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Introduction

Les enzymes ont, toujours, fait partie de la vie quotidienne de I’homme (Nobel.,
2004). Elles sont présentes dans toutes les cellules et sont indispensables pour la survie de
toutes les espéces vivantes (Van Bielen et Li, 2002). En effet, elles sont utilisées comme
catalyseurs pour induire des reactions chimiques et stimuler les processus de production
(Mukhtar et Haqg., 2013). Le marché des enzymes est tres prometteur, en effet, il a atteint 6,30
milliards de dollars US en 2022. Cette demande croissante est liée a I'expansion des
installations de traitement des aliments et au nombre croissant de tanneries et d'installations
de fabrication de textiles (Kuddus, 2019).

Parmi ces enzymes, les protéases occupent une place centrale avec plus de 65 % du
marché mondial (Mukhtar et Hag., 2013) car elles offrent de nombreuses possibilités
d'applications. Elles sont utilisées dans la transformation de la viande ( Rao et al 1998), la
transformation des fromage (Gupta et Khare .,2007), la transformation des aliment ( Delia,
2001) ,la panification (Robinson et al 2006) ,le traitement de la laine et le dégommage de la
soie dans les industries textiles (Ravel et Banerjee 2003) ,la récupération de l'argent dans les
films photographiques (Shankar et al,2010) ,les industries du tannage (Feroz, 2013),
I'industrie de I'alimentation des volailles (Oxenboll et al.,2011). De plus, les protéases se
retrouvent aussi bien dans les plantes que chez les animaux et les microorganismes. Ces
microorganismes qui, grace a leur diversité biochimique extensive représentent une source
exceptionnelle de ces protéases. En effet, ces microorganismes produit 40% des enzymes
industrielles parmi lesquels les souches fongiques (Garcia et al., 2009). Pour répondre aux
besoins de I'industrie plusieurs recherches ont été menées sur la production de protéases. Tels
que le colt principal de la production de protéases par le processus de fermentation est le
milieu et les ingrédients utilisés pour la croissance microbienne (Sugumaran et Ponnusami.,
2015), Par exemple l'utilisation de déchets industriels comme substrat est une bonne stratégie

pour la pour la production a faible co(t de protéase (Mukhtar et Haqg., 2013).

Actuellement, pour produire les protéases on utilise la fermentation a I'état solide
(SSF) ou la fermentation submergée (SmF) (Contesini et al., 2018 ; Razzaq et al., 2019 ; Dos
Santos Aguilar et Sato.,2018). Cependant certaines caractéristiques rendent la fermentation a
1’état solide plus choisie que la fermentation submergée a savoir : le codt, la simplicité, le
rendement plus élevé, la stabilit¢ du produit, les exigences de stérilitt moindres, etc.,
(Contasini et al. 2018).



Introduction

Aujourd’hui, les procédés en phase solide attirent plus a travers le monde surtout la
valorisation des sous-produits agricoles pour la production de divers produits et substances.
(Van Dyk et al., 2013), tels que les déchets de tomates et les restes de pain.

La protéase est une enzyme importante en industrie, mais sa production en masse
implique des codts élevés. Cette production est influencée par la composition des milieux de
culture microbienne. Il est donc important d’améliorer le milieu de fermentation par
I’optimisation du milieu de culture de maniére a obtenir une meilleure croissance et une
productiviteé élevée des metabolites (Unni, 2019). 11 s’est avéré que l'optimisation du milieu de
fermentation et des conditions du procédé afin de maximiser la production d'enzymes est
nécessaire. Certaines recherches ont déja été menées sur I’amélioration de la fermentation
submergée, par I’optimisation des facteurs tels que les différentes concentrations de carbone
et d'azote (Nisha et Divakaran., 2014). Différents plans statistiques sont utilisés pour
I’amélioration des protéases notamment, les plans de Plackett et Burman et les plans de Box
et Wilson (1951).

L’objectif principal de notre travail est :

e La production de la protéase par la levure Clavispora lusitaniae cultivé en
fermentation en milieu solide (FMS) sur les restes du pain et les déchets de
tomates. Ces sous-produits sont, en effet, riches en glucides et en protéines ce
qui entrainera une bonne croissance de la levure et une bonne production
d’enzymes.

e L’optimisation de la production de la protéase par I’application des plans
statistiques de Box et Wilson (1951).

e La caractérisation de la protéase de Clavispora lusitaniae .

Pour élaborer ce travail, nous avons jugé nécessaire de le diviser en deux parties dont
la premiére est une synthese bibliographique contenant deux chapitres, le premier renferme
I’étude des levures protéolytiques, la seconde porte sur 1’étude des protéases et la production
protéasique. Quant a la deuxiéme partie, elle concerne la méthodologie adoptée lors de la
présente étude, en exposant les résultats et leur discussion. Finalement, on termine par une

conclusion géneérale et des perspectives.
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Levures

Les levures sont les premiers micro-organismes a étre observés au microscope,
dessinés par A. Van Leeuwenhoek en 1680 et identifiés par Pasteur comme agents des
fermentations. L’homme les a utilisés, depuis des millénaires dans la fabrication des boissons
alcoolisées et du pain par fermentation (Bouix et Leveau, 1991 et. Pol, 1996). Les travaux de
Biichner ont montré que ce microorganisme est a I’origine du développement de la biochimie.
En 1881, Hansen Emile, a décrit I’isolement des premiéres souches pures de Saccharomyces a
partir de modts. Plus tard, d’autres espéces de levures ont été identifiées entre 1950 et 1970
(Basmaji, 2005). Les levures représentent un matériel experimental de choix a cause leur
double état de micro-organismes et d’eucaryotes (Pol, 1996). Elles permettent un
développement rapide grace a leurs faibles exigences en nutriments. Ainsi, elles sont utilisées

comme systemes modeles en Biochimie, en Génétique et en Biologie Moléculaire
(Lachance, 2011).

Les levures sont utilisées par I’homme dans les disciplines scientifiques, alimentaires,
médicales et agricoles. Elles sont traditionnellement les premiers microorganismes impliquées
dans nombreuses fermentations alimentaires et la fabrication de produits tels que la biére, le
cidre, le vin, le sake, les produits de boulangerie, le fromage, les saucisses et d’autres aliments
fermentés. Elles sont utilisées pour la production du glycérol, certaines vitamines et solvants,
et aussi pour la revalorisation de déchets agricoles industriels. Les levures continuent d'étre
utilisées pour le bénéfice de I'numanité dans la production de protéines recombinantes et a la
production des protéines notamment les enzymes destinées a 1’application industrielle comme
la protéase, I’amylase, la cellulase, la lipase etc.) Et d'autres substances (Scriban, 1984 et
Lecterc et al, 1995).

I. Habitat des levures

Les levures sont des eucaryotes hétérotrophes microscopiques. Elles font partie du
groupe des champignons unicellulaires qui constituent un groupe morphologique et
physiologique relativement homogéne. Elles sont distinguées, généralement, par I'absence de

vrai mycélium (au moins dans la plus grande partie de leur cycle biologique) (Guiraud 2016).

Les levures sont des microorganismes ubiquitaires qui peuvent coloniser plusieurs

niches écologiques : I’air (Starmer et Lachance, 2011), le sol (Laiche, 2011), I’eau douces et
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profondes associées au plancton (Van Uden et Fell, 1968 et Ahearn, 1973), le tube digestif de
certains animaux et les galeries d’insectes (Lachance et al., 2001, Lachance et al., 2006,
Walker, 2009 et Starmer et Lachance, 2011). Certaines levures ont été isolées a partir
d’environnements extrémes comme 1’ Antarctique (Satyanarayana et Kunze, 2009). D’autres
vivent, principalement, sur les végétaux riches en sucres, en particulier les fruits (Magliani et
al., 1997, Walker, 2009, Bouix et Leveau, 1991, Jimoh et al, 2012, Greppi et al., 2013 et
Adewara et al., 2013), a savoir le raisin (Oteng-Gyang, 1984). Aussi, les produits alimentaires
(Stratford, 2006) comme le yaourt (Lopandic et al., 2006), fromage (Prillinger et al., 1999 ;
Jacques et Caseregola,2008 et Binetti et al., 2013), le miel (Jimoh et al., 2012 ; Greppi et al.,
2013 ; Adewara et al., 2013) les dattes (Rezki et al., 2013), les pelures de pomme de terre(
Ouédraogo et al., 2012) semblent étre des niches favorables pour les levures.

1. Morphologie et structure

La levure a la morphologie la plus simple, elle s'agit d’une cellule unique, libre ou
associée en paire, en chaines ou en petits amas .Elle est sphérique, ovoide, globuleuse,
cylindrique, elliptiques, allongée, apicule (en citron), ogivale, triangulaire ou en forme de
bouteille ou de formes plus spécifiques (Walker, 2009, Kutzman et al., 2011 et Guiraud
2016). Les levures sont immobiles ; la taille des cellules est grande par rapport a celle des
bactéries : elle varie selon les espéces entre 5et 20 p (Guiraud ,2016) allant de 2-3um a 20-
50um de longueur, et 1-10um de largeur (Anaisie et al., 2003). Ces dimensions et aspects
dépendent fréquemment des conditions de culture et 1’age des cellules (Scherr et Weaver,
1953). La morphologie cellulaire peut étre examinée facilement a l'objectifx40 pour une
préparation a I'état frais, Les colonies sont généralement blanches (tres rarement roses ou
rouges) et réguliére. Les cultures en milieu liquide agité donnent un trouble uniforme (sauf en

cas de floculation) (Guiraud, 2016) (Figurel). Les cellules de levure sont constituées de :
1. Paroi cellulaire

La cellule de levure est limitée par une paroi rigide et élastique, enveloppant la
cellule, riche en polysaccharides antigéniques (glucanes, mannanes et phosphomannanes liés
a des peptides), en chitine (au niveau des bourgeons), en protéines (mannoprotéines) dont
certaines sont des enzymes. La membrane cellulaire est constituée de protéines et de lipides

certaines especes possédent une capsule polysaccharidique (Guiraud, 2016). En général, la
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paroi cellulaire des levures est un organite complexe représentant 15 a 30% du poids sec de la
cellule(Figure 1) (Romero, 2012).

2. Cytoplasme

Il est le siege de toutes les transformations biochimiques contenant tous les organites
cellulaires : les vacuoles, les ribosomes, les mitochondries un argastoplasme et les réserves
(tréhalose, glycogeéne, etc.) (Figure 1) (Guiraud, 2016).

3. Noyau

Le noyau Contient plusieurs chromosomes et il est limité par une membrane(Figure 1)
(Guiraud, 2016).

Vacuole Pores nucléaires

cytoplasme
/ Réticulum

endoplasmique

Ribosomes

itochondriq

Membrang
plasmique

Ribosomes
libres

Paroi

cellulaire Noyau Nucléole

Figurel :Structure de la levure.(web1)
I11. Classification des levures

Grace au développement des techniques d’analyses, Lodder (1971) a pu établir une
classification des levures basée sur les criteres morphologiques, culturaux, sexuels et
physiologiques ; mais I’isolement de nouvelles souches, ainsi que I’avénement des
biotechnologies, ont permis par la suite a Kreger-Van Rij en (1984) de réactualiser cette

classification qui est devenue actuellement une référence et comprend une soixantaine de
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genres et pres de 500 especes (Kreger-Van Rij, 1984). On distingue actuellement trois grandes

classes de levures, selon leur mode de reproduction :

1. Les ascomycetes : Elles sont également appelées levures ascosporogénes, se
reproduisent par un processus sexué, ou les ascospores sont endogénes (a
I’intérieure de la cellule) et enfermés dans une structure issue du zygote dans
I’asque.

2. Les basidiomycétes : Elles sont capables d’élaborer des spores a I’extérieur
du zygote (externes). Elles réalisent une reproduction sexuée avec formation de
basidiospores aprés méiose. Chez les levures, elles sont souvent appelées
ballistospores.

3. Les deutéromycetes : ou levures imparfaites, elles regroupent 1’ensemble
des levures ne présentant pas de mode de reproduction sexuée, ne se multipliant

que par reproduction végétative(Kreger-Van Rij, 1984).

IV. Taxonomie du modele biologique ; Clavispora lusitaniae strain CBS 6936 T

Le genre Candida fait partie du phylum des Ascomycetes de la classe des
Saccharomycetes (forme sexuée). En mycologie humaine, la forme sexuée étant rarement
rencontrée, le nom de la forme asexuée (anamorphe) est alors utilisé. Ce genre comprend
environ 200 espéces, mais moins d’une vingtaine d'entre elles sont fréquemment impliquées
dans un processus pathologique (Ripert, 2013). Ce genre, le plus fréguemment isolé en

pathologie humaine, est responsable de plus de 80 % des infections a levures (Koenig ,1995).

Reégne : Champignon.

Phylum : Ascomycota.
Subphylum : Ascomycotina.
Classe : Saccharomycetes.
Ordre : Saccharomycétales.
Famille : Saccharomycetaceae.
Genre : Candida.

Espéce : Clavispora lusitaniae strain.
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V. Métabolisme chez les levures

Les levures présentent une diversité métabolique dans la fagcon de production et de
consommation de 1’énergie a partir de substrats dégradés (Pol, 1996). Le métabolisme des

levures se déroule aussi bien en aérobiose qu’en anaérobiose (Signoret et Bergler 2021) :

1. Meétabolisme oxydatif aérobie (Respiration)

Toutes les levures sont capables d’utiliser le glucose en présence d’oxygene en rejetant
du dioxyde de carbone et I’eau, et sans oublier de I’énergie (Signoret et Bergler 2021), par
conséquent, leur métabolisme est exclusivement respiratoire et le pyruvate formé est oxydé
par le cycle de Krebs. Cette voie métabolique est tres énergétique et permet aux levures une
importante multiplication. En plus des sucres simples, certaines levures utilisent d’autres
glucides (mono, di ou tri saccharides et des polysaccharides comme 1’amidon), mais aussi des
alcools, des acides et des alcanes (Larpent, 1991 et Le Blanc, 2008).

2. Métabolisme fermentaire (Anaérobie)

En plus du métabolisme oxydatif, certaines levures, en absence d’oxygene, peuvent
privilégier une dégradation des glucides par un processus fermentatif (cas de la fermentation
alcoolique), qui conduit a la formation d’éthanol et de CO2, avec une coproduction, du
glycérol des alcools, des aldéhydes, des esters, des acides en petites quantités. Ce
métabolisme est moins énergétique que le métabolisme oxydatif (Guiraud et Rosec, 2004
Leyral et Vierlin 2007 ; Lai, 2010). Cette quantité d’énergie est 20 fois moins que celle

obtenue en aérobiose (Encyclopaedia, 1985).

La levure a la capacité de passer assez rapidement d'un métabolisme a l'autre selon les

conditions. (Signoret et Bergler, 2021).

V1. Mode de reproduction

Chez les levures, le mode de multiplication est bien spécial, il dépend des conditions
du milieu (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1997), il est réalisé soit par voie sexuée, soit par
voie asexuée (végétatif). Pour la plupart des levures, la reproduction asexuée est la forme
majeure de multiplication, elle s’effectue par bourgeonnement ou par fission (scissiparité) a

partir d’une cellule mére (Bonaly., 1991) (Figure 2).
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Figure 2 : Division d’une cellule de levure par bourgeonnement (Madigan et Martinko,
2007).

Dans certaines conditions de cultures, les levures sporogénes peuvent se reproduire par

voie sexuée (Bourgeois et Larpent, 1996) (Figure3).
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Figure 3 : Reproduction sexuée d’une levure (Larcher, 2011).
a : multiplication asexuée b : cycle sexuée
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VI1I. Physiologie et croissance des levures

1. Besoins nutritionnels

Comme tout étre vivant, les levures ont besoin d’¢léments nutritifs pour survivre,
croitre et se reproduire. Elles doivent trouver dans leur milieu de vie tous les éléments
nécessaires a la synthese cellulaire et des conditions physicochimiques favorables (Guiraud,
2016).

1.1. Sources de carbone

Le carbone est le composé majeur de la cellule levurienne, environ 50% du poids sec
(Riviére, 1970). Les sources carbonées sont d’une grande importance pour les levures
puisqu’elles fournissent le carbone exigé pour la biosynthése de constituants cellulaires variés
(les glucides, les lipides, les protéines, les acides nucléiques), leur oxydation fournie I’énergie
a la cellule (Botton, 1991 et Larpent, 1991). Les oses tels que le glucose, le fructose et le
mannose constituent les sources les plus efficaces (Pol, 1996). D’autres levures particuliéres
utilisent des sources de carbone non conventionnelles comme 1’éthanol et le glycérol (Tamaki

et Hama, 1982).
1.2. Source d’azote

La plupart des levures sont capables d’assimiler différentes sources d’azote organiques
et inorganiques pour la biosynthése d’acides aminés, de protéines, d’acides nucléiques et de
vitamines (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1997 ; Guiraud, 1998). Les levures ne peuvent pas
fixer I’azote libre (N). Par contre, 1’assimilation des ions d’ammonium est largement
répandue chez ces dernieres. Toutefois, des espéces se caractérisent par leur capacité a utiliser
les nitrates et d’autres composés azotés tels que les acides aminés, les bases puriques et

pyrimidiques comme source d’azote (Walker et al., 1997 ; Bouix et Leveau, 1999).
1.3. Oligoéléments et facteurs de croissance

Comme la plupart des microorganismes, les levures ont besoin d’éléments nutritifs
pour assurer un développement adéquat. Il s’agit de sels minéraux et d’oligoéléments
nécessaires a de trés faibles concentrations (Larpent et Sanglier, 1992 et Boiron, 1996). Un
exces provoquera la dénaturation d’enzymes et une perturbation de la morphologie et de la

physiologie cellulaire et de la vitesse de croissance (Blom et al., 2000). De plus, d’autres
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facteurs, appelés facteurs de croissance, sont essentiels, comme les vitamines (la biotine, la
thiamine et 1’acide pantothénique). Ces facteurs interviennent lors des réactions

enzymatiques, comme des coenzymes (Botton et al., 1990).

2. Conditions physicochimiques de croissance

2.1 Température

Les températures d’incubation des levures, se situent entre 25°C et 30°C. Toutefois,
ces températures ne sont pas rigoureusement les températures optimales de croissance que les
levures trouvent dans certains habitats, a savoir les régions a tempeératures constamment
basses ou élevées (Vishniac et Hempfling., 1979). La pression osmotique intervient également
sur le développement des levures dont I’effet varie d’une souche a une autre (Leclerc, 1975).
La majorité des souches ne peuvent se développer a des activités de I’eau inférieure a 0,90
Certaines toleérent des pressions osmotiques plus élevées correspondant a une activité de 1’eau

de I’ordre de 0,60 mais avec un métabolisme lent (Leveau et Bouix, 1979).

2.2. pH

Les levures presentent une tolérance élevee aux pH extrémes. Elles tolérent des
gammes tres larges de pH de 2,4 a 8,6 pour le milieu extracellulaire et de 5,8 a 6,8 pour le

milieu intracellulaire (Bouix et Leveau, 1991).

2.3. Oxygene

Toutes les levures se développent en présence d’oxygene, il n’y a pas de levures
anaérobie strictes, certaines sont aérobies strictes et d’autres sont aéro-anaérobies facultatives

(Bouix et Leveau, 1991).

2.4. Pression osmotique

La pression osmotique intervient également sur le développement des levures dont
I’effet varie d’une souche a une autre (Leclerc, 1975). La majorité des souches ne peuvent se

développer a des activités de l’eau inférieure a 0,90. Certaines tolérent des pressions

10
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osmotiques plus élevées correspondant a une activité de I’eau de 1’ordre de 0,60 mais avec un

métabolisme lent (Leveau et Bouix, 1979).

VIII. Applications des levures

Depuis longtemps, des procédés industriels impliquent les levures pour la production
d'éthanol (carburant), de vaccins, de caroténoides et des protéines unicellulaires pour
I’alimentation animale ou d’enzymes industrielles (Jacob, 1997 et Buzzini, 2000). Aussi, la
levure diététique, vendue comme complément alimentaire est riche en vitamine B et en
protéines, mais est carencée en acides aminés soufrés (Perry et al., 2004). Elle peut étre par
exemple ajoutée a la farine de blé ou de mais pour augmenter la valeur nutritionnelle
(Madigan et Martinko, 2007). Les levures participent a 1’élaboration de nombreux produits
alimentaires (panification, fromagerie, brasserie) et dans la production des enzymes
(invertase, lactase, lipase et amylases) et aussi dans la revalorisation des déchets agricoles.
Donc elles sont trés fréquentes dans beaucoup d’aliments et d’industries (Simon et Meunier,
1970 ; Guiraud 2016).

1. Boissons alcoolisées

Le role, le plus ancien des levures est la fabrication de boissons alcoolisées. Cette
fabrication repose sur la fermentation alcoolique de sucres simples ou de I'amidon hydrolysé
et la bioconversion de nombreux substrats saccharosés (jus de betteraves, sirop, mélasse de
sucrerie) dont plusieurs dérivés peuvent étre obtenus comme le bioéthanol, grace a des levures
essentiellement des souches du genre Saccharomyces. L'éthanol ainsi obtenu, peut remplacer
partiellement ou totalement I'essence dans les moteurs a explosion et peut servir de
complément au gasoil. Aussi, elles interviennent au cours de la vinification et de I'élaboration
de la biére (Leveau et Bouix, 1993 ; Anonyme, 2007).

2. Panification

Depuis ’antiquité, 1’utilisation des levures connue est la fabrication du pain : Le
dégagement de gaz carbonique, qui accompagne la fermentation, permet de faire lever la pate
en lui conférant une texture légere. On utilise généralement, Saccharomyces cerevisiae

appelée aussi levure de boulangerie (Simon et Meunier, 1970 et Cofalec, 2006).

11
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3. Affinage des fromages

Les levures sont aussi capables d’utiliser les acides organiques comme source
d’énergie et de carbone (Larpent, 1991). Elles participent a ’affinage des fromages ; en
consommant 1’acide lactique produit par les bactéries lactiques a partir des composants du
lait. Elles contribuent aussi a réduire 1’acidit¢ du caillé (Leveau et Bouix, 1993). De
nombreuses especes se rencontrent en fromagerie, les plus fréquentes appartenant aux genres
Kluyveromyces, Debaryomyces, Pichia, Saccharomyces, Torulopsis, Candida et Rhodotorula
(Larpent, 1991). Dans la fabrication d’un fromage, l'action des levures commence dés les
premiéres heures de I'égouttage et se poursuit pendant tout I'affinage (Jacobsen et Poulsen,
1995 ; Leclerc et al., 2004). Elles contribuent au développement des qualités organoleptiques
du fromage par leurs implications aux phénomenes tels que la protéolyse, la lipolyse, la

consommation d’acide lactique et la fermentation du lactose (Addis et al., 2001).

4. Production de protéines

Les bonnes connaissances de la biologie moléculaire des levures et la mise au point
des techniques de génie génétique, permettent de programmer les levures de fagon qu’elles
expriment des protéines humaines et animales recombinantes. Elles constituent une grande
réussite des biotechnologies surtout d’intérét médical tel que la productions d’enzymes
(Tableaul), d’hormones peptidiques comme 1’insuline par la levure Saccharomyces cerevisiae
(Mercier, 1997), de facteurs de croissance, d’hémoglobine, de ferritine, 1’érythropoiétine, la
sérumalbumine humaine, et la production de protéines hétérologues comme le vaccin de
I'népatite B (Blin, 2002) etc (Bouix et Leveau, 1991 ; Edelstein, 2002 et Walker, 2009 ;
Rezki-Bekki, 2014).

En effet, I’invertase ou saccharase sécrétée par diverses levures est utilisée
industriellement pour produire du glucose et du fructose a partir des mélasses de betterave ou

de cannes a sucre (Simon et Meunier, 1970).

12
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Tableaul : Production et utilisation de certaines enzymes levuriennes.

Industrie

Références

Enzyme Levures
Liese et al., 2000 ; Pandey,
Chymosine Klyveromyces sp. Préparation des 2006 ; Johnson et Echavarii,
Saccharomyces cerevisiae aliments 2011.
Liese et al., 2000 ; Pandey,
Inulinases Candida sp. Applications 2006 ; Johnson et Echavarii,
Klyveromyces marxianus alimentaires 2011.
Candida pseudotropicalis Liese etal., 2000 ; Pandey,
Klyveromyces sp. Préparation des 2006 ; Johnson et Echavarii,
Lactase Candida pseudotropicalis aliments Crémes 2011 et Dakhmouche
Kluyveromyces fragilis glacées 2016 ;Simon et Meunier, 13970 et
Kluyveromyces lactis Sicard, 1982
Candida rigosa Préparation des Liese etal., 2000 ; Pandey,
Pseudozyma antarctica aliments Arémes 2006 ; Johnson et Echavaril,
Lipase Trichosporon fermentum Dégraissage, 2011 ; Dakhmouche 2016 ;
Yarrowia lipolytica Détergents, Simon et Meunier, 1970 et
Candida lipolytica Fromagerie, Laiterie Sicard, 1982.
Amylases Lipomyces starkey Saccharification de Simon et Meunier, 1970 et
Schwanniomyces castellii | I’amidon,Boulangerie, Sicard,1982.
Cellulases Candida pulcherrima, Utilisation Béguin et Aubert,
Cryptococcus flavus, thérapeutique pour 1994:Bensmira,
Trichosporon cutanum faciliter la digestion. la 2008.
papeterie.
Protéases Candida lypolytica Détergents, Chietal., 2007 ; Tobe et al.,
Aureobasidium pullulans Applications 1976
Saccharomyces cerevisiae alimentaires

Metschnikowia reukaufii
W6b
Candida buinensis

Pharmaceutique

Kresze, 1991 ; Boiron, 1996

Contrera Gimenes et al.,2019
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Enzymes protéolytiques

Les enzymes sont les catalyseurs biologiques ; elles assurent le déroulement de toutes
les réactions metaboliques de I'étre vivant (Pelmont, 1995), telle que les protéases appelées
aussi protéinases ou Peptidases (Qureshi et al., 2011). C’est une classe d'enzymes catalysant
I'nydrolyse totale des protéines en peptides et en acides aminés en clivant leurs liaisons
peptidiques (Sumantha et al., 2006). Elles sont les enzymes les plus importantes utilisée
commercialement dans le monde. Les protéases contribuent a plus de 65% du marché mondial

des enzymes (Ibrahim et al., 2015).
I. Classification des protéases

Les protéases appartiennent a un groupe tres vaste et complexe d'enzymes qui difféerent
par leurs propriétés. Selon le Comité de la nomenclature de I'Union internationale des
Biochimie et biologie moléculaire, les protéases sont classées dans le sous-groupe 4 du
groupe 3(hydrolases) (Rao et al., 1998 ; Sajo et al., 2014 ; Trehan 2018 ; Mamo et Assefa,
2018 ; Jisha et al., 2013 ; Contrera Gimenes et al., 2019). Les protéases peuvent étre classées

selon plusieurs critéres :

1. Selon la localisation cellulaire
Les protéases sont divisées en deux groupes selon leur localisation dans la cellule, soit
les proteases intracellulaires et extracellulaires (Mathieu, 2005).
1.1. Protéases intracellulaires
Ces protéases jouent un role essentiel dans 1’¢laboration et la régulation des processus
cellulaires et métaboliques, ce type de protéases est moins intéressant a 1’utilisation
industrielle car ces enzymes n écessitent une étape de lyse cellulaire pour en faire I’extraction
(Rao et al., 1998).
1.2. Protéases extracellulaires
Ces enzymes catalysent I’hydrolyse des protéines en petits peptides assimilables par
les cellules. Ces enzymes sont plus intéressantes pour utilisation en industrie car elles ne
nécessitent pas d’étapes de lyse cellulaire pour en faire 1’extraction (Rao et al., 1998).
2. Selon longueur de la chaine polypeptidique
Il existe deux catégories ; les protéases, qui scindent la molécule protéique en
fragments polypeptidiques et les peptidases qui hydrolysent les polypeptides et les

transforment en acides aminés libres (Frazier, 1967 ; Colwell et Grigorova, 1989).
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3. Selon le mode d’attaque de la chaine polypeptidique (la position ou site
du clivage de la liaison peptidique sur les substrats protéiques).

3.1. Exoprotéases

Les exopeptidases n'agissent qu'a proximité des extrémités des chaines
polypeptidiques. En fonction de leur site d'action a I'extrémité N ou C, elles sont classées en
amino- et carboxypeptidases (Sajo et al., 2014 ; Trehan, 2018 ; Contrera Gimenes et al.,
2019).

3.1.1. Aminopeptidases

Agissent a une extrémité N libre de la chaine polypeptidique et libérent un seul amino
acide résidu, un dipeptide ou un tri peptide. Ils sont connus pour éliminer I'acide aminé N-
terminale méthionine qui peut étre trouvée dans les protéines exprimées de maniére
hétérogéne mais pas dans de nombreuses protéines matures naturelles. Les aminopeptidases
sont présentes dans une grande variété de microorganisme, y compris les bactéries et les

champignons (Sajo et al., 2014 ; Trehan, 2018 ; Contrera Gimenes et al., 2019).
3.1.2. Carboxypeptidases

Agissent aux extrémités C de la chaine polypeptidique et liberent un seul aminoacide
ou un dipeptide. Les carboxypeptidases peuvent étre divisées en trois groupes principaux,
sérine carboxypeptidases, métallo carboxypeptidases et cystéine carboxypeptidases selon la
nature du résidu d'acide aminé au site actif des enzymes (Rao et al., 1998, B. Sajo et al., 2014,
Trehan ,2018, Contrera Gimenes et al., 2019).

3.2. Endopeptidases

Sont caractérisées par leur action préférentielle au niveau des liaisons peptidiques des
régions internes de la chaine polypeptidique éloignées des extrémités N et C. La présence de
groupe amino ou carboxyle a une influence négative sur l'activité enzymatique. (Pushpam et
al., 2011 ; Sajo et al., 2014, Trehan 2018 ; Contrera Gimenes et al., 2019).
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4. Selon la nature de résidu impliqué dans le site actif

Les endopeptidases sont divisés en quatre sous-groupes selon leur mécanisme

catalytique :
4.1. Sérine Protéases (EC 3.4.21)

Elles sont caractérisees par la présence d'un groupe sérine dans leur site actif Ils sont
abondants et communs chez les virus, les bactéries et les eucaryotes, indiquant qu'ils sont
utiles pour les organismes. Les sérine protéases se trouvent dans les groupes exopeptidase,
endopeptidase, oligopeptidase et omégapeptidase (Geethanjali et Subash, 2011 ; Pushpam et
al., 2011 ; Sajo et al., 2014 ; Mamo et Assefa, 2018).

4.2. Cystéine/ thiolprotéases. Les protéases a cystéine (EC 3.4.22)

Elles hydrolysent une liaison peptidique qui contient de la tyrosine, de la
phénylalanine ou de la leucine du c6té carboxyle de la liaison de séparation. Les protéases de
type cystéine sont présentes a la fois chez les procaryotes et les eucaryotes, Sur la base de leur
spécificité de chaine latérale, ils sont globalement divisés en quatre groupes papaine, trypsine
(avec une préférence pour le clivage au niveau du résidu arginine), et spécifiques a l'acide
glutamique, et les autres (Pushpam et al., 2011 ; Geethanjali et Subash, 2011 ; Sajo et al.,
2014 ; Mamo et Assefa, 2018).

4.3. Protéases aspartiques. Les aspartic proteinases (EC 3.4.23)

Ce sont les endopeptidases qui dépendent des résidus d'acide aspartique pour leur
activité catalytique qui sont vitaux pour leur activité catalytique Il est communément connu
sous le nom de protéases acides. lls sont principalement classés en deux groupes : les
enzymes de type pepsine et de type rénine (Pushpam et al., 2011 ; Geethanjali et Subash,
2011 ; Sajo et al., 2014 ; Mamo et Assefa, 2018).

4.4. Métalloprotéases (EC 3.4.24)

Sont des types de protéases tres diversifiés. Les ions métalliques divalents sont leurs
caractéristiques indispensables a 1’activité (Pushpam et al., 2011 ; Geethanjali et Subash,
2011 ; Sajo et al., 2014 ; Mamo et Assefa, 2018).
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5. Selon le pH optimal de Pactivité

5.1. Protéases alcalines

Sont généralement les protéases a sérine, sont utilisées depuis assez longtemps (Pathak
et Rathod, 2018). Les protéases alcalines ont généralement des optima de pH compris entre 8
et 12 (Naveed et al., 2021 ; Solanki et al., 2021).

5.2. Protéases acides

Comme leur nom lindique, les protéases acides ont tendance a
montrer leur activité dans la plage de pH acide, principalement le pH optimal étant de 3 a 4 et
le point isoélectrique entre 3 et 4,5 et appartiennent au groupe des aspartiques protéases
(Machado et al., 2016; Razzaq et al., 2019 ;Solanki et al., 2021).

5.3. Protéases neutres

Les protéases neutres font référence aux enzymes protéolytiques qui montrent leur
activité soit a pH neutre, soit a pH légerement alcalin, soit a pH légérement acide, avec
I'activité maximale dans la plage de pH de 5 a 8 (Razzaqg et al., 2019). De nombreuses
protéases neutres entrent dans la catégorie des metalloprotéases et ont besoin d'un ion divalent
chargé positivement pour leur activité (Solanki et al., 2021).

6. Selon la séquence et des similitudes structurelles MEROPS

Les protéases varient dans leurs plis structuraux et dans la composition des acides
aminés catalytiques, toutes les protéases connues sont classées en clans et familles et sont
disponibles dans la base de données MEROPS. Elle est une base de données et un schéma de
classification hiérarchique et nomenclatures des protéases. Les familles dans MEROPS sont
définies comme des groupes de protéines homologues qui partagent une similitude
significative dans la séquence d'acides aminés avec l'unité peptidase de I'exemple type de la
famille ou une autre protéine précédemment attribuée a la famille. Les familles sont affectées
a un clan si les membres représentatifs de la famille ont des plis protéiques clairement
similaires. Les membres d'un clan sont supposés partager une origine commune, les membres
d'une famille sont divisés en sous-familles (Monttinen et al.,2019 ; Contrera Gimenes et al.,
2019).
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7. Selon leur besoin en ATP
Un autre critére de classement, est li¢é au besoin ou non d’ATP pour fonctionner
(Ganesh et al., 1998), ce groupe de protéases comprend celles composées de plusieurs sous-
unités contenant des domaines d’ATPase et des domaines protéolytiques. Il existe des
protéases qui ne peuvent étre classeées dans aucun de ces groupes, (exemple : les signaux

peptidases des lipoprotéeines) (Mathieu, 2005).

Il. Sources de protéases

Etant donné que les protéases sont physiologiquement nécessaires aux organismes
vivants, elles sont omniprésentes, se trouvant dans une grande diversité de sources telles que

les plantes, les animaux et les micro-organismes (Rao et al., 1998).
1. Protéases animales

Les protéases d'origine animale les plus connues sont la chymotrypsine, la trypsine
pancréatique, la pepsine et la rénine. Elles sont préparées sous forme pure en grandes
quantités. Cependant, leur production dépend de la disponibilité du bétail pour I'abattage, qui
est a son tour régie par les politiques et agricoles (Rao et al., 1998). La chymotrypsine (Mr 23
800) est une protéase digestive a sérine (Lehninger, 1982). Elle est préparée a partir d'extraits
pancréatiques d'animaux. La chymotrypsine pure est une enzyme colteuse, qui n'est utilisée
que dans des applications diagnostiques et analytiques. La trypsine (Mr 23 300) est la
principale enzyme digestive intestinale responsable de I'nydrolyse des protéines alimentaires
(Rao et al., 1998). La pepsine (Mr 34 500) est une protéase acide que l'on trouve dans
I'estomac de presque tous les vertébrés (Rao et al., 1998 et Ward, 1985). La pepsine était déja
utilisée dans les détergents a lessive en 1913, mais aujourd'hui remplacée par un mélange de
protéases microbiennes a base de sérine et de métal qui semblent moins dégradables par les
savons, les conditions alcalines et les températures élevées (Adinarayana et Ellaiah, 2002). La
présure est une protéase de type pepsine qui est produite sous forme de précurseur inactif dans
I'estomac de tous les mammifeéres allaitants. Elle est convertie en rénine (Mr 30,7 kDa) active
par l'action de la pepsine. Elle est largement utilisée dans l'industrie laitiére pour produire un
caillé stable et de bonne saveur (Rao et al., 1998). Seules les porcines et les pepsines bovines

présentent un intérét industriel (Scriban, 1993).
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2. Protéases végétales

L'utilisation des plantes en tant que source de protéases est régie par plusieurs facteurs
tels que la disponibilité de terres pour la culture et I'adéquation des conditions climatiques
pour la croissance. De plus, la production de protéases a partir de plantes est un processus qui
prend du temps. La papaine, la bromélaine, les kératinases et la ficine sont quelques-unes des
protéases d'origine végétale les plus connues (Rao et al., 1998). La papaine et la ficine sont
préparées par extraction a l'eau de matiéres brutes provenant respectivement de Carica
papaya et de Ficus carica. La bromélaine est préparee a partir de la tige et du jus de I'ananas
(Ward, 1985). Les kératinases sont produites par certains groupes botaniques des plantes pour
dégrader les cheveux et la laine. Cette digestion est importante pour la production d'acides
aminés essentiels tels que la lysine et pour la prévention du colmatage des systemes de
traitement des eaux usées (Rao et al., 1998). La ficine est issue de la figue (Ficus glabrata)
(Scriban et al., 1993).

3. Protéases microbiennes

Les micro-organismes représentent une excellente source d'enzymes en raison de leur
grande diversité biochimique et de leur sensibilité a la manipulation génétique. Les protéases
microbiennes sont préférées aux enzymes d'origine végeétale et animale car elles possédent
presque toutes les caractéristiques souhaitées pour leurs applications biotechnologiques (Rao
et al., 1998). Les protéases microbiennes représentent environ 40 % du total des ventes
mondiales d'enzymes (Castro, 2013 et Kumar et al., 1999 et Rao et al., 1998).

3.1. Protéases bactériennes

Les protéases bactériennes, qui sont de nature alcaline, ont une grande importance
commerciale dans la lessive, I'alimentation, le cuir et de la soie en raison de leur capacité de
production élevée et leur activité catalytique. Les protéases alcalines bactériennes sont
caractérisées par leur forte activité a un pH alcalin entre 8 et 12, avec une température
optimale comprise entre 50°C et 70°C. Ces propriétés des protéases alcalines bactériennes
rendent leur utilisation dans I'industrie des détergents (Jisha et al.,2013). Parmi les bactéries,
Bacillus subtilis est la souche productrice de la subtilisine ou subtilase. Celle-ci est trés stable
et résiste bien a 1’action des détergents (Calk et al., 2000). Des protéases appartenant a
d’autres genres bactériens sont également disponibles sur le marché de la biocatalyse, tels que

Pseudomonas,Streptomyces, Enterococcus, Listeria, Thermus, Oenococcus, Chrysobacterium,
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Microbacterium (Adesh et al., 2002 ; Anisha et al., 2008 ; Mahajan et Badgujar, 2010;
Ameep., 2013).

3.2. Protéases fongiques

Les champignons élaborent une plus large variété d'enzymes que les bactéries. Les
protéases fongiques sont actives dans une large gamme de pH et présentent une grande
spécificité du substrat. Elles sont particulierement utiles dans I'industrie fromagére en raison
de leurs spécificités étroites de pH et de température (Rao et al., 1998). Elles offrent
I'avantage de séparer le mycélium par simple filtration et peuvent étre facilement produites

par un processus de fermentation a I'état solide (Jisha et al.,2013).

3.2.1. Protéases des moisissures

Le marché mondial des enzymes industrielles est représenté 40% des enzymes
fongiques. Les protéases constituent les enzymes les plus importantes qui peuvent étre
produites par plusieurs genres fongiques tels qu’Aspergillus, Penicillium, Geotrichum,
Fusarium, Rhizomucor, Endothia, Trichoderma, Mucor, Rhizopus, etc. Ce groupe d’enzymes
a des possibilités d’applications biotechnologiques tres étendues. Elle plus utilisées dans les
détergents pour lessives, la boulangerie, dans 1’industrie pharmaceutique, dans 1’industrie
alimentaire humaine et animale et dans 1’industrie des tanneries (Frazier, 1967 ; Ul-haq et al.,
2003).

3.2.2. Protéases des levures

Certaines levures produisent aussi les protéinases, il s’agit essentiellement des genres
Candida, Saccharomyces, Rhodotorula, Debaryomyces. Saccharomyces cerevisiae par
exemple, produit trois types d’enzymes protéolytiques ; une sérine protéase et une
métalloprotéase et aspartylprotéase, L’activité protéolytique de ces genres est utilisée

particuliérement pour 1’affinage des fromages (Kresze., 1991 ; Boiron, 1996).
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I11. Production de protéase

Actuellement, pour la production de protéases microbiennes en utilisant la
fermentation a I'état solide (FMS) et la fermentation submergée (FML) (Contesini et al., 2018
; Razzaq et al., 2019 ; dos Santos Aguilar et Sato 2018). Mais en général les protéases sont
produites par fermentation submergée (FML), qui représente pres de 90% de la production de
toutes les enzymes industrielles (HoOlker et al., 2004). Afin d’atteindre une production
maximale d'enzymes, chaque souche microbienne a ses propres exigences nutritionnelles et
physicochimiques. Il n’existe donc pas de condition de culture et de milieu définis (Kasana et
al., 2011 ; Contrera Gimenes et al., 2019). Il existe plusieurs microorganismes producteurs
d’enzymes proteolytique, mais I'attention se limite a ceux qui ont des rendements significatifs
et des propriétés appropriées, donc les meilleures conditions pour la croissance des
microorganismes ne se traduisent pas nécessairement par une bonne production (Kasana et
al., 2011).

La physiologie du milieu solide est la principale différence entre la production
d'enzymes par FMS et FML, c’est-a-dire que les enzymes qui ne sont pas secrétées dans le
milieu dans la FMS (les enzymes intracellulaires), peuvent étre sécrétées dans la FML (les
enzymes extracellulaires). Par conséquent, les différences moléculaires dans I'expression des
génes biosynthétiques ont un impact direct sur la productivité des enzymes, ce qui peut
entrainer la production et la sécrétion de protéases différentes (Barrios-Gonzélez, 2012). De
nombreuses sources de substrats ont été étudiées afin de trouver les conditions optimales pour
la production des enzymes protéolytiques. Un bon rendement est obtenu lorsque les sources
souhaitées d'hydrates de carbone, de protéines et de minéraux nécessaires a la croissance des
micro-organismes et a la production de protéases sont présentes (Mukhtar et Haqg., 2013), Par
exemple on peut utiliser les déchets de tomates comme une source de carbone ou une source

d’azote pour la production de protéase par Aspergilus oryzae (boukhalfa-lezzar, 2015).
1. Fermentation en milieu liquide (FML)

La plut part des protéases sont produites par fermentation submergée (FML), qui
représente prés de 90% de la production de toute les enzymes industrielles (Holker et al.,
2004). Dans la FML, la croissance microbienne a lieu dans un milieu liquide avec une grande
disponibilité deau libre et convient mieux aux bactéries. Cette technique présente des

avantages tels que la facilit¢ de contrdle des variables physico-chimiques, une bonne
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distribution des composants du milieu et la récupération d'enzymes extracellulaires. Donc, les
enzymes produites sont diluées et peuvent étre moins stables. En général, la production de
protéase microbienne par FML utilise différents substrats tels que le fructose, le sucrose, le
lactose, I'extrait de levure, peptone et des sous-produits industriels complexes, a savoir : la
mélasse, 1’eucalyptus et liqueur de mais (Contrera Gimenes et al., 2019 ; Contesini et al.,
2018 ; Anandharaj et al.,2016).

2. Fermentation en milieu solide (FMS)

La fermentation a I'état solide (FMS) est un processus de fermentation qui implique
une matrice solide et se déroule en I'absence ou la quasi-absence d'eau libre. Donc, le substrat
doit posséder une humidité suffisante pour soutenir la croissance et le métabolisme du micro-
organisme. La matrice solide peut étre soit la source de nutriments ou un support imprégné
par les nutriments appropriés qui permet le développement des micro-organismes (Pandey,
2003).

L’habitat naturel des microorganismes ressemble a la FMS et constitue donc un choix
privilégié pour la croissance et la production de microorganismes pour se développer et
produire des produits utiles a valeur ajoutée (Holker et al, 2004). Cependant la FMS est plus
adapté aux champignons en raison de leur proximité de leur habitat naturel et de leur milieu,

et de leur besoin d'une humidité moindre que celle des bactéries (Singhania et al., 2009).
e Avantages de la fermentation solide

La FMS présente plusieurs avantages mais aussi quelques inconveénients. Parmi les
avantages, on peut citer : une productivité de fermentation plus élevée, la stabilité des
produits, une plus faible répression catabolique, la culture de micro-organismes spécialisés
dans les substrats insolubles dans I'eau ou la culture mixte de divers champignons, et, enfin et
surtout, une moindre demande de stérilité en raison de la faible activité de I'eau utilisée en
FMS (Holker et al., 2004).

Le systeme FMS présente des inconvénients tels que : une difficulté pour contr6lé la
fermentation, un échauffement éventuel, une énergie importante exigée pour les systéemes
avec mélangeur, un inoculum sporogene important, un risque de contamination bactérienne et

des difficultés de passer a des volumes trés grands (Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992).
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IV. Méthodes d’optimisation

Le processus d’optimisation a une grande importance pour la production industrielle
des enzymes et surtout dans le cas d’une surproduction, les manipulations des milieux
représentent la meilleure alternative aux manipulations genétiques (Reddy et al., 2008).
Differents types de plans d’expériences sont utilisés en biologie et particulierement dans le
domaine des biotechnologies, ils permettent 1’optimisation de la production d’enzymes
microbiennes. Ces méthodes permettent de faire varier plusieurs facteurs a la fois, de maniere
a étudier leurs effets sur les paramétres a étudier (Cochran et Cox, 1992). L’objectif des plans
d’expériences est de choisir au micux les expériences a réaliser pour découvrir les régles
d’évolution d’une grandeur d’intérét en fonction de variables opératoires. Ces regles se
traduisent le plus souvent par une formule mathématique ou par des consignes d’utilisation.
Les formules trouvées sont essenticllement pratiques c’est-a-dire qu’elles donnent une
représentation mathématique approchée du phénoméne dans une région limitée de 1’espace

expérimental (Goupy, 1990).
1. OFAT (One Factor at a Time)

L"OFAT est une technique de résolution de probléemes qui permet d'identifier les
causes critiques d'un effet a partir d'un ensemble de causes potentielles. L'approche adoptée
consiste a modifier un seul facteur, et en gardant tout le reste constant (tous les autres
facteurs). Le test d'hypothése est le moyen le plus couramment utilisé pour 'OFAT (Web 2).
Cette technique est longue et codteuse. De plus, lorsqu’un grand nombre de variables est
considéreé, elle n’a pas la capacité de détecter I’optimum réel et ne prend pas en compte les

interactions entre les facteurs (Hajji et al., 2008 ; Kammoun et al., 2008).

2. Plan de Plackett et Burman (1946)

Plackett .R.L. et Burman J.P. ont publié leur étude en 1946 dans la revue Biometrika.
Ils expliquent comment construire des plans pour étudier un grand nombre de facteurs en peu
d’essais. Ils attribuent deux niveaux a chaque facteur et supposent que toutes les interactions
entre facteurs sont négligeables devant les effets principaux. Ce plan est présenté sous forme
de matrices carrées orthogonales contenant uniquement des +1 et des -1. Ce sont des matrices
d’Hadamard. IIs indiquent toutes les matrices (N, N) a partir de N = 8 et jusqu’a N = 100 qu’il
est possible de construire. Il n’avait pas encore trouvé la construction de la matrice (96, 96) au

moment de leur publication (Goupy, 1990).

23



Etude Bibliographique

3. Plan de Box et Wilson

Le plan d'expérience de Box-Wilson (plans composites centrés) couplé a la surface de
réponse est le plus utilisé. Les plans composites centrés comprennent un plan factoriel ou un
plan factoriel fractionnaire avec des points centraux, auxquels s'ajoute un groupe de points
axiaux (ou étoiles) qui permettent d'estimer la courbure (Web 3), Ce plan permet de modéliser

des facteurs quantitatifs.

* (n, [nc, a]) : renvoie une matrice d'expériences Box-Wilson de facteur n (également appelée
CCD, Center Composite Design). Les arguments facultatifs nc et o peuvent étre ajoutés pour
spécifier le nombre de points centraux et la valeur de la distance entre le point axial réel et le

centre de I'expérience. Cette fonction est limitée aux plans avec 2 <n <9.
* n est un entier qui spécifie le nombre de facteurs.

« nc (facultatif) est un entier qui spécifie le nombre de points centraux. Le nombre de points
centraux par défaut est nc =4 - v (nf + 1) — 2n, ou nf est le nombre d'exécutions pour la partie

factorielle et I'expérience Box-Wilson.

« o (facultatif) est un nombre réel qui spécifie la distance entre le point axial réel et le centre
de I'expérience. La valeur par défaut pour o est nf4, ol nf est le nombre d'exécutions pour la
partie factorielle et I'expérience Box-Wilson. Pour respecter la capacité de rotation, o>1.
(Web 4).

V. Applications des protéases
Les protéases ont été considérées comme l'un des groupes d'enzymes les plus

essentiels dans l'industrie des enzymes et ont diverses applications dans différentes
industries (Mamo et Assefa ,2018).

1. Application dans I'industrie laitiere

La principale application des protéases acides est la production de fromage dans
I'industrie laitiére. Le role majeur des protéases acides dans la production de fromage est
d'hydrolyser la liaison peptidique specifique pour générer de la para-Kcaséine et des

macropeptides donc la coagulation du lait (Mamo et Assefa ,2018).
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2. Application dans I'industrie de la boulangerie.

La farine de blé est un composant majeur des processus de boulangerie. 1l comprend
une protéine insoluble appelée « gluten » qui régule la propriété de la pate. Des endo et
exoprotéinases ont été appliquées pour améliorer le gluten de blé par protéolyse limitée. De
plus, les protéases aspartiques fongiques ont également été largement utilisées dans la
production d'assaisonnements alimentaires et I'amélioration d'aliments riches en protéines tels

que le pain et les denrées alimentaires apparentées (Mamo et Assefa ,2018).
3. Application dans I'industrie de la biere

Lors de la fabrication de la biére, les protéines et les polyphénols extraits du tissu
végétal peuvent interagir et former un trouble La formation de trouble est un probléme majeur
dans la production de biere, car elle affecte les qualités du produit final. 1l s'agit notamment de
I'nydrolyse des protéines indésirables lors de la finition de I'opération pour obtenir une bonne
qualité de la biere (Mamo et Assefa ,2018).

4. Application dans I'industrie du vin

Le maintien de la stabilité du vin avant la mise en bouteille est une étape difficile et
cruciale dans le processus de vinification. Le vin trouble avec précipité se forme a la suite
d'une instabilité thermique des protéines. L’enzyme protéase acide convient a la dégradation
du complexe de turbidité produit a partir des protéines dans le vin. Aussi il a été démontré que
les vins traités avec I'enzyme protéase avaient une teneur en acides aminés plus élevée que les
vins non traités, Ces résultats ont indiqué que le traitement a la protéase pouvait augmenter la
concentration d'azote assimilable, qui était I'un des nutriments importants pour la levure dans

la fermentation du vin (Mamo et Assefa ,2018).
5. Fabrication de produits a base de soja

Le soja est riche source de nourriture, en raison de leur teneur élevée en protéines de
bonne qualité. Les protéases sont utilisées depuis I'Antiquité pour préparer sauce soja et autres
produits a base de soja. Les protéases d'origine fongique jouent un réle important dans la
transformation de la sauce de soja. Modification protéolytique des protéines de soja contribue

a améliorer leurs propriétés fonctionnelles (Rao et al., 1998).
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6. Synthése de I'aspartame

L'utilisation de I'aspartame comme édulcorant artificiel non calorique a été approuvée
par le Food and Gestion des médicaments. L'aspartame est un dipeptide composé de I'acide L-
aspartique et I'ester méthylique de la L-phénylalanine. La configuration des deux acides

aminés est responsable du goft sucré de 1’aspartame (Rao et al., 1998).
7. Industrie du cuir : Tannage

Le traitement conventionnel du cuir implique des opérations unitaires consecutives
(trempage, chaulage, épilation, détartrage...etc.) ou des produits chimiques nocifs sont utilisés
(chaux, solvants, sulfure de sodium et sels d'ammonium). Le sulfure de sodium qui crée des
problemes de pollution agit sur la tige du cheveu en dehors de la peau, réduisant la liaison SS
et augmentant la solubilisation des protéines. Les protéases est une alternative écologique
pour remplacer l'utilisation du sulfure de sodium pour épiler et tanner le cuir (Troncoso et al.,
2022 ;Contesini et al., 2017 ;Jisha et al., 2013 ; Banerjee et Kumar Ray, 2017).

8. Médecine esthetique et produits de beauté

L’application des protéases pour la médecine cosmétique et la préparation de produits
de beauté repose sur I'obtention de composés bioactifs dotés de propriétés fonctionnelles (des
biopeptides, des hydrolysats antioxydants). Le collagéne hydrolysé est incorporé dans les
produits régénérants cutanés pour prévenir le sechement et les dommages cutanés. D’autre
part, les protéases sont principalement utilisées pour favoriser I'exfoliation cutanée, et
augmenter l'absorption d'eau et d'autres ingrédients cosmétiques, traiter les ulceres cutanés et

cicatriser les brilures (Troncos et al., 2022).
9. Applications pharmaceutiques et médicales

Les applications médicales utilisant des enzymes sont en développement continu pour
traiter des maladies ou des troubles humains avec des méthodes non invasives, La papaine est
utilisée pour le traitement des cedémes, du gluten intolérance, hypochlorhydrie, troubles
digestifs et infections, La ficine est utilisée comme agent hémostatique (Troncoso et al.,
2022). Les protéases sont efficaces dans le traitement de diverses maladies comme la tumeur,

I'inflammation, le cancer, etc. I'activité catalytique, les protéases sont considérées comme des
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agents importants dans plusieurs voies biochimiques et fonctions physiologiques telles que la
signalisation cellulaire, I'apoptose, la migration cellulaire, I'adhésion cellulaire et les
métastases (Banerjee et Kumar Ray, 2017). La grande diversité et la spécificité des protéases
sont utilisées avec grand avantage dans le développement d'agents thérapeutiques efficaces
(Jabalia et al., 2014).

10. Industrie des détergents

Les détergents utilisent des enzymes, telles que des protéases pour éliminer les taches
sur les tissus qui sont autrement difficiles a enlever avec le commun détergent. Ces taches
comprennent des protéines, des pigments (Contesini et al., 2017). Les protéases sont I'un des
ingrédients standard de toutes sortes de détergents allant de ceux utilisés pour la lessive
domestique aux réactifs utilises pour nettoyer les lentilles de contact ou les protheses dentaires
(Jabalia et al., 2014).

11. Synthése d’hydrolysat de protéines (Peptides bioactifs)

De nombreuses protéines peuvent étre hydrolysées de maniere limitée, ce qui entraine
les peptides, aussi appelés hydrolysats de protéines aux activités biologiques remarquables,
comme antihypertenseur a partir de protéines précurseurs par hydrolyse enzymatique par des
enzymes protéolytiques (Contesini et al., 2017).

12. Récupeération d'argent

Il existe plusieurs méthodes chimiques pour la récupération de I'argent, mais elles ne
sont pas respectueuses de I'environnement. Des protéases alcalines sont utilisées a cette fin
particuliére, qui dégrade activement la couche de gélatine du film et liberent I'argent lié (Jisha
et al., 2013 ; Banerjee et Kumar Ray, 2017 ; Jabalia et al., 2014).

13. Traitement des déchets

Dalev, en 1994, a rapporté un procédé enzymatique utilisant une protéase alcaline de
B. subtilis dans le traitement des déchets de plumes des abattoirs de volailles. Les plumes
représentent environ 5 % du poids corporel des volailles et peuvent étre considérées comme
une source élevee de protéines pour I'alimentation humaine et animale, a condition que leur
structure rigide de kératine soit complétement détruite. Un prétraitement avec du NaOH, une

désintégration mécanique et une hydrolyse enzymatique ont entrainé une solubilisation totale
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des plumes Le produit final était une poudre lourde et grisatre avec une teneur trés élevee en
protéines qui pouvait étre utilisée comme additif alimentaire (Jisha et al., 2013). En raison de
caractéristiques particulieres, des kératinases ont été largement utilisées comme agents
nématicides, pour la production de biocarburants et pour la production d'engrais a partir de
déchets de volaille la production de peptides, le recyclage des déchets, les industries de

transformation des déchets. Traitement de I'eau (Banerjee et Kumar Ray, 2017).
14. Industrie chimique

Les protéases jouent un role majeur dans I'industrie chimique de synthese sous forme
de biocatalyseur. Cependant, un inconvénient majeur de cette application est la réduction de
l'activité enzymatique dans des conditions anhydres. Plusieurs chercheurs ont rapporté la
catalyse de la synthése peptidique en solvant organique par des protéases alcalines (Banerjee
et Kumar Ray, 2017).

15. Industrie de la laine

Les fibres de laine sont recouvertes d'écailles qui se chevauchent et pointent vers la
pointe de la fibre. Une méthode réussie impliquait I'hydrolyse partielle des pointes d'écailles

avec la protéase, la papaine (Jabalia et al., 2014).
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Matériel et méthodes

Le travail a été realisé au niveau du Laboratoire de Génie Enzymatique et Application
(GEA). Il porte sur I’optimisation de la production de la protéases de la levure Clavispora
lusitaniae CBS 6936 T et 1’étude de ses caractéristiques a savoir ’effet de la température et

du pH sur I’activité protéolytique.

I. Matériel biologique

1. Souche levurienne

La levure utilisée pour la production de la protéase est la souche Clavispora lusitaniae
CBS 6936 T isolée a partir des pelures de pomme de terre. Elle est conservée dans la

mycothéque du laboratoire de Génie Enzymatique et Application GEA.
2. Repiquage de la souche

Le repiquage des colonies est effectué sur un nouveau milieu de culture nutritive
YPGA (annexel) ensemencé par la méthode de stries dans des boites pétries (Figure 4) a
I’aide d’une pipette pasteur sous les conditions d’asepsie. Les boites sont incubées pendant 48
heures a 30°C dans une étuve. Elles sont utilisées pour l'inoculation des différents milieux

destinés a la fermentation.

Figure 4 : Culture aprés ensemencement par la méthode des stries.

29



Matériel et méthodes

3. Preéparation de I'inoculum

50 ml du milieu YPGA sont coulés en erlens meyers de 250 ml et ensemencés ensuite
avec Clavispora lusitaniae ABS7. Apres une incubation de 48h a 30°C, une quantité d’cau
distillée stérile (ou d’eau physiologique)est ajoutée et les cellules sont homogénéisées par
agitation manuelle. En récupere la solution mere de levure pour effectue le dénombrement et
I’ensemencement des milieux. La solution mére est I’inoculum qui correspond a la suspension
cellulaire de la levure, elle est conservée au réfrigérateur.

4. Dénombrement des cellules

L’estimation du nombre de cellules de la suspension cellulaire est effectuée par
comptage direct & I’aide d’une cellule de Thomas (0.Imm, 1/400mm?) et au grossissement
(x40). On depose, entre la cellule et lamelle, une goutte de la suspension de levure par la
pipette pasteur, puis on fait le comptage des cellules levuriennes dans le quadrillage (Figure
5). Le comptage permet de déterminer le nombre de cellules totales par unité de volume de
milieu de culture. La relation suivante permet d’exprimer la concentration en cellules totales

en nombre de cellules par ml :

Nombre de cellules totalesX dilution .10°

Nomber cellules totale /ml =
Nombre de carreaux>0,00025

NB : Pour les éléments chevauchent les lignes, comptez tous ceux qui chevauchent les lignes

a gauches et en haut. Ne comptez aucun élément qui chevauche les lignes a droite et en bas.

Q
51
F

e fo—

| ! |
a2 mr ! ] 3 i 3 1
! 1 4 4 4 41 4
1 1 1 | 1

Figure 5 : Quadrillage de cellule de thomas.
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I1.Substrat de fermentation

Ce travail est une contribution sur I'étude du potentiel de production de protéases sur
un milieu solide pour cela, les milieux a base des déchets de tomates et les restes du pain ont
été choisi, car ces substrats sont riches en nutriments nécessaires pour le développement des

levures et aussi pour la production d’enzymes.

Les déchets de tomates essores et les restes du pain récupérés sont séchés a 1’air libre
(25 — 30°C) pendant 3 - 4 jours. lls sont broyés a I’aide d’un moulin électrique ménager puis

tamisés de maniére a avoir un substrat sous forme de farine.
I11.0Optimisation protéeolytique

La production de protéase est influencée par divers parametres de production,
notamment des parametres nutritionnels et environnementaux. Pour cela, la composition du
milieu de culture est optimisée par les méthodes statistiques a savoir le plan d'expériences
composite central (CCD) de Box et Wilson (1951). Le CCD permet de déterminer les optima

des parametres sélectionnés précédemment.
o Plan composite centré de Box et Wilson (CCD : Central Composite Design)

Ce plan est un outil expérimental efficace permettant 1’identification des facteurs
effectifs, I’étude de leurs interactions et la sélection des conditions optimales d’un systéme
multi variable. Le plan composite centré de Box et Wilson (1951) a été sélectionnés pour
optimiser les valeurs des trois facteurs significatifs a savoir I’humidité, le temps d’incubation

et I’inoculum. (Tableau 3) Chaque facteur du plan est étudié a cing niveaux (tableau 2).

Tableau 2 : Relation entre les niveaux codés et les niveaux réels des facteurs utilisés

dans le plan centré de Box et Wilson.

Niveau
Facteurs
-1,168 -1 0 +1 +1,168
C: : Humidité (%) 63,18 70 80 90 96,82
C, : Inoculum (cellules/ml) 2,08 x 10° 10° 10* 10° 0,5 x 10°
C 3 : Temps d’incubation(h) 31,62 48 72 96 112
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Tableau 3 : Matrice expérimentale du plan composite pour 1’étude de trois facteurs.

Essai Ci Cz Cs
1 1,682 0 0
2 0 0 0
3 0 0 1,682
4 1 1 -1
5 1 -1 1
6 0 0 0
7 1 -1 -1
8 0 0 0
9 -1 -1 1
10 -1 -1 -1
11 0 0 1
12 -1 1 0
13 0 0 0
14 0 -1,682 0
15 0 1,682 0
16 -1,682 0 -1
17 -1 1 0
18 0 0 -1
19 1 1 1
20 0 0 -1,682

1VV.Milieu de fermentation

Afin de déterminer les optima des 3 paramétres pour la production de la protéase, les

cultures sont réalisées dans des erlenmeyers de 250 ml contenant un mélange de 5g des deux

substrats des déchets (50% reste du pain et 50% déchets de tomates), suivi par I’ajout d’un

volume de tampon selon le taux d’humidité désiré suivant le plan statistique. Le contenu de

chaque erlenmeyer doit étre bien mélangé a 1’aide d’une tige. Les Erlenmeyers sont ensuite

bouchés avec du coton cardé (figure 6 : A), recouverts de papier aluminium et stérilisés a

[’autoclave.
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Apres stérilisation et refroidissement, les erlenmeyers sont inoculés avec des taux
d’ensemencement déterminés selon le plan statistique et le contenu de chaque erlenmeyer doit
étre bien mélangé a 1’aide d’une tige stérile. Les erlenmeyers sont incubés a 30°C dans une
étuve (figure 6:B) pendant un temps d’incubation selon le plan statistique. Toutes les
experiences sont réalisées en duplicate.

A : Milieu de culture de FMS B : incubation dans une étuve a 30°C
Figure 6 : Fermentation en milieu solide.

V.Extraction enzymatique

Apreés fermentation, une quantité connue (2,5 g) de substrat fermenté est mélangée
avec 25 ml de solution de Tween 80 (0,02%). Le mélange est mixé pendant 5 minutes (figure
7:1) et la solution est par la suite centrifugée al0000 rpm a 4C°pendant 10 minutes (figure
7 :2). Ensuit le surnageant est récupéré et filtre a travers un papier filtre (Whatman n° 1), pour
éliminer les particules du substrat, Le filtrat obtenu constitue 1’extrait enzymatique brut ; il est

conservé au congélateur pour les études analytiques ultérieures.

1. broyage 2. centrifugation

Figure 7 : Extraction enzymatique

33




Matériel et méthodes

V1. Méthodes analytiques

1. Détermination de la matiere seche

La matiere seche des déchets est déterminée par séchage d’un échantillon de 2,5 g
introduit dans des boites de pétrie en verre pesees préalablement et sechées a 70°C jusqu’au
poids constant. La matiere seche est exprimée en % (annexe 1).

2. Détermination des protéines (Lowry et al., 1951)

Le principe du dosage des protéines est fondé sur la résultante de deux réactions :

- La premiere est la réaction de Biuret pour augmenter la sensibilité de détection, ou la
présence de sulfate de cuivre en milieu alcalin entraine la formation d’un complexe entre 1’ion

cuivrigue et la liaison peptidique dans la protéine.

- La deuxiéme est la réaction au réactif de Folin-Ciocalteu qui réagit sur les acides aminés
aromatiques la tyrosine et le tryptophane présentes dans les protéines et se réduit en un
complexe d’une coloration bleu-violette proportionnelle a la quantité d’aminoacides présents

dans le milieu et qui peut étre détectée entre 650 et 750 nm.

Aprés dosage, le taux de protéines est calculé par référence a une courbe d’étalonnage établie
a partir d’une solution standard de Bovin Serum Albumin (BSA) a 500ug/ml. Chaque dosage

est effectué en double (Annexe 2).
3. Dosage de I’activité protéolytique (ANSON 1938)

L'activité protéolytique est déterminée a partir de l'effet de protéases sur la caséine
Ainsi, lorsque la caséine est hydrolysée par la protéase, une quantité de tyrosine est libérée
avec d'autres acides aminés dans la phase soluble. Les molécules non hydrolysées sont
précipitées par le TCA (solution d'acide trichloracétique). Cette quantité de tyrosine libérée,
peut étre mesurée directement par colorimétrie. La tyrosine est un acide aminé présent dans
toutes les protéines, que I’on utilise comme standard de dosage colorimétrique de 1’activité
protéasique a 1’aide du réactif de Folin-Ciocalteu. Celui-ci réagit avec la tyrosine et le
tryptophane pour donner par réduction un complexe bleu, donc La mesure de l'activité
enzymatique consiste a une mesure directe de l'absorbance lue a 750 nm (Annexe 2). La
densité optique ainsi déterminée peut étre convertie en concentration de tyrosine libérée, a

l'aide d'une courbe d'étalonnage de concentration en tyrosine. La courbe d’étalonnage est
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préparée a partir de solutions dont les concentrations en tyrosine varient entre 0 et 100 pg/mi
Pour la préparation de ces solutions, la tyrosine est diluée dans la solution de TCA. Une unité
(U) de protéase est I’équivalent de 1 pg de tyrosine libérée pendant 1 h de temps par 1 ml
d’une solution d’enzyme (Annexe 1). L’activité protéolytique est rapportée aussi a la quantité

de matiére seche initiale (Ms).
VII.Analyse statistique

Les données résultantes des différents essais de la production protéase sont soumises a
une analyse de la variance (ANOVA). Afin d’évaluer les effets entre les 3 différents facteurs

étudiés. Le traitement statistique de la matrice est réalisé par le logiciel Minitab 17.

Concernant le plan composite centré, les dérivés permettant de déterminer les

coordonnées des valeurs codées qui sont ensuite transformées en valeurs réelles (les optima).
VI111.Essais en conditions optimales

La souche Clavispora lusitaniae CBS 6936 T a été cultivée en erlenmeyers de 250 ml

en conditions optimales :
v' Humidité : 80% (tampon citrate-sodium, pH=5).

v' Inoculum : 2,08 x 102 cellule/ml sachant que le nombre des cellules par 1 ml dans la

suspension cellulaire est 7220x10° cellule/ml.
v" Le temps d’incubation : 72h.

La fermentation est réalisée afin de de confirmer le maximum prédit de la production

proteasique.
IX.Etude des caractéristiques de la protéase produite

L’extrait brut de la protéase de Clavispora lusitaniae CBS 6936 T est utilisé pour
déterminer quelques caractéristiques de I’enzyme : pH optimal, température optimale, et effet

des quelques effecteurs (activateurs / inhibiteurs) :
1. Détermination du pH optimal

L’influence de différents pH sur I’activité enzymatique est étudié par I’utilisation des
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solutions tampons suivant :

«Citrate-sodium (0,1M/0,2M) de pH 3 a 9 (Annexe 3).
e Glycine - NaOH (0,1 M) de pH 8 a 12 (Annexe 3).

2. Détermination de la température optimale

L’¢tude de I’effet de la température sur I’activité de la protéase est étudiée en incubant
le mélange réactionnel a différentes températures (30, 40, 50, 60, 70, 80°C) pendant 1 h a pH
optimal. L’optimum est déterminé en tragant la courbe de I’activité protéolytique en fonction

de la température.

3. Effet de différents métaux et réactifs chimiques sur I’activité

protéasique

Pour I’étude de I’effet des ions sur ’activité protéasique, on utilise des sels tels que le
CuSO4 (5mM), BaCl, (5mM), FeSO4 (5mM), Na,SO3; (5mM), KCI (150mM), (NH,;)2SO4
(0,75mM), MnSO4 (5mM), ZnSO, (0,75mM), MgSO, (5mM), NaCl (150mM) et CaCl,
(7,5mM). Les échantillons sont incubés avec chaque ion métallique séparément a 60°C
pendant 10 min, puis I’activité enzymatique est mesurée. D’autre part, différentes substances
chimiques (détergents) comme I’Ethyléne Diamine Tetra Acétate(EDTA) (5mM), 'urée
(5mM), le SDS (5mM), le B-marcaptoéthanol (1%) et le tween 80(1%) Tween 20(1%) sont
testes sur I’activité enzymatique. Apres une pré-incubation de I’enzyme avec chaque réactif a
60°C pendant 10min, les activités résiduelles de la protéase sont comparées avec celle du

contrble incubé dans les mémes conditions sans effecteurs.

36



Résultats et

discussion




Résultats et discussion

Résultats et discussion

I.Production de protéase
La production de la protéase de la souche Clavispora lusitaniae CBS6936 T en FMS a
été realisée sur un milieu constitué d’un mélange des deux substrats : les restes du pain et les
déchets de tomate (50% reste du pain et 50% déchets de tomate) et le dosage enzymatique est
effectué a pH = 5.
e Optimisation des conditions de culture par les méthodes

statistiques (plan de Box et Wilson)

La production de la protéase par la souche Clavispora lusitaniae CBS 6936 T a été
étudiée par le plan composite centré de Box et Wilson (CCD : central composite design). Les

résultats des expériences de 1’optimisation sont présentés dans le tableau 4.

L'activité enzymatique varie de 8205, 8 U/min a11676, 4 U/min (Tableau 4). La plus
faible activité est obtenue par I'essai n°11 ot le milieu est ensemencé avec 10 cellules /ml,
humidifié de 80 % avec le tampon citrate-sodium de pH=5 et incubé pendant 96h dans 1’étuve
a 30°C. Par contre, l'activité la plus importante est enregistrée dans 1’essai n°4 ou le milieu de

production contient 90% de I"’humidité, 10° cellules/ml de I’inoculum et incubé pendant 48h.
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Tableau 4 : Activités enzymatiques selon le plan de Box et Wilson.

Essai C, C, Cs AE AEws P (mg) "
(U/min) (u/g) AE /P( U/mg)
1 | 1682 | 0 0 8764,7 4812,6 2,28 3844,16
2 0 0 0 9470,5 4009,6 3,02 3135,92
3 0 0 | 1682 93529 3978,6 3,28 2851,49
4 1 1 1 | 116764 | 55036 3,02 3866,35
5 1 1 1 10500 5530,9 2,89 3633,21
6 0 0 0 103529 | 53709 3,28 3156,37
7 1 1 1 0352 .9 | 44193 2,69 3476,91
8 0 0 0 9735,2 4868,6 2,89 3368,58
9 1 1 1 11500 5199,9 2,93 3924,91
10 1 1 1 9205,8 38415 3,28 2806,64
11 0 0 1 8205,8 4049,5 2,66 3084,88
12 1 1 0 106471 | 44392 3,44 3095,08
13 0 0 0 8647,1 4179,7 3,18 2719,21
14 0 | -1682 | 0 8617,6 4136,7 3,28 2627,31
15 0 | 1682 | 0 93235 4695,6 2,89 3226,12
16 | -1682 | 0 1 8529,4 34118 3,85 2215 42
17 1 1 0 115588 | 58261 3,05 3789,77
18 0 0 1 8294,1 3855,6 3,05 2719,37
19 1 1 1 83235 4562,3 3,15 2642,38
20 0 0 |-1,682| 85294 30783 3,44 247947

Cy : Humidité. C,: Inoculum Temps. Cj: d’incubation. AE : Activité enzymatique.
AE\;s : Activité par rapport matiere seche. AS : Activité spécifique. P : Protéines totales.
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I1.Analyse statistique

Les résultats des expériences de 1’optimisation sont présentés dans le tableau 4 et sont
analysés en utilisant le logiciel Minitab 17. La signification de chaque coefficient est

déterminée par les valeurs de t et les valeurs de p correspondantes (Tableau 5).

*P<0,05 : le résultat est significatif, donc les facteurs ou I’interaction entre les facteurs a un
effet sur la production d’enzyme.
* P>0,05 : le résultat est non significatif, donc le facteur ne présente pas un effet important sur

la production de protéase (C,*C; la valeur de p est 0,102).

La valeur élevée de t et la valeur faible de p indiquent la signification élevée du
coefficient correspondant. Nous remarquons que 1’effet des facteurs: humidité (C1),
Inoculum (C2) et le temps d’incubation (C3), leurs effets quadratiques ont influencent
positivement la production protéasique de Clavispora lusitaniae. L’effet des interactions entre
C1 et C3 et aussi entre C2 et C3 est hautement significatif sue la production de la protéase (p=
0.000).

L’équation de régression suivante :

C4=4071-522,7C4-370,0C,+376,2C3+525,5C1*C1+ 305,7C,*C,+410,2C3*C 3+97C1*Cp-
645C1*C3-849C,*C3

C, : l'activité de protéase. C; : Humidité. C,: Inoculum. Cj: Temps d’incubation.

L’analyse statistique indique un coefficient de détermination de R? =0,9336, cela
signifie que 93,36% de la variation de la production de protéase peuvent étre expliquées
par les trois variables étudiées. Selon Vimal et al., 2015, le coefficient de détermination est
une mesure globale pour la qualité du modéle. Le R? ajusté = 87,39% indique un bon accord

entre les valeurs expérimentales et prédites pour la production d’enzyme.

39



Résultats et discussion

Tableau 5 : Résultats de I'analyse pour I’optimisation de I'activité de protéase.

Terme Coeff Coef ErT Valeur de T | Valeur de p FIV
Constante 4071 111 36,75 0,000

C1 -879 143 -6,16 0,000 1,60

C2 -622 130 -4,79 0,001 1,31

C3 633 125 5,06 0,000 1,32
C1*C1 1487 216 6,90 0,000 1,39
C2*C2 865 193 4,48 0,001 1,11
C3*C3 1160 197 5,88 0,000 1,13
C1*C2 557 310 1,80 0,102 1,52
C1*C3 -1826 324 -5,64 0,000 1,85
C2*C3 -2401 312 -7,69 0,000 1,15

Cette analyse est confirmée par la valeur du test de Fisher de 15,63 et la valeur de P du
modelé de 0.000. Ceci indique aussi que le modéle est accepté et que les variables inclus dans

ce modele ont un effet important sur la production de la protéase (tableau 6).

C1*Cs, la valeur de p est 0,000 : I’interaction entre 1’humidité (C;) et le temps
d’incubation (C3) a un effet sur la production de protéase. Pour I’interaction entre C,*C 3, la
valeur de p est 0,000 : I’interaction entre 1’inoculum (C2) et le temps d’incubation (C3) a un
effet sur la production de protéase. Par contre pour C1*C, la valeur de p est 0,102 cela

signifie que cette interaction n’a aucun effet sur la production de protéase (tableau 6).
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Tableau 6 : Analyse de la variance

Source DL SomCar | CM ajust | Valeur | Valeur
ajust F dep
Modéle 9 8622974 958108 15,63 | 0,000
Linéaires 3 3182887 1060962 17,31 0,000
C1 1 2327098 2327098 37,97 | 0,000
C2 1 1405395 1405395 22,93 0,001
C3 1 1572320 1572320 25,65 0,000
Carre 3 5015202 1671734 27,27 0,000
C1*C1 1 2917711 2917711 47,60 0,000
C2*C2 1 1231940 1231940 20,10 0,001
C3*C3 1 2120054 2120054 34,59 | 0,000
Interaction a 2 facteurs 3 4794378 1598126 26,07 0,000
C1*C2 1 198161 198161 3,23 0,102
C1*C3 1 1952109 1952109 31,85 | 0,000
C2*C3 1 3620186 3620186 59,06 0,000
Erreur 10 612938 61294
Inadéquation de I'ajustement 6 507137 84523 3,20 0,140
Erreur pure 4 105801 26450
Total 19 9235912

I11.Graphiques de Pareto

Le diagramme de Pareto (Figure 8) permet de représenter graphiquement les résultats

de I’analyse du plan pour la production de protéase et illustre ’ordre de signification des

variables. Ou il apparait clairement que les paramétres, humidité (C;), I’inoculum (C2), le

temps d’incubation (Cgz) sont significatifs sur la production protéasique ainsi que leurs

interactions mutuelles C,xCs (la plus significatif) et C1xCjs (significatif), tous les facteurs ou

les interactions qui dépassent 2.228, sont significatifs. D’apres la charte Pareto obtenue, on

remarque que l’effet de I’interaction C1XC, n’est pas significatif sur la production de la

protéase car inférieure a 2.228.
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Diagramme de Pareto des effets normalisés
(réponse = C4; a = 0,05)
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Figure 8 : Charte Pareto des effets standardisés des parametres opératoires sur 1’activité de

protéase.
1VV.Détermination des interactions entre les variables

Les tracés d’iso-réponses de la production de protéase sont obtenus par le modéle
polynomial de second degré. Ces graphiques permettent d’illustrer les effets linéaires,
quadratiques et interactifs sur chaque variable. En effet, elles sont utilisées pour prédire les
valeurs optimales pour les différentes variables du test, afin d'obtenir la réponse maximale de
la production de la protéase.

1. Interactions entre C, (I’inoculum) et C; (le temps d’incubation)

Les interactions entre les deux variables C, (I’inoculum) et C3 (le temps d’incubation)
et leurs effets sur la production de protéase sont représentées par le graphique de contour. La
zone en vert foncé de la figure 9 représente I’intervalle entre les valeurs en Cs (le temps
d’incubation) et C, (inoculum) ou on retrouve la zone d’activité protéolytique la plus
importante >9000. Ce qui indique une production élevée de la protéase. Dans cet intervalle se
situe les hauts niveaux des facteurs (valeurs supérieurs a 1.5). Puisque la probabilité de
I’interaction entre les facteurs C, et Csz est inférieure a 0.05 (p = 0.000), I’effet est
positivement significatif.
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Figure 9 : Graphique de contour de I’interaction entre C, (inoculum) et C3 (temps

d’incubation).
2. Interactions entre Cs(le temps d’incubation) et C; (humidite)

Les interactions entre les deux variables C; (humidité) et Cs (le temps d’incubation) et
leurs effets sur la production de protéase sont représentées par le graphique de contour. La
zone en vert foncé de figure 10 représente ’intervalle entre les valeurs de Cs (le temps
d’incubation) et de C; (humidité) ou ’on retrouve la zone d’activité protéolytique la plus
importante >10000. Ce qui indique une production élevée de la protéase. La probabilité de
I’interaction entre les facteurs Cs et C; est inférieure & 0.05 (p = 0.000), on conclut, donc que

I’effet est aussi positivement significatif.

Graphique de contour de C4 et C3; C1
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Figure 10 : Graphique de contour de I’interaction de C; (humidité) et C3 (temps
d’incubation).
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3. Interactions entre C; (humidité) et C, (I’inoculum)

Les interactions entre les deux variables C; (humidité) et C, (I’inoculum) sont
montrées par le graphique de contour. La zone en vert foncé de figure 11 représente
I’intervalle entre les valeurs de C; (humidité) et de C, (I’inoculum) ou 1’on retrouve la zone
d’activité protéolytique la plus importante >8000. Ce qui indique une production élevée de
protéase dont cet intervalle se situe les niveaux élevés des facteurs. Il n’y a pas d’effet
significatif de I’interaction entre les facteurs Cy et C, car la probabilité est supérieure & 0.05 (p
=0.102).

Graphique de contour de C4 et C2; C1

c4
< 4000
4000 - 5000

W soo0 - s000
W s000 - 7000
B 7000 - s000
n > 8000

15

05
Valeurs de maintien
o

cz

0.0

-05

-15 -10 -05 00 05 10 15
C1

Figure 11 : Graphique de contour de I’interaction entre C; (humidité) et C, (inoculum).

V. Deétermination des optima

La méthodologie de surface de réponse « RSM », a permis de déterminer les valeurs
optimales des trois variables retenues pour une meilleure activité protéasique. L’optimisation
de la production de protéase nécessite soit 1'évaluation de I’influence de chaque parametre sur
I’activité ¢étudiée d’une part et les effets des interactions par paire de facteurs d’autre part. La
réalisation par la méthodologie de surface de réponse a permis de déterminer les optima des
facteurs étudiés a savoir : ’humidité a 80%, I’inoculum de 2,08 x10%cellule/ ml et le temps
d’incubation de 72 h.

Le plan composite centré de Box et Wilson couplé a la méthode des surfaces de
réponse (RSM) ont permis de déterminer les optima des facteurs étudies (inoculum, humidité

et temps d’incubation) (Figure 12).
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Figure 12 : Valeurs optimales des variables et de la réponse déterminées par « RSM » pour

une meilleure activité protéolytique.

Les résultats obtenus montrent que les parameétres de culture sélectionnés I’humidité le
temps d’incubation et I’inoculum jouent un réle important dans la production des protéases

par la souche Clavispora lusitaniae CBS 6936 T.
1. Humidité

L’humidité joue un role important dans la biosynthese et la sécrétion de nombreux
types d’enzymes, en particulier la protéase. Il est connu que la teneur en eau d'un milieu a une
profonde influence sur la production de produits par les micro-organismes. Dans la
fermentation a I'état solide, la teneur en eau du substrat est fortement influencée par la
capacité d'absorption et les forces capillaires du substrat, la température de croissance, la
quantité de chaleur métabolique générée, la quantité de dégagement d'humidité et les besoins
de croissance des organismes. Une augmentation de la teneur en humidité entraine une
diminution de la porosité du substrat, limitant ainsi le transfert d’oxygene, diminuant ainsi les
échanges gazeux. Tandis qu'une teneur en humidité plus faible entraine une réduction de la
solubilité des nutriments du substrat, un degré de gonflement plus faible ce qui diminue
également la production d'enzymes. Par conséquent, un niveau optimal dhumidité est

nécessaire pour une productivité maximale des enzymes (Miglani Sharma et al.,2017).

Nos résultats montrent que ’humidité a un effet significative (p = 0.000) pour I’activité

d’enzymatique, dans notre étude la valeur optimale de I’humidité pour la production de
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protéase est de 80 %. Nos résultats corroborent ceux de Balachandran et al., (2021) qui a
trouve que 1’optima de I’humidité est de 80 % pour la production de protéase (401,18 U/ml)
par la souche B. halodurans. Chez I'isolat Z1BL1 d’Aspergillus, la production maximale de
protéase acide de 87,4 U/ml a été obtenu a 50 % d'humidité (Usman et al., 2021).

Dans I'étude de Kuan Ooi et al, (2021), il a été trouvé que 60% était la teneur
minimale en humidité chez Aspergillus niger cultivé en FMS en utilisant les déchets de

crevettes comme substrat, la production de protéase obtenue est de 3,7 U/mg.

Talhi et al., (2022) ont montré que la production maximale de la protéase de 1187,03 a
été obtenu par la souche Mycothermus thermophilus MK770356 en FMS sur le son de blé
humidifié a 47%.

2. Inoculum

D’aprés nos résultats, I’inoculum a un effet significative (p = 0.001) sur ’activité
protéasique chez la souche levurienne Clavispora lusitaniae CBS 6936 T. avec un taux de
2,08 X 107 cellule/ ml, alors que chez le champignon thermophile Mycothermus thermophilus
strain MK770356 I’inoculum de 5 x 105 spores/g semble étre meilleur (Talhi et al., 2022).
Une autre recherche sur la protéase de la souche de B. licheniformis NK isolé de la source
chaude de Nakhl, & Oman a montré que I’inoculum de 4,86 % est recommandé pour une
production maximale de protéase (68,56 U/m) en utilisant les déchets intestinaux de S.

longiceps comme substrat a faible colt (Ramkumar et al., 2018).

L’étude statistique a été aussi utilisée pour ameéliorer la production de la protéase.
L’activit¢ maximale a été obtenue en présence de 1,0 cellule/ ml d'Aspergillus niger en
utilisant des déchets de crevettes comme substrat (Kuan Ooi et al., 2021). La production
maximale de protéase acide chez la souche d’Aspergillus I'isolat Z1BL1 a été obtenue avec 1
ml d’inoculum de 3,2 x 10° spores/ml en utilisant un milieu de fermentation contenant du son

de blé comme substrat solide (Usman et al., 2021).
3. Temps d’incubation

La durée de fermentation est également un paramétre qui doit étre optimisé afin
d’atteindre la production maximale d’enzyme, Geénéralement, le temps nécessaire de la

production optimale de protéases par des bactéries ou des champignons peut atteindre 48 h a 9
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jours (Miglani Sharma et al, 2017). La valeur de p obtenu pour le temps d’incubation est de

(0,000) hautement significative sachant que le temps d’incubation optimum est de 72 h.

Plusieurs etudes sur plusieurs souches en étaient déja faites pour optimiser le temps
d’incubation ; en notant que chez A. oryzae MTCC 5341, le temps de fermentation de 123 h
avec une activité maximale de 8,93 9 105 U/g pour la production de protéase acide
extracellulaire en FMS a été signalé par fermentation solide (Vishwanatha et al.,2009). La
protéase de la souche de Bacillus. Licheniformis NK isolé de la source chaude de Nakhl, a
Oman a révelé que le temps d’incubation de 71,11 h est le meilleur pour une production
maximale de protéase (68,56 U/m) en présence de déchets intestinaux de S. longiceps comme
substrat (Ramkumar et al., 2018).

La bactérie Bacillus thuringiensis., isolée de l'intestin du poisson d'eau douce
Systomus sarana fsh, est un producteur efficace de protéase (245 U/ml) dans les conditions
optimisées a 32 h d'incubation (Dhayalan et al., 2022), alors que Usman et al, (2021) ont
montré que la protéase acide chez I'isolat fongique Z1BL1 atteint son maximum de production
de protéase acide aprés une incubation de 120 h.

V1. Validation expérimentale du modele
La culture de la souche Clavispora lusitaniae CBS 6936 T, en conditions optimales
(Humidité : 80 %, inoculum 2,08 x10%cellule/ ml, temps d’incubation : 72h) a permis

I’obtention d’une activité protéasique maximale de 7264, 70 U.

VII. Etude des caractéristiques physico-chimiques de la protéase

1. Effet du pH sur Pactivité de la protéase

La figure 12 montre 1’effet du pH sur ’activité protéolytique, cette étude est faite dans
une gamme de pH de 3 a 12. On remarque une augmentation de 1’activité protéolytique avec
I’augmentation de pH jusqu’a une meilleure activité de 6276,47Ul a pH 4 désignant le pH
optimal de la protéase étudiée. Au-dela de ce pH, une diminution de I’activité protéolytique

est observée (figure 13).
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Figure 13 : Effet du pH sur I’activité de protéase.

Chaqgue enzyme possede un pH optimal pour sa stabilité, dans notre travail la protéase
de Clavispora lusitaniae CBS 6936 T donne une bonne stabilité et activité a pH acide par
rapport aux pH neutre et pH alcalin. La protéase hydrolyse bien le substrat dans les conditions
favorables permettant a la protéase de catalyser la rupture des liaisons peptidiques des
protéines (Silva, 2017). L’activité de protéase produite par Clavispora lusitaniae CBS 6936 T
a montré un pH optimal de 4, méme résultat a été rapporté par Lario et al., (2015) pour
Rhodotorula mucilaginosa L7 et pour Metschnikovia pulcherrima et Wickerhamomyces
anomalus (Schlander et al., 2017). Les bactéries comme Bacillus subtilis SCK6 produise de la
protéase (Xiaoguang et al., 2021) et d’autres levures produisent de la protéase alcaline
(Bessadok et al., 2017).

2. Effet de la température sur P’activité de la protéase

L'effet de la variation de la température sur l'activité protéolytique a été étudié dans
une gamme de température de 30°C a 80°C et a pH optimum de 4. Le profil de l'activité de
I’enzyme en fonction de la température obtenu présente un aspect un peu large (figure 14).
Nous constatons que l'activité protéolytique augmente avec la température jusqu’a 40°C ou
elle atteint son maximum de 6617,64U1 puis elle diminue jusqu'a 2423,52U1 a 80°C.
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Figure 14 : Effet de température sur lI'activité protéolytique.

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

progressivement la perte de son activité (Boukhalfa, 2015).

Xiaoguang et al., (2021) ont trouvé que la sérine protéase de Bacillus subtilis SCK6 a
révélé l'activité optimale a 65 °C. Des études sur la caractérisation de la protéase produises
par la souche Geobacillus SBS-4S, ont révélé que la température optimale de cette enzyme
était de 60°C (Ahmad et al., 2020) Une autre recherche sur la protéase de la souche de B.
licheniformis NK isolé de la source chaude de Nakhl, a Oman montré qu’ a température

46,31 °C pour une production maximale de protéase (68,56 U/ml) (Ramkumar et al., 2018).

La protéase brute de Aspergillus reticulatus a montré une activité maximale a 40-50°C
(Chung et al., 2022).
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3. Effet des sels et des détergents sur ’activité de protéase

3.1.Effet des sels sur ’activité de la protéase

D’aprés la figure 15, il ressort que ZnSO,4 n’as pas d’effet sur I’activité protéolytique,
alors que BaCl, et CaCl, ont un faible inhibition sur I’activité protéolytique de la souche
Clavispora lusitaniae CBS 6936 T ,et les autres sels étudiés(CuSO,4 FeSO,4, Na,SO3; KCI,
(NH,4)2S04, MNnSO, et MgSO4, NaCl,) ont un effet inhibiteur sur I’activité protéasique sachant
que (MgSO4 ,(NH4)2SO4Na,SO3) ont une forte inhibition car ils ont éliminées 50% de
I’activité enzymatique (tableau 7). L’effet inhibiteur de tous les sels étudiés est d0 a la
concentration utilisée qui a probablement dépassé le seuil critique pour P’activité

enzymatique.

Tableau7 : Activités enzymatiques résiduelles apres traitement par les sels.

Sels Activité résiduelle(%)
CuSO,4 68,72
BaCl, 90,52
FeSO4 63,98
Na,SO3 53,55
KCI 64,92
(NH,)2S04 55,45
MnSO, 62,08
ZnSOqy 99,05
MgSO, 50,71
NaCl 74,40
CaCl, 87,67
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Figure 15 : Effets des sels sur 1’activité protéolytique.

Dans notre étude, le BaCl, a un faible effet inhibiteur sur ’activité protéolytique par
contre Mota de Oliveira et al., (2020) ont rapporté que l'incubation en présence de BaCl,

améliore l'activité enzymatique.

De plus, il a été suggéré que la souche fongique SK1-1 produit une sérine protéase
alcaline extracellulaire dont l'activité reste relativement élevée sur une large gamme de
concentrations de NaCl (Chung et al., 2022).

Selon Chunling et al., (2007), I’enzyme est activée par Cu** (& une concentration de
1,0 mM) et Mn®* et inhibée par Fe?*, Zn®*. Xiaoguang et al., 2021 ont démontré que la

protéase a présenté une activité et une stabilité excellentes en présence de Na*, Mg®*, Ca**.

Un effet inhibiteur plus fort sur la protéase de la souche thermophile de Bacillus sp
SMIA-2 a été observé en présence de K* Cu? qui entrainé la perte compléte d'activité & des
concentrations de 1 mM. .au contraire L'activité a été stimulée par Mn®* et Ca®*, indiquant
que ces ions avaient un réle fonctionnel dans la structure moléculaire de I'enzyme (Do

Nascimento et Martins et al., 2003).
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3.2.Effet des détergents sur P’activité de la protéase

Les résultats de I’effet des détergents (SDS, EDTA, Tween 80, Tween 20 et Urée et

B-marcaptoéthanol) sur I’activité de la protéase sont montrés dans la figure 16.

Activité résiduelle(%o)
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300 ~
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Figurel6 : Effet des détergents sur 1’activité protéolytique.

Parmi les détergents étudiés, le B-marcaptoéthanol

a un effet activateur trés

significatif sur Iactivité protéasique (347,39%), le tween 20 (105,68%) et SDS (101,89%)
n’ont aucun effet sur la protéase alors que 1'urée, EDTA et le tween 80 ont un effet inhibiteur

avec des activités résiduelles de 95,26%, 86,72%, 96 ,20% respectivement (tableau 8).
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Tableau 8 : Activités enzymatiques résiduelles apres traitement par les détergents

Détergents Activité résiduelle(%)
Tween 20 105,68
I’urée 95,26
EDTA 86,72
tween 80 96,20
B-marcaptoéthanol 347,39
SDS 101,89

Selon Ahmad et al., (2020), I’activité protéasique a été 1égérement réduite (92%) en
présence de SDS, tandis que la présence de détergents non ioniques (Tween-20 et Tween-80)
a réduit l'activité enzymatique, 82 a 82 69 % respectivement, par contre ont n’a trouvé dans

notre étude que le Tween-20 et la SDS ont un effet activateur sur la protéase.

D’apreés les résultats de Jin-Beom et al., (2018), 'EDTA a presque inhibé I'activité de

la protéase de B. subtilis FBL-1 en tant que chélateur de métaux.

Ramkumar et al., (2018) a trouvé que la protéase a conserve une activité de 93, 103,
90 et 98 % contre l'urée, le B-marcaptoéthanol, le SDS et le tween 80 respectivement. La
protéase alcaline était compatible avec tous les détergents commerciaux testés avec une

activité résiduelle supérieure a 90 %.
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Conclusion générale

Le but de cette étude est la production de la protéase par la levure Clavispora
lusitaniae cultivée par fermentation en milieu solide (FMS) par I’utilisation des déchets et des
sous -produits comme les restes du pain et les déchets de tomates.

En industrie, il serait intéressant d'améliorer (optimiser) la production d'enzymes
microbiennes. Pour cela, nous avons utilisé un plan de Box-Wilson basé sur les composites
centrés (CCD) combiné a la méthodologie de la surface de réponse (RSM) pour I"étude de
I'effet de 3 facteurs ; temps d’incubation, humidité, inoculum.

L’analyse statistique des résultats a révelé que les valeurs optimales des trois facteurs
qui ayant un effet significatif sur la production de I’enzyme (Humidité : 80 %, inoculum 2,08
x10%cellule/ ml, temps d’incubation : 72h).

Dans la deuxiéme partie, nous avons étudié les caractéristiques physico-chimiques de
la protéase de Clavispora lusitaniae L’effet de la température et du pH sur la production
protéasique a été étudié. Et il a été trouvé que le pH optimum et la température optimale de la
protéase sont de 4 et de 40°C respectivement. Des informations sur le site actif de I’enzyme
sont obtenues aprés 1’étude de 1’action des effecteurs sur 1’activité protéolytique ;Celle-Ci
montre que ZnSO,4 n’as pas d’effet sur I’activité protéolytique, BaCl, et CaCl, ont un faible
inhibition sur I’activité protéolytique, et (CuSO,, FeSO4, Na,SO3 KCI, (NH4),SO4, MnSQO, et
MgSO,, NaCl,) ont un effet inhibiteur sur I’activité protéasique sachant que (MgSO,
,(NH4)2S0O4 Na,SO3) ont une forte inhibition . Tandis que 1’étude de I’effet des détergents
montre que la protéase a été amélioré par le SDS et le,Tween 20 et fortement activé par le p-
marcaptoéthanol (347,39%), alors que I’ethyléne Diamine Tetra Acétate (EDTA), 1'urée et
le tween 80 inhibe 1’activité enzymatique.

Ce mémoire présente la mise au point d’un procédé en FMS pour la production d’une
enzyme ayant un intérét technologique. Ces résultats mettent en relief I’intérét de recycler les
déchets industriels de tomates et les restes de pain par FMS pour la production d’une protéase
levurienne acide et & moindre co(lt.

Enfin, ces résultats exigent d’autres études et ouvrent de nouvelles perspectives :
e il sera intéressant d’¢étudier la cinétique de la croissance de la levure et de la
production de la protéase.

e Etudier la cinetique de la production de la protéase de Clavispora lusitaniae CBS 6936 T.
e Purification totale et utilisation de différents types de chromatographies (gel filtration,
¢changeuse d’ions, HPLC...), I’¢électrophorese.

e Réaliser des essais d’application industrielle de I’enzyme.
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Annexe 1
1. Yeast Extract Peptone Glucose Agar (YPGA)

I1 s’agit du milieu précédent gélosé a 2% .Dissoudre dans 1 litre d'eau distillé:

20 g glucose.
10 g de peptone.
5 g d'extrait de I’extrait de levure.

En agitant Le mélange sur un agitateur jusqu’a dissociation compléte de tous les
ingrédients.Apres en ajoute 20 g d’agar (chaque flacon de 200 ml 4g) Le milieu est autoclavé,
La répartition du milieu de culture dans des boites de Pétri s’effectue dans une zone stérile
devant le bec pour éviter la contamination du milieu et celles des boites.

2. Le taux de matiere séche(%)

Est donné par la formule suivante :

Ms(%) = %

Zn - %100

Ms : Matiére séche(%).  m;: poids de boite pétrie contenant la prise d’essai avant séchage.

Mmy: poids de boite pétrie  vide. my: poids de boite co

ntenant la prise d’essai aprées séchage.

3. Activité protéolytique(U)

AE(U)= [Tyr] xVexFc

AE : Activité enzymatique (U : pg/h/ml). [Tyr] : Concentration de tyrosine (ug/ml).
VR : Volume réactionnel (7,5ml).F¢ : facteurs de conversion de temps et volume d’extrait(4).

4. L’activité spécifique (U/mg)

AS (U/mg) = AE (U) / P; (mg)

AS: L’activité spécifique (U/mg). Py : Protéines totales (mg). AE : Activité enzymatique(U).
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Annexe 2

1. Dosage des protéines
v Préparation des solutions
e Solution A : Na,COs a 2% dans le NaOH 0,1N (0,4%dans 1’cau distillée).
e Solution B : Tartrate a 2% dans ’eau distillée.
e Solution C : CuSO4, 5H20 a 1% dans 1’eau distillée.

e Solution D : 0,5 ml C + 0,5 ml B + 50 ml A Ce mélange doit étre préparé juste avant

utilisation.
e Folin-Ciocalteu diluée 3 fois (2ml d’eau distillée et Iml de folin).

e Solution mére : de BSA (sérum albumine bovine) a 500 pg/ml pour la courbe

d’étalonnage.
v" Protocole de dosage

Le milieu réactionnel est préparé comme suit (Tableau 9) :

Tableau 9: Protocole de dosage des protéines.

0.5 ml extrait enzymatique (dilué & 1/10 ®™ dans ’cau distillée)

2.5 ml de solution D

Agitation et Incubation a température ambiante pendant 10 minutes

0.25 ml de folin-ciocalteu dilué (1/3) a 50%

Agitation et Incubation a température ambiante et a I’obscurité 30 minutes puis Lecture de

I’absorbance a 650 nm
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v Préparation de la courbe d’étalonnage(BSA)

La gamme-étalon est établie a partir d’une solution mére de BSA dont les
concentrations
sont comprises entre 0 et 500 pug/ml. Le mélange réactionnel de différentes concentrations est

préparé selon le méme protocole décrit ci-dessus et comme 1’indique le (tableau 10) suivant :

Tableau 10: Protocole de Préparation de la courbe d’étalonnage.

Tube Blanc 1 2 3 4 5
BSA (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 5 5 5 5 5
Agitation et Incubation a température ambiante pendant 10 minutes
Folin (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Agitation et Incubation a 1’obscurité a température ambiante pendant 30 minutes

Lecture de ’absorbance a 650 nm

v Courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines

0,6

y=1,06x
R?=0,9975 =
0,5
£ .
P .
2 04
M~
] -
g o3
=
3
o b
2 02
a8
[1-]
0,1 -
0 e
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

concentration de BSA en (mg/ml)

Figure 17 : Courbe étalonnage pour le dosage des protéines
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2. Dosage de I’activité :

v Solution nécessaires
 Solution de caséine 2.5% dissoute dans du citrate de sodium 0.02M.
e Tampon citrate / sodium, (0,1M /0,2 M), pH =5.
e Solution de TCA a 4%.
e Solution de Na,CO; a 2% dans le NaOH 0,1N.
o Réactif de Folin-Ciocalteu dilué a 50%.

e Solution mere de la tyrosine avec une concentration de 100ug/ml (0,01%) dissout dans

le TCA Solution d’acide trichloracétique a 4% pour 1’étalonnage

v Le dosage de P’activité protéolytique : est réalisé en deux étapes, et

Chaque dosage est effectué 4fois :

Etape 01 : la réaction enzymatique; dont le mélange réactionnel est constitué de (Tableau
11).

Tableau 11 : protocole de I’étape01 de dosage de 1’activité enzymatique.

0 0,375 ml du Tampon citrate / sodium (0,1M / 0,2 M), pH =5.
0 0,25ml de I’extrait enzymatique décongel¢ juste avant le dosage et dilué (1/ IOéme).

0 0,625ml substrat caséine & 2.5% dissoute dans un tampon citrate de sodium (0.02M), pH=7.

Agitation et Incubation dans le bain marie a 40C° pendant 30 minutes

0 2,5 ml TCA a 4%, pour arréter La réaction

Agitation et repos pendant 10 minutes pour permettent la précipitation totale de la caséine non

hydrolysée

Filtration sur papier Whatman

NB : Les blancs sont préparés de la méme maniere que 1’échantillon sauf qu’ici le TCA est

ajouté avant le substrat et sans incubation dans le bain marie.
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Etape 02 : Dosage colorimétrique de I’activité : Apres filtration les composés azotés non
protéiques qui se trouvent dans la phase soluble, sont dosées (Tableau 12) :

Tableau 12 : protocole de I’étape 02 de dosage de ’activité enzymatique.

0 2,5 ml Na,CO3 2% dans du NaOH 0.1N.
0 0,5 ml Filtrat.

0 0,25 ml Folin dilué 1/4dans 1’eau distilée .

Agitation et Incubation a température ambiante, a I’obscurité pendant 30 minutes.

Lecture de I’absorbance a 750 nm au spectrophotometre.

v" Préparation de la courbe d’étalonnage(Tyr)
La gamme étalon est établie a partir d’une solution de tyrosine, les concentrations sont
comprises entre 0 et 100 pug/ml selon le tableau suivant (Tableau 13) :

Tableau 13 : Protocole de Préparation de la courbe d’étalonnage.

Concentrations des dilutions (pg/ml) 0 20 40 60 80 100
Solution de tyrosine (ml) 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
TCA (ml) 0,5 0,4 0,3 0,2 01 0
NazCOj3 (ml) 2,5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Agitation et incubation pendant 10 minutes a température ambiante.
Réactif dilué a %2 (ml) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

Agitation et incubation a I’obscurité a température ambiante pendant 30 minutes.

Lecture de ’absorbance a 750 nm.
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v Courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines

absorbance a 750 nm
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Figure 18 : Courbe d’étalonnage de la tyrosine.
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Annexe 3

e Préparation des solutions tampon

1. Tampon Citrate de Sodium (pH de 3 jusqu’a 9)
> Solution A: acide citrique CeHsO7 (0,1M).
» Solution B: le dissodique Na2HPOa (0,2M).
Le pH est déterminé par le pH-metre.
2. Tampon glycine (pH de 9 jusqu’a 12)
> Solution A : Glycine (0,1M) dans Nacl (0,1N).
» Solution B : NaOH (0,1N) (0,4%).

Le pH est déterminé par le pH-metre.
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Abstract

The objective of our work is the study of the optimization of yeast protease
production from Clavispora lusitaniae strain CBS 6936 T by solid fermentation
using tomato waste and bread remains as fermentation substrate and carbon source.
For this, the first part of this research work based on the Box and Wilson method
for determining the optimal values of the three factors selected for the production
of protease in FMS, namely: Humidity, inoculum and incubation time, The analysis
of the results made it possible to determine the values of the three factors which
have a significant effect on the production of the enzyme (Humidity: 80%,
inoculum 2.08x102 cell/ml, incubation time: 72 h). Under optimal conditions, the
enzymatic activity is 7264.70 IU which is in agreement with the value predicted by
the quadratic model 5978.89 IU. Also the characterization of the enzyme produced
by the yeast strain Clavispora lusitaniae strain CBS 6936 T was carried out, the
protease produced showed an optimum pH of 4 and an optimum temper ature of
40°C. Also the study of the effects of some effectors has been carried out; in the
case of the salts, the residual protease activity obtained demonstrates that ZnSO,4
has no effect on proteolytic activity, BaCl, and CaCl, have a weak inhibition on
proteolytic activity, and (CuSO,4, FeSO,, Na,SOs, KCI, (NH,4),SO4, MnSO,4 and
MgSO,, NaCl,) have an inhibitory effect on the protease activity knowing that
(MgSQO,, (NH4) S04 Na,SOs3) have a strong inhibition. While in the case of
detergents, the enzyme improved by SDS (101.89%) and Tween 20 (105.68%) and
strongly activated by B-marcaptoethanol(347.39%),in addition to the Ethylene
Diamine Tetra Acetate (EDTA) (86.72),urea(95.26),tween80(96.20%) inhibits

enzyme activity.

Keywords: optimization, production, protease, yeast, Clavispora lusitaniae strain

CBS 6936 T,solid fermentation, characterization, tomato waste, bread scraps.




Résumé :

L’objectif de notre travail est 1’étude de 1’optimisation de la production de
protéase levurienne de la souche Clavispora lusitaniae strain CBS 6936 T par
fermentation solide utilisant des déchets de tomates et les restes du pain comme
substrat de fermentation et source de carbone Pour cela, la premiere partie de ces
travaux de recherche basée sur la méthode de Box et Wilson pour la détermination
des valeurs optimales des trois facteurs sélectionné pour la production de protéase
en FMS, a savoir: Humidité, inoculum et temps d’incubation, I’analyse des
résultats a permis de déterminée les valeurs des trois facteurs qui ayant un effet
significatif sur la production de I’enzyme( Humidité : 80 %, inoculum 2,08
x10%cellule/ ml, temps d’incubation : 72h ) . Dans les conditions optimales,
I’activité enzymatique est de 7264,70 UI ce qui est en accord avec la valeur prédite
par le modele quadratique 5978,89 Ul .Egalement la caractérisation d’enzyme
produite par la souche levurienne Clavispora lusitaniae strain CBS 6936 T a été
effectuée, la protéase produite montrent un pH optimum de 4 et une température
optimale de 40°C. aussi L’étude des effets des quelques effecteurs a été réalisé ;
dans le cas des sels 1’activité résiduelle de protéase obtenus démontre que ZnSO,
n’as pas d’effet sur I’activité protéolytique, BaCl, et CaCl, ont un faible inhibition
sur Iactivité protéolytique, et (CuSO, FeSO,4, Na,SO3 KCI, (NH4),SO4 MnSO, et
MgSQO,, NaCl,) ont un effet inhibiteur sur 1’activité protéasique sachant que
(MgSO, ,(NH,4),SO,4Na,SO3) ont une forte inhibition. Alors que dans le cas des
détergents 1’enzyme amélioré par le SDS (101,89%) et le, Tween 20(105,68%) et
fortement activé par le B-marcaptoéthanol (347,39%) ,on outre [I’cthyléne
Diamine Tetra Acétate(EDTA) (86,72), I’urée (95,26), tween 80(96 ,20%) inhibe

I’activité enzymatique.

Mots-clés : optimisation, production, protéase, levure, Clavispora lusitaniae strain
CBS 6936 T, fermentation solide, caractérisation, dechets de tomates, restes du

pain.
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Résumé :

L’objectif de notre travail est I’étude de I’optimisation de la production de protéase levurienne de la souche
Clavispora lusitaniae strain CBS 6936 T par fermentation solide utilisant des déchets de tomates et les restes
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accord avec la valeur prédite par le modele quadratique 5978,89 UI .Egalement la caractérisation d’enzyme
produite par la souche levurienne Clavispora lusitaniae strain CBS 6936 T a été effectuée, la protéase
produite montrent un pH optimum de 4 et une température optimale de 40°C. aussi L’étude des effets des
quelques effecteurs a été réalisé ; dans le cas des sels I’activité résiduelle de protéase obtenus démontre que
ZnSO4 n’as pas d’effet sur 1’activité protéolytique, BaCl, et CaCl, ont un faible inhibition sur 1’activité
protéolytique, et (CuSO,4, FeSO4, Na,SO3 KCI, (NH;)2SO4 MnSO, et MgSO,, NaCl,) ont un effet inhibiteur
sur I’activité protéasique sachant que (MgSO, ,(NH,4),SO,4 Na,SO3) ont une forte inhibition. Alors que dans le
cas des détergents 1’enzyme amélioré par le SDS (101,89%) et le,Tween 20(105,68%) et fortement activé
par le B-marcaptoéthanol (347,39%) ,on outre I’ethyléne Diamine Tetra Acétate(EDTA) (86,72), 1'urée
(95,26), tween 80(96 ,20%) inhibe 1’activité enzymatique.
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