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Introduction

Le terme « protéase» désigne toute enzyme capable de catalyser la réaction d’hydrolyse de la
liaison peptidique par une réaction nommée protéolyse (Beg et al., 2002; Gupta et al., 2002a;
Saxena et Singh, 2010).

Les protéases jouent un role crucial dans le métabolisme des organismes, elles sont présentes
dans une diversité d’organismes inférieurs (virus, bactéries, champignons. protozoaires) et
supérieurs (plantes et animaux) (Rao et al. 1998).

En général, les micro-organismes représentent la source la plus importante de protéases,
comme ils peuvent étre cultivés a grande échelle dans un temps relativement court par les
méthodes de fermentation, ils fournissent également une variété abondante et réguliére de
produits désirés. Par ailleurs, les protéines microbiennes ont une longue durée de vie et peuvent
¢tre stockées dans des conditions moins idéales pendant des semaines sans perte significative de
I"activité (Gupta et al., 2002b).

Les microorganismes ¢laborent plusieurs types de protéases, qui sont soit intracellulaires et /
ou extracellulaires. Les protéases intracellulaires sont importantes pour divers processus
cellulaires et métaboliques, tels que la sporulation et la différenciation, le renouvellement des
protéines, la maturation des enzymes et des hormones. Certaines protéases extracellulaires sont
importantes pour I’hydrolyse des protéines dans I’environnement extracellulaire et permettent
aux germes d’absorber et d’utiliser les produits d’hydrolyse (Gupta et al., 2002b), tandis que les
autres sont des toxines ou des facteurs impliqués dans la virulence (Wendersman, 1989).

En plus de leur role dans le métabolisme protidique, les protéases ont gagné un grand intérét
dans le domaine industriel, parmi les enzymes présentes dans le marché mondial, de 40-50% des
enzymes commercialisées sont des protéases provenant de différents microorganismes
(Rajendran et Thangavelu, 2008).

Les protéases de divers types ont trouvé des applications dans différentes industries,
particulicrement, celle de détergents, I’'industrie alimentaire, pharmaceutique, médicale,
I'industrie de cuir, et méme dans les processus de biorémédiation (Rao et al., 1998; Thys et al.,
2005; Sangeetha et al., 2008).

Le choix de ce théme a été imposé par le fait que la plupart des études rapportées concernaient
la production a partir des bactéries du genre Bacillus, de quelques Actinomycétes et de quelques
champignons; les protéases des bactéries lactiques sont, en revanche, rarement documentées.

Le présent travail vise a sélectionner les souches de Lactobacillus qui ont la capacité de
produire des protéases extracellulaires. En plus, D"optimisation des facteurs affectant la
production est considérée. L’objectif sera étendu a purifier partiellement 1’enzyme protéolytique
et de la caractériser.
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Ana lyse bibliographique La protéase

L.1.Définitions

Historiquement, le terme avait une signification légeérement différente, bienque les termes
« protéase » et « protéinase » sont souvent utilisés de fagon interchangeable, certains
scientifiques ont souligné que le dernier terme concerne les endopeptidases mais pas les
exopeptidases, alors que le Comité la nomenclature de 1’Union Internationale de Biochimie et de
Biologie Moléculaire (NC-IUBMB) recommande le terme peptidase comme terme général pour
toutes les enzymes qui hydrolysent les liaisons peptidiques(Chomsri, 2008).

Les protéases (EC 3.4.21. et 99, peptidyl-peptide hydrolase) sont des enzymes qui hydrolysent
la liaison peptidique dans une molécule protéique par un mécanisme appelé protéolyse, elles
sont communément appelées protéases, peptidases et protéinases, ou enzymes protéolytiques.
(Beg et al., 2002; Gupta et al., 2003; Saxena et Singh, 2010; Gupta et al., 2002a), des protéines
simples, des peptides et des acides aminés libres sont les produits issus de cette réaction (Ul-hak
et Mukhtar, 2006).

L’étude des enzymes protéolytiques présente un grand intérét, non seulement en raison de leur
role important dans le métabolisme cellulaire, mais parcequ’elles ont également gagnés une
attention considérable dans la communauté industriclle (Gupta et al., 2002a). Elles constituent
I’'un des trois plus grands groupes d’enzymes industrielles, et représentent environ 60% des
ventes mondiales totale (figure 1) (Rao et al., 1998; Ul-hak et al., 2003; El enchasy et al.,
2008; Chellapandi, 2009; Gaur et al., 2010).

M Protease cellulaire

B Autre proteéase cellulaire
i Trypsine

B Renine

8 Amylase

i Autr carbohydrate

i Lipase

i Enzyme analytique et
pharmaceutique

Figure 1: La contribution des différentes enzymes dans la vente mondiale totale des enzymes.
(Rao et al., 1998)

I. 2. Origine des protéases

Les protéases sont physiologiquement nécessaires pour les organismes vivants, elles sont
ubiquitaires, trouvées dans une grande diversité¢ d’organismes vivants tels que les plantes, les
animaux et les microorganismes (Rao et al ., 1998; Coral et al., 2003; Raimi et al., 2010), les
protozoaires, les insectes et les helminthes ( Joo et al., 2007). Le tableau 1 regroupe quelques
protéases d’origines différentes.
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Tableau 1: Les différentes origines de protéases.

Source Protéase Référence
Microbienne
Champignons  Aspergillus niger Protéase acide Siala et al., 2009
Conidibolus coranatus Protéase alkalaine Raimi et al., 2010
Levure Saccharomyces cerevisiae ~ Aminopeptidase Chomsri, 2008
Carboxypeptidase
Bactéries Lactobacillus homohiochii Metalloprotease Pereira et al., 2001
Bacillus subtilis Protease a serine Gupta et al., 2002a
Virus HIV-1 Yahi et al., 1999
Végétale Carica papaya Papaine Rao et al., 1998
Ficus glabrata Ficine Meunier, 1999
Ananas comorus Bromelaine Meunier, 1999
Animale Pancréas Chymotrypsine Rao et al., 1998
Estomac Pepsine Rao et al., 1998

I.2.1. Les protéases microbiennes

Les microbes représentent une excellente source de protéases en raison de leurs croissance
rapide (Rao et al., 1998; Gaur et al., 2010), de leur large diversité biochimique, et de leur
susceptibilité a la manipulation génétique, les enzymes d’origine microbienne possedent presque
toutes les caractéristiques désirées pour des applications biotechnologiques (Gupta et al., 2002a;
Coral et al., 2003), ce qui les rend préférées aux enzymes d’origine végétale et animale
(Krishna et al., 2009). Les protéases microbiennes représentent environ 40% du totale des ventes
mondiales d’enzymes (Rao et al., 1998; Gupta et al., 2002a). Elles peuvent étre produites par les
bactéries, les champignons, les levures (El enchasy et al., 2008), et les virus (Joo et al., 2007),
ces protéases sont de plus en plus étudiées a cause de leurs importance et de leurs applications
ultérieurs dans I'industrie et la biotechnologie ( Krishna et al., 2009).

1.2.1.1. Bactéries

Les protéases bactériennes sont les plus importantes par rapport aux protéases animales et
fongiques. Parmi les bactéries, les especes de Bacillus sont les producteurs spécifiques de
protéases extracellulaires (Das et Parasad, 2010). Les protéases bactériennes neutres sont actives
dans une gamme de pH étroit (pH 5 a 8), et ont une faible thermotolérance, tandis que les
protéases bactériennes alcalines sont caractérisées par leur haute activité a pH alcalin, leur
température optimale se situe autours de 60C° (Rao et al., 1998). Un grand nombre de protéases
bactériennes a été découvert, purifié et caractérisé, mais treés peu d’entre elles sont utilisées dans
des procédés industriels a grande échelle en raison de leur colt élevé, la difficulté lors de la
purification et surtout la nature fragile de ces enzymes (Kumar et al., 2008).

[.2.1.2. Champignons

Les champignons élaborent une plus grande variété d’enzymes que les bactéries (Rao et al.,
1998). Un nombre considérable d’especes d’Aspergillus sont connus pour leur production des
protéases extracellulaires tels que Aspergillus niger, A. oryzae, A. awamori et A. fumigatus. Ces
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certaines d’entre elles sont disponibles a I’échelle commerciale (Siala et al., 2009) telles que
I'Aspergillopetidase A" (Meunier, 1999). Les protéases fongiques sont actives sur une large
gamme de pH 4 a 11 et présentent une large spécificité de substrats (Rao et al., 1998).

1.2.1.3. Virus
Les protéases virales ont une grande importance en raison de leur implication fonctionnelle
dans les traitements contre les virus qui causent certaines maladies mortelles comme le Sida et le

Cancer. Les protéases a sérines, aspartiques, cystéines, et les peptidases sont trouvées dans
différents virus (Rao et al., 1998).

1.2.2. Les protéases animales

Les protéases les plus familieres d’origines animales sont les trypsines, les chymotrypsines, les
pepsines et les rénines. La trypsine est la principale enzyme digestive intestinale responsable de
I’hydrolyse des protéines alimentaires. La chymotrypsine se trouve dans I’extrait pancréatique
chez I'animal. La pepsine est une protéase acide qui se trouve dans I’estomac de tous les
vertébrés. La rénine est une protéase qui est produite comme un précurseur inactif, la prorénine,
dans I’estomac des mammiféres, elle est convertie en rénine active par |’action de la pepsine
(Rao et al., 1998; Gengkal, 2004).

1.2.3. Les protéases végétales

[ utilisation des plantes comme source de protéase est régie par plusieurs facteurs tels que la
disponibilité des terres pour la culture et les conditions climatiques adéquates pour la croissance.
En outre, la production de protéases a partir des plantes est un processus fastidieux (Rao et al.,
1998; Gengkal, 2004). Les protéases d’origine végétale ont des applications dans 1’industrie
alimentaire et I'industrie des détergents (Gaur et al ., 2010). La papaine extraite d’une plante
¢quatoriale et tropicale (Carica papaya), la bromélaine isolée de 1‘ananas (4Ananas comorus), la
ficine issue de la figue (Ficus carica) (Meunier, 1999) et la kératinases produite par certaines
groupes botaniques pour dégrader la kératine. Ces enzymes représentent quelques une des
protéases végétales bien connues (Rao et al., 1998 ).

I1.3. Classification des protéases

Selon le Comité de la Nomenclature de I’'Union Internationale de la Biochimie et la Biologie
Moléculaire; les protéases sont classées dans le sous groupe 4 du groupe 3 (Hydrolases) (Rao et
al., 1998; Chomsri, 2008; Krishna et al., 2009).

Les protéases peuvent étre classées selon trois critéres majeurs:

(i) La réaction catalysée;
(ii) La nature chimique du site catalytique et
(iii) La relation évolutive par référence a la structure (Rao et al., 1998).

Les protéases sont généralement divisées en deux groupes principaux : les exopeptidases
(peptidases) et les endopeptidases (protéinases), selon leur site d’action sur les substrats
protéiques (Rao et al., 1998). En outre, elles sont considérées comme protéases a serine
(EC 3.4,21), protéases a cystéines (EC 3.,4,22), protéases aspartiques (EC 3.4.23) et métallo-
protéases (EC 3.,4,24) sur la base du groupe fonctionnel présent dans le site actif (Chomsri,
2008).Elles sont également classées en différentes familles en fonction de leurs séquences en
acides amings, selon le pH optimal de leurs activités elles sont appelées protéases acides, neutres
ou alcalines (Rao et al., 1998; Gupta et al., 2002a; Coral et al., 2003). La figure 2 résume les
différentes classes des protéases.
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PROTEASES

Endopeptidases Exopeptidases
(Protéinases) (Peptidases)

Proteases a Serine |
eg trypsine, chymotrypsine, |
subtilisine Aminopeptidases Carboxypeptidases
eg Aminopeptidases |

Aminopeptidases I |~ Carboxypeptidases a Serine

Proteases a Cystéine
eg papaine, cathepsin B — Carboxypeptidases a Cystéine

— Carboxypeptidases Aspartique
Proteases Aspartique

eg pepsine, chymosine

| Metalloproteases
eg thermolysin, carboxypeptidase A

Figure 2: Classification des protéases ( Rao et al., 1998).

1.3.1. Les exopeptidases
Les exopeptidases sont des protéases qui hydrolysent les liaisons peptidiques proche des
extrémités N ou C- terminales des protéines (Hase et Finkelstein, 1993; Chomsri, 2008). 1

existe deux classes d’exopeptidases : les aminopeptidases et les carboxypeptidases (Rao et al.,
1998; Chomsri, 2008).

1.3.1.1. Les aminopeptidases

Les aminopeptidases agissent prés de I’extrémité N- terminale des protéines. Elles libérent
ainsi un seul acide aminés, un dipeptide, ou tripeptide, d’ou les sous classes (Chomsri, 2008).
Beaucoup d’aminopeptidases sont spécifiques pour la libération du résidu méthionine, en
position N- terminale et qui est retrouvé dans les protéines recombinantes mais pas dans les
protéines matures d’origine naturelle. Les aminopeptidases sont produites par de nombreuses
espéces microbiennes y compris les bactéries et les champignons. En général, se sont des
enzymes intracellulaires (Rao et al., 1998; Gengkal, 2004).

1.3.1.2. Les carboxypeptidases

Les carboxypeptidases sont des exopeptidases qui agissent pres de I’extrémité C-terminale
des protéines, libérant ainsi un seul acide aminé ou un dipeptide. Elles sont divisées en trois sous
classes, soit (i) les serines carboxypeptidases, (ii) les metallocarboxypeptidases et (iii) les
cystéines carboxypeptidases, selon la nature des acides aminés présents au site actif de I’enzyme
et selon leur mécanisme catalytique (Gengkal, 2004).
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1.3.2. Les endopeptidases

Les endopeptidases sont caractérisées par leur action préférentielle au niveau de la liaison
peptidique dans les sites internes de la chaine polypeptidique loin des extrémités N et C-
terminale. La présence d’un groupement amino ou carboxyl libre peut avoir un effet répresseur
sur I’activité de ces protéases. Les endopeptidases sont divisées en 4 classes selon leur
mécanisme catalytique, (i) les protéases a cystéines, (ii) les métalloprotéases, (iii) les protéases
aspartiques et (iv) les protéases a sérines (Rao et al., 1998).

1.3.2.1. Les protéases a cystéine

Les protéases a cystéine, ou thiols sont présentées autant chez les procaryotes que chez les
eucaryotes. La plupart de ces protéases ont un pH optimum neutre et sont activées seulement en
présence d’agents réducteurs comme la cystéine ou I’acide cyanhidrique (HCN). Leur activité est
inhibée en présence d’agents sulthydryles telque le p-chloromercuribenzoate (PCMB). Ces
enzymes protéolytiques peuvent etre classé en vingt familles différentes comme la famille de la
papaine, la clapaine, la clostripaine et la streptopaine (Rao et al., 1998; Gengkal, 2004; Joo et
al., 2007).

1.3.2.2. Métalloprotéases :

Les métalloprotéases forment un groupe de protéases trés varié, elles sont caractérisées par
I’exigence d’un ion métallique divalent, le plus souvent le Zn2*, nécessaire pour leur activité.
Sur la base de la spécificité de leur action, les métalloprotéases peuvent étre divisées en quatre
groupes :(i) neutres, (ii) alcalines, (iii) Myxobacter I et (iv) Myxobacter II. Ces protéases sont
inhibées par des agents chélateurs forts tel que I’Ethylenediaminetetra-acide acétique (EDTA),
mais pas par des agents sulthydryle ou le drisopropylfluorophosphate DFP (Rao et al., 1998).

1.3.2.3. Les protéases aspartiques

Les protéases aspartiques, également connues sous le nom de protéases acides, sont des
protéases dont I’activité catalytique dépend d’un résidu acide aspartique présent au site actif de
I’enzyme. Elles sont regroupées en trois familles, a savoir, (i) la pepsine (ii) retropepsine, (iii) les
enzymes des pararétrovirus. La plupart des protéases aspartiques ont une activité maximale a
faibles pH, généralement entre 3 et 4, leur masse moléculaire est de I’ordre de 30 a 45 KD. Elles
sont inhibées par la pepstatine (Rao et al., 1998; Gengkal, 2004).

1.3.2.4. Les protéases a sérines

Les protéases a sérines sont caractérisées par la présence d’un résidu sérine dans leur site actif.
Elles sont présentes chez les virus, les bactéries et les eucaryotes ce qui suggere qu’elles sont
essentielles pour les organismes. Elles sont divisées en trois groupes selon leur site d’attaque sur
les protéines : (i) les protéases a sérine de type trypsine, qui hydrolysent les protéines aprés un
résidu chargé positivement, (ii) les protéases a sérine de type chymotrypsine, qui hydrolysent les
protéines apres un résidu hydrophobe de haut poids moléculaire, et (iii) les protéases a sérine de
type élastase, hydrolysent les protéines aprés un résidu hydrophobe de faible poids moléculaire.
Ces protéases sont inhibées par le (DFP) et le fluorure phényle- méthylsulfonyle (PMSF) et
d’autres, elles sont généralement actives a pH neutre ou alcalin, avec un optimum entre pH 7 et
11; en outre, ces enzymes ont une large spécifité de substrats, y compris I’activité estérolytiques
et amidases, leur masse moléculaire est comprise entre 18 et 35 KD (Rao et al., 1998; Genkcal
etal., 2004).
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I1.1. Bactéries lactiques

Le groupe des bactéries lactiques a été défini pour la premiere fois par ORLA-JENSEN en
1919, il est appelé: les bactéries lactiques ou bactéries de 1’acide lactique, elles peuvent avoir des
formes de coques ou de batonnets (Leveau et Bouix, 1993).

Les bactéries lactiques sont généralement Gram positives, immobiles, jamais sporulées,
anaérobies mais aérotolérantes, et ne possédant pas de catalase (certaines souches possedent une
pseudocatalase), de nitrate réductase et de cytochrome oxydase. Toutes les bactéries lactiques
ont un métabolisme fermentaire strictement saccharolytique qui, en utilisant les glucides, elles
peuvent produire soit de :

- I’acide lactique exclusivement (bactéries homolactiques strictes),

- I’acide lactique et de I’acide acétique (bactéries hétérolactiques facultatives),

- I’acide lactique, de I’acide acétique ou de I’éthanol et de CO, (bactéries hétérolactiques)
(Leveau et Bouix, 1993; Pot, 2008).

Ce groupe bactérien est un vaste ensemble de microorganismes procaryotes qui se rattachent a
deux phylums :
- le phylum des Clostridium ; dont I’ADN des chromosomes contient un pourcentage de G+C
inférieur a 50%
- le phylum des Actinomycetes ; dont I’ADN des chromosomes contient un pourcentage de G+C
supérieur a 50% (Leveau et Bouix, 1993; Pot, 2008). La plupart des bactéries lactiques
participent a 1’élaboration de nombreux produits alimentaires fermentés, pour lesquels elles
jouent plusieurs roles relatifs aux caractéristiques organoleptiques, nutritionelles et sanitaires de
I’aliment (Pilet et al., 1998).

Tres largement répandues, les bactéries lactiques se développent dans tous les habitats ou elles
disposeront de glucides en abondance, de produits de dégradation des protéines ; d’acides
nucléiques et de vitamines (Leclerc et al., 1994). Elles colonisent de nombreux produits
alimentaires comme les produits laitiers, la viande, les végétaux et les céréales et font partie de la
flore humaine et animale (Dortu et Thonart, 2009).

I1.2. Classification des bactéries lactiques

La production d’acide lactique dans la fermentation anaérobie des sucres est un caractére
biochimique important dans la classification des bactéries lactiques ainsi que leur morphologie
(Leveau et al., 1993).

D’apres Orla-Jensen, sept Genres principaux constituent les groupes des bactéries lactiques
(Pilet et al., 1998) a savoir :

Lactobacillus Carnobacterium
Leuconostoc Streptococcus
Enterococcus Lactococcus
Pedicococcus

Le genre Bifidobacterium est actuellement considéré par plusieurs auteurs comme un Genre de
bactéries lactiques (Pilet et al., 1998).
Actuellement, Dortu et Thonart (2009) regroupent les bactéries lactiques en treize Genres
bactériens différents :

Lactobacillus Bifidobacterium Leuconostoc Vogococcus
Lactococcus Streptococcus Enterococcus Carnobacterium
Pediococcus Oenococcus Aerococcus Tetragenococcus

Weissella
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I1.3. Les Lactobacilles

Le Genre Lactobacillus, a ¢été proposé par Beijerink en 1901. 1l est le Genre principal de la
famille des Lactobacillaceae. il contient de nombreuses especes qui sont des agents de
fermentation lactique intervenant dans de nombreuses industries. clles sont parfois rencontrées
comme contaminants (Pof, 2008). Les Lactobacillus ont des exigences nutritionnelles tres
complexes en acides aminés, vitamines et acides gras, nucléotides. peptides et glucides (Khalid
et Marth, 1990; Leclerc et al., 1994). lls sont acidophiles, généralement peu protéolytiques et
lipolytiques (Guiraud, 1998; Guiraud et Rosec, 2004). Leur G+(C% est compris entre 32 et 53
selon les especes (Leclerc et al., 1994). 1ls sont caractérisés par des cellules en formes de
batonnets souvent regroupés en chaines (Leveau et Bouix, 1993). Gram positif, asporulés,
indoles et H,S négatifs, ils ne réduisent généralement pas les nitrates, ne liquéfient pas la gélatine
et ne produisent ni catalase ni cytochrome (Larpent, 2000; Joffin et Leyral, 2001).

Les Lactobacilles sont habituellement immobiles ou quelquefois mobiles pas cils péritriches,
microaérophiles, mésophiles ou thermophiles modérés mais certaines espéces comme Lb.
viridescence et Lb. plantarum peuvent se multiplier lentement a température de réfrigération, ils
se développent a un optimum de température situé entre 30 et 40°C (Leclerc et al., 1994). Ces
bactéries croissent a des pH plus bas que les Streptocoques; elles ne se développent pas pendant
les premiers stades de la fermentation; mais seulement quand le pH atteint 5,5 a 6, a leur tour
elles continuent a produire de 1’acide lactique et abaisser le pH au dessous de 5 (Perry et al.,
2004). Les Lactobacillus se trouvent dans la nature, a la surface des plantes, dans les produits
laitiers, les viandes, I’eau, la biere. Dans les fruits et les légumes, en plus, plusieurs especes sont
présentes naturellement chez I'Homme et constituant la flore intestinale normale (Silva ef al.,
1986).

I1.4. Classification des Lactobacillus

Le Genre Lactobacillus a été subdivisé par Orla Jensen en trois groupes et cette classification
est encore utilisée en milieu industriel : (Guiraud et Rosec, 2004; Guiraud, 1998), le tableau 02
récapitule les différents groupes du Genre Lactobacillus et leurs principales caractéristiques.

Tableau 02 : Les différents groupes du Genre Lactobacillus et leurs principales caractéristiques
(Leveau et Bouix, 1993; Guiraud, 1998; Guiraud et Rosec, 2004; Federighi et al., 2005).

Groupe Caractéristiques Espéces Habitat
rencontrés

bacilles droites, homofermentaires Lb. helveticus lait, produits laitiers,

thermophiles. Lb. jugurti animaux, Homme,
Thermobactérium Lb. bulgaricus bouche et

se développent a 45°C mais Lb. lactis végétaux

pas a 15°C. Lb. delbrueckii

Lb. acidophilus

bacilles courtes, souvent arrangées

en filament, homofermentaires, Lb. baravicus bouche,

mésophiles se développent a 15°C Lb. plantarum fourrages,
Streptobactérium Lb. curvatus produits carnés,

ils peuvent étre occasionnelle- Lb. casei végétaux,

ment hétéro fermentaires en Lb. sakei produits laitiers et

fonction du substrat. fromage

bacilles hétérofermentaires Lb. viridescens produits laitiers et
Betabactérium Lb. bechneri carnés,

cellules sont courtes,
draitec et cénardec

Lb. fermentum
I'h hrovic

tube digestif de I'Homme,

vAadtanv
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IL5. Le systéeme protéolytique des bactéries lactiques
I1.5.1. La protéolyse du lait

Les bactéries lactiques exigent la fourniture exogene d’acides aminés pour leur croissance car
elles sont incapables d’en effectuer la synthése a partir d’une source azotée plus simple. La
fraction azotée non protéique du lait est en fait une source importante d’azote pour les bactéries
lactiques. En raison de leur charge et de leur poids moléculaire, les oligonucléiotides et, a plus
forte raison, les protéines, ne peuvent traverser les enveloppes microbiennes, en particulier la
membrane cytoplasmique. Donc pour étre utilisés, ils doivent étre au préalable hydrolysés par
des systemes protéolytiques soit extracellulaires soit liées a I’enveloppe. D’autre part, les plus
courts peptides qui, eux, ont été transportés dans la cellule, doivent étre hydrolysés en leurs
acides aminés constitutifs par les enzymes protéolytiques intracellulaires des bactéries lactiques.
L’activité protéolytique globale des bactéries lactiques est considérée comme faible comparé a
celle d’autres Genres bactériens comme Bacillus ou Pseudomonas (Desmazeaud, 1983; Leveau
et Bouix, 1993). La protéolyse du lait par les bactéries lactiques en particulier les lactocoques est
résumée dans la figure 3.

L] -
"1.. Castine "> Peptides

i Protdinase

i | Systbine &5 tranapert dus oligapeptides

i v\()P!»‘j: Paroi
— e
soee ey
Peptidases b baad
b E e
\‘(YK o s
«3@“)._:.
G ™ ® Cywoplasme
/' ™ L 4
I
Acides L o
aminés — ® o .

Figure 3 : Schéma récapitulatif de la protéolyse de lait par les bactéries lactiques
(Desmazeaud, 1983; Leveau et Bouix, 1993).

I1.5.2. Types d’enzymes protéolytiques rencontrées chez les bactéries lactiques et leur
localisation cellulaire

Les bactéries lactiques disposent de systémes enzymatiques, permettant d’hydrolyser les
protéines et les polypeptides (Leveau et Bouix, 1993; Chamba, 2008). On pourra classer les
enzymes comme suit:

I1.5.2.1. Les protéases liées a la paroi ou a ’enveloppe

La protéolyse chez les bactéries lactiques est bien connue elle commence par 1’action d’une
protéase de paroi, enzyme a sérine qui hydrolyse les caséines du lait en oligopeptides. cette
enzyme est une exopeptidase dont la spécificité varie en fonction de la nature des résidus
d’acides aminés présents a I’extrémité de la molécule protéique. Certaines souches de bactéries
lactiques ne possedent pas de protéase de paroi et dépendent de la protéase de paroi présente

chez les autres souches pour se développer dans le lait (Leveau et Bouix, 1993; Savijoki et al.,
200K\
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Les protéases de paroi ont tout d’abord été étudiées de fagon trés approfondie chez les
lactocoques puis chez les lactobacilles et enfin récemment chez Streptococcus thermophilus
(Monnet et al., 2008). Cinq types de protéases de paroi de la méme famille, enzymes a sérine,
mais présentant certaines différences ont été caractérisées chez les bactéries lactiques : PrtP chez
Lactococcus lactis et Lb. paracasei, PrtH chez Lb. helveticus, PrtR chez Lb. rhamnosus, PrtS
chez S. thermophilus et PrtB chez Lb. bulgaricus. Elles contiennent différents domaines. Le
domaine correspondant au peptide signal (PP), le domaine catalytique des protéases a sérine
(PR). un domaine d’insert (I) qui régule probablement leur spécificité, le domaine A de fonction
inconnue, le domaine B participant probablement a la stabilité, le domaine hélix (H) qui
positionne A et B a I"extérieur de la cellule et un domaine hydrophobe W (Savijoki et al., 2006)
(Figure 4).
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Figure 4 : Représentation schématique des protéases de parois chez les bactéries lactiques
(Savijoki et al., 2006).

* Apercu sur la génétique des protéases de paroi

Chez les lactocoques, la protéase de paroi est codée par un gene qui est situé sur un plasmide
de grande taille, on trouve immédiatement en amont du géne prtP le geéne prtM qui code pour
une lipoprotéine de I’enveloppe bactérienne essentielle a la maturation de PrtP. Le systéme du
lactose est aussi présent sur ce méme plasmide.
De nombreuses données biochimiques, génétiques ainsi que la comparaison et 1’analyse des
séquences déduites de plusieurs geénes prt ont permis de mettre en €vidence une structure
commune organisée en huit domaines auxquels peuvent étre associées différentes fonctions.
Cette organisation en huit domaines est bien conservée chez les protéases de paroi de type PrtP
des lactocoques et Lb. casei. Au contraire, les protéases de paroi des autres lactobacilles et de St.
thermophilus, sont caractérisées par une forte variabilité en aval du domaine catalytique (Monnet
etal., 2008).

I1.5.2.2. Les protéases intracellulaires

Comme toute bactérie, les bactéries lactiques possédent des peptidases intracellulaires qui
assurent I’hydrolyse des peptides internes formés par protéolyse interne (renouvellement des
protéines) ou issus d’une perméation spécifique. Le nombre de peptidases cytoplasmiques varie
avec les auteurs et avec les substrats synthétiques utilisés mais leur nombre est probablement
faible de 5 a 6 (Leveau et Bouix, 1993).

Des activités exopeptidasiques intracellulaires ont été caractérisées chez tous les lactobacilles.
Lb. helveticus et Lb. bulgaricus possedent une aminopeptidase, alors que Lb. acidophilus
contient une aminopeptidase et deux activité dipeptidasiques (Desmazeaud, 1983).
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I1.5.2.3. Les protéases extracellulaires

Il est parfois difficile de démontrer le caractere extracellulaire d’une enzyme, en effet pour les
bactéries lactiques le systéme protéolytique est mieux étudi€ chez Lc. lactis. A I'exception de la
souche ML1 de Lc. lactis subsp. cremoris qui posseéderait une protéase extracellulaire libérée
dans le milieu, les protéases étudiées sont liées a la paroi. Ainsi chez les Lactobacilles, la souche
Lb. helveticus CP790 excrete une protéase a sérine de faible taille dans le milieu de culture
(Leveau et Bouix, 1993; Vermeulen et al., 2005; Monnet et al., 2008).

I1.6. Fonction de la protéolyse chez les bactéries lactiques

La protéolyse bactérienne joue un role clé dans plusieurs processus biologiques chez les
bactéries : nutrition azotée, virulence, turn-over protéique, activations, dégradation de protéines
non conformes sporulation, sécrétion etc.... En effet la machinerie protéolytique est constituée
d’un ensemble d’enzymes qui différent par leur mécanisme catalytique, leur spécificité
d’hydrolyse, leur localisation cellulaire et leur role (Ldpez Kleine, 2008).

Dans le domaine de la nutrition azotée, les bactéries lactiques présentent toutes des exigences
en acides aminés, plus ou moins prononcées selon les Genres, les especes et méme selon les
souches; du fait de leurs nombreuses auxotrophies pour les acides aminés et la pauvreté du lait
en acides aminés, la croissance des bactéries dans ce milieu repose en grande partie sur leur
systeme protéolytique, ce systéme multi-protéique conduit a la libération d’acides aminés
disponibles pour la synthése protéique, et assure la libération de I’ensemble des acides aminés a

partir des peptides et donc permettre la croissance des bactéries en particulier dans le lait
(Monnet et al., 2008).

I1.7. Régulation du systéme protéolytique et I’ingénierie de la protéolyse

La régulation du métabolisme protéolytique a été principalement étudiée chez Lc. lactis,
I’espéce bactérienne considérée comme le modele d’étude des bactéries lactiques (Renault,
2008). La composition du milieu de croissance et les conditions de culture peuvent modifier
I’activité protéolytique totale ou activer/inhiber une activité protéasique ou peptidasique donnée
(Desmazeaud, 1983).

En particulier, la croissance sur les milieux de laboratoire riches en acides aminés et en
peptides diminue fortement 1’activité des protéases de la paroi, mais pas celle des peptidases.
Cette inhibition résulterait d’une concentration trop faible en Ca2* et de I’action répressive des
acides aminés et surtout des peptides. Ce phénomene est en accord avec I’utilisation tardive des
protéines du lait apres la disparition des acides aminés et des peptides. Cette répression serait
double: il y aurait d’abord répression de la transcription des génes spécifiques des protéases de
paroi et ensuite de la traduction des ARN messagers produits qui sont supposés étre stables. Les
¢tudes mences jusqu’a présent concernant I’ingénierie de la protéolyse chez les bactéries
lactiques 'ont été dans le but, d’une part, de mieux comprendre la spécificité d’hydrolyse des
peptides et protéases et, d’autre part, de moduler la protéolyse dans les produits laitiers. Ainsi,
des enzymes protéolytiques ont été modifiées par mutagenese afin de modifier leur spécificité
d’hydrolyse. L’introduction de substitutions, de délétions ou d’insertion dans le géne prtP codant
la protéase de paroi de Lc.lactis a permis d’en modifier leur spécificité de substrat. D’autre part,
la protéolyse peut étre modifiée dans les produits laitiers afin d’accélérer I’affinage des fromages
et/ou d’en intensifier ou en modifier la flaveur, mais également d’orienter la protéolyse dans des
laits fermentés vers la production de peptides a activité biologique (Monnet et al., 2008).
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I1I. L es applications industrielles des protéases

Les protéases exécutent une grande variété de fonctions et d’applications biotechnologiques,
elles sont utilisées dans différents secteur industriels: alimentaire, détergent, pharmaceutique,
tannage, cosmétique, photographie et aussi en biorémédiation, elles occupent donc une grande
part du marché des enzymes industrielles (Rao et al., 1998; Gupta et al., 2002a; Ul-haq et al.,
2003; Thys et al., 2006; Sangeetha et al., 2008; Pawar et al., 2009; Raimi et al., 2010;
Ramakrishna et al., 2010). Le tableau 3 présente quelques protéases commerciales d’origine
bactérienne et leurs applications.

Tableau 3: Protéases Commerciales d’origine bactérienne, applications et fournisseurs
industriels (Meunier, 1999 ; Gupta et al., 2002a).

Fournisseur Nom d’enzyme Microorganisme Application
Novo Nordisk, Alcalase Bacillus lichenifomis Détergent
Denmark Esperase B. lentus Alimentaire
Nue Bacillus sp Tannerie
Proctase
Sublilisin Carlsberg Bacillus subtilis Détergent
Genencor intrnational, Purafact Source bactérienne Tannerie
USA
Gist-Brocades, Subtilisine B. alcalophilus Détergent
The Netherlands Maxacal Bacillus sp. Detergent
Solvay Enzymes HT-proteolytic B. subtilis Boulangerie
Germany Photographier
Vinification
Amano Pharmaceticals, Collegenase Clostridium sp. Technologie
Japan Newlase Rhizopus sp. Pharmaceutique
ProzymeB, Aspergillus niger Medicale
BiozymeA
Nagase Biochemicals, Bioprase B. subtilis Cosmétique
Japan Concentrale Pharmaceutique
Plizer Morcurd Mucor miehei Alimentaire
Etats-Unis

I11.1. Industrie alimentaire

L’utilisation des protéases en industrie alimentaire est devenue trés attractive en raison de
leurs diverses applications. L’hydrolyse des protéines alimentaires animales ou végétales est
réalisée pour améliorer les caractéristiques nutritionnelles, retarder la détérioration, modifier les
différentes propriétés fonctionnelles (la solubilité, la coagulation,...), changer les saveurs et les
odeurs, et pour supprimer les facteurs toxiques, ou inhibiteurs (Felahi, 2009).

I11.1.1. Industrie laitiere

Les protéines du lait notamment les caséines, qui représentent environ 80% des protéines du
lait, constituent une source potentielle de substrats. L’hydrolyse de ces protéines affecte de
maniére importante les caractéristiques physicochimiques, la taille, la forme, I"hydrophobicité et
la solubilité de ces macromolécules. Cette hydrolyse s’accompagne d’une baisse du pouvoir
allergéne et d’un changement de golt, qui peut étre controlée par le choix de I’enzyme
protéolytique telles que la bromelaine, papaine, pepsine, trypsine. Les hydrolysats de lait
entrent dans la composition des boissons fortifiantes destinées aux sportifs ou aux enfants mais
aussi dans celles des produits diététiques (Sine, 2010). La principale application des protéases
dans I’industrie laitiére est la fabrication des fromages. Les protéases employées sont surtout des
protéases acides : la chymosine et la pepsine %ui clivent spécifiquement a 80-85% des chaines
externes de la k-caséine entre les résidus Phe'” et Met'*. Ces enzymes sont utilisées pour la
coagulation, ce dernier est I’étape principale de la fabrication des fromages. Les caséines forment
le coagulum (lait caillé) retenant les lipides mais expulsant I’eau et les protéines solubles qui
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vont composer le lactosérum (petit lait). Aussi, des protéases sont ajoutées lors de la maturation
du lait pour stimuler le développement de certaines souches de bactéries lactiques Les enzymes
microbiennes les plus utilisées sont produite par Mucor sp. (Meunier, 1999; Sine, 2010), comme

alternative a la présure de veau qui est extraite exclusivement du quatrieme estomac des veaux
(Fauconneau, 1989).

I11.1.2. Boulangerie

[a farine de blé est grandement utilisée en boulangerie, elle forme un réseau viscoélastique de
gluten, une protéine insoluble lorsqu’elle est mélangée a de I’eau. Selon la nature et la
concentration des protéines qui le composent, ce réseau, est capable de retenir le gaz a I’intérieur
de la pate, il est a I’origine des propriétés du produit obtenue aprés cuisson. Le traitement
enzymatique modifie le gluten en lui donnant plus de souplesse et en augmentant le volume final
de produit. Les protéases d’Aspergillus oryzae sont utilisés pour hydrolyser le gluten, de méme,
des protéases d’origine bactériennes sont souvent utilisées pour améliorer 1’élasticité de la pate
(Sicard; 1982; Rao et al., 1998; Meunier, 1999; Sine, 2010).

I11.1.3. Fabrication de produits & base de soja et hydrolysat des protéases

Le soja constitue une source abondante de nourriture en raison de sa haute teneur en protéines
de bonne qualité. La plus importante application des protéases microbiennes pour la production
d’hydrolysat de protéines, est la fabrication de la sauce au soja et d’autres produits a base de
soja. Les modifications des protéines du soja par les protéases aident a augmenter leurs
propriétés fonctionnelles (solubilité élevée, bon rendement en protéines, faible amertume). Le
traitement de ces protéines par la protéase alcaline “alcalase ” a pH 8 a permis la mise au point
d’hydrolysats de protéines solubles avec des protéines nutritives tres intéressantes. Ces
hydrolysats sont utilisés comme additifs protéiniques dans les jus et les boissons fruitées et dans
les formulations d’aliments diététiques. Le gout d’amer de I’hydrolysat de protéines est un
obstacle majeur a leur utilisation dans les produits alimentaires, I’intensité¢ de 1’amertume est
proportionnelle au nombre d’acide aminés hydrophobes dans I’hydrolysat et la présence d’un
résidu proline dans le centre de peptide, dans ce cas les peptidases sont appropri€es pour la
désamerisation (Rao et al., 1998; Meunier, 1999).

I11.1.4. Attendrissement de viande et de poisson

Le traitement des viandes avec des protéases pour améliorer ses qualités est une ancienne
pratique dans les pays tropicaux ou des ananas frais étaient servis avec les viandes ou bien
celles-ci étaient conservées dans des feuilles de papayer afin que les enzymes protéolytiques de
ces deux plantes puissent les attendrir. La tendresse de viande est influencée par les réactions
biochimiques apres la mort de I’animal, les peptidases sont capables de modifier les protéines
des muscles en clivant notamment les fibres de collagéne ou d’élastine. Les enzymes les plus
employées sont la papaine, la bromélaine et la ficine qui peuvent étre étalées sur la viande en
poudre ou en spray. Une autre méthode consiste a injecter de la papaine inactive (oxydée) dans la
veine jugulaire de [’animal vivant, quelque minute avant d’étre abattue, cette enzyme devient
active par réduction dans le corps de I’animal. Le dépegage de poisson comme le thon est une
opération mécanique ou manuelle difficile qui peut étre rendue plus aisée grace aux peptidases.
Le poisson est placé, pendant 60 a 90mn, dans un bain tiéde contenant un mélange de peptidases.
Aprés traitement, la force exercée par des jets d’eau permet de retirer la peau presque
intégralement. Les peptidases sont aussi employées dans la préparation de saucissons pour
accélérer leur maturation et/ou pour donner un arome particulier (Larreta-Garde, 1997;
Meunier, 1999; Rosenberg, 2007; Sine, 2010).
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II1.1.5. Synthése de ’aspartame

L’aspartame est un dipeptide composé d’un résidu acide L-aspartique et d’un résidu L-
phénylalanine. La configuration en L de la molécule est responsable du gott sucré. Le maintien
de cette configuration est donc crucial, mais engendre des colts trés importants lorsque des
méthodes de synthése chimiques sont employ¢ces. La synthése enzymatique de 1’aspartame est
donc préférable. Si les protéases sont considérées comme les enzymes hydrolytiques, elles
peuvent parfois catalyser la réaction inverse, sous certaines conditions bien précises. Une
préparation immobilisée de thermolysine provenant de Bacillus thermoprotyolyticus est utilisée
pour la synthése de I’aspartame (Rao et al., 1998).

II1.1.6. Alimentation animale

Des enzymes appartenant a la famille des peptidases sont utilisées dans 1’alimentation animale
pour accroitre la valeur nutritionnelle. Elles agissent sur les liens peptidiques avec une spécificité
qui dépend de leur nature. L’enzyme la plus utilisée est la subtilisine. Cette endopeptidase a
serine possede une large spécificité car elle est capable d’hydrolyser les amides. L’activité
kéranolytique des protéases alcalines a été également exploitée dans la production de fourrages

protéiques a partir de plumes de déchets ou de matériaux contenant de la kératine (Gupta et al.,
2002; Sine, 2010).

I11.1.7. Vinification

L’utilisation de protéases pour traiter le jus de raisin a ét¢ mentionnée; elle permettrait de
diminuer I’importance de la formation des troubles protéiques et tannoprotéique, tout en libérant
des aminoacides qui pourraient favoriser le processus de fermentation (Sicard, 1982).

I11.2. Tannerie

Dans la tannerie, le délainage enzymatique est utilisé depuis le début du siécle dernier et
plusieurs souches microbiennes et diverse méthode ont été suggérées. Les protéases sont utilisées
pour leur capacité a libérer les poils et la laine des peaux. Cette opération se fait a des pH élevés,
et nécessite des protéases alcalines, comme celles produites par Bacillus licheniformis. Aprés
’enlévement des poils, les peaux subissent le reverdissage, étape essentielle afin de rendre la
peau douce et élastique. les préparations enzymatiques servant pour le reverdissage peuvent
contenir des protéases de A. oryzae, B. amyloliquefasciens ou B. licheniformis. Jusqu'a présent,
'usage des protéases a ¢té limité car leur emploi est souvent plus coiliteux que 1’utilisation de
produits chimique. Par contre, I’emploi de produits chimiques comporte plusieurs inconvénients,
dont des impacts majeurs sur la sécurité des travailleurs et sur ’environnement (Rao et al., 1998;
Kumar et Takagi, 1999; Meunier, 1999; Gupta et al., 2002a).

II1.3. Détergent

A T’heure actuelle, I'industrie des détergents est la plus grande utilisatrice de protéases. Le
marché des détergents est aujourd’hui un marché tres large qui englobe les détergents pour usage
domestique (détergents a lessive, détergents a vaisselle), les produits de nettoyage pour usage
industriel et les produits de nettoyage pour les lentilles cornéennes et les appareils dentaires. Les
protéases jouent un role important dans 1’efficacité des détergents, elles sont utilisées dans les
lessives principalement pour éliminer les protéines des taches de sang, de mucus, d’ceuf ou de
sauce. Ces protéines sont particulierement insolubles et adhérente aux tissus et d’autres surfaces.
Sous I’action de protéases, les protéines sont hydrolysées en peptide, ces dernies sont facilement
dissous et dispersés dans le milieu liquide. Les protéases sont essentiellement des endoproteases
a serine qui clivent les protéines au niveau des résidus hydrophobes du coté carboxylique.
L’enzyme la plus fréquemment utilisée est la subtilisine qui est capable de cliver de nombreux
liens peptidiques avec une préférence pour les résidus hydrophobes. Cette enzyme est active,

selon les programmes de lavage, dans une gamme de pH entre 8 a 10.5 (Rao et al., 1998;
Rosenberg, 2007; Sine, 2010).
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I11.4. Industrie pharmaceutique et médicale

La grande diversité des protéases est un avantage qui permet a ces enzymes d’étre utilisées
dans le développement de nouveau agents thérapeutiques. Par exemple, des protéases
d’Aspergillus oryzae sont utilisées comme aide a la digestion chez certains individus souffrant de
déficits en enzymes lyriques au niveau du systeme digestif. Aussi des collagénases provenant de
Clostridium sp sont employées pour traiter les ulceres de la peau, des subtilisines en combinaison
avec des antibiotiques et des vibriolysines provenant de Vibrio proteolyticus sont utilisées dans
le traitement de brilures et de plaies. L’élastotérase provenant de B. subtilis peut étre utilisée
pour le traitement de furoncles. d'abces et de plaies profondes. Une asparaginase provenant
d’Escherichia coli ou Erwinia carotovora est utilisé pour éliminer l'asparagine dans la
circulation sanguine de certains patients atteints de certaines formes de leucémie. La bromelaine,
une enzyme non toxique peut étre utilisée directement comme médicament pour les fonctions
suivantes : anti-inflamatoire (réduction des cedémes) en augmentant la perméabilité des tissus,
amélioration de la circulation cardiovasculaire, débridement des brulures, soulagement de
douleur, activités fibriolytique et mucolytique (diminution des sécrétions nasales de la toux),
activité anti-tumorale (Rao et al., 1998; Gupta et al., 2002a; Rosenberg, 2007; Sine, 2010).

Les protéases permettent aussi de détoxifier des quantités modérées de gluten et d’empécher
I’apparition des symptomes chez les personnes sensibles au gluten et celles qui sont atteintes de
la maladie cceliaque (Rizzello et al., 2007), cette maladie est une entéropathie associée a
I'alimentation , elle se caractérise par une intolérance au gluten et se produit chez des individus
génétiquement prédisposés .Elles sont responsables d’une atrophie totale ou subtotale des
villosités intestinales conduisant a une malabsorption de nombreux éléments nutritifs qui se
traduit par un retard de croissance chez les enfants et un risque d’ostéoporose chez les adultes
(Benkadri, 2010).

I1L.5. Industrie cosmétique

Des protéases d’origine végétale, comme la papaine et la bromelaine sont utilisées dans les
produits de soins du visage. Ces enzymes sont capables de peler la peau de maniére douce,
aident a dissiper les taches et les boutons, nettoyer le visage et favoriser la circulation sanguine
qui rend la peau plus saine et tendre (Felahi, 2009; Sine, 2010).

I11.6. Traitement des eaux usées industrielles

Les protéases sont de plus en plus considérées comme un moyen efficace pour le traitement
des rejets industriels. Les protéases peuvent traiter des rejets riches en protéines qui sont
produises par différentes industries alimentaires. De plus, une préparation a base d’enzymes de
B. subtilus, B. amyloliquefasciens et Streptomyces sp est commercialement disponible pour le
nettoyage des drains domestiques (Kumar et Takagi, 1999; Gupta et al., 2002a).

Autres applications

A travers les ages, les protéases d’origine microbienne ont été employé€es pour une variété
d’applications d’importance économique mineure, comme la récupcration des sels d’argent en
photographie par I’hydrolyse de la gélatine, le dégommage de la soie et divers procédés de
nettoyage spéciaux comme le nettoyage des membranes pour I’ultrafiltration, des instruments
médicaux vitaux comme les équipements de dialyse. Elles sont utilis¢es pour dissoudre les tissus
humains lors des autopsies afin d’améliorer les possibilités de détection d’intoxication ou
d’empoisonnement chez les cadavres. Les protéases jouent un role important dans la recherche
fondamentale. Leur clivage sélectif des liaisons peptidiques est utilisé dans 1’élucidation des
relations structure-fonction, dans la synthese des peptides, et dans I séquengage des protéines

(Rao et al., 1998; Meunier, 1999).
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I1. Matériel et Méthodes
L’intégralit¢ de ce travail a été réalisée au niveau du Laboratoire de Microbiologie de
I’Université de Jijel durant la période Mars - Juin de I’année 2011.

I1.1. Matériel
I1.1.1. Matériel biologique

Le tableau 4 regroupe les 20 souches de Lactobacillus, qui ont été testées pour leur activité
protéolytique.

Tableau 4: Les souches de Lactobacillus testés pour leur activité protéolytique.

Souches Code Origine

Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus S1 Beurre traditionnel

Lb. curvatus S2

Lb. viridescense S3 Humaine

Lb. gasseri S4

Lb. brevis S5 Huile d’olive

Lb. plantarum S6

Lb. curvatus S7 Raib traditionnel

Lb. confusus S8

Lb. plantarum S9

Lb. bifermentus S10

Lb. helviticus S11 Beurre

Lb. plantarum S12

Lb. delbrueckii ssp. lactis S13 Lait de vache

Lb. fermentum S14

Lb.plantarum S15

Lb. delbruekii ssp. bulgaricus S16 Gésier du poulet

Lb. plantarum S$17 de chair 2008

Lb. delbrueckii ssp. delbrueckki S18

Lb. buchnerie S19

Lb. fermentum S20 Gésier du poulet
de chair 2009

Ces souches ont été isolées et identifiées par nos collegues durant les années passés, au niveau de
Laboratoire de Microbiologie -Université de Jijel-.

I1.1.2. Milieux de cultures
e Milieu MRS (Man Rogosa et Sharpe) bouillon et gélose (préparé au niveau du laboratoire).
e Gélose MRS additionnée de lait écrémé (2%) Candia.
e Milieu minimum (MM) additionné de sucres ou de peptone.
e Milieu RSM (Reconstituted Skimmed Milk).
e Milieu lait en poudre 9%.

I1.1.3. Réactifs et solutions
e Réactif de Bradford.
e HCI 2N.
e NaOH 2N.
e Sucres : Glucose, Lactose, Fructose et Maltose.
e Eau physiologique stérile.
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¢ Eau distillée.
e Solution de TCA 5%.
e Solution de caséine 2,5 % dans du citrate de sodium 0.01%.
e Solution de Tyrosine 0.01%.
e Solution de BSA 0.01%.
e Solution EDTA 1.5 mM.
e Solution Cu SO, 5 H,O 2 mM.

e Solution Ca Cl, 2 mM.

e Solution Na Cl 2 mM.

e Solution Fe SO, 2 mM.

e Solution Mg SO, 4H,0 2 mM.

e Solution Zn SO, 2 mM.

e Tampon Acétate de Sodium 100 mM pH (5,6).

e Tampon Carbonate de Sodium 100 Mm pH (9,10).
e Tampon phosphate de 100 mM pH (7, 7.5, 8, 8.5).
e Tampon phosphate de 1M pH (7).

I1.1.4. Appareillages
e pH metre (HANNA).
e Bain Marie (Memmert).
e Etuve (Memmert).
e Four pasteur (Controls).
e Spectrophotométre (UV Shimandzu, JASCO- UV630).
e Centrifugeuse (Hettich).
e Compteur de colonie (Funk Gerber)
e Vortex (MS2 IKA).
o Agitateur magnétique (Bensen).
¢ Balance (Denver).
e Réfrigérateur (Condor).
e Micropette (Microlit).

I1.2. Méthodes
I1.2.1. Revification

Les 20 souches ont été revifiées par leur ensemencement sur bouillon MRS et incubées a 37°C
pendant 24 heurs.

11.2.2. Purification

Pour la purification on a utilisé la méthode de repiquages successifs sur bouillon et gélose
MRS jusqu’a I’obtention de colonies de méme tailles, méme formes et bien distinctes ;ce qui
renseigne sur la pureté des souches.

I1.2.3. Mise en évidence du caractére protéolytique des lactobacilles

Pour révéler la production des enzymes protéolytiques chez les bactéries purifiées, la technique
des cures-dents (Wigler, 1977) a été utilisée.

Par des cures-dents stériles, une partie de chaque colonie bactérienne est déposée en touche sur
la gélose MRS au lait écrémé Candia (2%). Ensuite, les boites ont été incubées a 37°C pendant
24 a 48h. Le diametre de chaque colonie bactérienne et la zone d’hydrolyse du lait a été mesuré
(en mm), et le rapport entre les deux est calculé.
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I1.2.4. Le screening des souches les plus protéolytiques
La comparaison entre les souches est basée sur les activités spécifiques, qui ont été calculées
apres détermination de I’activité protéolytique et le taux de protéines.

e Mesure de ’activité protéolytique

L’activité protéolytique des diverses souches est déterminée selon la méthode de Sutar et
al (1986) en se basant sur I’effet de 1’enzyme sur la caséine. Ainsi lorsque la caséine est
hydrolysée par la protéase, une quantité de tyrosine est libérée avec d’autres acides aminés. La
quantité de tyrosine libérée peut étre mesuré directement (absorbance a 280 nm), elle devient
alors une mesure de I’activité de I’enzyme.
La solution protéique est préparée en ajoutant 2.5 g de caséine a une solution de citrate de
sodium 0.01 M (0.58 g de citrate de sodium dans 100 ml d’eau distillée).

* Préparation des surnageants

Une série de tubes contenants 5 ml de bouillon MRS on été ensemencés a partir des
cultures sur boites, ensuite les tubes on ét¢ incubés a 37 °C pendant 24 h. 1 ml de chaque tube a
été centrifugé a 6000 tr /10 min. Le surnageant ainsi obtenu représente 1’enzyme brute.

* Réaction enzymatique

La réaction enzymatique s’effectue en ajoutant 0.1 ml du surnageant a tester a un mélange
qui contient 1.5 ml du tampon phosphate pH 7 et 0.4 ml de la solution de caséine. Les tubes sont
maintenus a 37 °C pendant 30 min, apres cette période la réaction est arrétée par I’ajout de 2.6
ml d’une solution d’acide trichloroacétique (TCA 5 %), les tubes sont ensuite placés dans la
glace pendant 1 heure. Un blanc est préparé de la méme fagon, sauf le surnageant, qui sera
remplacé par 0.1 ml d’eau distillée (Sutar et al., 1986).

Le contenu des tubes a été centrifugé a 6000 tr/ 10 min et la détermination de 1’activité
enzymatique consiste en une mesure directe de I’absorbances lue a 280 nm, sur un
spectrophotomeétre (Jasco UV 630) avec une cuve en quartz, par référence a la courbe
d’étalonnage de la tyrosine (0,01%).

« Une unité enzymatique correspond a la concentration en mg de tyrosine libérée aprés 30
minutes a pH 7 et a température 37 °C ».

¢ Détermination de la concentration des protéines
Les protéines solubles ont ét¢ déterminées par la méthode de Bradford (1976) avec
quelques modifications. Le réactif de Bradford a été préparé en dissolvant 100 mg de bleu de
Coomassie G-250 dans 50 ml d’éthanol (95 %), puis 100 ml d’acide phosphorique (85 %) ont été
ajoutés, apres la dissolution complete du colorant, le volume a été complétée par I’eau distillée
jusqu’a 11. Puis le mélange est filtré a travers un papier filtre.

La réaction s’effectue dans une série de tubes qui contiennent 0.5 ml de surnageant brut et 5 ml
du réactif de dosage, les tubes ont été bien vortexés et laisser a température ambiante pendant 30
min, apres le développement de couleur, I’absorbance est mesuré a 595 nm. Parallélement aux
¢chantillons, un blanc a été préparé par 1’addition de 0.5 ml d’eau distillée au réactif de dosage.

Les concentrations en protéines ont été déduite a partir d’une courbe étalon en utilisant la
Bovine Serum Albumin (BSA) 0,01%.
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L’activité spécifique est calculée a 1’aide de la formule ci-dessous :

Activité protéolytique (U/ ml)
Activité spécifique (U/ mg)=
Protéines totales (mg / ml)

I1.2.5. Effet du milieu de culture sur la production de protéase

e Préparation de ’inoculum
L’inoculum a été préparé par le transfert de colonies, a partir d’une culture de 24 h sur
gélose MRS, dans un tube a essai contenant 5 ml du bouillon MRS pH (6.2), cette culture a été
incubée a 37 °C pendant 24 h. A partir de cette culture on ensemence un autre tube par un
rapport de (1: 9) (v: v) qui sera ensuite incubé a 37 °C pendant 16-18 h. La derniére culture a été
utilisée pour inoculer les erlenmeyers.

e Estimation du nombre de cellules dans I’inoculum

Le dénombrement a été effectué sur gélose MRS avec les dilutions appropriées et
I’étalement a été réalisé a I’aide d’un rateau, ensuite ’incubation a 37 °C pendant 48 h, aprés on
utilise le compteur de colonies pour dénombrer les colonies résultants.
La sélection de milieu de culture favorable a la production de protéase consiste & comparer la
production de cette enzyme protéolytique sur quatre milieux a savoir :
Le bouillon MRS pH (6.2); lait en poudre 10 % pH (6.7); le milieu RSM lait écrémé reconstitué
pH (6.6) (Sultana et al., 2000) et le milieu minimum pH (6.2) additionné de sucres (glucose,
fructose, lactose, maltose) ou de peptone.

Deux séries d’erlenmeyers de 100 ml contenant 50 ml de chaque milieu ont été préparés puis
stérilisés, I'une des série a été inoculé par 1 ml (2 %) a partir de I’inoculum de Lb. delbrueckii
ssp. bulgarigus (S1). L’autre série a été aussi inoculée par 1 ml a partir de I’inoculum de Lb.
viredescens (S3), I’ensemble des erlenmeyers ont été incubés a 37 °C pendant 24 h. Ensuite les
activités spécifiques ont été calculées apres dosage de I’activité enzymatique et de protéines.
D’apres les résultats obtenus dans 1’étape précédente, les milieux MRS et RSM ont été choisis
pour I’étude de I’effet de la température et du pH parce qu’ils ont un maximum de production
(Sultana et al., 2000).

I1.2.5.1. Effet du pH sur la production de protéase sur milieu MRS et RSM

Pour étudier I’effet de pH sur la production de protéase par les deux souches de Lactobacillus
choisies, deux séries d’erlenmeyers de 100 ml contenant 50 ml du milieu MRS pH (5.5; 6; 6.5;7)
et RSM pH (5.5; 6; 6.5; 7) ont été préparés en double. Les milieux MRS ont été inoculés par 1
ml (2 %), a partir de I’inoculum de Lb. delbrueckii ssp. bulgarigus (S1) et de Lb. viredescens,
respectivement. L’ensemencement sur le milieu RSM a été effectué de la méme fagon.
L’incubation a ét¢ faite a 37 °C pendant 24 h. Les activités spécifiques ont été calculées apres
détermination de I’activité enzymatique et le taux de protéines (Ul-Haq et Mukhtar, 2006).

I1.2.5.2. Effet de la température sur la production de protéase sur milieu MRS et RSM

Deux séries d’erlenmeyers de 100 ml contenant 50 ml de chaque milieu ont été préparés puis
stérilisés, les bouillons MRS (pH 7) ont été inoculés par 1 ml (2 %), a partir de I’inoculum de Lb.
delbrueckii ssp. bulgarigus (S1) et de Lb. viredescens, I’ensemencement sur le milieu RSM (pH
6,5) a été effectué de la méme fagon. L’incubation a été faite a différentes températures (25; 30;
37; 40 °C) pendant 24 h. Les activités spécifiques ont été calculées comme cité précédemment
(Ul-Haq et Mukhtar, 2006).
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I1.2.6. Suivi de la croissance et de I’activité spécifique pendant 9 heures

Pour ce test, deux erlenmeyers de 250 ml contenant 100 ml de bouillon MRS (pH 7) ont été
ensemencés par 2 % de I'inoculum pour les deux souches, ensuite les erlenmeyers ont été
incubés a 37 °C. Des prélevements ont été réalisés chaque heure dans des conditions de stérilité,
la croissance a été suivie par mesure de I’absorbance a 660 nm, le pH a été¢ mesuré a I’aide de
pH métre et ’activité spécifique des protéases extracellulaires a été testée sur les surnageants
apres centrifugation a 6000 tr/ 10min (Felahi, 2000).

I1.2.7. Suivi de la croissance et de ’activité spécifique pendant 4 jours

Pour ce test deux erlenmeyers de 250 ml contenant 100ml de bouillon MRS (pH 7) ont été
ensemenceés par 2 % de I'inoculum pour les deux souches, ensuite les erlenmeyers ont été
incubés a 37 °C. Des prélevements ont été réalisés chaque jour dans des conditions de stérilité, la
croissance a été suivie par mesure de 1’absorbance a 660 nm, le pH a été mesuré a I’aide de pH
metre et I’activité spécifique de protéase extracellulaire a été testé sur les surnageants apres
centrifugation a 6000 tr/ 10min (Gengkal, 2004).

I1.2.9. Précipitation au sulfate d'ammonium

Pour réaliser cette, opération une culture de chaque souche a été préparée dans deux
erlenmeyers de 250 ml contiennent 100 ml du bouillon MRS (pH 7)et qui ont été inoculés a (2%)
a partir d’une préculture apres culture a 37 °C pendant 24 h.

Les cultures ont été clarifiées par centrifugation, les surnageants ont été récupérés dans deux
béchers séparément. Le procédé de précipitation se déroule comme suit: le surnageant a
fractionner a été placé sur un agitateur magnétique dans un bain de glace. La quantité de sulfate
d'ammonium (47.6 g) a été ajoutée petit a petit, sous agitation magnétique douce, en laissant le
temps a chaque quantit¢ de se disperser totalement avant l'addition d'une nouvelle jusqu’a
I’adition de toute la quantité de sulfate d'ammonium. Le processus se déroule en présence de la
glace. Apres, le mélange de précipitation a été placé a 4°C pendant 24 h. Ensuite le culot et le
surnageant ont été récupérés par centrifugation (6000 tr/10 min) et le culot a été dilué dans 3 ml
de tampon phosphate (pH7) selon la méthode décrite par Krishna et al., (2009). 1.’ activité
protéolytique a été¢ mesurée pour le culot ainsi que pour le surnageant.

I1.2.10. Les caractéristiques physicochimiques de I’enzyme brute
e Préparation de I’enzyme brute
A fin de déterminer les propriétés physicochimiques de la protéase extracellulaire des deux
souches de Lactobacillus étudiées, deux cultures sur erlenmeyer de 250 ml contenant 100 ml de
bouillon MRS (pH 7) ont été inoculés a (2%) et incubés a 37 °C pendant 24 h. Ensuite les
cultures ont été centrifugées a 6000 tr/10 min, puis les surnageants ont été récupérés et les tests
suivant ont été réalisés .

11.2.10.1. Effet du pH sur Pactivité protéolytique

Pour étudier I’effet de pH sur I’activité protéolytique de protéase extracellulaire, deux séries de
tubes contenant chacun 1.5 ml des tampons (100 mM) a différents pH; tampon phosphate pH (7;
7.5; 8 et 8.5), tampon acétate de sodium pH (5 et 6), tampon carbonate de sodium pH (9; 10 et
11) ont été préparés et incubés a 37 °C pendant 30 min. La réaction enzymatique est décrite
précédemment, ainsi I’activité protéolytique a été déterminée (Marathe et Ghosh, 2009).

11.2.10.2. Effet de la température sur I’activité protéolytique
Deux séries de tubes 1'une contenant tampon acétate de sodium (pH 6), 'autre le tampon
phosphate (pH 8) ont été préparés et incubés a des températures différentes (25; 30; 37; 40; 50 et
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60 °C) pendant 30 min, ensuite I’activité protéolytique a été déterminée (Marathe et Ghosh,
2009).

11.2.10.3. Effet des ions métalliques sur P’activité protéolytique
Pour déterminer I’effet des ions métalliques sur 1’activité protéolytique, les solutions des ions
métalliques suivants : Cu SO4 5 H,O, Ca Cl,, Na Cl, Fe SO4, Mg SO4 4H,0, Zn SOy, ont été

préparées. Apres, 0.5 ml (2 mM) de ces solutions a €té ajouté a la premiere série de tubes qui
contient au préalable 1 ml de tampon phosphate (pH 8), les tubes ont été incubés a 40 °C pendant
30 min. De ’autre coté 0.5 ml a été additionné a 1’autre série de tubes contenant le tampon
acétate de sodium (pH 6), les tubes ont été incubés a 37 °C pendant 30 min. L’activité
protéolytique a ¢té déterminée (Marathe et Ghosh, 2009). Ainsi les activités résiduelles ont été
calculées selon la formule :
L activité protéasique (U/ml) en présence de 1’ion
L’activité résiduelle % = X 100
L’activité protéasique (U/ml) en absence de 1’ion

11.2.10.4. Effet de PEDTA sur Pactivité protéolytique

Pour étudier I’effet de ’EDTA sur ’activité protéolytique, deux tubes contenant chacun 0.5 ml
d’EDTA (1.5 mM) ont été utilisés. L’un a été additionné de 1 ml du tampon phosphate (pH 8) et
incubé a 40 °C pendant 30 min. L’autre a été ajouté de 1 ml de tampon acétate de sodium (pH 6)
et incubés a 37 °C pendant 30 min. L’activité protéolytique a été déterminée, ainsi les activités
résiduelles ont été calculés (Pereira et al., 2001). Ainsi les activités résiduelles ont été calculées
selon la formule :

L’activité protéasique (U/ml) en presence de I’inhibiteur
L’activité résiduelle % = X 100
L’activité protéasique (U/ml) en absence de I’inhibiteur
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I1. Résultats et discussion
Il. 1. Mise en évidence du caractére protéolytique des lactobacilles

20 souches pures appartenant au Genre Lactobacillus ont été examinées, pour leur pouvoir
protéolytique, sur gélose MRS au lait écrémé (2%) ou la production des enzymes protéolytiques
a ét¢ mise en évidence par les zones d’hydrolyse autour des colonies, le diamétre de chaque
colonie (Y) et de la zone d’hydrolyse (X) ont été notés apres 24 et 48 h d’incubation a 37 °C. Le
rapport (X/Y) a été pris comme indication de 1’activité protéasique.
Les résultats du screening primaire pour la production des enzymes protéolytiques sont portés
dans le tableau 5. D’apres ce test, seulement 12 souches parmi les 20 souches testées,
possédaient un pouvoir protéolytique.

Tableau 5: Screening primaire de la production de I’activité protéolytique par les lactobacilles
sur gélose MRS-Lait écrémé (2%) apres 48h.

Diamétre de

Diameétre des

cagpdeta Origine des souches 2 s Zonk colonies Y
Souche d ?(ydrolyse i) Rapport X/Y
(mm)
S1 Beurre 18 3.5 5,14
S2 traditionnel 11 4 2.75
S3 Humaine 11 3 3,66
S4 7 2 3.5
S5 Huile 3 2 2.5
S6 d’olive 3 ¥, 15
S7 Raib 9 3 3
S8 traditionnel 5 2.5 2
S9 3 15 2
S10 0 2 0
S11 5 4 1,25
Beurre

S12 0 2 0
S13 0 2 0
S14 Lai du vache 0 1 0
S15 0 3 0
S16 Gésier du poulet 3 1 3
S17 de chaire 2008 3 2 1,5
S18 0 3 0
S19 0 1 0
S20 Gésier du poulet 0 1,5 0

de chaire 2009

Les résultats obtenus sur milieu MRS au lait écrémé (2%) ont montrés que nos souches

nrécentaiant dec 7zanac A’ hudralveca A21in diamatre allant Aa 2 3 1R mm tandic Aana lac nlne
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grandes zones ont été observées chez Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viredescens
(S 3) avec un rapport (X/Y)de 5,14 et 3,66 respectivement. Ces résultats sont en accord avec
ceux décrits par Roudj et al, (2009), les deux bactéries étudiées montraient une activité
protéolytique, entrainant des clarifications autour des colonies de Lb. brevis CHTD27 et Lb.
plantarum BH14. Idoui et al., (2009) ont également montré que le caractére protéolytique des
bactéries lactiques a €té révélé par des zones d’hydrolyse autour des colonies bactériennes
cultivées sur milieu Yeast Manitol Agar (YMA).

La figure 5 montre I’effet protéolytique de quelques souches de Lactobacillus étudiées sur milieu
MRS au lait écrémé (2%).

Figure 5 : L’effet de quelques souches de Lactobacillus étudiées sur milieu MRS au lait écrémé
(2%).

I1. 2. Screening des souches les plus protéolytiques

Pour plus de certitude, un second screening basé sur la détermination de 1’activité protéolytique
spécifique des surnagents récupérées apres 24 h de culture a été réalisé.
L’activité spécifique a été calculée selon I’équation décrite dans la partie Matériels et Méthodes,
les activités protéasiques ont été déterminées selon la méthode de Sutar et al., (1986) via une
courbe d’étalonnage de tyrosine (Figure 6), ainsi les concentrations en protéines totales ont été
déterminées selon la méthode de Bradford, (1976) a partir d’une courbe d’étalonnage de BSA
(Figure 7).

Les résultats de screening secondaire (tableau 6) ont montré que les souches de Lactobacillus
testées possédaient des activités spécifiques allant de 11.38 a 36.57 (U/mg) ce qui confirme les
résultats observées sur milieu MRS au lait écrémé (2%) sauf pour le Lb. Helviticus (S11) qui ne
présente pas d’activité significative. Deux souches de Lactobacillus ont été séléctionnées pour
des études ultérieures car elles ont les plus hautes activités spécifiques, Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus (S1) (36,57 U/ml) et Lb. viridescens (S3) (35,39 U/ml). Roudj et al., (2009), ont
rapporté que I’activité protéolytique de Lb. plantarum BH1 et Lb. brevis CHTD27, est également
retrouvée dans les surnageants de milieux de culture. Le tableau 5 montre les résultats du
screening secondaire.

Selon Desmazeaud et Spinnler, (1997), les bactéries lactiques sont peu protéolytiques, par
ailleurs, nos résultats montrent que les souches testées ont un pouvoir protéolytique relativement
important.
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Figure 6 : Courbe d’étalonnage de la tyrosine pour I’essai enzymatique.
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Figure 7 : Courbe d’étalonnage de la BSA pour la détermination de la concentration en protéine

par la méthode de Bradford.
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Tableau 6 : Screening secondaire des souches les plus protéolytiques.

Code de la Protéines Ac’tivi.té Activité spécifique
souche totales (mg /ml) pr(zge/anslllc)]ue (U/ml)
S1 0,015 0,548 36,57
S2 0,018 0,539 29,98
S3 0,015 0,530 35,39
S4 0,019 0,338 17,82
S§ 0,018 0,502 27,93
S6 0,016 0,528 33,06
S7 0,017 0,475 27,97
S8 0,019 0,511 26,93
S9 0,014 0,444 31,37
S11 0,009 f /
S16 0,014 0,279 19.95
S17 0,018 0,329 18,28

I1. 3. L’optimisation de la production des protéases

Le processus d’optimisation est une étape importante surtout dans les industries de production,

particulierement en biotechnologie (Saxena et al., 2010).
La production des protéases est tres influencée par la composition du milieu en source de
carbone, de nitrogéne, elle est également influencée par la présence de quelques sucres
fermentescibles et les ions métalliques, en plus d’autres facteurs comme 1’aération, la densité de
I'inoculum, le pH, la température et le temps d’incubation affectent aussi la production de
protéase.

Dans le but d’optimiser la production des protéases chez les souches Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3), I’effet de quelques facteurs a été étudié a savoir 1’effet
du milieu de culture, I’effet du pH et I’effet de la température. (Varela et al., 1996; Hameed et
al., 1999).

I1. 3. 1. Sélection du milieu de culture favorable a la production de protéase

Pour sélectionner un milieu de culture convenable pour la production des protéases par Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3), 4 milieux different ont été ensemensés
par 1ml de préculture sur bouillon MRS contenant environ 20 x10* UFC/ml de cellule.
Les milieux sont : bouillon MRS (pH 6.5), lait en poudre (LP) 10 % (pH 6.7), lait écrémé
reconstitué (pH 6.6) (Sultana et al., 2000) et milieu minimum (pH 6.2) (Ronald, 1998)
additionné de différent sucres (glucose, fructose, lactose, maltose) ou de peptone. Les résultats
de I’effet des milieux sur la production de protéase par Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et
Lb. viridescens (S3) sont présentées dans les tableaux 7 et 8, les figures 8 et 9.
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Tableau 7: L’effet de différents milieux de culture sur la production de protéase par Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus (S1).

Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1)
LP | MRS | RSM | MM+G | MM+F | MM+L | MM+P
Proteine totale
0,058 | 0,034 | 0,038 | 0,004 | 0,006 | 0,009 | 0,008
(mg/ml)
Activité
0,179 | 0,916 | 0,534 | 0,045 | 0,054 | 0,049 | 0,052
protéasique (U/ml)
Activité specifique
3,094 | 26,94 | 14,07 | 11,45 9,01 5,44 6,60
(U/mg)

Tableau 8: L’effet de différents milieux de culture sur la production de protéase par
Lb. viridescens (S3).

Lb. viridescens (S3)
LP | MRS | RSM | MM+G | MM+F | MM+L | MM+M
Proteine totale
0,018 | 0,032 | 0,035 | 0,004 | 0,005 | 0,007 0,007
(mg/ml)
Activité
0,169 | 0,810 | 0,502 | 0,036 | 0,020 | 0,050 0,049
protéasique(U/ml)
Activité
9,44 | 2531|1436 | 9,00 7,27 4,07 7,09
specifique(U/mg)
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Figure 8: L’effet de différents milieux de culture sur la production de protéase par Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus (S1).
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Figure 9: L’effet de différents milieux de culture sur la production de protéase par Lb.
viridescens (S3).

D’aprés nos résultats, la plus haute activité¢ est observée lorsque les deux souches ont été
cultivées sur le milieu MRS : 26,94 U/mg pour Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et 25,31
U/mg pour Lb. viridescens (S3). De I’autre coté, les deux bacteries lactiques cultivées sur milieu
RSM ont donné une activité moindre ; 14,07 U/mg pour Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et
14,36 U/mg pour Lb. viridescens (S3). Cependant, les autres milieux (LP et MM additionné de
différentes sources de carbone) n’ont abouti qu’a des valeurs d’activité spécifique inférieures a
10 U/mg pour les deux souches.

Les bactéries lactiques posseédent un systeme protéolytique complexe qui assure leur croissance
dans des milieux a faibles concentrations en acides aminés et oligopeptides comme le lait
(Roudj, 2009), ce qui explique la capacité de Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et de Lb.
viridescens (S3) a croitre sur milieu LP.

On observe une activité spécifique plus élevée sur milieu RSM par rapport a celui observée sur
milieu LP, cette augmentation peut étre expliquée par 1’addition d’apports exogénes (extrait de
levure 5%, glucose 9.5%) au lait écrémé ce qui favorise la croissance bactérienne, ainsi que la
production d’enzymes protéolytiques. Selon Khalid et Marth, (1990), les Lactobacillus ont de
multiples besoins nutritionnels et ils nécessitent un apport exogéne de facteurs essentiels pour
leur croissance. L’activité spécifique la plus élevé est observée sur le milieu MRS pour les deux
souches, parce que le milieu est riche en peptides, ce qui favorise I’activité protéasique durant la
croissance des Lactobacillus par rapport au milieu RSM. Ces résultats sont ont accord avec ceux
montrés par Pereira et al., (2001) chez les souches, Lb. homohiochii et Lb. curvatus cultivées sur
MRS et RSM, respectivement.

Les résultats de I’activité protéolytique pour MM additionné de différents sucres mettent le
point sur les sources de carbone de nature glucidique qui affectent le plus la production, ici il
s’agit du glucose parceque lorsqu’il est ajouté a une concentration de 1% au MM. Les activité
spécifique de 11,45 et de 9,00 U/mg sont obtenues pour Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et
de Lb. viridescens (S3), respectivement. Le fructose semble également étre un bon inducteur
puisqu’il fournit des activités relativement élevées 9,01 et 7,27 U/mg pour Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus (S1) et de Lb. viridescens (S3), respectivement. Les autres activités sont négligeables,
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D’apres ces résultats on remarque, la diminution des activités spécifiques des souches de
Lactobacillus sur MM par comparaison aux résultats obtenus sur milieu MRS et RSM parce que
le milieu minimum contient seulement les éléments minéraux apportant les oligoéléments et les
¢léments de base en plus d’une seule source de carbone organique (Ronald, 1998).

A Tissu de cette expérience, le glucose et le fructose jouent un rdle important dans la
croissance cellulaire, et dans le déclenchement du métabolisme protidique lorsqu’ils sont utilisés.
Des résultats similaires étaient obtenus par Chelapandis, (2009), ot il a démontré que les deux
sources de carbones qui induisent le plus la synthése des protéases chez Aspergillus flavus et
Aspergillus terreus étaient le glucose et le fructose.

I1. 3. 2. Effet du pH sur la production des protéases sur milieu MRS et RSM

L’effet du pH sur la production des protéases par les souches Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus
(S1) et Lb. viridescens (S3) a été testé par la croissance de ces deux souches sur milieu MRS et
RSM a différents pH (5, 5.5, 6, 6.5) comme montré dans les tableaux 9 et 10 et les figure 10 et
%

Tableau 9: L’effet du pH sur la production des protéases par Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus
(S1) et Lb. viridescens (S3) dans le milieu MRS.

S1 S3
Valeurs de pH 5,5 6 6,5 T 55 6 6,5 7
Protéines fotales | , 3, | 035 | 0,034 | 0,035 | 0,032 | 0,032 | 0,036 | 0,034
(mg /ml)
Astve 0,654 | 0,771 | 0,869 | 0,963 | 0,640 | 0,757 | 0,771 | 0,849
protéasique (U/ml)
Activité spécifique | ,, 43 | 55 05 | 2555 | 27,51 | 20,00 | 23,65 | 21,41 | 24,97
(U/mg)

Tableau 10: L’effet du pH sur la production des protéases par Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus
(S1) et Lb. viridescens (S3) dans le milieu RSM.

S1 S3

Valeurs de pH 5,5 6 6,5 7 5,5 6 6,5 7

Protéines totales | , )35 | 435 | 0035 | 0,034 | 0,032 | 0,032 | 0,031 | 0,031
(mg /ml)
Activité
protéasique 0398 | 0409 | 0425 | 0340 | 0383 | 0,401 | 0436 | 0.462
(U/ml)
Activité

spécifique (U/mg)

11,38 11,69 | 12,14 | 10,01 | 11,99 | 12,55 | 14,08 | 14,92
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Figure 10: L’effet du pH sur la production des protéases sur milieu MRS par Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens.
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Figure 11: L’effet du pH sur la production des protéases sur milieu RSM par Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens.

La souche Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) produit des protéases extracellulaires de fagon

optimale a pH 7 sur milieu MRS avec une activité spécifique de 27.51 U/mg et a pH 6.5 sur
milieu RSM avec une activité spécifique de 12.14 U/mg. Cependant, Lb. viridescens (S3) produit
les protéases de fagon optimale & pH 7 sur les deux milieux MRS et RSM avec des activités
spécifiques 24.97 U/mg et 14.92 U/mg, respectivement.
Dans ce contexte, plusieurs études menées sur les protéases des bactéries lactiques ont réussi a
révélé une activité protéolytique importante sur des milieux de culture de pH allant de 5 a 7 ce
qui semble étre le pH optimal de croissance de la majorité des bactéries lactiques (De Giori et
al., 1984; Kim, 2007; Hebert et al., 2008).



Etude expérimentale

Résultats discussion

I1. 3. 3. Effet de la température sur la production des protéases sur milieu MRS et RSM

La température est un autre parametre crucial pour la production de protéase, les deux souches
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3) ont été incubées a différentes
températures (25, 30, 37 et 40) pendant 24 h, pour déterminer la température optimale, sur
milieux MRS et RSM. Les résultats sont mentionnés dans les tableaux 11 et 12, les figures 12 et

13

Tableau 11 : L’effet de la température sur la production des protéases chez Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3) sur le milieu MRS.

S1 S3
Va'leurs de 25 30 37 40 25 30 37 40
températures °C
Protéines totales 0,016 | 0,027 | 0,032 | 0,016 | 0,017 | 0,024 | 0,035 | 0,013
(mg /ml)
P s 0,366 | 0,737 | 0,964 | 0,367 | 0,352 | 0,588 | 1,016 | 0,311
protéasique (U/ml)
Activité spéeifique | 01 | 2732 | 30,5 | 22,97 | 2074 | 24,53 | 29,04 | 23,99
(U/mg)

Tableau 12 : L’effet de la température sur la production des protéases chez Lb. delbrueckii ssp.

bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3) sur le milieu RSM.

S1 S3
Valeurs de 25 30 37 40 25 30 37 40
temperature °C
Protéines totales |\ | 0041 | 0,042 | 0,043 | 0.042 | 0,040 | 0,043 | 0,044
(mg /ml)
ey 0,491 | 0,424 | 0,475 | 0,435 | 0,557 | 0,450 | 0,458 | 0,444
protéasique (U/ml)
Activité spécifique | 15 58 | 1035 | 10,88 | 10.12 | 13,27 | 11.26 | 10,65 | 10,11
(U/mg)
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Figure 12: L’effet de la température sur la production des protéases chez Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3) sur milieu MRS.
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Figure 13: L’effet de la température sur la production de protéase chez Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3) sur milieu RSM.

D’aprés ces tableaux, a température 37°C I’activité spécifique maximale est de 30.15 U/mg et
29.04 U/mg pour Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3), respectivement,
sur milieu MRS. En revanche, sur milieu RSM, la température optimale est de 25°C avec une
activité spécifique maximale de 12.28 U/mg et 13.27 U/mg pour Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus
(S1) et Lb. viridescens (S3), respectivement.

La température de la croissance des bactéries lactiques varie entre 25 a 45°C et elle dépend de
I’espece. De ce fais, les températures optimales de la production des protéases obtenues figurent
dans la gamme de températures de la croissance (De Giori et al., 1984; Rizzello et al., 2007;
Hebert et al., 2008; Marathe et Ghosh, 2009).
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I1. 4. Suivi de la croissance et de activité spécifique pendant 9 heures

La production des protéases extracellulaires a été suivie au cours de la croissance des deux
souches de Lactobacillus, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3) sur milieu
MRS pendant 9 h comme décrit précédemment dans Matériels et Méthodes, et les résultats
obtenus sont présentés dans les tableaux 13et 14 et les figures 14 et 15.

Tableau 13 : Le suivi de la production de protéase durant 9 h chez Lb. Delbrueckii ssp.
bulgaricus (S1) dans le milieu MRS,

Heures 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
pH 6,93 6,89 6,77 6,69 6,66 6,49 6,23 6,10 5,86 | 5,76
DO a

0,043 | 0,072 | 0,088 | 0,160 | 0,288 | 0,529 | 0,858 | 1,352 | 1,618 | 1,801
660nm
protéines
totales 0,038 | 0,037 | 0,034 | 0,036 | 0,037 | 0,037 | 0,038 | 0,041 | 0,040 | 0,041
(mg/ml)
Activité

proteasique | 0,00 | 0,865 | 0,711 | 0,786 | 0,602 | 0,870 | 0,852 | 0,903 | 0,904 | 0,904
(U/ml)

Activité
spécifique 0,00 5,36 8,96 12,50 | 16,27 | 23,51 | 22,44 | 22,04 | 22,61 | 22,06
(U/mg)

- A. S (U/mg)

Activité spécifique (U/mg)

= Croissance
bacterienne

Temps (h)

Figure 14: Le suivi de la production de protéase durant 9 h chez Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus
(S1) dans le milieu MRS.
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Tableau 14 : Le suivi de la production de protéase durant 9 h chez Lb. viridescens (S3) dans le

milieu MRS.
Heures 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
H 6,93 | 6,90 6,89 6,82 6,73 6,51 6,49 6,06 5,86 5,77
P
DO é6o 0’34 0,174 | 0,197 | 0,298 | 0,471 | 0,820 | 1,260 | 1,677 | 1,797 | 1,878
nm
protéines 0.03
totales ’9 0,039 | 0,038 | 0,038 | 0,038 | 0,038 | 0,035 | 0,040 | 0,042 | 0,042
(mg/ml)
Activité
proteasique | 0,00 [ 0,191 | 0,437 | 0,748 | 0,994 | 0,104 | 1,000 | 0,982 | 0,952 | 0,984
(U/ml)
Activité
spécifique | 0,00 | 4,92 11,5 19,69 | 26,18 | 27,40 | 28,58 | 24,57 | 23,82 | 23,43
(U/mg)
,Ag__ 2
1,8
— 16 E
(=]
E 1,4 8
2 -
é 12
= 1
W |
3 06
< [ 0,4 g Croissance
1 bacterienne
L 0,2
g SS— Lo
0 1 2 3 4 5 7 8 9
Temps (h)

Figure 15: Le suivi de la production de protéase durant Sh chez Lb. viridescens (S3) dans le
milieu MRS.

La croissance bactérienne de Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3) sur
milieu MRS a été suivie en mesurant 1’absorbance de la culture a 660 nm, le pH et I’activité
spécifique ont également été mesurés. D’aprés les résultats, les deux souches Lb. delbrueckii
ssp.bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3) entrent dans la phase exponentielle aprés 2 h de
I’incubation, durant cette croissance, on observe une diminution de pH chez les deux souches en
raison de leur production de I’acide lactique. L’activité spécifique a été détectée aprés 1 h
d’incubation, puis elle augmente durant la phase exponentielle de croissance et atteinte un
maximum d’activité a 5 h chez Lb. delbruekii ssp. bulgaricus (S1) (23,51 U/mg) et a 6 h chez
Lb. viridescens (S3) (28,58 U/mg).




FEtude expérimentale Résultats discussion

Dans une étude réalisée par Hebert et al., (2008), la cinétique de croissance dans le milieu
minimum additionnée de CaCl; a suivi le méme profil que celui présenté dans les figure 14 et 15,
I’activité a été révélée au début d’incubation en présence de caséine. Ceci pourra nous permettre
d’utiliser les souches dans les processus de protéolyse nécessitant des temps relativement courts.

IL 5. Suivi de la croissance et de Pactivité spécifique pendant 96 h

La production des protéases extracellulaires a été suivie au cours de la croissance des deux
souches de Lactobacillus Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3) sur milieu
MRS pendant 96 h comme décrit précédemment dans Matériels et Méthodes, et les résultats
obtenus sont présentés dans le tableau 15 et les figure 16.

Tableaul5: Suivie de la production des protéases par Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb.
viridescens (S3) pendant 96 h dans le milieu MRS.

s1 S3

T — 0 | 24 | 48 | 12 ] 9% | o 24 | 48 | 72 | 9%

pH 687 | 484 | 473 | 470 | 479 | 690 | 498 | 473 | 4.78 | 485

Dol:n 660 | 5060 23112330 2365|2349 | 0174 | 2278 | 2312 | 2342 | 2.286
protéines

totales 0,040 | 0,032 | 0033 | 0037 | 0,044 | 0,042 | 0,033 | 0,033 | 0,034 | 0,047
(mg/ml)

Activité
protéasique | 0,00 | 0,964 | 1,096 | 0,940 | 0,448 | 0,00 | 0,900 | 1,061 | 0,953 | 0,466

(U/ml)

Activité
spécifique 0,00 |30,12|32,15|2540| 11,20 | 0,00 | 27,27 | 32,17 | 28,02 | 9,92
(U/mg)

— 25

= r2 - & —AS(U/mg)
E E chez Lb. d 51
2 8 —m—AS(U/Mmg)
3 159 chezLb. v 53
g 8 — & - aoissance
'§. chez Lb.d 51
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°

<
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Figure 16: Suivie de la production des protéases par Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb.
viridescens (S3) pendant 96 h dans le milieu MRS.
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D’apres les résultats, on a observé qu’il existe deux phases de croissance chez Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3), la phase exponentielle qui dure 24 h et la phase
stationnaire qui persiste jusqu’a 96 h. En plus, une diminution rapide du pH a été observée dés le
premier jour de fermentation, ou le pH chute de 6,87 a 4,79, cette variation du pH est corrélée
avec la production d'acide lactique qui est le principal métabolite formé. Parallelement a la
croissance, ’activité spécifique des deux souches Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb.
viridescens (S3) a augmenté et atteint le maximum (32,15 et 32,17 U/mg, respectivement) apres
48h pendant la phase stationnaire. Puis, elle a diminué et atteint le minimum (11,20 et 9,92
U/mg, respectivement) apres 96 h. Ces résultats peuvent s'expliquer par la production de protéase
durant la phase exponentielle avec une continuation de la production au début de la phase
stationnaire.

L’objectif de cette expérience était de prolonger la duré d’incubation des bactéries lactiques au
dela de 24 h afin de provoquer une autolyse cellulaire aprés déplétion totale des éléments
nutritifs; ce qui pourrait libérer le contenu cellulaire entre autres, les enzymes intracellulaires de
la protéolyse, chose qui n’a pas été accomplie avec succes. Roudj et al., (2009) ont démontré que
I’autolyse bactérienne chez Lb. plantarum BH14 et Lb. brevis CHTD27 a été observée apres 7
jours d’incubation sur milieu MRS dans des conditions de croissance optimale.

On remarque que ’activité spécifique atteint le maximum aprés 48 h d’incubation, il ya une
diminution de I’activité enzymatique apres 48 h, ces résultats sont en accord avec ceux qui
rapporté par Ul-haq et Mukhtar, (2006) ou ils ont montré que la production maximale de
protéase par Lb. paracasei est détectée apres 48 h d’incubation.

IL. 6. Précipitation au sulfate d'ammonium a 75% de saturation

Les deux souches Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3) ont été cultivées
sur milieu MRS pendant 24 h a 37°C, la culture a été clarifiée par centrifugation, ensuite
I’enzyme brute a été précipité par le sulfate d’ammonium (NHy); SO4 a 75% de saturation selon
la méthode décrite par Krishna et al., (2009). Les résultats obtenus apres précipitation par le
sulfate d’ammonium (NHj), SO4 a 75% de saturation, sont illustrées dans le tableau 16 et la
figure 17.

Tableau 16: Précipitation au sulfate d’ammonium (NH4),SO4 a 75% de saturation.

Culot Surnageant
Activité protéasique (U/ml) 1.102 0.140
s1 ’ :
Activité protéasique (U/ml) 1815 0222
s3 ’ :
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Figure 17: Précipitation au sulfate d’ammonium (NH4),SO4 a 75% de saturation.

Le sulfate d’ammonium est le sel le plus utilisé au laboratoire pour précipiter les protéines, car
sa solubilité n’affecte pas la température de la solution, ne dénature pas les protéines son coiit est
relativement faible (Sine, 2003). Cette technique est utilisée pour la précipitation partielle des
protéines (Sharmin et Rahman, 2007).

A partir des résultats obtenus, plus d’une activité est présente dans le surnageant brut des deux
souches de bactéries lactiques puisque méme aprés précipitation de la majorité des protéines
(75% de saturation), une petite fraction existe toujours a 1’état soluble : 0,140 U/ml et 0,222
U/ml pour Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3), respectivement. De
I’autre c6té la fraction des protéines précipités (culot contient la plus grand partie des enzymes
protéolytiques pour les deux souches: 1,102 U/ml et 1,515U/ml pour Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3), respectivement. Du fait de sa résolution relativement
faible, la précipitation au sulfate d’ammonium ne pourra pas étre suffisante pour la séparation
des enzymes et donc pour leur caractérisation physicochimique, elle devra étre complétée par des
techniques chromatographiques.

I1. 7. Les caractéristiques physicochimiques de ’enzyme brute

Pour étudier les propriétés physicochimiques des protéases extracellulaires produites par Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3), I’effet du pH, I’effet de la température,
I’effet de quelques ions métalliques ainsi que I’effet de I’EDTA sur I’activité protéasique ont été
testés.

I1. 7.1. Effet du pH sur Pactivité protéolytique

L’effet du pH sur I’activité des protéases produites par Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et
Lb. viridescens (S3) a été déterminé par 1’étude de I’activité enzymatique a différents pH (5-11).
Les résultats sont présentés dans le tableau 17 et la figure 18.
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Tableaul7: L’effet du pH sur I’activité des protéases produites par Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3).

Valeurs de .
pH

Activité
S 0,525 | 0,521
de 1 (Urml) | %544 | 05563 | 0550 | 0526 | 0538 | 0,544 | 0,538 | 0, ,

Activité

protéasique

de §3 (U/mi) | 0499 | 0569 | 0.598 | 0,605 | 0,621 | 0,630 | 0,583 | 0,591 | 0,563

73 8 8,5 9 10 11

0,65 \
-~ - I
3 ?
s |
g 055 ~—4=A.p(U/ml)chez Lb. d
z (S1)
° /
g8 05 & : ; S ~@—A.P(U/ml)chez Lb. v
2 (53)
=
% 045 z

Figure 18: L’effet du pH sur ’activité des protéases produites par Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus (S1) et Lb. viridescens

Les enzymes brutes des deux souches de Lactobacillus ont été actives dans une large gamme
de pH (5-11), pour la protéase produite par Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1), elle a de hautes
activités protéasiques (0,544 U/ml; 0,563 U/ml; 0,544 U/ml) a pH 5, 6, 8.5, respectivement. Pour
la protéase produite par Lb. viridescens (S3), elle présente un maximum d’activité protéasique
(0,630 U/ml) a pH 8, ce qui ne laisse supposer que le surnageant de Lb. viridescens (S3) contient
deux types d’enzymes, 1’une active a pH acide et 1’autre a pH alcalin. Les protéases issues de nos
souches peuvent étre des protéases acides ou alcalines et les valeurs de pH optimal d’activité
obtenues sont dans la gamme de pH rapportées dans la littérature. La protéase de Lb. Plantarum
NCIM 2083 était active a pH 7 (Marathe et Ghosh, 2009). De I’autre coté le pH 5,5 était
I’optimal pour I’activité de la protéase issue de Lb. plantarum (Ducastelle et Lenoir, 1969)

Les protéases acides trouvent beaucoup d’intérét en industrie laitiére, particuliérement dans les
produits de fromage (Desmazaud, 1998). D’autre part, les protéases alcalines sont gagnées
beaucoup d’attention pour I’application dans différents domaines alimentaire et pharmaceutique
(Gupta et al., 2002a)
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IL. 7. 3. Effet de la température sur P’activité protéolytique
L’effet de la température sur I’activité des protéases produites par Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3) a été déterminé par I’étude de I’activité enzymatique a
différentes températures (25-60 °C). Les résultats sont présentés dans le tableau 18 et la figure
19.
Tableau 18: L’effet de la température sur I’activité des protéases produites par Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3).

Valeurs de
Pl aspettsr F 25 30 37 40 50 60
Activité
protéasique de S1 0,521 0,517 0,591 0,474 0,521 0,551
(U/ml)
Activité
proteasique de S3 0,590 0,598 0,499 0,622 0,614 0,613
(U/ml)
065
T 06 -
~
2 ‘
3 055 :
s ‘ —o—A.P (U/ml)
® chez Lb. d (S1)
£ 05 -
2 —@—A. P(U/ml)
£ o045 | chezLb. v (3)
<
04 ‘
25 30 37 40 50 60
Température °C

Figure 19: L’effet de la température sur I’activité des protéases produites par Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3).

L’activité protéasique augmente avec 1’augmentation de la température. Les deux enzymes
sont activés sur toute la gamme de température, 1’activité maximale (0,591 U/ml) a été marquée
a 37°C pour la protéase produite par Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1). Mais pour la protéase
produite par Lb. viridescens (S3), I’activité maximale (0,622 U/m) a été observée a 40 °C

Les valeurs de la température optimale d’activité protéasique obtenues sont dans la gamme de
pH rapportées dans la littérature. La protéase de Lb. plantarum était active a la 45°C (Ducastelle
et lenoir 1969). De ’autre coté, était I’optimal pour I’activité de la protéase issue de Lb.
plantarum NCIM 2083 (Marathe et Ghosh, 2009).
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I1. 7.3. Effet des ions métalliques sur P’activité protéolytique

L’effet de quelques ions métalliques sur I’activité des protéases extracellulaires, produites par
par Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3) a été étudié comme décrit
précédemment dans la partie Matériel et Méthodes. Les résultats sont présentés dans le tableau

19, les figures 20 et 21.

Tableau 19: L’effet des ions métalliques sur I’activité des protéases produites par Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3).

CaCl2 Mg Zn  NaCl  Fe Cu  Sans

ion

lons métalique

les ions
- Mg SO4 78 SO o Fe SO Cu SOy4
n e
a1 amo ' o 4 | smo
Activité
protéasique 0,418 0,426 0,416 0,435 0,738 0,414
de S1 (U/ml)
Activité
résiduelle (%) | 103,72 105,70 103,22 | 107,940 183,12 102,72
de S1
Activité
proteasique
4
de S3 (U/mi) 0,479 0,494 0,447 0,474 0,485 0,450
Activité
résiduelle (%) | 103,23 106,46 96,33 102,15 104,25 96,98
de S3
200 -
g ol
v
3
:g 100 A
p -]
% 50 -
<
0 -

Figure 20: L’effet des ions métalliques sur I’activité protéasique de protéase produite par Lb.

delbrueckii ssp. bulgaricus (S1)
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Figure 21: L’effet des ions métalliques sur I’activité protéasique de protéase produite par Lb.
viridescens (S3).

D’aprés les résultats, les ions métalliques utilisés (Zn>*, Cu®*, Mg**, Na** Fe**, Ca®") n’ont pas
exercés un effet inhibiteur remarquable sur les 2 protéases, en revanche, les ions Fe’* active
clairement I’enzyme produite par Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1), ou on note une activité
résiduelle de 183,12% . parallélement, Gaur et al., (2010) ont montré que les ions Cu*, Mg2+ et
Ca®" avaient un role positif sur I’activité protéasique de ’enzyme produite par Pseudomonas
thermaerum GW1, par contre, une inhibition accrue est observé avec les ions Zn'> et Fe?'.
D’autres protéases sont également activées par les ions Mg”*, Ca>* comme celle produites par les
Actinomysetes (El Zawahry et al., 2007). De I’autre coté, Marathe et Ghosh, (2009) ont montré
que les ions Cu2*, Co®", Mn*", Zn**, Mg avaient un effet négatif sur I’activité de la protéase
produite par Lb. plantarum NCIM 2083.

Les cofacteurs peuvent étre considérés comme des molécules d'assistance aidant aux
transformations biochimiques, au stabilisation de la structure des protéines et la régulation de
’activité enzymatique (Olorunnji et al., 2007).

IL. 7. 4. Effet de PEDTA sur Pactivité protéolytique

L’effet de I’inhibiteur spécifique des métalloprotéases sur I’activité des protéases
extracellulaires produites par Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3) a été
étudié comme décrit précédemment dans la partie Matériels et Méthodes. Les résultats sont
résumés dans le tableau 20 et la figure 22.

Tableau 20: L’effet de ’EDTA sur I’activité protéasique de protéase produite par Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3).

EDTA
S1 S3
Activité protéasique (U/ml) 0,351 0,431

Activité résiduelle (%) 87,09 92,88
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Figure 22: L’effet de ’EDTA sur I’activité protéasique de protéase produite par Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3).

Dans cette étude on a démontré que ’EDTA avait un léger effet inhibiteur sur I’activité
protéasique de Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viridescens (S3) avec des activités
résiduelles de 87,09 et 92,88 %, respectivement. Ce qui pourrait mettre en évidence la présence
d’une enzyme nécessitant un cofacteur métallique parmi les enzymes présente dans le
surnageant.

Pour la protéase de Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1), le cofacteur métallique pourrait bien
étre I’ion Fe2+, et qui a été fixé par ’EDTA, ce qui a diminué I’activité enzymatique. Ces
résultats sont confirmés par celle rapporté par Pereira et al., (2001) qui ont trouvé que ’EDTA
a inhibé I’activité protéasique de Lb. curvatus et Lb. Homohiochii.
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Conclusion

Le modeste travail a été consacré a 1’étude de I’activité protéolytique issue de quelques
bactéries lactiques, particulierement 1’optimisation des conditions de culture dans un milieu
liquide, apres la sélection des souches les plus protéolytiques, enfin I’étude de certains caractéres
physicochimiques de I’enzyme brute.

A T’issue de ce qu’a été réalisé, les conclusions suivantes sont notées.

Parmi 20 souches de bactéries lactiques isolées de différentes origines, 12 souches
présentaient une activit¢ sur une gélose au lait écrémé, parmi elles seulement 11
exercaient une activité protéolytique dans le bouillon MRS.

En comparant la productivité de I’enzyme, sur 7 milieux liquides différents (MRS, RSM,
LP, MM+G, MM+F, MM+M, MM+L, MM+P), il apparait clairement que le bouillon
MRS représente le milieu de choix pour la production, sans négliger I’effet inducteur
observé en présence de glucose et de fructose.

Le pH optimal de la production des protéases sur milieu MRS était égal a 7 et la
température optimale égale a 37°C pour les 2 souches de Lactobacillus.

Sur le milieu RSM, un décalage a été constaté, le pH optimal de la production était égal a
6.5 et la température a 25°C pour les 2 souches de Lactobacillus.

La caractérisation de I’activité enzymatique a révélé que Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus
(S1), produit 2 types d’enzymes, I'une d’elle est active a pH acide (5 et 6), I"autre
présente une activité maximale a pH alcalin (8.5). Par autre Lb. viredescens (S3), produit
une enzyme active a pH 8. La température optimale de I’activité¢ des enzymes de Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) était égale a 37°C, par contre, 40°C était optimale pour
I’activité de la protéase de Lb. viredescens (S3).

Les ions Fe2* exercent un effet activateur sur I’enzyme de Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus
(S1), ce qui démontre qu’il s’agit probablement d’une métalloprotéase. Les autres ions
n’avaient pas d’effet remarquable.

L’EDTA qui est un inhibiteur des métalloprotéases, a réussi a diminuer 1’activité de la
protéase de Lb. viredescens (S3), ce qui confirme sa nature métalloprotéasique.

Pour compléter les données, il sera préférable de considérer les points suivants:

Approfondir I’investigation en étudiant les enzymes protéolytiques associées a la paroi et
celles intracellulaires.

Purifier les enzymes par des techniques chromatographiques, ce qui pourra donner plus
de chance a la caractérisation physicochimique complete des enzymes, (poids
moléculaire, température, pH...etc.).

Prévoir des applications aux industries alimentaires, particuliecrement dans des produits
laitiers.
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Annexe 1
Composition des milieux (g /1)

Milieu Man Rogosa Sharp Agar MRS (autoclave a 120°C pendant 20minutes)

PRDIODE ... 0 v 1t s spuiinmmini s & s habayuainass 10 g
Extrait de viandei..cicoiiien sivieoniii purese 8¢g
Exteagtt dé Towvie... ivos iveniilin v by sssnnmad 4¢
Acetate de Sodium................cooennntn Sg
Citrate d’amonium.............c..cooeeivennenn.. 2g
MESOLTIO. i i it 0,2¢g
MSOR HZOL....civiiioisvisbiaimieieiymseimdivs 0, 05g
KoHPO ... oovnsimsesinimmismmsmmiosisitiifbonss 2¢g
KTRUACDEIE. .. i i i b e il 20¢g
F T RO S0 1 0 SR s TR M M 15¢g
Tweril B0.....coovn s uminsstuismpmras e bong 1 ml
Eau distillée QSP......cccceeveriercrrrecreerrrennen, 1L
PH.ciiisnnanmmmmmaisenme g fomav s s 6,2

KTIRIOITBE .00 5 bty o « Sismibaiiepod ofuselamianis 10g
NH4SO4. ..., lg
RIHPOA...c...0 55 mmpsha s frssmomnss 13 1 3 saibirpad 7¢g
MgSO4.7H20......coviviiiiiiiiiiiiiinenn, 0,1¢g
PG50 5 wsamioninns s sominmnd v s bumismsnind s Lo s5s 2g
Eau distillée QSP......cccovvviviviiieciieieecneee, 1L

Milieu Reconstituted Skimmed Milk RSM (autoclave a 120°C pendant 10min)

Laitécrémeé.........cooviiiiiiiiiiiiiiiiin 90, 5¢g
Exteait a6 JoVO0. o.nnsss i o sosmsinns s s s ssnmmmmpanss S5g
GIUCOSE. .o 20g
Ean distillée QB . oo samins s 1L

Gélose MRS au lait écrémé Candia (2%) autoclave a 120°C pendant 10min

GEloSE MRS, 98ml



Annexe 2

Les tampons et les solutions utilisés

Tampon phosphate 1M 100ml

Ko POG L IM) - o i 5 i b 61,50 ml
B IBT). i sadosinnat 3505 hi0u 38,50 ml
Solution de caséine

2,5 g de caséine dans 100 ml de citrate de sodium 2N
Solution de BSA

0,01 g de BSA dans 100 ml d’eau distillée

Solution de tyrosine

0,01 g de tyrosine dans 100ml d’eau distillée

Réactif de Bradford

Faire dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie G250 dans 50 ml d’éthanol (95%), mélangé la
solution avec 100 ml d’acide phosphorique (85%) et compléte le volume a 1 litre d’eau distillée,
puis filtrer a travers un papier filtre Wattman n°1.



Annexe 3

Préparation de la courbe d’étalonnage de la tyrosine a partir de la solution mere (0,01%).

1 2 3 4 5 6
Tyrosine (ml) 0 0,3 0,4 0;:5 0,6 0,7
Tampon (P) (ml) 5 5 5 5 3 5
DO 280 nm 0 0.16 0.22 0.23 031 032
Conconaratiog §¢ - 0.0093 | 00125 | 00156 | 00187 00218
Tyrosine (mg/ml)

Préparation de la courbe d’étalonnage du Bovine Serum Albumin (BSA) a partir de la

solution mére (0,01%).

1 2 3 4 5 6
BSA (ml) 0 0.5 0.7 0.9 1.1 13
Réactif de
Bradford (ml) s ? 3 % > g
D0 595 nm 0 0.236 0386 0.531 0.732 0.906
Concentrationde | 0.0056 | 0,009 | 00122 | 00152 | 00180

protéine (mg/ml)




Annexe 04

Le tableau donne les quantités de (NH4),SO, requises pour atteindre le niveau de saturation a
0°C.

% de saturation en sultate d'ammonium a 0°C
20 25 30 35 40 45 B0 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

grammes de suifate d'ammonium & ajouter & un litie de solution:

106 134 164 194 226 258 291 326 361 398 436 476 616 559 603 650 697 0
79 108 137 166 197 229 262 296 331 368 405 444 484 526 570 615 662 5
53 81 109 139 169 200 233 266 301 337 374 412 452 493 536 681 627 10
26 54 82 111 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 503 547 592 15
0 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 349 387 427 469 512 557 20
0 27 56 84 115 146 179 211 245 280 317 365 395 436 478 522 25
0O 28 66 86 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488 30
C 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 369 410 453 35
0 29 58 89 120 153 187 222 258 296 335 376 418 40
G 29 5% 90 123 186 190 226 263 302 342 383 45
0 30 60 92 125 159 194 230 268 308 348 50
0 30 &1 93 127 161 197 235 273 313 55
0 31 62 95 129 164 201 239 279 60
0 31 &3 97 132 168 205 244 65
0 32 65 99 134 171 209 70
0 32 66 101 137 174 75
0 33 67 108 139 80
0 34 68 105 85
0 34 70 Q0

(9.0 D) WNUOWIWD B 3|0jINS US 3|DIIUI UODINIOS %

0 100
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Le théme : Optimisation de la production d’une enzyme protéolytique par
Lactobacillus sp. et caractérisation de ses propriétés physicochimiques.

Résumé

Ce travail a été consacré a I’étude de Pactivité protéolytique produite par quelques
bactéries lactiques appartenant au Genre Lactobacillus, issues de différentes sources,
principalement Doptimisation des conditions de culture (milieu de culture,
température optimale, pH optimal) dans un milieu liquide (MRS, RSM MM
additionné de différents sucres) apres sélection des souches les plus protéolytiques (Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) et Lb. viredescens (S3)) la culture des bactéries dans le
milieu MRS pH 7 a 37°C fournit un maximum de productivité. Enfin, I’étude de
certains caractéres physicochimiques (température, pH, effet des ions métalliques et
effet de PETDA) sur P’activité des enzymes brutes.

Mots clés: Bactéries lactiques, Lactobacillus, Activité protéolytique.

Abstract

This work has focused on the study of the proteolytic activity produced by some lactic
acid bacteria belonging to the Genus Lactobacillus from different origins, principally,
the optimization of culture conditions (growth medium, optimal temperature, optimal
pH) in liquid media (MRS, RSM, MM supplemented with different sugars) after the
selection of the most proteolytic strain (Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (S1) and Lb.
viredescens (S3)) optimum conditions for production were MRS broth, pH 7, and
37°C. Finally, a partial physicochemical characterization (optimal temperature of
activity, optimum pH, effect of metal ions and EDTA) of crude enzymes was
performed.

Keywords: Lactic acid bacteria, Lactobacillus, proteolytic activity.

uadla

£ 0o DA cdl Gany oo A o) dal Lol dulp Jo oa el 1A S
il 50 a) da 3 £ o3 dag) oM il Cpand (aaYL g ¢ Allida jalas (e Ayl Lactobacillus
LA aay &l g (ul.us.uﬂ wiliday dilas MM ,RSM ,MRS) il Jalu g qﬁ (JMY\ ‘.’-\.\AJJ.L\.GJ\ )3\‘
Lb. viredescens s Lb. delbrueckii ssp. bulgartcus (Sl) ) Jhsod) s k) S sl
on;‘&AJ.\uJG 7g.u;‘5JM QJJAMRSMJQAM\JMM\ b gkl P d«a‘g.\.“eu.\ﬁ‘g ((S3)
) Al ¢ 30 ) AAJJ) AiliasS g 38l Gailuadll UAHM‘JJPJJ&Y\ iy ¢ il dpudlly 2037
PAEN) il 335U 4.1.\9& «* (EDTA J) 9 Axianall i oY) il ¢

. g ) LA (A s At L S ¢ Ukl el




