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I ntroduction

|. Introduction générale.

Les Archaea halophiles extrémes (Haloarchaea) sont des halophiles obligatoires qui exigent
plus de 15% de sel pour une croissance optimale (Grant et al., 2001).La grande diversité
métabolique des Halobacteriaceae isolées a partir des milieux hypersalins, leur confére un grand
potentiel biotechnologique. Leur utilisation est envisagée dans différents domaines (Oren, 2002).
Parmi ces Halobacteriaceae beaucoup produisent des métabolites précieux tels que les

osmoreégul ateurs, des enzymes, polymeres, etc...

La plupart des haophiles produisent des enzymes hydrolytiques extracellulaires telles que:
cellulases, amylases, protéases, lipases et les xylanases (Rohban et al., 2009). Parmi ces diverses
enzymes d’origine halophiles, les enzymes protéolytiques sont ceux ayant des applications
potentielles dans une variété de domaine biotechnologique (Karbalaei-Heidari et al., 2009).

Les protéases sont parmi les enzymes les plus employées en industrie, leur vente comptent pour
60% de toutes les ventes d’enzymes au niveau mondial. De celles-ci, les protéases alcalines sont
employées principalement comme additifs dans les formulations de détergents. Les protéases
d’origine bactérienne sont les plus employées, en comparaison avec les protéases fongiques
d’origine végétale. Idéalement, les protéases utilisées dans les formulations de détergents devraient
étres hautement actives sur une large gamme de pH et de température. 1l y a donc un grand intérét

au niveau industriel pour les proteases.

L'objectif principal de ce travail de recherche est de tester la production de la protéase dans un
milieu synthétique par une souche halophile extréme S2 suivie d'une évaluation de I'application de
cette enzyme dans l'industrie des détergents.

La premiere partie de notre travail est consacrée a la description des données bibliographiques
relatives a I’environnement hypersalin et aux microorganismes halophiles productrices d’enzymes.
La deuxiéme partie, se focalisera sur les différentes techniques utilisées qui ont éé mises en ceuvre
pour éudier I’efficacité de la protéase comme ingrédient a détergent. Les résultats obtenus avec ses
différentes méthodes sont comparés et discutés dans la troisieme partie. Enfin la derniere partie

rassemblerala conclusion finale et mettra en évidence les perspectives de recherche.
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1.1 LesHalobacteriaceae

Dans certains écosystémes, la reconnaissance de la présence des microorganismes halophiles
peut étre effectuée sans faire appel a un « microscope », vue leur nombre tres élevé. La saumure de
marais salants est reconnue mondialement par la couleur rose-rouge due aux Archaea
(Haloguadratum et d’autres représentatives des Halobacteriaceae), Bacteria (Salinibacter), et
Eucarya (Dunaliellasalina) (Maet al., 2010).

Ces microorganismes peuvent étres rencontrés dans les lacs hyper-salés, la mer morte
(Jordanie), les étangs de didtillation solaire et le « Salt Lake City » aux U.S.A. IlIs sont retrouvés
auss au niveau des sebkhas (sud de I’ Algérie), et elles se développent également sur les produits

alimentaires conserveés par salaison.

Selon Leclerc et al. (1984) les Archaea halophiles ou les haloar chaea peuvent étre réparties en trois

groupes écophysiol ogiques en fonction de I’exigence en ions Mg?* et du pH. On distingue :

L es haloneutrophiles: Elles poussent & une concentration en Mg?* inférieur ou égale & 5mM
et un pH optimum de croissance alant de 5 a 8. On peut citer les genres suivants:
Halobacterium, Haloarcula, Halococcus, Halorubrum, Natrinema et Natronorubrum
(KissPappo et Oren, 2000).

Les haloalcalophiles: Elles poussent & une concentration en Mg inférieur ou égale & 1ImM
et un pH optimum de croissance dlant de 85 a 11,5, comme: Natronococcus,
Natronobactérium, Halorubrobactérium, et Natrialba (Matsubara et al., 1994).

Les haloacidophiles. qui poussent a un pH inférieure a 4,5 comme : Haloferaxvolcanii,

Haloferaxmediterranii (Dassarma et Arora, 2001).

[1.1.1 Caractéristique des Halobacteriaceae

Caractéres culturaux :

Sur un milieu solide les Halobacteriaceae forment des colonies de couleur rouge, rose
,rouge mauve et trés rarement incolores. Cette coloration est due a la présence de la
bactériorubine (pigment caroténoide qui joue le role de protecteur contre les rayons
solaires) et de la bactériorhodopsine qui participe ala synthese d’ATP et au transport actif
(Pelmont, 1995).
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Caractéeres morphologiques:

Pléomorphisme : les cellules peuvent avoir diverses formes (cocci, bacille, disque, triangle ,
sphere, etc) (Prescott et al.,1995).

Elle sont Gram négatif (Grant et al., 2001).

Elles peuvent étres immobiles ou mobiles grace a des flagelles polaires (Prescott et al.,
2003).

Caractéres physiologique et biochimiques::
Aérobies ou anagrobies facultatives (Grant et al., 2001).
Elles présentent un optimum de température entre 35 et 50°C (Prescott et al., 2003).

Forte exigence en sdl : elles nécessitent au minimum 1.5 M de Na Cl, I’optimum de sdinité
varie entre 3.5 et 45 M, certain peuvent croitre a concentration plus élevée (5.2 M)

représentant la saturation.

L’osmorégulation : est effet par accumulation d’une forte concentration de K Cl dans les

cellules et de Na Cl du coté extracellulaire.

Les halophiles sont résistant a certain antibiotique tels que a une pénicilling, le

chloramfinicol .

Les haloarchaea possedent aussi un systéme de vésicules a gaz qui leur permet de flotter a
des profondeurs favorables a leur croissance. Ce systeme apparait comme des inclusions

clairesal’intérieur delacdlule.
Présence d’une de catalase et d’une oxydase (Prescott et al.,2003).

Chimioorganotrophes : utilisent les acide aminée et les carbohydrates comme source de
carbone (Grant et al.,2001 ).

L’ADN contient de 61 a 71% de CG. Les plasmides sont des composants mineurs
représentent 10 a 30 % de I’ADN total .$

Les haloarchaea possedent une paroi inhabituelle composée de polysaccharides et protéines

mais notée par une absence de peptidoglycane. On trouve a la place de ce dernier des
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composeés de pseudomuréine, des glycoprotéines, ou encore d’autres protéines (Prescott et
al., 2003).

[1.1.2. Lesmécanismes d’adaptation a la vie en milieu hypersalin

Une diversité considérable existe également dans les mécanismes d’adaptation des
microorganismes halophiles et halotolérants a la forte pression osmotique exercée par leur
milieu environnant fortement salin. Comme les membranes biologiques sont perméables pour I’eau,
tous les microorganismes doivent maintenir leur cytoplasme au moins isoosmotique avec leur

environnement (Oren, 2002).

Régulation dela pression osmotique

A faible concentration, le sel (NaCl) est indispensable au fonctionnement cellulaire, mais a
forte dose, il entraine la mort cellulaire par sortie d’eau. Cette stratégie implique de compenser la
pression osmotique du milieu hypersalin environnant par I’accumulation desions K™ et Cl". Elle est
adoptée par les Archea aérobies halophiles extrémes de I’ordre des Halobacteriales et par les
bactéries hal ophiles anagérobies fermentatives ou homoacétogenes de I’ordre des Halanaerobiales
(Oren, 2002). Bacteria. Il existe une large variété de solutés compatibles a savoir le glycérol, les
sucres alcools, la glycine, glutamate, proline, bétaine, I’ectoine et son dérivé 5-hydroxy, les sucres
simples, etc... Ces composés sont synthétisés par I’organisme ou importés de I’environnement
externe sans interférer avec son métabolisme. Plusieurs études ont prouveé que les osmolytes tels
gue les ectoines protegent I’organisme de différents stress (thermique et salin) (Bursy et al., 2008).

Dans les environnements hypersalés, la pression ionique est importante et due al’excés de KCl
ou de NaCl. Les micro-organismes halophiles stricts, accumulent dans leur cytoplasme le
potassium (jusqu'a 100 fois plus de K™ que celle de I’extérieur), aors que le chlore reste dans le

compartiment extracellulaire (Kaman, 2000).

Accumulation des solutés compatibles
Cette stratégie consiste a exclure le sel du cytoplasme, et a accumuler ou synthétiser des
solutés organiques pour assurer I’équilibre osmotique. Elle est adoptée par les membres du

domaine.

[1.1.3. Application en biotechnologie :

La grande diversité métabolique des bactéries halophiles et hal otol érante isol ées a partir des

milieux hypersalins, leur confére un potentiel biotechnologique largement explorer depuis quelques
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années. Ainsi certains d’entre elles produisent des protéines halophiles utiles dans les
transformations spécifiques, d’autres des produits comme les solutés compatibles et les polymeres a
grand intérét dans différentes industries. De plus, ces microorganismes pourraient étre utilisés dans
les procédés de bioremédiation de I’environnement ainsi que moyennes de | utte biologique contre

certaine microorganismes phytogenes .
11.1.3.1. Production d’enzymes :

Les bactéries halophiles se sont révélées étre productrices d’une grande variété d’enzymes
hydrolytiques telles que les protéases, les amylases, les xylanases, les cellulases, les lipases et les
DNases. Ces enzymes sont couramment utilisées dans la production d’aliments fermentés et comme
compléments alimentaires dans I’alimentation animale, dans les détergents a lessive et dans les
industries de textiles. Plusieurs études ont montré que les enzymes provenant des eubactéries
halophiles et halotolérantes ne sont pas seulement hal ostables mais peuvent aussi étre thermostables
et acalistables. Ces caractéristiques rendent les enzymes candidates dans divers domaines de la
biotechnologie, ce qui pourrait ouvrir de nouvelles possibilités d’application (Setati ,2010).Bien que
ces enzymes halophiles effectuent les mémes fonctions que leurs homologues non halophiles, elles
peuvent catalyser des réactions dans des conditions différentes, telles que les environnements de

forte salinité, donc la production d’enzymes résistantes aux sels.

A. Proteases:

Les protéases microbiennes sont les enzymes les plus étudiées et sont trés utilisées dans les
processus industriels. Elles sont couramment employées comme additifs dans les détergents a
lessive, la transformation des aliments et des produits pharmaceutiques, et les réactifs dans les
traitements de cuir et de déchets (Karbalaei-Heidari et al., 2009).

Les bactéries extrémophiles présentent donc des potentialités biotechnologiques intéressantes
et prometteuses. L’amélioration des connaissances sur les mécanismes biologiques de ces bactéries
de I’extréme devrait, dans un proche avenir, permettre I’amélioration de nombreux procédés
industriels.

B. Amylases:

Sont des enzymes qui coupent les liaisons a-glycosidiques des polysaccharides tel que
I’lamidon, glycogene, etc. et hydrolyse de cette liaison a fin de produire différents gluco-
oligosaccharides de longueurs variables (Om et al., 2010).Les amylases sont tres utilisées dans
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différentes applications biotechnologiques, et surtout dans I’industrie alimentaire, comme par
exemple I’industrie du pain, pour améliorer le volume, la couleur et 1a douceur de la péte (Gupta et
al., 2003).

C. lipases:

les lipases sont des enzymes atypiques par leur mécanisme d’action et leur spécificité de
substrats. En tant qu’hydrolases, elle sont responsables du catabolisme des triglycérides en acide
gras et en glycérol. Pour I’instant de nombreuses études ont permis de révéler plusieurs activités
lipolytiques dans le monde des halophiles. Elle ont beaucoup d’applications dans les industrie
alimentaire(laiterie et boulangerie) ,médicales et pharmaceutique(synthese des médicaments ou
dans la préparation d’intermédiaire homochiral optiquement actif) et dans la fabrication de
détergents (comme additifs ) (Ghanem et al., 2007).

D. Cellulases:

Les cellulases se distinguent des autres glycosides hydrolases par leur capacité a hydrolyser les
liaisons B-osidiques entre les résidus glycosyliques .les cellulases sont thermostables et également
stables a I’alcainité et a la salinité ce qui fait d’elle des candidats idéaux pour différentes
application industrielles (wang et al.,2009). Ce sont principalement appliquées dans I’industrie du
textile pour le bioblanchiment des tissus, aussi bien que dans les détergents de blanchisserie pour

ramollir lestissus (Aygan et Arikan ., 2008).

11.1.3.2. Production de biopolymeres

Les biopolyméres produit par les microorganismes halophiles (tels que exoplysaccharides
(EPS), les protéines, glycoprotéine ou d’autres substances ) ont d’excellentes propriétés
rhéologiques et résistent a des températures, salinités ,et pH extrémes .Il ont de large applications

dans les industries pharmaceutiques et alimentaires (Prescott et al.,2003).

11.1.3.3. Production des substances antibactériennes

Les halophiles produisent des substances antibactériennes appelées «halocines» ou
bactériocines.Ce sont des protéines bactériennes qui détruisent d’autres bactéries (Prescott et al.,
2003). Elles peuvent présenter un large aspect d’application dans le domaine agro-alimentaire,

notamment dans la conservation des produits alimentaires par salaison .
11.1.3.4. Fermentation des aliments:

La production de certains aliments fermentés traditionnels en Extréme-Orient, tel que la sauce a

poissons et |a sauce de soja, implique I’activité d’une variété de microorganisme halophiles et /ou
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fortement halotolérant (Oren, 2002a). Dans certains cas, la concentration en sel pendant le procédée
de fermentation est suffisamment haute pour le développement des Archea de la famille
Hal obacteriaceae.

11.1.3.5.Traitement des eaux usées salines:

Les halobactéries peuvent étre des agents dépolluants. En effet, certaines bactéries halophiles
utilisent les hydrocarbures tels que le pétrole comme seule source de carbone. Cette biodégradation
n’a aucune conséquence négative sur les écosystémes salins, contrairement au traitement par des
agents chimiques (Margesin et Schinner, 2001). Elles sont utilisées aussi pour la biodégradation
des phénols contenus dans les saumures .Ainsi, plusieurs études ont montré la dégradation

bactérienne des composés aromatiques en conditions salines.

[1.2. Les protéases

[1.2.1. Définition :

Les enzymes protéolytiques (protéases ou proténases) font partie de la classe des hydrolase (
Sekar A. et al ., 2016). En effet, ce sont des enzymes qui catalysent I’hydrolyse des protéines dans
des sites bien spécifiques en scindant la liaison peptidique qui lie deux acides aminés dans une
chaine peptidiqueet sont produites extracellulairement comme intracellulairement . Ces enzymes
sont généralement synthétisées sous forme de zymogenes inactifs, ce qui permet de protéger la
cellule contre tout effet désastreux. L’activation du zymogéene en enzyme active nécessite une
modification covalente irréversible. La formation des enzymes protéolytiques est parfois réprimeée
par I’adjonction au milieu d’un hydrolysat de protéines ou d’un mélange d’acides aminés Elles ont
beaucoup de fonctions physiologiques, variant de la digestion géné&ae des proténes a des

processus régulatrices plus spécifiques (Drouin M., 2005).

I1.2.2.Classification des protéases:

Les protéases sont divisées en deux groupes selon leur site d'action, soit les protéases
intracellulaires et extracellulaires. Les protéases intracellulaires sont importantes pour une variété
de processus cellulaires et métaboliques comme la sporulation et la différentiation, la maturation
d'hormones et d'enzymes, et la maintenance du pool de protéines cellulaires. Ce type de protéase est
moins intéressant a utiliser en industrie car ces enzymes nécessitent une étape de lyse cellulaire

pour en faire I'extraction. Les protéases extracellulaires, excrétées a I'extérieur de la cellule, sont
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importantes pour I'hydrolyse des protéines dans I'environnement extérieur de la cellule et aident
ains la cellule a absorber et a utiliser les produits de cette hydrolyse (Drouin M., 2005). Ces
enzymes sont plus intéressantes a utiliser en industrie car elles ne nécessitent pas d'étape de lyse
cellulaire pour en faire I'extraction. Une centrifugation suffit pour les séparer des cellules. Les
protéases se différencient également selon leur mode d'action: les endopeptidases et les

exopeptidases. Les deux types de protéases sont divisés en plusieurs classes et sous-classes.

Tableau N°2 présente les classes et sous-classes de protéases.

Tableau N°2: Classification des protéases (Rao et al., 1998).

Type de protéase Classes et sous-classes

Aminopeptidases
* Peptidyle peptidases
* Dipeptidyle peptidases

Exopeptidases

» Tripeptidyle peptidases
Carboxypeptidases

e Métallo carboxypeptidases
o Sérine carboxypeptidases

» Cystéine carboxypeptidases

) Protéases sérines
Endopeptidases ) 5 ) _
Protéases cystéines ou protéases thiols

Protéases aspartiques ou protéase acide

Métallo protéases

11.2.2.1. Exopeptidases
Les exopeptidases sont des protéases qui hydrolysent les liens peptidiques prés des extrémités
N ou C- terminales des protéines. Il existe deux classes d'exopeptidases. |es aminopeptidases et les

carboxypeptidases. Ces enzymes sont trés peu utilisées en industrie.
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1. Aminopeptidases

Les aminopeptidases sont des exopeptidases qui agissent prés de I'extrémité N-terminale des
protéines. Elles libérent ains un seul acide aminé, un dipeptide ou un tripeptide, d'ou les sous-
classes. Beaucoup d'aminopeptidases sont spécifiques aux protéines ayant un résidu méthionine en
position N-terminale, qui est alors libéré sous |'action de ses protéases .

2. Carboxypeptidases

Les carboxypeptidases sont des exopeptidases qui agissent pres de I'extrémité C-terminale des
protéines. Elle libere ainsi un seul acide aminé ou un dipeptide. Les carboxypeptidases sont divisées
en trois sous classes, soit les sérines carboxypeptidases, les meétallo carboxypeptidases et les
cystéines carboxypeptidases, selon la nature des acides aminés présents au site actif de I'enzyme et

selon leur mécanisme catalytique .

11.2.2.2. Endopeptidases

La plupart des enzymes utilisées en industrie sont des endopeptidases. Elles sont caractérisees
par leur action hydrolytique a un site specifique de la chaine polypeptidique loin des extrémités N-
terminale et C- terminale. La présence d'un groupement amino ou carboxyl libre peut avoir un effet
répresseur sur l'activité de ces protéases. Les endopeptidases sont divisées en 4 classes selon leur
meécanisme cataytique : les protéases cystéines, les métallo-protéases, les protéases aspartiques et

les protéases serines .

1. Protéases cystéines

Les protéases cystéines, ou thiols, sont tres peu utilisées en industrie. Ces protéases sont
présentes autant chez les procaryotes que chez les eucaryotes. La plupart des protéases de cette
classe sont activées seulement en présence d'agents réducteurs comme la cystéine ou l'acide
cyanhidrique. La papaine, d'origine végétale, est la seule protéase de cette famille employée de

fagon significative en industrie.

2. M étallo-protéases
Les métallo-protéases forment un groupe de protéases tres variées. Ces enzymes contiennent
un ion métallique divalent, le plus souvent le Zn2+, nécessaire aleur activité. Les métallo-protéases

sont habituellement des protéases dites neutres, ayant un pH optimum se situant presde 7.
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Toutefois, certaines métallo-protéases sont des protéases alcalines, avec un pH optimum autour de
10. Les métallo-protéases sont formées par plusieurs espéeces du genre Bacillus, comme B. subtilis,
B. cereus, B. megaterium et B. stearothermophilus (Drpoin, 2005). Elles sont également produites

par des moisissures comme Aspergillus oryzae.

3. 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. La plupart des protéases aspartiques ont une activité maximale a de faibles pH,
généralement entre 3 et 4. Leur masse moléculaire se situe généralement entre 30 et 45 kDa .Ces
enzymes présentent un intérét industriel dans les secteurs ou I'hydrolyse des protéines a faible pH

est desiree.

4. Protéases serines:

Les protéases sérines sont une sous-classe d'endopeptidases d'une grande importance au niveau
industriel. La trés grande majorité des protéases acalines, trés employées en industrie, sont des
protéases de type sérine. Ces protéases sont caractérisees par la présence d'un résidu sérine au
niveau de leur site actif, ainsi que de résidus aspartate et histidine formant le complexe actif avec le
résidu serine. Elles sont présentes chez les virus, les bactéries et les eucaryotes. Ces protéases ont

généralement un pH optimal de 10, maisil peut varier entre 7 et 11.

I1.2.3.Lesfacteursinfluencant la production de protéases :

> Effet de la salinité (NaCl ): Comme indiqué plus haut, les protéines des halophiles et
haloalcalophiles ont besoin de sel (Na Cl / K Cl) pour leur activité et leur stabilité.
Toutefois, I’exigence de sel varie fortement. La plupart des protéines halophiles est actifs et
stables jusqu'a 4 M de sel, I’optimum étant a1 — 2 M (Joshi et al., 2008) et inactivées et
dénaturée a des concentrations inférieures a 1 M de Na Cl ou de la perte de I’activité en

I’absence de sel.

> Effet de pH: Le pH est un facteur important qui influence la croissance des
microorganismes. Le pH aégalement une forte influence sur la production de protéases. et
Hameed et al. (1999) ont démontré que la production de protéases par B. subtilis est

maximale lorsque le pH est contrdlé durant la culture microbienne.

10
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> Effet de la température:Enzymes thermostables sont d’un intérét particulier pour les
applications industrielles en raison de leur stabilité sous des températures élevees et lalarge
gamme de pH. Les protéases thermophiles catalysent la réaction et maintiennent la stabilité
a haute température. En outre, des températures plus élevées peuvent accélérer les vitesses
de réaction, augmenter la solubilité des gaz non - réactifs et produits et réduire I’incidence

de la contamination microbienne par des germes mésophiles (Vikram H et al.,2016).

> Effet des solvants organique: Ces dernieres années, une classe de solvants microbes
tolérants ont attiré I’attention. Ces organismes sont attrayants pour les applications dans la
biorestauration solvant et biotransformation dans les milieux non agueux et constituent une
source riche de solvants enzymes stables (Thumar et Singh 2009). Le plus grand réle des
enzymes tol érants solvants est dans le secteur pharmaceutique, ou son exquise regiosélective
et stéréo sdlective propriétés permettent difficult synthese. Seuls les rapports limités sont
disponibles dans la littérature sur les micro-organismes qui produisent des protéases de
stable & solvant organiques.

> Effet d’ions métalliques : Lesions métalliques protégent I’enzyme contre la dénaturation et
jouent un réle vital dans le maintien de la confirmation actif de I’enzyme a des températures
plus devées et des concentrations en sel. Ca’ % est connu pour activer la protéase et
augmenter la thermo stabilité. Dautre part les forts effets inhibiteurs des ions Hg ** et dela
Cu ?* sur les protéases acalines de certains Bacillus sp. sont également connus (Gupta
2003).

[1.2.4. Applicationsindustrielles des protéases
Les protéases occupent une grande part du marché des enzymes industrielles. Cette section
trace donc un portrait des principaux secteurs industriels employant des protéases.

11.2.4.1. Industrie alimentaire

Mis a part le cas de la protéase alcaline dans les détergents, les industries alimentaires
constituent aujourd’hui encore le principal domaine d’application des technologies enzymatiques,
qui a partir d’un nombre limité de types de réactions catalysées donnent lieu & une grande diversité

d’application (Drouin M., 2005). Les principales industries alimentaires utilisant les protéases sont :

s Fromageries

11
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L application majeure des protéases dans I’industrie alimentaire est dans la fabrication de
fromages. Les protéases employées sont surtout des protéases acides. La magjorité des protéases
employées sont produites par Mucor sp., Bacillus subtilis et Endothica parasitica. Elles sont utiles
pour la coagulation des protéines du lait. La présure de veau a longtemps été I'enzyme utilisée a
cette fin. Cependant, elle est de moins en moins utilisée car elle provient du systeme digestif de tres
jeunes veaux. Comme il n'est pas économiquement viable de tuer les veaux auss jeunes, elletend a
étre remplacée par des protéases microbiennes. Les protéases fongiques acides, alcalines et neutres

produites par A. oryzae ont également été utilisées en industrie laitiere (Aguilar et al., 2008).

« Boulangeries
La farine de blé est grandement utilisée en boulangerie. Cette farine contient du gluten, une
protéine insoluble, qui est responsable des propriétés de la pate. Les protéases de Aspergillus oryzae
sont utilisées pour hydrolyser le gluten, & un degré plus ou moins important, selon les
caractéristiques désirées de la pate. Le traitement de la péte facilite sa manipulation et permet la
production d'une grande variété de produits. Egalement, des protéases d'origine bactérienne sont

souvent utilisées pour améliorer I'éasticité et laforce de la péte .

Produits a base de soja :

Des protéases neutres et alcalines sont utilisées depuis trés longtemps pour préparer la sauce
soja ainsi que d'autres produits a base de soja. Les modifications des protéines du soja par les
protéases aident a augmenter leurs propriétés fonctionnelles. Aing, le traitement de ces protéines
par la protéase acaline alcalase a pH 8 permet la mise au point d'hydrolysats de protéines solubles
avec des propriétés nutritives trés intéressantes. Ces hydrolysats sont utilises comme additifs
protéiniques dans les jus et boissons fruitées et dans les formulations d'aliments diététiques (Rao et
al, 1998).

Synthese de I’aspartam :

Biens que les protéases soient des enzymes hydrolytiques, elles peuvent parfois catalyser la
réaction inverse. Sous certaines conditions cinétiguement contrélées, une préparation de
thermolysine provenant de Bacillus thermoprotyolyticus est utilisée pour la synthése de I’aspartam
(un édulcorant & basse calorie) a partir de I’acide L-aspartique et de la L-phénylalanine méthyle
ester. 1l est produit industriellement par Toya Soda (Japon) (Leisola et al., 2001).

12
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11.2.4.2. Industrie pharmaceutique et médicale :

La grande diversité et spécificité des protéases est un avantage qui permet a ces enzymes d’étre
utilisées dans le développement des agents thérapeutiques efficaces. Par exemple, des protéases
d’A. oryzae (Luizim et Nortase) sont utilistes comme aide a la digestion ; des collagénases
provenant de Clostridium sp. ou des subtilisines sont utilistes en combinaison avec des
antibiotiques dans le traitement des bruleurs, plaies et des ulceres dermiques; la « Brinase » (une
protéase acide plasmin-like) permet I’hydrolyse de la fibrine et la fibrinogene chez les patients
souffrant d’une hémodiayse (Sumantha et al., 2006) ; une élastotérase provenant de B. subtilis peut

étre utilisée pour le traitement de furoncles, d’abces et de plaies profondes .

11.2.4.3. Déter gents

A I'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
industrk2iel et les produits de nettoyage pour les lentilles cornéennes et les appareils dentaires.
Cependant, le marché le plus important au niveau de détergents est de loin celui des détergents a
lessive (Kumar et al., 2008b). Dans les procédés de lavage, la chaleur, les conditions alcalines et la
présence de surfactants et d'agents séquestrant vont suffire pour dissoudre ou disperser la plupart
des saletés incrustées dans les tissus. Une protéase détergente idéal doit avoir une large spécificité
de substrat et stable dans I’environnement hostile de la machine a laver (température éevée et pH
alcalin). Bien que la pepsine soit utilisée depuis 1913 (Hajji et al., 2007).

11.2.4.4. Tanneries

Dans la tannerie, le délainage enzymatique est utilisé depuis le début du siecle dernier et
plusieurs souches microbiennes et diverses méthodes ont été suggérées .Les protéases sont utilisées
pour leur capacité alibérer les poils et |a laine des peaux. Cette opération se fait a des pH éevés, et
nécessite donc des protéases acalines, comme celles produites par Bacillus licheniformis. Aprés
I'enlevement des poils, les peaux subissent le reverdissage, étape essentielle afin de rendre la peau
douce et élastique. Jusqu'a présent, |'usage des protéases a été limité car leur emploi est souvent plus
colteux que 1'utilisation de produits chimiques. Par contre, 1'emploi de produits chimiques
comporte plusieurs inconvénients, dont des impacts majeurs sur la sécurité des travailleurs et sur
I'environnement. De plus, |e traitement des eaux usées de ces industries cause de sérieux problemes.
Par conségquent, l'emploi d'enzymes dans les procédés est maintenant privilégié. De plus,
I'amélioration des procédés, la découverte et la mise au point de nouvelles protéases plus
performantes permettent I'emploi grandissant des enzymes dans cette industrie (Gupta et al, 2002a).

13
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11.2.4.5. Traitement des eaux useesindustrielles

Les protéases sont de plus en plus considérées comme un moyen efficace pour le traitement
des rgjets industriels. En effet, les protéases peuvent traiter les rejets riches en protéines. Des essais
effectués dans différentes industries alimentaires produisant des rejets riches en protéines ont donné
des résultats trés intéressants, qui permettent de constater le potentiel des protéases pour le

traitement de ces déchets.

11.2.4.6. Autres applications

La protéase neutre comme les protéases de B. subtilis peut étre également utilisée pour le
décreusage de la soie naturelle. Les protéases sont employées aussi avec des mélanges des enzymes
hydrolytiques pour dégrader les polymeres congtitutifs de la matiere végétale servant pour
I’alimentation animale. Une autre utilisation des protéases neutres est la récupération d’argents a
partir les films photographiques par hydrolyse de la gélatine (Sumantha et al., 2006).

14
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Chapitrelll: matériel et méthodes

Notre travail de recherche est réalisé au sein de laboratoire de BTM situé au niveau de
I’universitt M"THAMED BOUGARA de Boumerdes (UMBB) et du laboratoire de corrosion
bactérienne situé au niveau de Centre de Recherche et Développement de Sonatrach ( CRD) de
Boumerdes.Nous avons tracé pour objectif la mise en évidence d’une protéase produite par une
archée halophile extréme et essal de protéase brut comme ingrédient de détergent alessive.

1.1 Matériel

[11.1.1. Matériel biologiques

La souche bactérienne S2 Utilisée durant cette étude est une souche halophile extréme isolé a
partir de sebkha algérienne. Elle a été identifiée comme étant une archaebactérie appartenant a la
famille des Halobacteriaceae. La conservation de cette souche a été faite a 4°C dans un milieu
liquide SH standard, additionné de 25% de NaCl.

[11.1.2. Matérid non biologiques

La liste des équipements ainsi que le matériel utilisés dans la réaisation de ce travail est

présentée dans I’annexes .
[11.1.3. Milieu deculture

Deux milieux de culture ont été utilisés dans ce présent travail:
1- Lemilieu SH standard : utiliser pour larevivification de la souche halophile extréme 2. Se

milieu présente une forte salinité, sa composition est donnée dans le tableau N° 4.

2- Lemilieu SH additionné de lait écrémé pour essai de production de protéases a partir de la
souche halophile extréme S2 sur le lait écrémé comme inducteur. Sa composition est donnée
dans le tableau N° 4.
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Tableau N°4:Composition des milieux SH standard et SH additionné de lait écremé .

Composition Milieu SH standard Milieu SH modifié
NaCl 150g 150g
MgCl2.6H20 160g 160g

K 2S04 59 =
CaCl2.2H20 0.1g 0.1g

Extrait delevure 19 19

Amidon 29 -

Lait écreméstérile - 10 ml

Eau distillée 1L 1L

pH 7 7

Lait écrémé stérile a été gjouté au milieu préparé apres I’autoclavage.
Les milieux solides sont préparés en rgjoutant 20g /I d’agar.

[11.2. Méthode

Le diagramme de la Figure N°1 représente I’enchainement des méthodes utilisées lors de la

réalisation de notre travail.

.
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Revivification de la souche
halophile extréme S2

Repiquage de la souche halophile
extréme S2

Test de production de Vérification de la

protéase

pureté

, Etude
Pré culture )
macroscopique
Culture
Etat frais

Etude microscopie

Coloration de
Gram modifié

Optimisation de la Suivi de Souche pure

production fermentation
de protéase

Extraction de protéase brut

Etude des propriétés physicochimiques de I’activité protéolytique de I’extrait

enzymatique brut

Application de la protéase comme ingrédient de détergent a lessive
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Figure N° 1: Diagramme représentant I’enchainement des méthodes utilisées

[11.2.1Revivification de la souche halophile extréme S2:

La revivification de la souche halophile extréme 2 s’est faite dans des boites de Pétri
contenant le milieu SH solide. Ce milieu de culture a été ensemenceé stérilement a partir du tube de
conservation, préalablement retiré du réfrigérateur. Les boites ensemencées ont été scellées par du
para film, puis mises dans des sacs en plastique afin de réduire la dessiccation précoce du milieu
puis mises dans I’étuve a 40°C pendant 7 a 14 jours (Kebbouche-Gana et al., 2009).

[11.2.2. Vérification dela pureté dela souche:

Au quatrieme jour de I’incubation a 40C°, les boites de pétri ont retirées de I’incubateur et
soumises a deux types d’observation (macro et microscopique) afin de veérifier la pureté de la

souche. selon les recommandations de «Bergy’s Manual of systematic Bacteriology».
[11.2.2.1. Etude macroscopique::

C’est la premiére étape qui oriente le processus d’identification des bactéries. Elle porte sur la
description des colonies obtenues sur les milieux solides en se basant sur les caractéres
morphologiques. . L’observation a I’ceil nue est basée sur les ééments d’identifications données
par Thomaset al., (1970) :

= Laformedescolonies: circulaire, filamenteuse, ondulée

= Lataille descolonies: punctiforme (<1mm de diamétre), non punctiforme (>1mm).
= Lachromogenes: couleur de pigment.

= |’opacité : transparente, translucide ou opaque.

= L ’élevation : colonie plate, convexe ou concave.

= | ’aspect delasurface: lisse, seche, rugueuses, brillant ou émoussee

L’aspect de contour : régulier ou non (denté, étoilé....).

La consistance : visgueuse ou non visqueuse.
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[11.2.2.2 Etude microscopiques :

La pureté des souches est vérifiée sous microscope photonique en deux étapes : observation a

I’état frais et coloration de Gram modifiées
» Observation microscopique a I’état frais:

L’observation de la souche halophile extreme S2 a I’état frais ce fait en absence de toute

fixation ou coloration.

Selon Marchal et Bourdon (1982), cette méthode permet d’observer la morphologie des

microorganismes, leur taille, leur mode de regroupement, ainsi que leur mobilité.

La procédure consiste a déposer entre lame et lamelle une goutte de la suspension microbiennes
(a partir d’une culture jeune et pure) a I’aide d’une pipette pasteur, puis observer au microscope

photonique au grossissement x40.
» Coloration de Gram modifiées:

Décrite par Dussault (1955), cette technique permet de mettre en évidence le type de Gram de
la bactérie étudiée. Elle est appliquée aux microflores extrémes. La coloration de Gram modifiée se

déroule en deux étapes:

Préparation de frottis: le frottis bactérien représente I’état fixe des bactéries. Pour
le préparer, on dépose au centre d’une lame 2 a 3 gouttes de la suspension
bactérienne. Puis, on I’étale a I’aide d’une pipette Pasteur de facon a réaliser un
étalement mince et homogene. Le frottis est ensuite séché et fixé par des passages
rapides sur la flamme bleue de bec benzen.

Coloration de frottis:le frotte est traité avec de I’acide acétique a 2% pendant 5
min, suivi d’une coloration au cristal violet de Gentiane (colorant de base) pendant
une minute, puis rincé a I’eau, recolorer par la fuchsine pendant une minute et 30
secondes. Cette derniere étape engendre I’aspect différentiel de la coloration de
Gram. Lalame est rincée par I’eau distillée et sechée, puis observée au microscope

photonique aimmersion au grossi ssement x100.
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[11.2.3. Essai de production de protéase par la souche halophile extréme S2

111.2.3.1. Détermination de I’activité protéolytique : recherche de la caséinase

L hydrolyse de la caséine a é&é étudiée sur un milieu SH gélosé contenant 1 % de lait
écrémé. Aprés 48 heures d’incubation a 40°C, la présence de cette activité est détectée par un halo
clair autour de la strie indiquant I’hydrolyse de la caséine, par contre un résultat négatif ne montre

aucune zone d’hydrolyse autour de laculture (DeVOSet a., 2009).

[11.2.3.2. Préculture:

Cette étape permet I’adaptation de la souche halophile extreme S2 aux conditions du milieu et
le résultat servira comme inoculum pour lancer la culture dans le fermenteur. Pour un volume de
travail de 1 litre du fermenteur, nous avons préparé une préculture dans un erlenmeyer de 250 ml
contenant 100 ml du milieu de culture SH liquide est additionné 1 % de lait écrémé comme source
de carbone .I’erlenmeyer a é&é ensemencé a partir d’une boite de pétri issue de I’étape de
purification .Le milieu de culture SH liquide est additionné de lait écrémé a été autoclavé et le pH
gusté a 7 .La préculture a été incubée dans un agitateur-incubateur pendant 4 jours a une
température de 40 C° et sous une agitation de 120 rpm. (De VOS et a., 2009).

[11.2.3.3. Culture en batch:

Apres quatre jours d’incubation, 10 % de chacune des précultures ont été transvases dans 100
ml de milieu de culture neuf pour chaque erlen-Meyer. L'agitation de 150 tours/min facilite I'acces

des souches au substrat et al'oxygéene.
111.2.3.4 Suivi de fermentation

Des prélevements ont été effectués tous les jours pour un suivi régulier des parametres suivants :
Suivi dela croissance cellulaire (DO 600nm),
Suivi depH ,
Suivi de l'activité protéolytique.

a- Suivi dela croissance cellulaire:
Le suivi de la croissance cdlulaire a été effectué en mesurant la densité optique cellulaire
chaque jour pour chaque prélévement a une longueur d’onde de 600nm a l'aide dun

spectrophotométre.
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b- Suivi de pH:

La variation du pH a été mesurée en fonction de temps (pendant 7 jours) a I’aide d’un pH

metre.
c- Dosage de I’activité protéolytique
1 ml delasolution enzymatique ——» 1 mL delasolution de caséne

(1 % dansletampon Tris-HCI pH 7,5) l

Incuber 240°C durant 10 minutes

Solution d'acide trichloracétique (TCA)

I’absorbance Les échantillons et Température ambiante
«— «— -«

lue 2280n le blanc sont centrifugés durant 15 minutes

[11.2.4. Optimisation dela production dela protéase par la souche halophile extréme S2

Il est trés connu que la production des protéases microbiennes extracellulaires est fortement
influencée par la composition du milieu de fermentation ( source de carbone, d’azote et les sels
minéraux), les facteurs physicochimiques (température, pH) (Djekrif-Dakhmouche et al., 2006).

Apres chague étape d’optimisation la mesure de I’activité protéolytique des extraits enzymatiques
sont déterminés dans les conditions standards ( Température 40C° , pH 7, concentration de NaCl
12.5% , I’amidon comme source de carbone et I’extrait de levure comme source d’azote avec

incubation de 3 jours.

[11.2.4.1. Température:

L’effet de la température de fermentation sur la production de la protéase de la souche
halophile extréme X a été étudié sur milieu SH liquide additionné de lait écrémé incubé a des

températures alant de 20 a 45°C pendant 3 jours sous une agitation de 120 rpm. avec pH 7,
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concentration de NaCl 12.5% , I’amidon comme source de carbone et I’extrait de levure comme

source d’azote .

111.2.4.2.pH :

Afin d’étudier I'influence du pH sur la production de la protéase par la souche halophile
extréme &2, des fermentations sont conduites a la température optimale mais a différents pH variant
de 5 a 10 pendant 3 jours. L’ajustement du pH est effectué avec une solution d’HCI et /ou du NaOH
(IN). avec concentration de NaCl 12.5% , I’amidon comme source de carbone et I’extrait de levure

comme source d’azote.

111.2.4.3.Salinité:

L’effet de la concentration de NaCl a été optimisé par incubation de la souche halophile
extréme KX a différentes concentrations, 5%, 10%,12.5%, 15%, 20%, 25%, 30%. La fermentation
est conduite a la température optimale et au pH optimum pendant 3 jours. avec I’amidon comme

source de carbone et I’extrait de levure comme source d’azote.
[11.2.4.4.Sour ce de carbone:

L’effet de la source de carbone sur la production de la protéase par la souche halophile extreme
S aété étudié sur des milieux de culture SH additionné dz lait écrémé contenant différents types de
substrats (Glucose, maltose, xylose, fructose, saccharose). Lafermentation est conduite a 40 °Ca pH

7 pendant 3 jours. Avec concentration de NaCl 12.5% , I’extrait de levure comme source d’azote .
111.2.4.5.Sour ce d’azote :

Afin d’étudier I’influencede la source d’azote sur la production de la protéase par la souche
halophile extréme &2, des fermentations sont conduitessur des milieux de culture SH additionné de
lait écrémé contenant différents types de source d’azote (peptone, urée, nitrate de potassium,
caseineet I’extrait de levure) a la température et pH optimale pendant 3 jours. Avec concentration
deNaCl 12.5% , I’amidon comme source de carbone.

111.2.4.6. Temps d’incubation

Le profil de production de la protéase par la souche halophile extréme 2 et la détermination du
temps d’incubation optimum, ont été déterminés par incubation des cultures dans les conditions

optimales préalablement établies a différentstemps alant de 1 a7 jours avec un écart de 24h.
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Afin d’estimer tous ces optimums, le suivi de la cinétique de croissance a été fait par le controle
régulier de trois paramétres suivants : dosage de I’activité protéique, pH et la densité optique a 600

nm.
[11.2.4.7. Agitation

[11.2.5. Etude des propriétés physicochimiques de I’activité protéolytique de
I’extrait enzymatique brut :

a- Effet du pH et delatempérature

L’effet du pH sur la protéase a éé déterminé en incubant le mélange réactionnelle a
différentes valeurs de pH variant de 4 a 10 pendant 1h.L’activité de la protéase est déterminée selon

le test d’activité cité ci-avant.

Afin de déterminer la température optimale pour I’activité enzymatique , I’expérience s’est
déroulée a différentes températures balayant un intervalle de 30 a 70°C. Le mélange (enzyme-

tampon) a été incubé pendant 1h et I’activité a été déterminée par |a méthode standard.
a- Effet desions métalliques sur I’activité enzymatique.

Pour examiner les effets de différents ions métallique sur I’activité protéolytique, I’extrait
enzymatique brut a été incubé a 40 C° pendant 1h avec divers ions métallique (CaCl,, FeCl,,
MgCl,, MnCL,, BaCl,) .A déférente concentration (1, 5et 10 mM) .

b. Effet dessurfactantset de détergent sur I’activité enzymatique

L’effet d’inhibiteuret d’activateur sur I’activité protéasique a été déterminé par I'addition de
EDTA1mM, cystéine ImM et SDS, 0.1%pendant 1 h avec agitation 120 rpm &40 °C.

[11.2.6.Application dela protéase brute comme ingrédient de détergent alessive

L’utilisation de I’enzyme comme un additif de détergent a été étudiée sur des morceaux de tissu de
coton blanc (5 cm x 5 cm).Tachés avec des taches de sang et d’encre afin de simuler |'éat de
lavage, et de déterminer I'efficacité de notre enzyme brut produite par la souche halophile extréme
< en tant qu'additif biodégradant. Les protéases endogenes contenues dans le détergent a lessive
ARIEL et LE CHAT ont été inactivées en chauffant les détergents pendant 1 h a 60°C avant
I'addition de I’enzyme atester.et 1SIS qui ne contienne pas des protéases endogenes.
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Les morceaux de tissus colorés ont éé incubés a (250 trs / min) dans différents traitements de
lavage & 40°C pendant 1 heure dans des béchers contenant les détergents seuls (IS'S, ARIEL et LE
CHAT) et le détergent additionner de I’enzyme produit par |a souche halophile extréme 2.

Apres le traitement, les morceaux de tissu ont été rincés al'eau, sechés et soumis a une observation
visuelle pour examiner les effets d'éimination des taches. Les morceaux de tissu non traités, tachés

de sang et d’encre ont servi de contrble (Sekar et al., 2016).
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V. Résultats et discussions

V. 1 Revivification de la souche halophile extr éme S2:

Apres 3 jours d’incubation des cultures sur milieu SH standard liquide (15% NaCl) a40°C
sous une agitation de 120 rpm, nous avons constaté un virage de couleur du milieu de culture(
d’origine jaune) versleroseclaire. A ce stade, nous pouvons conclure qu’il y a une croissance
favorable sur ce milieu, et ceci avec apparition du trouble et de la pigmentation rose pale dela
souche halophile extréme S2.La pigmentation rose-rouge est une caractéristique de certaines
souches hal ophiles extrémes appartenant alafamille des Halobacteriaceae, qui est due ala

présence du pigment bactériorhodopsine, un compose caroténoide (Larpent, 2000).
V. 2 Vérifications de la pureté de la souche halophile extréme S2

IV.2.1 Etude macr oscopique::

Une observation macroscopique a été effectuée pour la souche halophile extréme S2 apres
une incubation de 3 jours 240°C sur milieu SH standard solide (figure N°2).

Figure N°2: Aspect macroscopique de la souche halophile extreme S2 apres 3 jours d’incubation

sur milieu SH standard solide a40°C(originae).

Cette observation nous permet de déduire | es caractéres macroscopiques suivants : Forme
Circulaire ; Talle >1mm ; Chromogéenes Rose-pale ; Opacité Opague ; Consistance Visgueuse ;

Contour Régulier ; Surface Lisse Brillante ; Elévation Convexe.
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IV.2.2 Etude microscopique:

La pureté de la souche halophile extreme S2 étudiée est I’une des exigences qu’il faut prévoir
avant de lancer une fermentation. Dans notre travail, I’étude microscopique (méthode direct et
rapide) nous a permis de vérifié la pureté de notre souche par une observation al’état frais suivie

d’une coloration de Gram modifiée.

Observation a I’état frais:

L’observation directe de la souche halophile extréme S2 sur une lame sous microscope

photonique grossissement x40 nous a montré que la souche S2 est immobile.
v Coloration de Gram modifié:

Lerésultat de la coloration de Gram modifié de la souche S2observée sous microscope
photonique aimmersion (figure N3), présente un Gram négatif (-) et de forme cocci avec un
arrangement isolé ou en paire. D’apres lalittérature, tous les membres de lafamille des
Hal obacteriaceae sont des bactéries Gram négatif mais leurs formes, regroupements, pigmentation

et mobilité changent suivant les especes (Oren et al., 1995).
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Figure N°3 : Aspect microscopique de la souche halophile extréme S2 observée par microscope

photonigque aimmersion apres coloration de Gram modifiée (originale).

Les résultats obtenus des études macroscopigue et microscopique confirment la pureté de la

souche halophileextréme S2 (absence de tout autre contamination).

IV.3. Production de protéase par fermentation liquide

Dans la présente étude nous avons procédé a la fermentation discontinue de la souche

hal ophile extreme S dans des earlen Meyer de 250 ml. Avant de procéder ala premiere étape de
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fermentation (préculture), nous avons jugé utile et tres important de vérifier la production de la
protéase par notre souche étudiée halophile extréme 2.

IV.3.1. Test d’activité protéolytique

L activité protéol ytique de la souche halophile extreme 2 a été détectée sur un milieu SH
solide additionné de lait écrémé en tant que seule source de carbone. Cette activité a été observee
par I’apparition des zones de protéolyse (anneau transparente) autour des colonies (figure N°4).

Témoin négative. teste positive

Figure N°4: Aspect du résultat positif de protéase par |a souche halophile extrémeS2 sur milieu SH
additionné de lait écrémé stérile.
IVV.3.2. Préparation de préculture pour la souche halophile extréme S2 :
Nous avons préparé une préculture de 100 ml. Cette derniere a été incubée dans les conditions
favorables de croissance de notre souche (température 40C°, pH 7,et 120rpm). Aprés 3 jours
d’incubation le milieu SH liquide additionné de lait écrémé vire de jaune clair en rose claire pour la

souche halophile extreme S2 ce qui indique une croissance cellulaire. Le milieu de culture SH
liquide est additionné del0 ml delait écrémé comme inducteur de protéase.

1VV.3.3. Suivi delafermentation en batch :

Aprésrevivification et vérification de la pureté de la souche halophile extréme S2, nous avons
procédé al'inoculation des cultures en Batch contenant le lait écrémé dansle milieux SH et désle 2
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jours d’incubation nous avons constaté I’apparition du trouble bactérien et le début de virage de la
couleur du milieu de culture du jaune clair au rose pale (figure N°5). La coloration rose pale du
mo(t de fermentation est due ala synthese de la bactériorhodopsine, par la souche halophile
extreme X2.

Figure N°5: Virage de la couleur du milieu SH additionné de lait écrémé du jaune clair au rose

claire apres incubation.

Le suivi de I’évolution de labiomasse, pH et I’activité enzymatique en fonction du temps
d’incubation atraversles préléevement journaliers recueillis lors de fermentation, nous ont permis
traces la courbe représentée dans la figures N°6.

Lacinétique de croissance en fonction du temps se traduit par une courbe de croissance classique
avec ses quatre phases : de latence, exponentielle, stationnaire et de déclin (Scriban, 1999). La
phase de latence dans note cas est absente et cela est due al’adaptation dela préculture aux
constituants de milieu SH addtionné de lait écrémé comme seul source de carbone. La souche

hal ophile extréme S2 a synthétisés son équipement enzymatique nécessaire constitué
principalement des protéases afin de pouvoir dégrader son substrat et procéder aladivision
cellulare.
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Figure N°6 : Suivi de lacinétique de croissance ,de production protéique et de pH de la souche
hal ophile extréme S sur un milieu SH additionné de lait écrémé a40°C pendant 7 jours

d’incubation.

Lacinétique de croissance et de la production de la protéase en fonction du temps (figure N° 6)
montre que la souche halophile extreme S2 entre directement dans une phase exponentielle qui a
duré 24 h;elle est caractérisée par une croissance rapide ou la densité optique atteint une valeur
maximale de 1.544 . Selon Kebbouche-Ganaet al.(2009) |a phase exponentielle est assurée par la
dégradation du substrat, avec une production de protéase s’amorce au 1%jour, puis elle augmente
tout au long des phases de croissance exponentielle et stationnaire ; elle atteint un pic de 18.6 Ul
3

/ml au jour.

La phase stationnaire s’étale du 1%au 7 *™jours et se caractérise par une densité optique presque
constante (1,544 a 1,399) ; celle-ci correspond a I’égalité du nombre des cellules viables et des
cellules mortes par autolyse cellulaire. A partir de 3émejours, la production de protéase diminue
jusqu’a 4,1 U/ml au 7éme jour. Cette diminution pourrait ére causée par une limitation des

nutriments dans le milieu suite aleur consommation par les microorganismes (Y ezzaet al., 2005).
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Tandis que, le pH était de 7. Durant les premiers jours de fermentation, il augmente jusqu’a une
valeur de 8 au septiéme jour. L'augmentation du pH peut étre corrélée avec I'activité de
protéolytique qui donne de I'ammoniac dans le milieu qui provoque une hausse de pH (Freire,
1996).

Lestravaux de Beg et al. (2002)et de Puri et al. (2002) suggerent que la production de protéases
diminue lorsgue la concentration en nutriments devient limitante. Egalement, la diminution de
I'activité protéolytique pourrait sexpliquer par une désactivation des protéases produites. Selon Chu
et a. (1992), cette désactivation pourrait étre causée par un phénomeéne d'auto-digestion ou par la
digestion des protéases extracel lulaires par certaines protéases intracellulaires larguées dans le
milieu suite alalyse cellulaire. Ces résultats indiquent que la production de la protéase est detype
associé ala croissance, ce qui prouve que ¢’est un métabolite primaire (Scriban, 1999).

La production maximale de I’enzyme est observée apres 3 j d’incubation ; ¢’est le temps retenu

pour la suite de I’étude.

IV.4.0Optimisation de la fermentation en batch
1V.4.1. Température optimale d’incubation

L’effet delavariation de latempérature d’incubation sur la production de la protéase de

la souche halophile extréme S2et variation de pH sont représentés dans les figure N°7 et N°8

12 4

10 -

Activité enzymatique U/ml
[ep)

O T T T T 1
25 30 35 40 45 50

Température C°

Figure N° 7: Influence de latempérature d’incubation sur la production de la protéase de la souche

hal ophile extréme 2.
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Lafermentation réalisée a 40 C° représente I’optimum de la production d’enzyme avec une
activité de (9.602 Ul/ml); ce qui reflété la nature thermotol érant de I’espece utilisée.une production
plus faible a été observer a des températures plus basse et plus élevéeassociée a une moindre

production de la biomasse.

Cette température optimale est presque similaire a celle de la protéase produite par Bacillus
Mk22 qui présente un optimum de température de 45°C (sekar A.2016).Alors que Rehman R.2016
ont signalés que |la production maximale de protéase était a 55°Cpour la souche Bacillus subtilis
KT004404.

Par contre sharmin et coll (2005) ont signalés un optimum de production de protéase par
Bacillus subtilus BLK -1.5de 37 °C.

1V.4.2. pH optimal dela production

Destestes similaire a celle de I’effet de latempérature ont été réalisée afin de déterminer le pH
optimum de I’activité protéolytique . Le profil de pH est présenté dans lafigure N°8 .Différentes
valeursde pH amontre un effet différent sur la production de protéase de |a souche halophile
extréme K. Un taux maximal de protéase (9.602 Ul/ml) a été observé apH 7. une baisse dela
productivité en enzyme est observée si le niveau de pH est supérieur ou inférieur par apport a cette
valeur.

12,5 +

10, -

7,5 -

Activité protéasique (U/ml)

pH

Figure N°8: Effet du pH initial du milieu SHaddtionné de lait écrémé sur la production dela

protéase de la souche halophile extréme 2 a 40°C.

D’aprés Rehman R.(2016) la souche Bacillus subtilis KTOO4était capable de croitre dans
une plagede pH de 5 a 7et atteint le maximun d’activité apH 6, alors que Bacillus MK22 I’ optimum
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de production a été signalée a un pH 8.Par contre Bacillus subtilus BLK-1.5 présenté un maximum
de production aun pH 10 (Ali N. et d., 2016).

IV.4.3. Concentration deNaCl :

A fin d’étudier I’influence de NaCl initial du milieu de culture SH, sur la production de
protéase par la souche halophile extréme 2, des fermentations sont conduites a température 40°C
et pH 7, et adifférentes concentrationsde NaCl (5;10; 12,5;15; 20; 25; 30 %).

Lafigure N° 9 montre que la production de protéase de la souche halophile extréme 2 est
maximale a12.5 % de NaCl. Une baisse de la productivité en enzyme est observer si la

concentration de NaCl est supérieur ou inférieur par apport a cette valeur.

12,5 -

10, -

7,5 -

5, -

2,5 A

Activité enzymatique(Ul/ml)

0, T T T T
0 8 15 23 30 38
NaCl (%)

Figure N°9 : Effet de NaCl initial du milieu SH additionné de lait écrémé sur la production de la

protéase de la souche halophile extréme 2 a40°C et pH 7.

Des résultats similaires a été obtenu par Bacillus MK 22 qui présenter un optimum a 12 %
de NaCl (sekar A. 2016). Par contre Ali N. et al., (2016) ont signalés que |’ activité protéasique a

été observée a7 % de Na Cl produite par la souche Baciluus subtilis BLK-15.

IV.4.4. Sourcedecarbone:

L’influence des sucres comme seul source de carbone, du milieu culture SH additionné de
lait écréme sur la production de la protéase de la souche halophile extréme 2,a été évaluée par
I’utilisation de six différents substrats. lait écrémé ,saccharose, amidon, glucose, maltose, fructose
et xylose.

Les résultats obtenus dans cette étude sont représenté sous forme d’un histogramme.
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Figure N°10 :Effet des différents source de carbone du milieu SH additionné de lait écrémé sur la
production de la protéase de la souche halophile extréme 2 2 40°C et pH 7, aprés 3 jours

d’incubation.

Selon |a courbe obtenue, nous avons remarqué gque le sucre le mieux consommeé pour la
production de protées est I’amidon, avec un activité enzymatique égale al8.643 U/ml. Par contre le
saccharose présente une faible activité enzymatique avec 3.164 U/ml par apport aux autres soucres

D’apres kumar et al., (2016) ont signalésque I’ activité protéasique produit par la souche
bacillus MK22 est maximale en présence de glucose.

1V.4.5. Source d’azote :

Les résultats obtenus dans cette éude sont représenté sous forme d’un histogramme (figure
N°11).
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Figure N°11 :Effet des différents source d’azote du milieu SH additionné de lait écrémé sur la
production de la protéase de la souche halophile extréme S2 a40°C et pH 7 ,aprés 3 jours

d’incubation.

Nous avons constaté d’apres I’allure de la courbe de production de protéase que la souche
hal ophile extréme S2 consomme faiblement I’urée et le nitrate de potassium mais dans le cas de de
I’extrait de levure elle a montré un maximum d’activité avec une valeur de 10.369 U/ml.

D’aprés kumar et al., (2016) ont signalé que |’activité protéolytique produit par la souche
Bacillus MK22 est maximale en présence de lait écrémé.

Dans I’ensemble des résultats obtenus, on déduit que la meilleure production de I’enzyme
protéase de la souche halophile extréme S2 a été obtenue en fermentation en batchs ous les
conditions optimales résumé dans | e tableau suivant:
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Tableau N°12: Les conditions maximales et minimales pour |a production de protéase.

\ Activité de protéase
Parametres Production Condition P
(U/ml)
Température Maximum 40°C 9.602
(C°) Minimum 28°C 1.662
M aximum 7 9.602
pH
Minimum 5 4123
Maximum 12.5 9.739
Na Cl(%)
Minimum 30 1.931
Source de M aximum amidon 18.643
carbone Minimum Saccharose 3.164
_ Extrait de
Maximum 10.369
Sour ce d’azote levure
Minimum Urée 3.027

IV.5. Propriétés physicochimiques de I’activité protéolytique de I’extrait

enzymatique brut

IV.5.1 Effet delatempérature

Afin de déterminer latempérature optimale de I’activité protéolytique, I’extrait
enzymatique a été incubé a différentes température variant de 20 a 90 °C pendant 60 minutes, les
tests d’activité ont montré que I’extrait enzymatique présente un optimum entre 40 et 60°C avec un
maximum d’activité a40°C, ce qui coincide avec latempérature optimale de croissance de la
souche & . Ellegarde 80% de son activitéa 70 °C et d’environ 69 % de I'activité maximale a

80 et 90°C par rapport son activité maximale (figure N°12).
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Figure N° 12 : Effet de latempérature sur I’activité protéolytique.

Cette gamme est presque similaire a celle de la protéase produite par Halobiforma sp. strain
BNMIITRqui présente un optimum de température de 55 °C (Gupta et al., 2015)

IV.5.2 Effet de pH

Destests similaires acelles de I’effet de latempérature ont été réalisés afin de déterminer
I’effet de pH sur I’activité protéasique de notre extrait enzymatique. Le profil de pH est présenté
danslafigure N°13.L’activité a é&é déterminée apres pré-incubation de I’extrait enzymatique a
40°C pendant 1 heure et a différentes valeurs de pH alant de 4 a4 10.
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Figure N°13 : Effet du pH sur I’activité protéol ytique.

Les résultats indiquent que cette enzyme présente une activité optimale a pH 9.0. Ces données
sont en accord avec celles de Guptaet al. (2015), qui ont signalé un maximum d'activité de la

protéase extrait a partir de Halobiforma sp. strain BNMIITR avec un pH 9.
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IV.5.3 Effet desions métalliques sur I’activité et la stabilité de I’enzyme:

L’activité enzymatique de la protéase a été étudiee en présence des ions métalliques par
rapport au témoin qui ne les contient pas, Ce dernier a été considérée comme 100% d’activité
relative. Les résultats obtenus de I’effet des ions métalliques étudiés sur I’ activité protéasique de

notre extrait enzymatique brut ont été comparés et representés dans la figure N°14.

225 - [ ] Activité enzymatique (%) 1ImM
[ ] Activité enzymatique (%) 5mM
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& 150, -
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Figure N°14 : Effet des différents ions métalliques sur I’activité protéolytique de la souche

halophile extréme 2.

Apres incubation des mélanges réactionnels en présence de différentes concentrations d’ions
meétalligques, les tests d’activité ont montré que I’extrait enzymatique brut présente un maximum
d’activitéavec 5 mM ou plus de FeCl,,. L activité de I’extrait a é&é améliorée de 198 et 210% quand
il é@éincubéavec5 et 10 mM du FeCl,, respectivement, par rapport ala concentration de 1mM. Par
contre I’activité a été significativement influencée , avec des activités relatives réduites de 26,8 %,
10,7 % et 9,3 % aprés addition de ImM de Mg, Mn*"et Ca’* respectivement. La protéase a été
complé&ement inhibée par une concentration de 10 mM enions Ba".

La protéase d'Alkalibacillus sp. NM-Da2 était actif en présence de CaCl2, MgCl2 et FeCl2 2
mM, mais|'activité a été inhibée en présence de 5 mM de BaCl2, MnCI2 et CuCl2. Aucune activité
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n'a été présentée en présence de HgCl2, ZnSO4, SrClI2, AgNO3, CsCI2 et NHACI (alafois2 et 5
mM) (Asmaaet al., 2016).

kumar et al. (2016) ont signalé que Ca?* et Mg peuvent stimul ées I”activité de protéase de
Bacillus MK22. De I’autre c6té, lesions de Hg?* possédent un effet inhibiteur.Alors que Rehman et
al. (2016) démontrent que Ca®*, CO** Mn?*,Zn** et Mi%" amdliorerl’activité protéolytique ,tandis
que cu?*, Fe** et en particulier Hg®" avait un effet inhibiteur

L’effet inhibiteur des ces métaux peut étre associé aleur pouvoir de liaison aux acides
aminées impliquée dans le site catal ytique de I’enzyme (Shafiei, et al., 2006) qui sont des
aminoacides chargés négativement (deux aspartates et un glutamate).

IV.5.4. Effet des surfactants et des détergents sur I’activité enzymatique :

Lesrésultats obtenus de I’effet de surfactant et détergent sur la protéase de la souche halophile
extréme & sont comparés a un témoin ne contenant pas I’agent de traitement a été considéré
comme 100% et représenté dans la figure N° 15.
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Figure N°15 : Effet des surfactants et détergents sur I’activité protéol ytique.

Dans cette étude, I'gjout de SDS (1IMm) n'a pas modifié I'activité enzymatique relative.
Tandis que la cystéine ala concentration de 1mM I'activité est retenue de 60 %. Alors que I’ajout

deinhibiteur al'extrait enzymatique ala concentration de ImM pour EDTA inhibe partiellement
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I'activité de I’enzyme. Ceci est en accord avec les travaux de kumar et al. (2016) qui ont observé

unel égére stimulation de I’ activité enzymatique en présence de SDS (103 %)par Bacillus MK 22.
IV.6. Application de la protéase brute comme ingrédient de détergent alessive:

La protéase produite par la souche halophile extréme 2 était considérablement stable dans
une large gamme de pH et de température et a méme montré une bonne compatibilité avec les
surfactants commerciaux. Donc, il a été testé comme un additif avec du détergent, pour vérifier la
performance de lavage du détergent avec cette protéase additive. Lorsgue |a préparation de protease
a été combinée avec un détergent commercial, les performances de lavage du détergent ont été

améliorées en éiminant latache de sang et d’ancre du tissu de coton blanc (figure N°16).

Les taches de sang et d’ancre ont été retirées de différents morceaux de tissu de coton en
utilisant un détergent avec une extrait enzymatique brute. L'élimination compléte de latache de
sang et d’ancre ont été obtenues lorsque le détergent a été utilisé en combinai son avec une protéase
brute .D'autre part, le traitement du tissu avec le détergent seul a entrainé une tache péle de sang et
d’ancre, comme le montre la figure N°16 Ces résultats ont démontré la stabilité et la compatibilité
de la protéase avec les détergents disponibles dans e commerce.Ces résultats sont conformes a
certaines expériences antérieures menées par Rehman et al., (2016), Bezawada et ., (2011) et
Tambekar S. et Tambekar D., (2013) qui ont montrés |'efficacité de différentes protéases en tant

qu'additifs aux détergents.

LE
CONTRO ARIEL ARIEL+ ISIS+tEN
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L ENZ Z
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| | W . |
SANG (2)

Figure N16: Essai d’application de protéase de la souche halophile extréme S2comme un additif de
détergent.
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De méme, les protéases de Bacillus subtilis (Kunamneni et a., 2013) et Streptomyces
fungicidicus (Ramesh et al., 2009) ont éliminé efficacement les taches de sang des morceaux de
coton blanc combinés avec des détergents commerciaux. Bien que les proteases al calines de
Bacillus spp. Sont stables a haute température et pH alcalin, la plupart sont incompatibles avec les
matrices de détergents (Gupta et a., 2002; Saeki et a., 2007). La protéase produite par Bacillus sp.

Mk22 asignificativement éiminé les souches de sang, d'encre et de café a40 ° C (Sekar et dl.,
2016).
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Conclusion

L’objectif de cette éude a été I’optimisation et I’extraction d’une protéase a partir d’une
souche halophile extréme 2, ainsi que I’application de la protéase brute comme ingrédient de
détergent a lessive. L optimisation et I’extraction de I’enzyme visé différents parametres a savoir
I’influence de la température, pH, sainité, source de carbone et source d’azote, effet des ions

meétalliques, des surfactants et détergents sur I’activité catalytique.

La premiére étape a commence par une revivification de la souche hal ophile extréme S2 dans un
milieu SH modifié, les colonies obtenues soumises a |’ observation macroscopigue et microscopique

ont révélé que la souche S2était de forme cocci, immobiles de Gram négative.

La production de la protéase par fermentation liquide a été suivie pendant 7 jours de culture dans
un milieu liquide SH additionné de lait écrémé, ce dernier semble étre un bon inducteur de

production de protéase.

La mesure de la densité optique a une longueur d’onde de 600 nm en fonction de temps
d’incubation nous a permis de tracé une courbe de croissance sans une phase de latence Avec
production de protéase qui a atteint un maximum au bout de 3 jours de fermentation avec une valeur
de 9.602 U/ml. En outre, la production de protéase se trouve associée a la croissance bactérienne,

ce qui prouve que c’est un métabolite primaire.

Cette étude nous a permis de constater que I’optimisation de production présente un optimum de
température de 40C°, avec une concentration de Na Cl égale a12.5% avec un pH 7, I’activité de la
protéase était élevée en présence de I’amidon comme source de carbone et de I’extrait de levure

comme source d’azote.

Cette éude nous a permis de constater que I’extrait enzymatique brut présente un optimum de
température de I’activité protéolytique entre 40 et 60°Cet une activité optimale a pH 9.0.
L’étude des propriétés physicochimiques de I’extrait enzymatique liée ason activité protéolytique
amontré que la protéase issue de la souche halophile extréme S2 a été stimulée par I’ion métallique
Fe2*, et une diminution de I'activité en présence des sels minéraux CaCl,, MnCl, et MgCl,. Alors
gu’une inhibition de I'activitt a éé noté pour les ions BaCl, dans une gamme de
concentration alant de 1 a 10 mM.

L’ajout de SDS n’a aucun effet sur I'activité enzymatique relative. Tandis que I’enzyme a été
partiellement inhibée en présence d’EDTA, la cysteine présente une activité relative est qui est
retenue de 60 %.

Dans cette éude, la protease de la souche haophile extréme & est une protéase thermo-
alcalostable car elle est stable a pH alcalin et a haute température. La protease thermostable alcaline
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peut étre exploitée dans I'industrie des détergents en tant qu'additif car elle montre une excellente
stabilité a large gamme de température et compatibilité avec les détergents commerciaux. Plus
important encore, la supplémentation de la préparation enzymatique au détergent a éiminer

remarguablement les taches de sang et d’ancre de tissu de coton blanc.

L’originalité des résultats présentés dans ce travail, nous pousse a valoriser encore ces
derniers par une détermination de la nature chimique de cette enzyme, une caractérisation
moléculaire de la protéase et détermination de son poids moléculaire, ainsi que la caractérisation de

sa structure tridimensionnelle par cristallographie ou in silico
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Annexes

Annexe |

Annexell: Matériel non biologiques

ableauN3 : Laliste des équipements ainsi que le matériel utilisés dans laréalisation

de cetravailest présentée dansle tableau suivant :

Appareillages et
équipements

Verreries et différents matériel

Solutions et réactifs

Agitateur-Plague chauffante

Bécher de 5ml, 25ml, 50ml, 1000ml

Eau distillée.

Autoclave Boite de pétri en L’acide acétique
Plastique a2%
Bain- marie thermostaté Eprouvette graduée
Solution de HCL
Balance éectronique Erlenmeyer de 100ml, 200ml, Solution de
500ml, 1000m NaOH
Bec Bensen Fiole jaugée 100ml,1000ml Eau
physiologique.
Etuve Flacons Tampon tris-Hcl

Hotte bactériologique

Lames et lamelles

Fhusine

Incubateur-agitateur

Papier aluminium

TCA
(trichloracétique
acide)

Microscope photonique

Pinces (a bois et métallique)

Huile aimmersion

pH métre

Pipette pasteur
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Réfrigérateur Micropi pettes.
Spectrophotométre Tubesa
Vortex Verre amontre

Spatule
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Résumé:

Dans le présent document, une souche archéenne halophile S2 appartenant a la famille des halobacteriaceae, isolée a
partir d’une sebkha algérienne, a produit de grandes quantités de protéase alcaline et thermostable.

La production de protéase débute lorsque la cellule bactérienne est en phase de croissance exponentielle et stationnaire
avec une activité maximale au bout de 3 jours avec un optimum de température de 40C°, une concentration de Na Cl
égale a12.5% et un pH 7.L activité protéasique était élevée en présence de I’amidon et d’extrait de levure comme
source de carbone et d’azote respectivement.

Les protéases produites par la souche hal ophile extréme S sont stables sur une large gamme de pH et de température
avec un optimum de 9 et 40°C respectivement, plus actives en présence d’ions Fe2 et de SDS (1M m), et démontrent

une excellente compatibilité avec les différentes préparations commercial es de détergent testées. Les protéases ont donc
été utilisées comme additifs aux détergents, afin d’évaluer leur capacité a augmenter leur pouvoir détachant. L ajout
d’enzymes dans le détergent (ARIEL, LE CHAT et ISIS) permet d’augmenter significativement le pouvoir du détergent
a détacher les taches de sang et d’ancre. Dans |I'ensemble, la protéase produite par la souche halophile extréme X a
affiché un certain nombre de propriétés attrayantes qui en font un candidat prometteur pour les applications futures en
tant qu'additif dans les formulations de détergents.

Mots clé: halophile extréme, Hal obacteriaceae, protéase, détergent.
Abstract:

In the present document, a halophilic &2 archean strain belonging to the halobacteriaceae family, isolated from an
Algerian sebkha, produced large amounts of alkaline and thermostabl e protease.

The production of protease begins when the bacterial cell is in an exponential and stationary growth phase with
maximum activity after 3 days with a temperature optimum of 40 ° C., a concentration of Na Cl equal to 12.5% and a
pH of 7.L The protease activity was high in the presence of starch and yeast extract as a source of carbon and nitrogen
respectively.

The proteases produced by the S2 extreme halophilic strain are stable over a wide range of pH and temperature with an
optimum of 9 and 40 ° C respectively, which are more active in the presence of Fe2 and SDS ions (IMm), and
demonstrate Excellent compatibility with the various commercia detergent preparations tested.

The proteases were therefore used as detergent additives in order to evaluate their ability to increase their stain-
removing power. The addition of enzymes to the detergent (ARIEL, LE CHAT and 1SIS) significantly increases the
detergent's ability to detach blood and anchor stains

Overall, the protease produced by the S2 extreme halophilic strain has displayed a number of attractive properties which
make it a promising candidate for future applications as an additive in detergent formulations.

Key words. extreme halophilic, Halobacteriaceae, protease, detergent.
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