la sélection des facteurs d’enrichissement ayant un effet significatif et le
second pour la détermination des optima. Pour cela, huit facteurs sont testés : la température,

I’humidité, inoculum, glucose, corn-steep liquor , sulfate d’ammonium , Nacl, incubation .

L’analyse statistique des résultats du premier plan de Plackett et Burman et la modélisation des
résultats par le logiciel Minitab 19 selon une régression linéaire multiple ont permis de

sélectionner I’humidité , le glucose et le sulfate d’ammonium .

L’application du deuxiéme plan de Box et Wilson suivi du calcul des optima des facteurs
sélectionnés a permis de déterminer les optima suivants :L’humidité 96.82 % , glucose 0.568 g et

le sulfate d’ammonium 0.46 .

La validation du modéle a permis d’obtenir une activité de la protéase neutre de 35835.3 Ul/ml,

soit 2 fois plus élevé que dans les conditions non optimisées.
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ANNEXE 1 : Composition De Milieu De Culture.

Milieu YPGA (Yeast extrect Peptone Glucose Agar) :

L'ajout d'hydrolysats de proteines et d'extraits cellulaires de levure permet une croissance plus
rapide de sorte que pendant croissance exponentielle ou en phase logarithmique, un temps de
doublement de 90 minutes est observé (Ausubel et al ., 1994 ). La peptone fournit des nutriments
azotés en particulier les acides aminés et les peptides et I'extrait de levure fournit de la vitamine
B complexe. Le dextrose (Glucose) est la source d'énergie facilement disponible et une bonne

source de glucides pour les levures( site web n° 6)

e pour 1 litre:

Extraitde levure ............cooiiiiiiiiiiiiiii 5S¢
Peptone......ooviiiii 20g
GIUCOSE .., 20g
AT e 20g
PHfinal.........oooi 7

Stérilisation a I’autoclave a 120 °C pendant 20 min.
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Annexe 2: Le dénombrement cellulaire par comptage sur la cellule de Thomas

Concentration cellulaire = nombre des cellules x comptées facteurs de dilution x le facteur de

conversion

1mm

Nombres des carrés x le volume de carré
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ANNEXE 3 : Préparation Des Tampon

» pH=05:
A N (s (3 15 5 16 1 [ PP 0.1M (C6H80O7)
-phosphate diSOdiqUE ........coovviiiiiii i 0.2M (Na2HPO4)

-Eau distillé

» pH=07:
- phosphate moNosodique .........c.ovviriiriieiiie e, 0.2M(NaH2PO4)
- phosphate disodique ..........cooiiiiiiiii 0.2M (Na2HPO4)

- Eau distillé

» pH=09 :
SGIYCINE e 0.2M (C2H5NO2)
SNAOH. . 0.2M

- Eau distillé

o Titration a I’aide d’un pH meétre (préalablement étalonné) jusqu'a pH qui nous intéresse.
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ANNEXE 4 : MESURE DE L’ACTIVITE PROTEOLYTIQUE

1-Solutions utilisées

- Caséine 2,5 % dans Citrate de Sodium (0,02 M).

- Solution mere 100 pg /ml de Tyrosine.

-TCA 4 %.

- Na2C0O3 2 % dans NaOH (0,1 N).

- Folin-Ciocalteux 1/5éme.

e Le dosage de I’activité protéolytique est réalisé en deux étapes :
- La lére étape
étant la réaction enzymatique dont le mélange réactionnel est constitué de :
Iml de I’extrait brut.

1.5ml du tampon de chaque pH (05 ;07 ;09)

2.5ml de la solution de la solution de la caséine a 2.5% dissoute dans du citrate de

sodium0.02M.

Apreés incubation 20min au bain-marie a 40°C, la réaction est arrétée par addition de 2.5 ml de

TCA (4%).

- La 2éme étape :

Dosage colorimétrique de I’activité enzymatique est réalisé par mélange de :
0,5 ml de Filtrat .
2,5 ml Na2COa3.
0,25 ml du folin ciocalteu .

Le mélange est agité et laissé stabiliser a température ambiante pendant 30 min.
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e Aprés I’incubation a température ambiante pendant 30 min la lecture de 1’absorbance a

lieu a

750 nm au spectrophotométre.

2-Courbe d’étalonnage de la tyrosine:

Tableau 1 : Protocole de la courbe d’étalonnage de la tyrosine

N° de tubs Blanc | 01 02 03 04 05
Concentration de tyrosine (ug/ml) 0 20 40 60 80 100
Volume de tyrosine prélevé (ml) 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
TCA(ml) 05 |04 0.3 0.2 0.1 0
Na2CO03 a 2% dans du NaOH 0,1N (ml) 2.5

Agiter correctement puis laisser stabiliser le mélange pendant 10 min

Reéactif de Folin dilué (1/5eme) ( ml)

0.25

Me¢élanger apres chaque addition du réactif de Folin et laisser reposer a I’ombre pendant 30 min

au minimum

Lecture de ’absorbance a 750 nm.
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0,6

0,5 4

0,4 y=0,011x"
R?= 0,999
0,3

0,2

Absorbance a 750 nm

0,1

0 20 40 60 80 100 120

concentration en tyrosine( p/mg)

Figure 1 : Courbe d’étalonnage de la tyrosine .

-Activité protéolytique (ng/h/ml) = concentration déduite de la courbe d’étalonnage x dilution x

2 (pour ramener le volume de I’échantillon a 1ml) x 2 (pour ramener le temps a 1h)

-Activité en w/ml = (Activité (u/ml) x Volume utilisé pour I’extraction) / Masse séche.

ANNEXE 6: Dosage des protéines totales

1. Méthode de dosage des protéines selon la méthode de LOWRY (1951) .
e Solutions nécessaires
- Solution A : Na2CO3 a 2% dans du NaOH (0,1N).
- Solution B : Tartrate double de sodium et de potassium a 2% dans de 1’eau distillée.
- Solution C : CuSO4, 5H20 a 1% dans I’eau distillée.
- Solution D : 0.5ml de solution C + 0.5 ml solution B + 50 ml solution A, ce méelange doit étre
préparé juste avant utilisation.

-Solution E : Réactif de folin-Ciocalteu dilué au 1/3 dans de ’eau distillée.
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e Mode opératoire
- 0.5 ml de I’échantillon
- 2.5 ml de la solution D.
Apres agitation et incubation a tempeérature ambiante pendant 10 min, 0,5ml de Folin-Ciocalteu
dilué a 1/3 est ajouté.
La solution est agitée de nouveau puis incubée pendant 30 min a I’ombre a température
ambiante. La lecture de I’absorbance est réalisée a 750 nm au spectrophotometre.

2. La courbe d’étalonnage de la BSA

Solutions utilisées:
- Solution étalon : BSA ( bouvine albumine sérum ) dilué 0.5 % .

Tableau 2 : Préparation de la gamme d’étalonnage de la BSA (1mg/ml).

N° de tubs Blanc| 01 02 03 04 05
Solution étalon BSA dilué 0.5 % (ug/ml) 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Eau distillée (ml) 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0

Solution D (ml) 5

Agiter correctement puis laisser stabiliser le mélange pendant 10 min

Réactif de Folin dilué (1/3 eme) ( ml) 0.5

Me¢élanger apres chaque addition du réactif de Folin et laisser reposer a I’ombre pendant 30 min

au minimum

Lecture de ’absorbance a 750 nm.
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Figure 2 : Courbe d’étalon pour le dosage des protéines.

Dosage des protéines totales et de I’activité enzymatique :

Les résultats des différents dosages de I’extrait sur les différents milieux de Fermentation sont

réunis dans les tableaux suivantes

Tableau 4 : L’activité enzymatique de 1’extrait a I’état de fermentation solide.

Fermentation Avoine Son de blé Mélange
solide

pH=5 pH=7 pH=9 pH=5 pH=7 pH=9 pH=5 pH=7 pH=9

L’activité 16253.9 | 19246.32 | 12272.92 | 14991.205 | 25845.7 | 13039.975 | 15623.155 | 19246.32 | 12272.92
enzymatique

Masse des 1.4095 1.087 1.2835

Protéine

L’activité 11531.67 | 13657.62 | 8707.32 | 13791.35 | 23777.09 | 11996.29 | 12172.31 | 14995.19 | 9562.07
spécifique
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Tableau 5 : L’activité enzymatique de 1’extrait a 1’état de fermentation liquide.

Fermentation Avoine Son de blé Melange
liquide

pH=5 | pH=7 pH=9 | pH=5 | pH=7 pH=9 | pH =5 | pH=7 pH=9
L’activité 452.925 | 1144.05 | 701.47 | 421.95 | 1113.225 | 435.29 | 488.1 | 1189.65 | 444.117
enzymatique
Masse des 72.50 70.08 69.15
protéine
L’activité 6.25 15.78 9.67 6.02 15.88 6.21 7.05 |[17.20 6.42
spécifique
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Résumé : Ce travail est une étude comparative de la production d’une protéase par culture d’une souche
levurienne candida sp sur milieu solide (FMS) et milieu liquide (FML) a différents pH (acide, neutre et alcaline).
Pour cela deux substrats sont testés a savoir : le son de blé et I’avoine avec un taux d’ensemencement de 4. 10
écellules a 30°C. Dans un premier temps et afin de déterminer le procédé de fermentation et le substrat testé qui
donne une production maximale en protéase. La méthode statistique d’un facteur a la fois (OFAT) a montré que
les meilleures activités protéolytiques sont obtenues en fermentation solide a base de son de blé. Le dosage des
activités protéolytiques a différents pH montre que la meilleure activité est obtenue a pH 7 (protéase neutre).

Dans un second temps, les plans statistiques de Plackett et Burman et de Box et Wilson sont respectivement
utilisés pour déterminer et optimiser les facteurs influencant la production de la protéase neutre. Les milieux de
cultures sont préparés par I’emploi d’un plan factoriel de Plackett-Burman a N=12 essais et N-1 facteurs : cinq
facteurs réels (Température, humidité, Inoculum, Glucose, Corne steep, sulfate d’ammonium, Nacl, incubation)
et deux erreurs. Les résultats obtenus montrent que les facteurs significatifs influencant la production d’enzyme
par la levure Candida Sp. sont: ’humidité, le glucose et le sulfate d’ammonium. Les valeurs optimales des
variables étudiées sont déterminées par la méthodologie de surface de réponse a savoir: L humidité 96.82 %,

glucose 0.568 g et le sulfate d’ammonium 0.46 g.

La validation du modé¢le a permis d’obtenir une activité de la protéase neutre de 35835.3 Ul/ml, soit 2 fois plus

élevé gue dans les conditions non optimisées.

Ces résultats significatifs confirment I'importance de la conception statistique dans la production de protéase

neutre.

Mots-clés : Protéase, FMS, FML, Son de blé, Avoine, Candida sp, Optimisation.
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