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Les enzymes sont des catalyseurs de réactions chimiques avec une grande
précision, du coup indispensable dans notre vie quotidienne, ainsi pour la survie de toutes
les espéces vivantes. Au cours de ces dernieres années le développement de la
biotechnologie aboutit a changer radicalement les pratiques et les structures agricoles
actuelles en augmentant les rendements, en rendant les plantes et les animaux résistant a
certains parasites et maladies et a 1’augmentation de la production de la plupart des
enzymes. Environ 40% des enzymes industrielles sont d’origine fongique (Botton et al.,
1999). En revanche les levures sont considérées comme les micro-organismes les plus
importants en biotechnologie, ayant des capacités de production enzymatique rapide et

moins codteuse.

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

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

L'extraction de ces enzymes fournit les catalyseurs pour la fabrication de
produits chimiques dans diverses industries telles que: le textile, I'industrie
pharmaceutique, I'industrie du papeterie et I'industrie alimentaire afin d'atténuer le
probléme de pollution de I’environnement (Jani et al,. 2012). D’aprés Kandasamy et
al, .2016 et Das et Prasad, 2010 les protéases d’origine microbienne sont des enzymes
économiguement importantes car elles présentent un large éventail d'applications dans

différentes industries.

La fermentation en phase solide (FMS) est un procédé technologique qui reproduit
les conditions de vie naturelle des micro-organismes, en utilisant des substrats solides a
faible taux d'’humidité, et nécessite un substrat solide adapté parmi les matériaux agro-

industriels (Hamrouni et al,. 2019).

Ce processus est un outil potentiel pour la production de composés importants sur
le plan industriel grace a la bioconversion de déchets agricoles riches en nutriments en

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

L’objectif de ce travail est d’étudier I’optimisation de la production des protéases
par fermentation sur milieu solide a base de divers substrats riches en carbohydrates et

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

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

parties :
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- La premiere partie est une synthése bibliographique relatant des généralités sur
les levures et leur importance dans la production des enzymes : protéases appliqués dans

plusieurs secteurs industriels.

-La deuxieme partie expérimental mettant au point le matériel et les méthodes
utilises pour la préparation des substrats de fermentation , la production des protéases par
divers micro-organismes selon la culture en milieu solide a base de déchets: le son de blé

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

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

la discussion générale .

-Le manuscrit est cl6turé par une conclusion générale .
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1-Les levures

1-1-Généralités sur les levures

Une levure est un micro-organisme eucaryote unicellulaire qui appartient au domaine des
champignons microscopiques (Kurtzman et Fall, 2006), non photosynthétique de forme ovoide ou
sphérique. Toutes les levures sont capables de convertir le sucre en alcool et en dioxyde de carbone.
Elles ont besoin de nourriture, de chaleur et d’humidité pour prospérer. Comme la levure de
boulanger (Figure 1), La température optimale pour son action est comprise entre 24 et 30°C et
L’acidité optimale se situe entre un pH de 4,5 et 6.

Le ph du pain réalisé sur direct se situe vers 5,6 et 5,7 et Le sel et les sucres simples augmentent
la pression osmotique, ils modifient sont I’activité. Le
sel diminue progressivement 1’activité de cette levure avec I’augmentation de sa concentration, Le
sucre jusqu’a faible concentration (5%) active la fermentation, mais au-dela de 10% il la réduit, car

la pression osmotique se trouve trop forte.

Les levures se développent, soit en surface, soit en profondeur des aliments (milieux solides
ou liquides) (Fao, 2007).

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

Les cellules sont de taille d'environ 20 um en longueur et de 1 a 10 um en largeur
(Gournier et al. 1994).

La cellule Levurienne est une cellule typique d'eucaryote comprenant une paroi
rigide, un noyau limité par une membrane nucléaire, un cytoplasme contenant divers

organites et inclusions dont des mitochondries et une grande vacuole.

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

lui confére une forme propre.

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

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

Elle est sphérique, ovoide, globuleuse, cylindrique, ellipsoide, allongée, apiculée,

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

Les levures présentent une structure plus complexe que celle des bactéries
notamment par la présence d’un noyau, de mitochondrie, d’un appareil de Golgi et de plus

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

1-3-Reproduction

Les levures ont un mode de multiplication bien spécial. Elles se reproduisent aussi
bien par un cycle asexué (végétatif) que par un cycle sexué (sporulation) en fonction des
conditions favorables ou défavorables du milieu (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1997).
Pour la plupart des levures, la reproduction asexuée est la forme majeure de multiplication
(Bonaly, 1991). Elle s’effectue par bourgeonnement ou par fission (scissiparité) a partir

d’une cellule mere.

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

de la transformation d'une cellule aprés méiose.

Les basidiomyceétes qui réalisent une reproduction sexuee avec formation de

basidiospores sur une baside.

Les deutéromycetes regroupent I'ensemble des levures ne présentant pas de mode

connu de reproduction sexuée.


https://www.universalis.fr/encyclopedie/mitochondries/
https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Ensemble.html
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Figure 2: Division des levures par bourgeonnement
(Leclerc et al., 1995)
1-4-Classification

La taxonomie est la caractérisation et la distinction des taxons (espéces) basées sur
I’observation des caracteres précis. C’est reconnaitre les individus qui ressemblent au point
de former un ensemble homogene par des caractéres communs et différant d’autre ensembles

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

En particulier de nouveaux criteres taxonomiques comme la composition en base de
I’ADN, la structure de la paroi, le type de coenzyme sont pris en compte pour permettre des

études plus importantes.

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

1-4-1-Les Ascomycota (Ascomycetes)
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Les Ascomycétes se reproduisent par un processus sexué forment le groupe
d'eumycete qui contient le plus grand nombre d’espéces, Leurs méiospores sont produites a

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

1-4-2-Les Basidiomycota

Les basidiomycetes présentent une reproduction sexuée, regroupent environ un tiers
des espéces de champignons supérieurs. lls sont caractérises par le fait que les méiospores

sont externes appelé les basidiospores.

1-4-3- Les Deutéeromycetes

Un ensemble de levures regroupant les formes asexuées des Dicaryomycota, ne se
multipliant que par reproduction vegétative. Ce sont des Ascomycétes au stade anamorphe

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

1-5- Levure Candida

Candida lusitaniae Levure hétérothallique de forme variable ronde a allongée, non
pigmentée, caractérisé par un mode de reproduction posé sur le bourgeonnement

multilatéral.

---------

Figure 3 : Cellule de la levure Candida Sp

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

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

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

Phylum Ascomycota
Subphylum Saccharomycotina
classe Saccharomycetes
Ordre Saccharomycétales
Famille Metschnikowiaceae
Genre Clavispora
Espece lusitaniae
1-5-2-Habitat

e Les infections chez I'nomme résultent le plus souvent d'une autocontamination par
le foyer digestif.

e La levure Candida est isolée a partir d’une large gamme de substrats dans le sol,
I’air et dans les végétaux, Les levures des produits alimentaires Elle trouve dans le
tube digestif et les voies génitales de I’homme, des mammiferes et des oiseaux, et
aussi retrouvée dans I’environnement a moins d’une contamination par I’homme ou

I’animal (Lachance, 2011).

1-5-3- Conditions de croissance
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Les Levures, comme tous les Champignons, sont hétérotrophes et exigent donc du
carbone organique. Certaines se contentent de glucose, d'autres demandent en outre
vitamines, amino-acides... Leurs besoins azotés sont généralement couverts par des sels
d'ammonium, mais d'autres substances peuvent étre utilisées : acides aminés, urée..., ou
méme les nitrates (cas de Hansenula). Les Levures peuvent, selon les espéces, tirer profit de
divers glucides, mais elles sont rarement capables d'attaquer des polyosides (inuline,

amidon).

*  Source de carbone et d’énergie
*  Source d’azote

*  Oligoéléments et vitamines

*  Température

. pH

* Respiration et fermentation

*  Pression osmotique et ’activité d’eau (Aw)

Tableau 2 : Les Conditions de croissances

Condition

Les levures ont besoin de sources carbonées et de précurseurs pour
Source de carbone

ys . la biosynthése de constituants cellulaires variés comme les glucides,
et d’énergie

les lipides, les protéines, les acides nucléiques... (Brou, 2018 ; Soong
etal., 2019)

Les levures sont capables d’assimiler des sources d’azotes :
Source d’azote
Les sources organiques influence la croissance et lactivité

fermentaire des levures (Morge et al., 2017)
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Des sources inorganiques pour la biosynthése de constituants
cellulaires (Gobert, 2019)

Oligoéléments
vitamines

et

Sont présents en trés faibles quantités ils sont importants pour le

métabolisme des levures.

Les élements minéraux sont des constituants des métalloenzymes

intervenant dans les voies métaboliques.

Les vitamines agissent sur la multiplication et 1’activité cellulaire
(Brou, 2018).

Température

La température influence les réactions biologiques. La température
de culture des levures se situe entre 35 et 45°C pour leur assurer une
croissance adéquate.

Les levures thermophiles ont besoin d'une température élevée pour
vivre qui peut aller jusqu'a 95°C (Vazquez et al, 2019 ; Liszkowska et
Berlowska, 2021).

Les levures mésophiles (Buzzini et al, 2018), tandis que les levures
psychrophiles ont une température maximale de croissance entre 5°C
et 20°C.

pH

Le pH a également une influence sur le développement des levures
qui ont tendance a coloniser des environnements acides et par leurs

activités metaboliques acidifiant encore plus le milieu.

Les levures tolérent une large gamme de pH allant de 2,4 & 8,6. Leur

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

Respiration
fermentation

et

Il est important de noter que ces processus sont principalement réglés
par des facteurs environnementaux (Ata et al,. 2018). toutes les
levures sont capables de se développer en présence d’oxygene
aérobie strict (Moreira,2019) D’autres sont aéro-anaérobies
facultatives préférant un métabolisme soit fermentaire soit respi

ratoire. (syn. Pichia pastoris) (Ata et al,. 2018)
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Pression osmotique
et Dactivité d’eau
(Aw)

Varie d’une souche a une autre. La plupart des souches ne peuvent se
développer a des activités de 1’eau inférieure a 0,90. Certaines
tolérent correspondant a une activité de I’eau de 1’ordre de 0,60 mais
avec un métabolisme lent. Ces levures sont dites xérotolérantes, car
elles sont capables de synthétiser des osmoprotecteurs (bétaine et
glycérol) (Houdaya, 2015 ; Dali et Hamame, 2016).
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Les enzymes
proteolytiques
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1-Les protéases

Les protéases sont d'importants biocatalyseurs industriels qui constituent le plus
grand groupe d'enzymes agissant comme protéinases, peptidases et amidases avec une
large gamme d'applications industrielles.

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

glucanases 13% pour 1’alpha-amylase dont 59% pour les protéases.

1-1- Définition

Les protéases peptidases, protéinases ou enzymes protéolytiques. En effet, ce sont
des enzymes qui catalysent ’hydrolyse les protéines dans des sites bien spécifiques en
scindant la liaison peptidique qui lie deux acides aminés dans une chaine peptidique et

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

Ces enzymes sont généralement synthétisées sous forme de zymogeénes inactifs, ce
qui permet de protéger la cellule contre tout effet désastreux (Pelmont, 1995).Elles ont
beaucoup de fonctions physiologiques, variant de la digestion générale des protéines a

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

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

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

microorganismes (Rao et al, . 1998).
Protéases animales

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

trypsine pancréatique, I'élastase, la pepsine, la rennine (Monteiro, 2015)
Protéases de plantes (végétale)

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

connues.

Protéases microbiennes
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La communauté microbienne est privilégiée par rapport aux animaux et aux plantes
pour la production de protéases a grande échelle, en raison de leur croissance rapide et de
la simplicité de leur cycle de vie pour la génération de nouvelles enzymes recombinantes
avec des propriétés modifiées. Les protéases microbiennes représentent les 2/3 de la
production commerciale de protéases et jouent un role capital dans les détergents,

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

1-3-Classification et nomenclature

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

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

Tableau 03: Classification et nomenclature des protéases

(Rao et al., 1998)

Type de protéase Classes Sous classes

Aminopeptidases Peptidyle peptidases

Dipeptidyle peptidases

Tripeptidyle peptidases

Exo pe p“ dases Carboxypeptidases Sérine carboxypeptidases

Metallocarboxypeptidases

Cystéine carboxypeptidases

Protéases sérines (EC 3.4.21.X)

Protéases cystéines ou protéases thiols (EC
3.4.22.X)

Endopeptidases Proteases aspartiques ou protéases acides (EC
3.4.23.X)

Métalloprotéases (EC 3.4.24.X) (Kumar et al,
2008b)
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1-4-Applications des protéases

Tableau 04: Les différentes applications des protéases

1/
Applications
alimentaires

Fromageries (les protéases elles sont utiles pour la
coagulation des protéines du lait ; Les protéases fongiques
acides, alcalines et neutres ont également été utilisées en
industrie laitiere (Aguilar et al,. 2008).

Boulangeries (ont également été utilisées en industrie
laitiecre qu’il contient dans la farine de blé utilis¢ en
boulangerie (Aguilar et al,. 2008).

des protéases d'origine bactérienne sont souvent utilisées
pour améliorer I'élasticité et la force de la pate.

Produits a base de soja (Des protéases neutres et alcalines
sont utilisées pour préparer la sauce de soja

Le traitement des protéines du soja par la protéase alcaline a
pH 8 permet la mise au point d'hydrolysats de protéines
solubles qui sont utilisés comme additifs protéiniques dans

1’alimentation.

(Lakba et Soucha, 2015).

Synthése de I’aspartam (les protéases elles peuvent parfois
catalyser la réaction inverse, parfois une préparation de
thermolysine est utilisée pour la syntheése de 1’aspartam a
partir de ’acide L’aspartique et de la Lphénylalanine méthyle
ester 1l est produit industriellement par Toya Soda (Japon)
(Leisola et al.,, 2001, Belmessikh, 2011, Zemmouri et
Zemouri, 2017).



Ftude fz’[fz’o‘yrgrﬁ'igue

2/ Industrie des
détergents

3/Domaine

pharmaceutique et

médicale

4 /Tanneries

5 /Traitement des

gaux
industrielles

usées

Parmi les principales conditions préalables pour
I'utilisation des protéases dans la production des détergents
sont : I’action sur une large gamme des substrats, I’activité
et la stabilité a des pH et a des températures élevées et en
présence des agents oxydants additionnés (Chellappan et
al,. 2006 ; Mukherjee et al,. 2008).

Aujourd’hui, toutes les protéases des détergents
actuellement commercialisés sont des protéases a sérines

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

Exemple : des protéases d'Aspergillus oryzae sont utilisées
comme aide digestif chez certains individus souffrant de

déficits en enzymes lytiques au niveau du systeme digestif.

L’asparaginase provenant d’E. coli est utilisée pour éliminer

I'asparagine dans la circulation sanguine de certains patients

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

Les proteases sont utilisees pour leur capacité a libérer les
poils et la laine des peaux. Cette opération se fait a des pH
élevés, et nécessite donc des protéases alcalines, comme
celles produites par Bacillus licheniformis.

Jusqu'a présent, l'usage des protéases a €té limité car leur

emploi est souvent plus codteux que 1'utilisation de produits

chimiques.

Les protéases considérées comme un moyen efficace pour le
traitement des rejets industriels. Les enzymes protéolytiques
de Bacillus subtilis, Bacillus amyliquefaciens, Streptomyces
sp et de différentes souches d'Aspergillus sont actuellement
utilisées dans ce domaine (Gupta et al,. 2002 ; Hernandez et
l,. 2006).
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6/Autres

applications e La protéase neutre peut étre également utilisée pour le
décreusage de la soie naturelle. Ils sont employés aussi avec
des mélanges des enzymes hydrolytiques pour dégrader les
polymeéres constitutifs de la matiere végétale servant pour

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

1-5-Mécanisme d’action des protéases

a. Protéases a sérines

Emnazyrme St e =it e
— e — Serirne
I =
C] =
H, = e o I
}_{:""“*—L—"'"'G_{
O T L

e
H3|: o C:HE-
-+ HF
- H —H,

Figure 04 : Protéases a sérines (EC 3.4.21)

Les protéases a serine jouissent d'une grande diversité dans la nature, se produisant
non seulement dans I'ensemble du régne des organismes cellulaires, mais également
présentes dans de nombreux génomes viraux, Parmi les enzymes protéolytiques connues,

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


https://fr.wikipedia.org/wiki/Nomenclature_EC
http://www.expasy.org/enzyme/3.4.21

Gl tract lumen

Gl tract wall
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Le groupement OH de la sérine attaque le groupement carbonyle et 1’azote de
I’histidine accepte le OH de la sérine. Une association enzyme-substrat intermédiaire
tétraédrique se forme. Puis, I’enzyme est acylée et le premier produitd’hydrolyse est
libéré. Dans une réaction finale I’enzyme est décalée et I’extrémité C-terminale est libérée

(Lopez, 2008).

Serine
proteases

Mechanism of PAR activati

1 Sensory
perception
@y

Figure 05: Mécanisme réactionnel des protéases a sérine

(Barbara and Cremon,. 2008)
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b. Cystéylprotéases

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

Le site actif de cette classe de protéases est constitué de résidus cystéine, pas du
mécanisme catalytique et pas consiste en une attaque nucléophile du soufre anionique de

la cystéine sur le groupe carbonyle du substrat.

L’histidine dans la protéase est restaurée sous sa forme deprotonisé et un
intermédiaire thioesther lie I’extrémité carboxyterminale du substrat a la cystéine. La
liaison thioesther est hydrolysée pour générer un acide carboxy-terminal et ’enzyme est
restaurée (Lopez, 2008).


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

c. Aspartylprotéases
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Catalytic site

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

Une peptidase qui utilise un résidu d'aspartate pour catalyser les réactions affectant
leur substrat peptidique. Ces protéases sont bilobées ayant un site catalytique central, qui
est composé d'une paire d'aspartates. Ces protéases fonctionnent sur un pH acide et ont

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

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

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

Un aspartate active la molécule d’eau par soustraction d’un proton. Cette activation
de la molécule d’eau permet une modification du carbone carbonyle du substrat dans la
liaison a cliver générant un oxyanion intermédiaire. C’est le réarrangement de cet

oxyanion qui permet le clivage (Lopez, 2008).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptidase
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9sidu_(biochimie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_aspartique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Catalyse
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9action_chimique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Substrat_enzymatique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptide
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Figure 9 : Représentation schématique du mécanisme catalytique de la protéase de

I'acide aspartique

d. Metalloprotéases

Substrate

Product

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


https://pubs.rsc.org/en/journals/journal/mt?issueid=mt006008&type=current&issnprint=1756-5901
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Les Métalloproteases sont principalement des endopeptidases contenant du zinc.
Ces enzymes ont un pH optimal allant de 5 a 9, et sont sensibles aux agents chélateurs de
métaux tels que I'EDTA mais sont insensibles aux inhibiteurs de la cystéine ou au
sulfhydryle (Theron et al,. 2014).

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

v’ L’histidine est rendu plus basique grace a I'acide aspartique (protéase a serine). L'histidine
active une molécule d'eau qui attaque la liaison peptidique.

v Le zinc stabilise I'état intermédiaire SP3 et négatif (stabilisation de I'oxyanion). La partie
C terminale se dissocie et le proton de I'histidine est transféré vers I'azote de la liaison
peptidique.

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

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

Protéases a glutamate

Figure 11 : Mécanisme réactionnel des Métalloprotéases

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

Tableau05 : Méthodes de dosage de 1’activité protéolytique

dosages d'activité de

protéase et les capteurs.

grand nombre de substrats peuvent étre
immobilisé sur la méme plate-forme pour la

détection multiplex applications.

- Ceci est possible en tant que signaux optiques
ou de fluorescence a des emplacements discrets
peuvent étre identifiés et associés a une protéase
spécifique. Une considération importante pour
le test hétérogene est le choix de plates-formes
solides pour le signal lectures. Par exemple, les
capteurs électrochimiques nécessitent surfaces
conductrices comme les métaux, tandis que les
capteurs colorimétriques nécessitent
généralement des plates-formes optiquement
transparentes comme le verre. Ainsi, une
conception soignée des substrats peptidiques est
nécessaire pour s'assurer que des groupes
fonctionnels sont présents pour I'immobilisation

covalente de peptides sur ces surfaces.

Méthodes principe de méthode Référence
- Les dosages de protéases hétérogenes
nécessitent I'immobilisation de substrats de
) protéase sur des surfaces solides. Ces surfaces
Développements , (ILL.H. Ong
permettent protéases dans la phase aqueuse pour | €t Yang,
recents dans les interagir avec les substrats immobilisés et un ng%/sn
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Une nouvelle méthode
pour doser la protéase
basée sur le mauvais
repliement de
I'amyloide: application
au diagnostic du cancer

de la prostate a l'aide

d'un panel de
biomarqueurs de
protéases.

-Essai d'activité de protéase La procédure de
dosage décrite ci-dessous a d'abord été vérifiée
en utilisant EIS enregistrant la modification par
étapes de I'électrode pendant la procédure de
dosage. La matriptase est ici employée comme
cible modele.

Tout d'abord, des échantillons standard ou de
sérum contenant de la protéase ont été incubés
avec I'électrode a 37°C. Un ringage soigneux de
I'électrode avec de l'eau bi distillée et une
incubation avec 5 % de Tween-20 ont été
effectués pour exclure une absorption non
specifique. Ensuite, I'électrode clivée a été
incubée avec 300 uM d'amyloide-béta, 100 uM
de peroxynitrite, dans du PBS 10 mM (pH 5, 0)
pendant 75 min a température ambiante pour le
mauvais repliement de I'amyloide-béta. Apres
cela, I'électrode a de nouveau été soigneusement
rincée avec de l'eau bi distillée, puis plongée
dans du Tween-20 a 5 % pendant 30 min.

L'électrode était enfin préte pour la mesure.

(Hao et al,
.2014)

Une nouvelle méthode
de dosage de l'activité
de la protéase basée sur
une protéine
auto-inhibée modifiée
utilisant un immun

dosage enzymatique.

-Dosage de l'activité de la protéase : MMP2
(Matrix Metallopeptidase 2) a été dilué a
100pg/ml et activé dans le MMP2 tampon
d’activation. Capteur MMP2 a été incubé avec
différentes concentrations de la forme active, et
les réactions ont été arrétées en ajoutant
I'inhibiteur de MMP2 I1l. Caspase-3 était une
forme active et a donc été utilisée sans

prétraitement supplémentaire.

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

incubé avec différentes concentrations, et les

(Hyun et
Tae, 2013)
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réactions ont été arrétées en ajoutant inhibiteur

de caspase-3 | & 200 nM.

- Les mélanges réactionnels ont été dilués 10
fois dans une solution de dilution pour ELISA
ou analysés en utilisant SDS-PAGE. Pour
examiner l'effet du sérum sur la méthode de
dosage de la protéase, le serum de souris
(Abcam, Royaume-Uni) a été inactivé par
incubation & 60°C pendant 1 h. Le sérum était
centrifugé a 15 000 rpm pendant 30 m pour
éliminer les insolubles composants, puis le
surnageant a été immédiatement congelé. Le
sérum de souris inactivé a été dilué 10 fois dans
un tampon de dosage de protéase avec une
quantité connue de protéase (MMP2 ou
caspase-3), et les mélanges réactionnels ont été
analysés par ELISA.

1-7-Facteurs influen¢ant I’activité enzymatique

Un changement dans les conditions environnementales, tel que la température, le
pH et la présence d’inhibiteurs enzymatiques, peut influencer I’activité enzymatique ce

qui représente ’efficacité¢ de 1’enzyme. De plus, la concentration en substrat et en

enzymes influence également l'activité enzymatique.

s Température

Une augmentation de la température augmente la vitesse de déplacement des
molécules qui, par conséquent, augmentera le nombre de collisions faite entre les
substrats et les enzymes, chaleur nuit a I’activité enzymatique en brisant les liaisons entre

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

maintiennent la conformation de I’enzyme.
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L)

Une réduction de la température ralentit 1’agitation moléculaire et, par conséquent,
la possibilité de rencontre entre I’enzyme et son substrat, La vitesse enzymatique diminue,
car les enzymes se lient rarement au substrat. Les enzymes possedent une température

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

Les enzymes n’ont pas toutes la méme température optimale, mais la plupart d’entre
elles qui agissent dans le corps humain ont une tempeérature optimale de 37,5°c (Nagwa
2022).

pH

Dépendamment du pH du milieu, la forme cationique, chargée positivement, ou la
forme anionique, chargée négativement, des acides aminés sera favorisé. Cela influence
les interactions entre les acides aminés de charge opposée ce qui peut entrainer des
changements de la forme de I’enzyme dans la structure tertiaire et quaternaire. L’enzyme
n’est plus en mesure d’accueillir le substrat au site actif. Ainsi, un pH inférieur ou

supeérieur a celui optimal conduit & une activité enzymatique moindre. (Bluteau, 2021).

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

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

Concentration en substrat et en enzyme

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

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

Une fois que tous les sites actifs de I’enzyme sont utilisés, augmenter la
concentration en substrat n’aura plus d’effet positif sur la vitesse de réaction puisqu’il n’y
a plus de sites actifs de libres pour les substrats supplémentaires, Dans cette situation,
I’augmentation de la concentration d'enzymes permettrait d’avoir plus de sites actifs

disponibles a accueillir des substrats.

Inhibiteurs enzymatiques

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

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

actif en étant 1i¢ ailleurs sur I’enzyme, donc I’efficacité est moindre (Bluteau, 2021).

Si ces effets inhibiteurs se produisent a grande échelle sur de nombreuses enzymes
impliquées dans une réaction, cela peut reduire considérablement la vitesse des réactions
enzymatiques. Par conséquent, une augmentation de la concentration d’inhibiteurs

enzymatiques diminuera egalement la vitesse de réaction.

Temperature pH

SiG Influence : Enzymes have optimum pH
More heat = More kinetic energy
g §| e If higherflower
] Butif too high d H in acid | OH in alkaline
‘f enzyme s denatured 'f can Interfere enzyme structure
K o
Tompariture i
Enzyme concentration Substrate concentration
steady incraase of wbitrate avalable
i ¥ , A
} Qg oo 3 Increase substrate concentration
~ Increase enzyme concentration = increase rate of reaction
y =increase rate of reaction |
d i

Enzyme concentration Substrate concentration

“*Until substrates amount are limited"* "Until active site of enzyme are used"*

Figure 12 : Facteurs influencant I’activité enzymatique

(Bluteau, 2021)
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1- Fermentation

A nature de la fermentation, solide ou liquide (submergée), influe divers aspects de
la croissance des microorganismes ainsi que la production des substances d’intérét
(Sumantha et al,. 2005)

1-1- Fermentation en milieu liquide (FML)

La fermentation en milieu liquide est particulierement bien adaptée aux cultures des
micro-organismes unicellulaires, comme les bactéries et les levures. (Technique -

l'ingenieurs.fr).

Ce type de fermentation a été traditionnellement utilisé pour la production
industrielle des enzymes, en raison de la facilité de contrdle des différents parametres
comme le pH, la température, I’aération, 1’oxygéne dissous et I'numidité (Singhania et
al,. 2009).

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

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

qui reproduit les conditions de vie naturelle des microorganismes.

D’un point de vue fondamental, la fermentation en milieu solide est définie comme
une fermentation impliquant des particules solides humides en absence ou presque d’eau
libre. Les microorganismes se développent dans un systeme a trois phases : une matrice
solide, une phase liquide qui lui est liée et une phase gazeuse prise au piége dans les
particules. Le développement des champignons filamenteux en fermentation solide se fait

par extension et ramification des filaments formant le mycelium (Rahardjo et al,. 2006).

Figure 14: Milieu de culture de FMS

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

essentiellement pour la production des enzymes hydrolysant les polymeres végétaux.

La production des différents métabolites est beaucoup plus importante dans les

procédés en FMS comparée a celle des cultures submergées (Thomas et al,. 2013).
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1-2-1-Avantages et inconvénients

La fermentation en milieu solide présente une multitude d’avantages par rapport a
la fermentation en milieu liquide (Pandey et Soccol, 2000, Djama et Abdelilah, 2018) Et

présente également de nombreux inconvénients :

Tableau 06: Avantages et inconvénients de la FMS

Les avantages Les inconvénients
~ une productivité volumique 10 a 100 fois | ~ Un faible taux d’humidité peut limiter la
plus importante que la fermentation en croissance des micro-organismes.
milieu liquide (Le Blog de| ~ Difficultés a surveiller les paramétres
Vitagora 2017) du processus.
~ Le support est simple, facilement| ~ Choix limité des microorganismes
disponible et peu colteux utilisables en raison du faible taux
~ Les substrats nécessitent moins de d’humidité.
prétraitement que les milieux liquides. ~ Transfert limité de chaleur et de masse,
~ L'aération forcée est souvent plus facile. ce qui impose une certaine porosité du
Equipement de fermentation simple. substrat.
~ Productivité volumétrique élevée. ~ Difficulté de régulation de certains
~ Matériels utilisés moins complexes d’ou parametres tels que le pH.
réduction des codts.
~ Absence d’un contréle rigoureux des
parameétres de la fermentation.
~ Réduction de I’énergie requise.

1-2-2- Parametres de controle de FMS
1-2-2-1 La Température

La température est I’un des facteurs les plus difficiles a réguler en fermentation en
milieu solide. Une mauvaise dissipation de la chaleur peut entrainer des gradients de
température au sein du milieu de culture durant la fermentation et peut provoquer des

déviances métaboliques, I’assechement du milieu, la dégradation des produits sécrétés,


https://www.vitagora.com/blog/
https://www.vitagora.com/blog/
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une diminution de la disponibilité des nutriments ou encore 1’arrét de la phase végétative
au profit de la phase reproductive du champignon filamenteux (production de conidies).

Le contrble de ce parametre se fait généralement avec des thermo senseurs, des
thermistances/thermistors ou des sondes métaboliques Pt par une mesure dans la couche

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

1-2-2-2 Le Support

Le support est I’un des paramétres les plus importants en fermentation en milieu
solide. Il doit étre choisit avec attention en fonction de plusieurs facteurs comme la taille
des particules, la porosité, la composition biochimique.

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

présentent sous trois formes :

e Sous la forme de matériaux organiques naturels (amylacés ou lignocellulosiques). Ce sont
généralement des sources de polymeres insolubles, complexes et hétérogénes (bagasse,
pulpes de betterave, paille, bois, son de blé, manioc,...). Ils servent a la fois de substrat
(source de carbone) et de support.

e Sous la forme de matériaux synthétiques (mousse de polyuréthane). Ils servent
uniquement de support et nécessitent par conséquent I’apport d’un milieu nutritif.

e Sous la forme de matériaux minéraux (granulés d’argile, perlite, pouzzolane). Ils servent
uniquement de support et nécessitent par conséquent 1’apport d’un milieu nutritif.

(Durand et Alani, 1988).

1-2-2-3 L’humidite
En FMS, I’eau est présente sous deux formes : sous la forme d’eau complexée a I’intérieur
de la matrice solide, et sous la forme d’une couche mince qui peut étre absorbée a la

surface des particules ou contenue dans les régions capillaires

La quantité d’eau a ajouter est en fonction de la capacité de rétention d’eau du substrat
solide et de la nature du microorganisme. Cette teneur en eau doit étre suffisante pour le
métabolisme des champignons tout en gardant la matrice solide (pas d’écoulement d’eau)
et sans affecter la porosité du substrat et par conséquent reduire les échanges gazeux
(Gervai et Bensoussan, 1994 ; Djama et Abdelilah, 2018).
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1-2-2-4 1.aération
L’aération est un facteur important en fermentation en milieu solide puisqu’elle va

permettre :

~ D’oxygénation (surtout pour les organismes aérobies comme les champignons
filamenteux).
~