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RESUME

Les producteurs d’enzymes ont effectué¢ des recherches afin de trouver des alternatifs moins
dispendieux en utilisant les sols riches en protéines comme substrat prometteur économique,
afin de stimuler la production a des cotlits moindres et valoriser les sous produit issu du sol.
Dix (10) échantillons de sols riches en protéines ou les déchets sont soumis a une
fermentation naturelle, prélevés dans les environs de la ville de Chlef, en Algérie a partir des
sols entourant, les laiteries, les abattoirs, les usines des alimentations de bétails et les sols
riches en matiéres organiques en décomposition, ont fait 1’objet d’une analyse
microbiologique a fin de déterminer la diversité des bactéries productrices de la protéase. Le
screening primaire a permis [’isolement de 115 souches protéolytiques, parmi lesquelles, 15
sont sélectionnées dans le screening secondaire comme les plus performantes et sont retenues
pour étre identifiées dans un premier temps par une caractérisation phénotypique, suivie d’une
caractérisation génotypique par la technique de la PCR et le séquengage du gene codant
I’ADNr 168S.

L’utilisation de ’outil de la biologie moléculaire a permis une identification génétique des
souches sélectionnées productrices de la protéase et [’analyse phylogénétique.

Dans le but d’augmenter la production de la protéase chez les souches isolées sélectionnées,
un certain nombre de paramétres tels que la source de carbone et d’azote, la température, le
pH, le temps de réaction et la concentration en inoculum sont optimisés. Les résultats obtenus
ont montré que chez les souches (T, Top, TB,op, T,', AHx(-2), Xga, P20op, EsSsP, Hi(-6),
NBiop,Ya, LV,, EsSap, EsSiIBN et Piop) une production maximale est obtenue apres 48
heures d’incubation lors de leurs inoculation sur un milieu de culture de production
contenant : 1g/1 glucose, 1g/l amidon, 1g/1 caséine, 1% peptone et 2% d’inoculum avec des
taux de production de (1,60, 1,45, 1,50, 1,80, 1,65, 1,30, 1,30, 1,70, 1,50, 1,65, 1,62, 0,95,
1,55, 1,48 et 0,60 UI /ml) respectivement.

L’activité protéolytique est mesurée et I’analyse de la pureté est ensuite effectuée par SDS-
PAGE en conditions dénaturantes révélant 1’apparence de bandes protéiques de poids
moléculaires différents suggérant que ces enzymes sont homogenes, ce qui confirme que les
souches isolées ont des activités protéolytiques différentes.

Mots clés: Protéase, caractérisation, sols riche en protéines, le géne 16S rDNA, optimisation,

SDS-PAGE.
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ABSTRACT

Producers of enzymes are researching to find cheaper alternatives using protein rich soils as a
promising economic substrate, to stimulate production at lower costs and to value the
byproducts from soil.

Ten (10) samples of protein rich soils where the waste is subjected to natural fermentation
collected in the vicinity of the town of Chlef, Algeria from soils surrounding, dairies,
slaughterhouses, cattle feeding factories and decomposing organic matter rich soils, were
subjected to microbiological analysis in order to determine the diversity in protease producing
bacteria.

The primary screening allowed the isolation of 115 bacterial strains, from which 15 were
selected in the secondary screening as the most powerful isolates and were chosen to be
identified initially by a phenotypic characterization, followed by genotypic characterization
by PCR and the sequencing of the gene encoding 16S rDNA.

The use of molecular biology tool enabled a genetic identification and phylogenetic analysis
of the selected strains producing proteases.

In order to increase the production of proteases in selected high performance strains, a number
of parameters such as carbon and nitrogen source, temperature, pH, reaction time and
inoculums concentration have been optimized. The results obtained showed that maximum
production (1,60, 1,45, 1,50, 1,80, 1,65, 1,30, 1,30, 1,70, 1,50, 1,65, 1,62, 0,95, 1,55, 1,48 and
0,60 UI /ml ) respectively for the strains (T,, Toop, TB,op, T2', AH(-2), Xga, P2(op), EsS;P,
Hi(-6), NB1op,Yas, LV,, EsSap, EsSiIBN and Piop) is obtained after 48 hours of incubation
during inoculation of the strains on a production medium containing, 1 g/l glucose, 1g/l
starch, 1g/l casein, 1% peptone and 2% of inoculum.

The proteolytic activity is measured and the purity analysis is then carried out by SDS-PAGE
under denaturing conditions revealing the appearance of protein bands of different molecular
weights suggesting that these enzymes are homogeneous, confirming that our strains have
different proteolytic activities.

Key words: Protease, characterization, proteins rich soils, 16S rDNA gene, optimization,

SDS- PAGE.
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Avant-Propos

Ce travail s’inscrit dans le cadre de préparation d’une thése de Doctorat, qui
s’intéresse de I’isolement et la caractérisation d’une population bactérienne spécifique a partir
des sols riches en protéines de la région de Chlef, afin de déterminer les principaux
métabolites synthétisés par ces microorganismes, et d’explorer la richesse des sols au niveau
du territoire Algérien. Ensuite, la recherche d’enzymes a intérét biotechnologique en
I’occurrence les protéases qui sont largement exploitées par les industriels grace a leur valeur
ajoutée et envisagée. Les souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase sont
soumises a une identification moléculaire et une analyse phylogénétique. Pour cela, une
synthese bibliographique relative est réalisée, plusieurs approches expérimentales sont ensuite
retenues.

Ce mémoire est divisé en 5 sections :
La premiére section est la revue générale de la littérature qui est présentée en deux chapitres.
Le premier chapitre a abordé une généralité et des aspects importants reliés aux différentes
applications des protéases. Le second chapitre a traité des notions générales concernant les
genres bactériens isolés et caractérisé€ par leur performance dans la production des protéases.
La deuxiéme section a décrit la méthodologie employée dans ce projet de recherche et les
différentes étapes de la partie pratique.
La troisiéme section a présenté les résultats obtenus.
La quatriéme section a compris une analyse de ces résultats.
Enfin la derniére section est consacrée aux conclusions et aux recommandations pour les

travaux futurs.
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avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C pendant 48 heures.

Figure 87. Etude de I’effet de la concentration de caséine sur 1’activité protéolytique chez

les souches isolées, sélectionnées AH, (-2) et  E3SsP, inoculées sur

milieu de production, incubées avec agitation de 130 rpm a une température

de 30°C pendant 48 heures.

Figure 88. Etude de I’effet de la concentration de caséine sur I’activité protéolytique chez

les souches isolées, sélectionnées Xga et P,op, inoculées sur milieu de

production, incubées avec agitation de 130 rpmaune température de
30°C pendant 48 heures.

Figure 89. Etude de I’effet de la concentration de caséine sur 1’activité protéolytique chez
les souches isolées, sélectionnées E3S4P et Piop, inoculées sur milieu
de production, incubées avec agitation de 130 rpmaune température de
30°C pendant 48 heures.

Figure 90. Etude de l’effet de la source d’azote sur I’activité protéolytique chez la

Figure 91.

souche isolée, sélectionnée T,', inoculées sur milieu de production, incubée
avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C pendant 48 heures.

Etude de l'effet de la source d’azote sur I’activité protéolytique chez la
souche isolée, sélectionnée H; (-6), inoculée sur milieu de production,
incubée avec agitation de 130 rpm a une température de 45°C pendant 48

heures.

Figure 92. Etude de ’effet de la source d’azote sur I’activité protéolytique chez la souche

Figure 93.

isolée, sélectionnée LV, inoculée sur milieu de production, incubée avec
agitation de 130 rpm a une température de 30°C pendant 48 heures.

Etude de l’effet de la source d’azote sur DP’activité protéolytique chez les
souches isolées, sélectionnées T,, To0p, NBiop et Yq, inoculées sur milieu de
production, incubées avec agitation de 130 rpm a une température de 35°C

pendant 48 heures.

Figure 94. Etude de I’effet de la source d’azote sur I’activité protéolytique chez les

souches isolées, sélectionnées AH, (-2) et E3SsP inoculées sur milieu de
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production, incubées avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C
pendant 48 heures.
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souches isolées, sélectionnées Xga et P,op, inoculées sur milieu de production,
incubées avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C pendant 48
heures.

Figure 96. Etude de I’effet de la source d’azote sur 1’activité protéolytique chez les souches
1solées, sé€lectionnées E3S,P et Piop, inoculées sur milieu de production,
incubées avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C pendant
48 heures.

Figure 97. Etude de I’effet de la source de carbone sur ’activité protéolytique la souche isolée,
sélectionnée T,', inoculée sur milieu de production, incubée avec agitation de 130 rpm
a une température de 30°C pendant 48 heures.

Figure 98. Etude de I’effet de la source de carbone sur I’activité protéolytique la  souche
1solée, sélectionnée H, (-6), inoculée sur milieu de  production, incubée
avec agitation de 130 rpm a une température de 45°C pendant 48 heures.

Figure 99. Etude de I’effet de la source de carbone sur I’activité protéolytique la
souche isolée, sélectionnée LV, inoculée sur milieu de production, incubée,
avec agitation de 130 rpm a une température de 45°C pendant 48 heures.

Figure 100. Etude de I’effet de la source de carbone sur I’activité protéolytique chez les
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souches isolées, sélectionnées AH, (-2) et E3SsP, inoculées sur milieu de
production, incubées avec agitation de 130 rpm a une température de

30°C pendant 48 heures.

XXV



Figure 103. Etude de I’effet de la source de carbone sur I’activité protéolytique chez les

souches isolées, sélectionnées Xga et P,op, inoculées sur milieu de production,

incubées avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C pendant 48

heures.
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production, incubées avec agitation de 130 rpm a une température  de

30°C pendant 48 heures.
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Introduction

La pollution environnementale causée par l'utilisation industrielle des produits chimiques
reste un probléme majeur. Les alternatives biologiques, compatibles avec l'environnement,
sont plus privilégiées, auquel 1’utilisation des enzymes industrielles est bénéfique sur le plan
énergétique et I'aspect environnemental (Sacheveda et al., 1999).

Par ailleurs, ’utilisation des enzymes industrielles au début des années 1960 reste tres limitée.
Cependant, la mise en ceuvre de nouvelles techniques a augmenté considérablement la
demande pour ces enzymes. Actuellement, cette industrie est en pleine progression et son
chiffre d'affaire global croit a un rythme accéléré (Sacheveda et al., 1999 ; Lachhab et al,
2001).

La plus grande partie du marché des enzymes est li¢e aux enzymes de type hydrolytique telles
que les lipases, les cellulases et les protéases. Ces dernieres présentent une classe d'enzymes
trés intéressante par rapport a leurs applications dans les différents domaines. L'incapacité des
protéases végétales et animales a répondre aux exigences du marché mondial a conduit a un
intérét accru pour les protéases microbiennes, ou les bactéries constituent une excellente
source d'enzymes en raison de leur grande diversité biochimique et la présence des
caractéristiques souhaitées pour les applications biotechnologiques (Moreira et al., 2002).
Les réactions métaboliques impliquant les protéases permettent aux différentes cellules
d'effectuer les fonctions pour lesquelles elles existent et ceci s'applique parfaitement bien aux
bactéries. En effet, certains organismes, a l'aide de ces enzymes, peuvent dégrader des
composés se trouvant dans leur environnement et ce caractére peut €tre exploité par les
industries de différents domaines, telles que l'industrie des pates et papiers, les textiles, les
détergents, les tanneries, 1'industrie alimentaire, 1’industrie des alcools, les boulangeries, les
confiseries, l'industrie laiticre et pharmaceutique (Rao et al., 1998 ; Yezza et al., 2004).

La production et la commercialisation mondiale des enzymes est en expansion considérable
(Verstraete, 2002) avec des rentes d’environ 1.5 milliard de dollars en 1998 et les prévisions
prévoient des augmentations de 2-25% de ce chiffre annuellement (Van Bielen et Li, 2002).
Puisque la plupart des nouvelles technologies sont axées vers des considérations écologiques
et environnementales, les divers organismes et industries doivent savoir s'adapter en ce sens.
Le présent projet s'inscrit dans cette optique, et les objectifs tracés pour la réalisation de ce
travail sont:

L’isolement et le screening d’une large gamme de bactéries productrices de la protéase a

partir des sols riches en protéines.
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Introduction

La sélection des souches protéolytiques par la mesure des diametres des zones d’hydrolyses

formées sur un milieu de culture solide.
La caractérisation phénotypique des souches les plus performantes.
L’optimisation des différents parametres impliqués dans la production de la protéase.

L’identification des souches sélectionnées productrices de la protéase par I’amplification et le

séquengage des fragments ADN de la région ARN 168S.
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Les applications industrielles et biotechnologiques des protéases

Aujourd’hui, les protéases sont qualifiées des participants majeurs dans plusieurs industries.
A cet effet, ces enzymes disposent de possibilité d’applications biotechnologiques tres
¢tendues par leur capacité a conquérir les produits chimiques, ce qui a augmenté la demande
pour ces biomolécules.

1.1. Généralités sur les enzymes

1.1.1. Définition, Role et actions des enzymes

Les enzymes sont les catalyseurs du monde biologique, ce sont des macromolécules (10 a
1000 kDa) présentes dans les cellules de tous les organismes vivants (Sikati-Foko et al.,
2001) ou elles jouent un role essentiel en controlant les procédés métaboliques permettant la
transformation des nutriments en énergie et en matériaux cellulaires (Meunier, 1999 ;
Burhan et al., 2003).

Ces biomolécules sont privilégiées en industrie car elles permettent de contourner les
inconvénients des produits chimiques et améliorent les relations coits efficacité. Egalement,
les enzymes présentent de nombreux avantages au niveau environnemental, biodégradabilité,
action spécifique, faible toxicit¢é et formation de sous-produits compatibles avec
I'environnement (Prescott et al, 1995 ; Barnabé, 2003 ). De fagon générale, la majorité des
réactions enzymatiques peuvent étre représentées de la fagon suivante (Meunier, 1999) :
Enzyme + Substrat+—> Complexe Enzyme - Substrat — Produit + Enzyme

1.1.2. Marché des enzymes

En 1994, le marché mondiale des enzymes industrielles compte pour environ 400 millions $,
avec 112 millions $ du secteur des détergents (Hodgson, 1994 ; Anbu, 2009). La production
des protéases représentent la part majeure de la commercialisation de ces enzymes avec des
ventes d’environ 60% (Garcia-Gomez et al., 2009; Rai et Mukherjee, 2010) (Figure 1).
Les ventes industrielle des protéases sont estimées a 350 millions US$ (Kumar et al., 2008a).
Ce marché conserve une forte croissance chaque année. Estimé a plus de 1,5 milliards US$ en
2000, et une croissance de 6 milliards de dollars en 2011 (Horikoshi, 1996 ; Kumar et al.,
2008b).
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Figure 1: Distribution des ventes des enzymes (Rao et al., 1998).
1.1.3. Classification des enzymes
Selon I'LLU.B (International Union of Biochemistry), les enzymes industrielles sont réparties
en six classes (Tableau 1), dont environ 75% sont des hydrolases (Botella et al., 2005;
Assamoi et al., 2009).

Tableau 1: Présentation des six classes d’enzymes (Benlounissi, 2004).

Classes Réactions catalytiques

Oxydoréductases Réactions de transfert d’électrons (ou d’atome d’hydrogene)
Transférases Transfert de radicaux (Groupements phosphates, amines, méthyle, etc.)
Hydrolases Réactions d’hydrolyse (bris d’un lien chimique par addition d’une

molécule d’eau)

Lyases Addition de doubles liaisons a une molécule et enlevement de
groupements chimiques sans hydrolyse

Isomérases Réactions d’isomérisation (réaction ot un compos¢ est transform¢ en un
de ses isomgéres)

Ligases Formation de liens chimiques couplés avec la rupture d’ATP)

1.1.4. L’avantage de la production des enzymes par les microorganismes

La production d’enzymes a partir de la flore microbienne constitue une voie privilégiée par
les producteurs (Dion, 1950 ; Marmbregot et al, 1994). Les principaux avantages de la
production des enzymes par 1’utilisation des microorganismes sont les suivant :

Croissance rapide sur des milieux de culture contenant des substances organiques moins
couteuses.

Elaboration de certaines biomolécules.

Culture facile et abondante.

Production de quantités abondantes d'enzymes.
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L’induction de certaines modifications recherchées d'une manicere simple et rapide par
I’amélioration des souches microbiennes par génie génétique et I’optimisation des conditions
de fermentation.

Conservation des propriétés sécrétoires des souches.

1.2. Les enzymes protéolytiques

1.2.1. Historique évolutive des protéases

L'industrie d’enzymes protéolytique est en pleine progression et enregistre un chiffre d'affaire
important avec une augmentation considérable depuis les années 80 (Aehle et al., 1993). En
1998, les hydrolases ont présenté 75% des enzymes industrielle (Rao et al., 1998).

La Takadiastase, est la premiére protéase industrielle, utilisée dans I’industrie textile et les
tanneries, découverte par Takamine en 1890 et produite par Aspergillus oryzae sur un milieu a
base de bl¢ (Sadek, 2000). Par ailleurs, la Subtilisin Carlsberg, découverte en 1947, produite
par Bacillus lieheniformis et commercialisée depuis 1960 par la compagnie Novo Norsdik
(Danemark) (Yezza et al., 2005). Cependant, les protéases pancréatiques sont utilisées pour le
délainage des peaux et comme agent de prélavage en 1910, et actuellement remplacées par
des protéases d’origine microbienne (Bezawada et al., 2010).

1.2.2. Définition des protéases

Les protéases ou les protéinases sont des hydrolases qui scindent les protéines dans des sites
bien spécifique en fragments polypeptidiques (Frazier, 1967 ; Scriban, 1999). Ces enzymes
sont produites intracellulairement comme extracellulairement (Pelmont, 1995; Scriban,
1999; Kumar et al., 2008b).

Tableau 2: Illustration de la spécificité des protéases (Rao et al., 1998).

Enzyme Liaison peptidique a cliver

TrypSINe. ..o, -Lys (ou Arg)|-----

Chymotrypsine, subtilisine..................... -Trp (ou Tyr, Phe, Leu)|------
Staphylococcus V8 protéase .................. -Asp (ou Glu)|------

Papaine .......ccccceoeeiiiiniiiiic -Phe (ou Val, Leu)-Xaa|-----
Thermolysing.........cococevevieeviiveinieannnns .---}Leu (ou Phe) ------
Pepsine.......cccocoviiiiiiiiiiiiiiecce -Phe (ou Tyr, Leu)| Trp (ou Phe, Tyr)

La fléche indique le site d’action des protéases ; Xaa, n’importe quel acide aminé.
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1.2.3. Classification et nomenclature des protéases

Selon 'union internationale de biochimie et de biologie moléculaire (Jakubowski, 2001), les
protéases sont classées dans le sous-groupe 4 du groupe 3 (hydrolases). Leur classification est
basée sur plusieurs criteres tels que: la longueur et le mode d’attaque de la chaine
polypeptidique, le pH d’activité et la nature des résidu impliqués dans le site actif (Colwell et
Grigorova, 1989 ; Rao et al., 1998).

1.2.3.1. Selon la longueur de la chaine polypeptidique

Il existe deux catégories: les protéases qui scindent la molécule protéique en fragments
polypeptidiques et les peptidases qui hydrolysent les polypeptides et les transforment en
acides amings libres (Frazier, 1967 ; Colwell et Grigorova, 1989).

1.2.3.2. Selon le mode d’attaque de la chaine polypeptidique

Les peptidases sont subdivisés en deux classes ; les endopeptidases et les exopeptidases
(Scriban, 1999 ; Moodie, 2001) (Tableau3). Ces derniéres sont-elles mémes subdivisées en
deux sous classes les aminopeptidases et les carboxypeptidases. Les aminopeptidases
débutent leur action par ’extrémité NH, libre du polypeptide et leur activité dépend souvent
de la présence d’ion métallique, les carboxypeptidases commencent leur attaquent par
I’extrémit¢ COOH libre du polypeptide (Scriban, 1999; Trap et Boireau, 2000) (Figure 02).
Tableau 3: Classification des protéases (Rao et al., 1998).

Type de protéase Classes et sous-classe
Exopeptidases Aminopeptidases
Peptidyle peptidases

Dipeptidyle peptidases
Tripeptidyle peptidases
Carboxypeptidases

Sérine carboxypeptidases
Metallocarboxypeptidases
Cystéine carboxypeptidases

Endopeptidases Protéases sérines

Protéases cystéines ou protéases thiols
Protéases aspartiques ou protéases acides
Mc¢talloprotéases
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Rl RI K I R I
NH2—- CH - CO --------- NH- CH- COOH + NH:2—- CH - CO --------- NH- CH- COOH
R R T R R
‘ ‘ endopeptidase
NH2— CH - CONH - CH - COOH NH:2— CH - CONH - CH - COOH

aminopeptidase «—— exopeptidase — . carboxypeptidase

f
NH2— CH-COOH + NH2- CH - CONH —CH- CO-------------
R R R

NH:— CH-CONH-CH-COOH  + NH2—- CH - COOH

Figure 2: Mode d’attaque de la chaine polypeptidique (Scriban, 1999).

1.2.3.2.1. Les exopeptidases

Les exopeptidases hydrolysent les liens peptidiques pres des extrémités N ou C terminales des
protéines. Ces enzymes sont faiblement utilisées en industrie (Puri et al., 2002).

<> Aminopeptidases

Les aminopeptidases sont des exopeptidases qui agissent pres de l'extrémité N-terminale des
protéines. Elles libérent un seul acide aminé, un dipeptide ou un tripeptide, d'ou les sous-
classes (Rao et al., 1998).

X Carboxypeptidases

Les carboxypeptidases sont des exopeptidases qui agissent pres de l'extrémité C-terminale des
protéines et libérent un seul acide aminé ou un dipeptide. Les carboxypeptidases sont divisées
en trois sous classes: les sérines carboxypeptidases, les métallo carboxypeptidases et les
cystéines carboxypeptidases, selon la nature des acides aminés présents au site actif et selon
leur mécanisme catalytique (Rao et al, 1998).

1.2.3.3. Selon la nature du résidu impliqué dans le site actif

1.2.3.3.1. Les endopeptidases

La plupart des enzymes industrielle sont des endopeptidases. Les séquences primaires et la
spécificité des acides aminés de leur site actif ont permis leur classification en quatre grandes

familles (Jakubowski, 2001).
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> Sérylprotéases ou Protéases sérines

Les protéases sérines sont des enzymes industrielles largement commercialisées dans le
monde (Brar et al., 2007). Elles sont composées d'un résidu sérine au niveau du site actif et
inhibées par le di-isopropyl fluorophosphate (DFP) et le phenyl methyl sulphonyl fluoride
(PMSF). Les protéases sérines sont actives a des pH neutres et alcalins avec une valeur
optimale comprises entre 7 a 11 (Brar et al., 2007). Elles ont un large spectre de spécificité
au substrat et un faible poids moléculaire (18,5-35 kDa) (Reginald et al., 1975 ; Kresze, 1991
; Kortt et al., 1994 ; Miller, 2002).

<> Cystéylprotéases ou protéases cystéines

L’occurrence des protéases cystéines est rapportée chez quelques especes de mycetes (Kalisz,
1988). Des enzymes intracellulaires avec des propriétés similaires aux protéases cystéines
sont rapportées chez Trichosporon spp, Oidiodendron kalrai et Nannizzia fulva. Par ailleurs,
d’autre protéases cystéines extracellulaires sont rapportées chez Microsporium sp, Aspergillus
oryzae et Sporotrichum pulverulentum (Kaur et al., 2001).

X Aspartylprotéases

Les protéases aspartiques sont caractérisées par leur activité maximale a des valeurs de pH
comprises entre 3-4 (Joo et al., 2002). Elles sont largement rencontrées chez les mycetes, et
faiblement présentes chez les bactéries et les protozoaires. La plupart de ces protéases ont des
poids moléculaires de 30-45 kDa (Puri et al., 2002).

<> Meétalloprotéases

Les métalloprotéases ont une valeur de pH optimale comprises entre 5-9, sensibles aux agents

de chélations tels que ’EDTA (Giesecke et al., 1991).
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Figure 3 : Présentation des quatre types d’endopeptidases (Jaspard, 2013).
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1.2.3.4. Selon le pH d’activité

Les enzymes protéolytiques de différentes origines sont classées en trois groupes: les
protéases acides, neutres et alcalines (Auberger et al.,1995).

Les protéases fongiques ont des valeurs de pH optimale comprises entre 2.5-5.0 (Auberger et
al., 1985; Botton et al, 1999 ; Mechakra et al., 1999). En outre, les métalloprotéases ont un
optimum de pH de 7.0, appelées encore les protéases neutres. Par ailleurs, les métallo
protéases ont une activité maximale pour I'hydrolyse de la caséine a des pH entre 7-8 et sont
stables dans une gamme de pH comprises entre 5-10. (Aunstrup et al., 1980).

1.3. Substrat des protéases

1.3.1. Définition d’une protéine

La protéine est une séquence de plus de 100 acides aminés tenus ensemble par des liaisons
peptidiques (Frateur et al, 2006). La conformation native d’une protéine lui assure ses
propriétés specifiques, fonctions enzymatiques et  mécaniques, stabilité

thermique....(Atilganet al, 2001) (Figure 4).

ligison peptidique acide aminé
0 |2 |'|| 0 / Td R|
+ H L
HN. | .C._ C._ N | C C 0
ﬂ/ N +|| C “N/\ T xN,f|‘\,/
| | R | H ‘ | H ‘
H i 3 H 0 H o) x

- . gxtrémité C-terminale
gxtremité M-terminale

Figure 4 : Formule développée d’une protéine de (n) acides aminés. Les Ri
désignent les différentes chaines latérales des résidus (Atilganet al.,
2001).

1.3.2. Structure d’une protéine

Cette structure est décrite en termes de quatre niveaux (Frateur et al, 2006).

> La Structure primaire: Présente la séquence lin€aire des acides aminés dans la
protéine.
> La structure secondaire : Présente l'organisation de groupes d'acides aminés en

¢léments structuraux simples : hélices alpha, feuillets et tours beta, autres structures.
> La structure tertiaire: C’est le repliement d’une protéine dans I'espace

tridimensionnel. Cette structure résulte de l'organisation des éléments de la structure
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secondaire entre eux, ou de I’attachement de plusieurs chaines protéiques par des liaisons
covalentes.

> La structure quaternaire : Présente l'association entre des protéines de structures
primaires identiques (homo association) ou distinctes (hétéro association) par liaisons faibles.

Etapes de 'organisation d'une protéine

L ® - 3 p,
&
-3

: ]
A .
s -~

acides - mﬂ’r:.n‘_ -
=
amines e

Structure primaire d'une protéine
est la séquence dune chaine
d'acides amingds.

e

‘feuilfet
— plisse helice

Structure secorndaire o we protéine
s prod iunit quand la séguence dacides
aminss est relice par des liaisons
dhydrogéne.

Structure tertiaire d une protdine
se produwit guand certaines
attractions se présentent entre les
halices alpha et les feuwillets plisses.

Structure gquatermiaire d une protéine
est une protéine composée de plus
d'une chaine d'acides aminas.

Figure 5 : Etapes de I’organisation d’une protéine (Bastard, 2003).

1.3.3. Principales propriétés d’une protéine

1.3.3.1. La solubilité

Trois catégories de protéines en fonction de leur solubilité sont obtenues :

Les protéines solubles dans 1’eau pure telles que les albumines, les protéines solubles dans les
sels neutres ou un milieu légérement acide ou faiblement alcalin telles que les globulines et
les protéines insolubles telles que les scléroprotéines (Bahar et al., 1999).

1.3.3.2. Masse moléculaire

Cette propriété differe d’une protéine a 1’autre (Bahar et al., 1997).

1.3.3.3 Propriétés optiques

Les solutions protéiques absorbent et diffusent la lumiere. Les propriétés optiques sont en
rapport avec la concentration de la solution, la taille et la forme des molécules. Ces propriétés

sont importantes pour 'étude et le dosage des protéines (Bahar et al., 1999).
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1.3.3.4 Propriétés osmotiques

Les protéines sont des molécules indiffusables a travers les membranes perméables de
dialyse, due principalement a leur taille. Elles développent une pression osmotique et
interviennent dans les échanges cellulaires ou dans les échanges des secteurs hydriques de
l'organisme (Bahar et Jernigan, 1999).

1.3.3.5 Propriétés d'ionisation

La totalit¢ des protéines possede un nombre important de groupements ionisables .Cette
propriété a permis la séparation et la caractérisation des protéines (électrophorése ou
chromatographie) (Carugo et Pongor, 2002).

1.3.4. Abondance des protéines

Les protéines sont indispensables aux processus biologiques et jouent de nombreux roles dans
la structure et le fonctionnement de 1’organisme. Elles sont présentes dans les produits
alimentaires (animaux et végétaux), les fluides biologiques, les membranes, les tissus et les
muscles (Chen et Stites, 2001).

1.3.5. Importance économique des protéines

Les protéines agissent comme des biocatalyseurs qui accélerent les réactions chimiques du
métabolisme. Cette classe de protéine est largement utilisée en industrie. Par conséquence,
l'ingénierie des protéines est un domaine de recherche tres actif afin de créer de nouvelles
enzymes aux propriétés originales qui catalysent des réactions qui ne se produisent pas dans la
nature. En effet selon le méme rapport, les colits de recherche ont véritablement explosé ces
derniéres années, passant de 100 millions d’euros par molécule en 1975 a 600 millions
d’euros en 2000 (Prescrire, 2003; Goozner, 2004). Dans le but de résoudre ce probléme, de
nombreuses sociétés pharmaceutiques sont tournées vers les protéines ou leurs dérivés
(peptides) comme agents thérapeutiques (Lathan et al, 1999).

En effet, cette molécule idéale doit présenter un faible poids moléculaire, étre soluble, capable
de mimer parfaitement tant chimiquement que structuralement un ligand naturel, ne pas
induire d’effets secondaires, étre éliminée rapidement de 1’organisme, sa production doit étre
facile, peu onéreuse et son administration au patient doit €tre aisée. Les protéines peuvent,
sous certaines conditions, répondre a ces critéres et les sociétés pharmaceutiques croient en

I’avenir de cette filicre (Edwards et al, 1999).
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1.4. Structure des protéases
Les protéases possedent un site actif qui assure I'hydrolyse des liaisons peptidiques et un site

de reconnaissance du substrat pour agir sur la protéine cible(Figure6)(Gordon et al., 2005).

\ = Feuillets B

Site de fixation du substrat

Site actif des liaisons peptidiques

Figure 6 : Présentation de la Structure tridimensionnelle d’une protéase bactérienne

(Gordonet al., 2005).
1.5. Mode d’action des protéases
Le processus catalytique des protéases est récapitulé en trois étapes :
- Dans les deux premicres étapes, I’enzyme dégrade la liaison peptidique et renforce la
polarité¢ du carbonyl, ce qui facilite son attaque nucléophile et conduit a la formation d’une
liaison covalente transitoire entre le morceau portant le carbonyl du substrat et [’enzyme avec
la libération de 1’autre morceau (le premier produit) protoné par un proton cédé¢ d’un résidu
enzymatique.
- Dans la troisiéme étape, une nouvelle substitution nucléophile est exercée par le OH d’une
molécule d’eau et libére le deuxieme produit de la réaction, ou le site actif de 1’enzyme se

trouve régénérer par un proton (de I’'H,O) (Pelmont, 1995) (Figue.7).

Site de
coupure

Acides aminés
du substrat

N-term C-term

S4 S3 Sz Sl S.II Sz' S_‘g,T 84'

Acides aminés du site actif de la protéase
E. Jaspard (2013)

Figure 7: Mode d’action des protéases (Jaspard, 2013).
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1.6. Propriétés analytiques des protéases

L’activité protéolytique est fortement liée a la valeur du pH, la température, la vitesse de

réaction et la présence de certains activateurs ou inhibiteurs (Penasse, 1974).

Tableau 4: Propriétés analytiques de quelques enzymes protéolytiques (Deymié et

al., 1981).

Classe Exemple Origine pH optimal | T°optimale | Inhibiteur
Seryl protéases chymotrypsine pancréas 8.0-8.5 35 nombreux aa
trypsine /l 7.5-8.0 45 PPN ou OP
subtilisine B .subtilis 7.4 60 o TSF
p.extracellulaire B.licheniformis 10 56 inhibiteurs
endopeptidase B.amyloliquefaciens | 10 60 naturels
Fusarium culmorum | 8.3 —-9.6 50 PMSF
Trichoderma viride 7.0-8.0 40 nombreux aa
Cystéylprotéase papaine Carica papaya 8.0-8.5 35 Hg
ficine Ficus globrata 4.0-6.0 35 EDTA
protéase neutre Geotrichum 7.0 42 oxydants
aminipeptidase candidum 7.0 37 agents chélateurs
streptopain Lactobacillus 7.2 37 // et EDTA
cathepsineK helveticus 6.5
Streptococcus sp
cellules animales
Aspartylprotéases | pepsine A estomac 1.5-25 40 alcools
chymosine estomac de veau 4.0-4.5 40-—42 pepstatine des
cathepsineD cellules animales 25-35 37 époxydes
p.extracellulaire Trichoderma 4.5 40 (EPNP et le
/! harzianum 4.6 50 DAN)
Aspergillus niger
Métalloprotéases | carboxypeptidase | I’intestin grel des 7.5 37 certains aa
A vertébrés 8.0 37 certains aa
carboxypeptidase | // 7.4 50 agents chélateurs
B Micrococcus 7.4 38
P.bactérienne caseolyticus
collagénase Cellules animales

1.7. Répartition des protéases dans le monde vivant

Tous les étres vivants contiennent des enzymes dans leurs cellules, ces molécules sont
présentes sous des formes et des types différents. Il y a les protéases, les amylases, les lipases,
les phytases, les cellulases, les hémicellulases, les mannases, les laccases, les lactases et
d'autres qui ne sont pas nommées (Sharma et al, 2001 ; Ole et al., 2002;).

1.7.1. Protéases d’origine végétale

Les végétaux ont fait I’objet de nombreux travaux de recherche pour la production d’enzymes
protéolytiques, telles que la bromélaine extraite de la tige de 1’ananas (Ananas comosus

Merr), la ficine issue du figuier (Ficus glabrata) (Alais, 1975 ; Scriban, 1993 ; Moodie,
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2001). Ces deux enzymes sont proches de la papaine, extraite du latex d’une plante
équatoriale et tropicale (Carica papaya) (Alais, 1975). Et la kératinase, protéine utilisée dans
la dégradation des cheveux et des laines, produite chez certaines plantes (Raoet al., 1998).
1.7.2. Protéases d’origine animale

Les protéases sécrétées par I’estomac des ruminants présentent un intérét industriel tel que: la
présure, enzyme ancienne, largement répandue, préparée a partir du quatriéme estomac des
veaux, ainsi que les pepsines bovines et porcines. L’activité non spécifique des enzymes
pancréatiques telles que les trypsines et chymotrypsines, les rendent moins importantes que
les enzymes gastriques (McKenzie, 1971 ; Alais, 1975 ; Scriban, 1999). Des études
antérieures réalisées par Trap et Boireau (2000) sur la caractérisation de certaines protéases
chez les helminthes : Schistosoma sp, Fasciolasp, Taenia sp et Haemonchus sp, ont rapporté
leur utilisation comme cibles potentielles majeures en thérapie et en vaccination
antiparasitaire.

> La trypsine : Est une protéase digestive intestinale a sérine de poids moléculaire de
23,3 kDa), responsable de I'hydrolyse des protéines alimentaires. L application de la trypsine
dans I’industrie alimentaire est limitée a cause du gotit amer entrainé (Rao et al., 1998).

> La chymotrypsine : La chymotrypsine pure est une protéase tres coliteuse de poids
moléculaire de 23,8 kDa, utilis€e uniquement dans des applications de diagnostic et d'analyse
(Rao et al., 1998).

> La pepsine : Est une protéase acide présente dans I’estomac de la totalité des
vertébrés de poids moléculaire de 34,5 kDa, dont les pepsines bovines et porcines présentent
un intérét industriel (Scriban, 1993).

> La rénine : Est une protéase a aspartate de poids moléculaire de 30,7 kDa et présente
un constituant majeur de la présure, utilisée dans industrie laitiere comme agent principal de
caillage du lait (Pelmont, 1995 ; Rao et al., 1998).

1.7.3. Protéases d’origine microbienne

Les protéases peuvent étre produites par les moisissures, les levures et les bactéries.

> Protéases des moisissures

Les protéases sont produites chez certaines souches fongiques appartenant aux genres
Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Mucor, Rhizopus, Geotrichum, Fusarium, Rhizomucor,
Endothia, etc. Elles sont largement utilisées en industrie telles que la boulangerie, l'industrie
alimentaire humaine et animale, la production des détergents (lessives), dans les tanneries et

en industrie pharmaceutique (Frazier, 1967 ; Ul-haq et al, 2003).
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> Protéases des levures

Certaines levures appartenant aux genres Saccharomyces, Rhodotorula, Candida,
Debaryomyces sont largement utilisées dans la production des protéases. Par exemple,
Saccharomyces cerevisiae produit trois types de protéases, l'aspartylprotéase, la sérine
protéase et la métalloprotéase. L’activité protéolytique de ces genres est particulierement
utilisée dans I’affinage des fromages (Kresze, 1991 ; Boiron, 1996).

> Protéases des bactéries

Les protéases bactériennes telles que la subtilisine ou subtilase, essentiellement produite chez
Bacillus subtilis et certains genres apparentés sont caractérisées par leur stabilité et leur
résistance a l'action des détergents (Frazier, 1967; Calk et al, 2000). Certaines bactéries
psychrotrophes du lait et particuliecrement Pseudomonas, sécretent des métalloprotéases
thermorésistantes, utilisées dans la coagulation du lait et dans I’affinage du fromage, ensuite
détruites par la pasteurisation. Cependant, les protéases extracellulaires sont partiellement
inactivées (Cousin et al., 1982). Par ailleurs, les protéases extracellulaires de Streptococcus
lactis sont utilisées dans I’affinage des fromages (Desmazeaud, 1978).

1.8. Mesure de I’activité protéolytique

La mesure de D’activité protéolytique est procédée par des méthodes qualitatives et
quantitatives. Les méthodes qualitatives reposent sur I’analyse du diametre de la zone claire
d’hydrolyse formée sur la surface du milieu de culture gélosé, due principalement a la
production de la protéase. Par ailleurs, les méthodes quantitatives ont permis de mesurer le
potentiel protéolytique d'une enzyme par dosage de la quantité de peptide libérée lors de
l'hydrolyse d'une protéine. La lecture est effectuée par spectrophotométrie, fluorométrie,
radiométrie et la méthode d'ELISA (Gupta et al., 2002)

1.9. Physiologie de 1a production des protéases

La production des protéases chez les bactéries est considérablement affectée par de
nombreuses conditions environnementales telles que la nature et la concentration des sources
d'azotes et de carbones, la valeur du pH du milieu de culture, la température et 1’aération.
(Kumar et Parrack, 2003).

> Influence de la source de carbone

L'utilisation du glucose comme source de carbone dans la culture des bactéries productrices
de la protéase est largement étudiée (Frankena et al., 1985; Sinha et al., 1991 ; Ferrero et
al., 1996; Kumar et Takaji, 1999; Gupta et al, 2002a; Puri et al, 2002). En effet, lors

d'une fermentation employant le glucose comme source de carbone, la production de la
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protéase commence au moment ou ce sucre est épuisé¢ (Ferrero et al, 1996; Kumar et
Takaji, 1999). Par contre, l'ajout du glucose au milieu de culture induit une inhibition de la
production de la protéase (Doi, 1974). Cependant, ['utilisation de certains sucres tels que le
lactose et le fructose a des faibles concentrations (3-4 %) permet une meilleure production de
la protéase (Mabrouk et al, 1999). Par ailleurs, 1'emploi du sucrose, maltose et le xylose ont
donné des rendements tres faibles (Ferrero et al., 1996; Mabrouk et al., 1999).

> Influence de la source d’azote

La production de la protéase est fortement liée a la disponibilité des sources d'azote (Kumar
et Takaji,1999). La présence d'azote inorganique est nécessaire pour la production de cet
enzyme. L'ajout d'une source d'azote telle que les ions ammonium ou de nitrate a des faibles
concentrations dans un milieu de culture a base de caséine a stimulé considérablement la
production de la protéase. A l'opposé, l'ajout des ions ammonium en grande quantité¢ a
manifesté un effet répresseur sur la production de cette enzyme (Giesecke et al, 1991 ;
Ferrero et al, 1996). Cependant, cette production est considérablement inhibé par la
présence de certaines sources d'azote inorganiques rapidement métabolisables telles que les
acides aminés et I'ion ammonium (Giesecke et al., 1991; Kumar et Takaji, 1999).

Par ailleurs, l'utilisation de sources d'azotes organiques telles que les peptones, la caséine,
l'extrait de beeuf, les liqueurs de mais et le son de bl¢ ont généralement stimulé la production
protéolytique (Sinha et al, 1991; Mabrouk et al, 1999; Puri et al, 2002).

> Influence des éléments traces

Certains ions tels que le calcium, le cobalt, le cuivre, le bore, le magnésium, le manganeése et
le molybdéne ont manifesté un effet bénéfique sur la production de la protéase. Le calcium
contribue a la stabilité des protéases (Kumar et Takaji, 1999). Le phosphate de potassium,
utilis¢é comme source de phosphore a montré un effet tampon sur le milieu de culture
(Kembhavi et al., 1993; Kumar et Takaji, 1999).

> Effet du PH

Calik et ces collaborateurs (2002) ont rapporté que la valeur du pH du milieu de culture a
affecté¢ considérablement les mécanismes de régulation métabolique de la production des
protéases chez les bactéries. Par ailleurs, Kembhawi et al, (1993) et Hameed et al., (1999)
ont montré que la production de la protéase est maximale lors du contrdle des valeurs de pH
du milieu de culture durant les phases de croissance. Des résultats similaires sont observés

dans plusieurs autres études (Kumar et Takaji, 1999 ; Gupta et al., 2002b).
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> Effet de la température

La température constitue un facteur abiotique trés important, qui influence considérablement
la production de la protéase chez les microorganismes mis en cause. Cependant, Les protéases
sont produites a des intervalles de température variés selon la bactérie sélectionnée
productrice (Hmidet et al., 2009).

> Aération et agitation

L'agitation assure un environnement nutritionnel et physique homogene dans la culture des
cellules. Un tel environnement est indispensable pour une production maximale de protéases
(Calik et al, 2000a). Des taux d'aération et d'agitation contr6lés et optimaux sont
indispensables pour assurer un transfert d'oxygene adéquat lors des fermentations (Calik et
al., 1998 et 2002; Hameed et al., 1999; Yezza et al., 2004).

1.10. Applications industrielles des protéases

Les protéases sont des enzymes réputées pour leur robustesse et leur aptitude a étre utilisées
dans ’industrie du détergent, tannerie, la récupération de 1’argent, I’industrie pharmaceutique
et alimentaire, les industries chimiques et le traitement des déchets. Ces enzymes contribuent
au développement de produits a hautes valeurs ajoutées par exploitation de leur activité de
digestion partielle (Rahman et al., 2005). Les domaines d'utilisation des protéases sont
nombreux et variés :

1.10.1 Industrie du détergent

L’utilisation des protéases dans la production des détergents a usage domestique a vétu une
importance particuliere. L'intérét porté aux enzymes protéolytiques est due principalement
aux apports en terme de qualit¢é du nettoyage reconnue par le consommateur, aux
performances d’amélioration de la qualit¢ des tissus et [’augmentation du rapport
performance/prix en raison de la disponibilité d’enzymes de plus en plus efficaces couplée a
une réduction des couts de production industrielle (Rahman et al, 2005; Joo et Chang,
2005; Guangrong et al., 2008).

1.10.2. L’industrie du cuir

L’industrie du cuir et de tannerie ont utilis€¢ les enzymes protéolytiques pour 1’épilage des
peaux d’animaux. Traditionnellement, cette opération est effectuée par le traitement des peaux
d’animaux avec une solution saturée de chaux et de sulfite de sodium. Outre, la technique de
production tres couteuse et drastique, elle conduit a 'accumulation d'un effluent tres pollué

(Calik et al., 2000a). Cependant, ['utilisation des enzymes pour [’épilage des peaux
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d’animaux devient possible lors de I’utilisation des protéases hautement alcaline (pH11)
(Brar et al., 2004; Barnabé, 2007).
1.10.3. Récupération de I’argent
Les protéases sont aussi employ€es dans les bioprocédés utilisant les films de rayons X usagés
pour la récupération de I’argent. En effet, ces pellicules contiennent approximativement 1.5 a
2% (m/m) d’argent dans leurs couches de gélatine. La pratique conventionnelle de
récupération de 1’argent consiste a bruler les films ce qui provoque des problemes de pollution
environnementale. Pour cela 1’utilisation des enzymes hydrolytiques permet de recycler non
seulement 1’argent mais aussi la base de polyester du film (Fujiwara et Yamamoto, 1987 ;
Fujiwara et al. 1989 ; Gajju et al., 1996 ).
1.10.4. Usages médicaux
La grande diversité des protéases est un avantage qui permet a ces enzymes d'étre utilisées
dans le développement de nouveaux agents thérapeutiques. Par exemple, des protéases
d'Aspergillus oryzae sont utilisées comme aide a la digestion chez certains individus souffrant
de déficits en enzymes lytiques au niveau du systéme digestif. Egalement, des collagénases
provenant de Clostridium sp, ou des subtilisines sont utilisées en combinaison avec des
antibiotiques dans le traitement de briilures et de plaies. Une €lastotérase provenant de B.
subtilis est utilis€ée pour le traitement de furoncles, d'abces et de plaies profondes (Kudrya et
Simonenko, 1994). Enfin, une asparaginase provenant d’E. coli est utilisée pour éliminer
l'asparagine dans la circulation sanguine chez des patients atteints de certaines formes de
leucémie (Rao et al., 1998; Gupta et al., 2002a).
1.10.5. Industrie alimentaire
Les protéases sont largement utilisées dans la préparation d’hydrolysats de protéines a haute
valeur nutritionnelle par leur intervention dans la régulation de la pression artérielle, elles sont
¢galement employés dans fabrication de certains aliments des enfants, les produits diététiques
et I’enrichissement des jus de fruits et des boissons non alcoolisées (Lazim et al., 2009).
Certains hydrolysats de protéine de la cas€ine, des protéines du lactosérum et de soja sont
majoritairement utilisés dans les formulations d’aliments hypoallergéniques des enfants
(Elibol et Moreira, 2005). Par ailleurs, certaines protéases interviennent dans 1’attendrissage
de la viande de beeuf. Une élastase alcaline et une protéase alcaline thermostable ont montré
leurs efficacités a attendrir la viande puisqu’elles possédent la capacité d’hydrolyser les tissus
connectifs ainsi que les fibres protéiques des muscles. (Godfrey et al., 1985 ; Takagi et al.,
1992).
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<> Préparation du fromage

L'industrie fromagere utilise une importante quantité de protéases acides dans la production
du fromage (Fogarthy et Kelly, 1990 ; Rao et al., 1998). La majorité des protéases utilisées
sont produites par Mucor sp., Bacillus subtilis et Endothica parasitica. De nombreuses
enzymes sont utilisées dans le procédé de la coagulation des protéines du lait telles que la
présure de veau, enzyme provenant du systéme digestif des jeunes veaux. A cet effet, cette
enzyme est remplacée par des protéases microbiennes (Lamontagne, 2004).

<> Boulangerie

La farine de blé largement utilisée en boulangerie, contient de protéine insoluble dans I'eau et
du gluten, responsable des propriétés de la pate. Les protéases d’Aspergillus oryzae sont
utilisées pour I'hydrolyse du gluten (Rao et al., 1998).

<> Produits a base de soja

Des protéases neutres et alcalines sont utilisées largement dans la préparation de la sauce soja
et d'autres produits alimentaires. Les modifications des protéines du soja en présence des
protéases ont permis l'augmentation de leurs propriétés fonctionnelles. A cet effet, le
traitement des protéines par la protéase alcaline, ajustée a une valeur de pH 8 a permis la mise
au point d'hydrolysats de protéines solubles avec des propriétés nutritives tres intéressantes
(Rao et al, 1998).

<> Synthese de I'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 golit sucré. Le
maintien de cette configuration est crucial et engendre des colts trés importants lors de
l'utilisation des méthodes de synthése chimiques. La synthése enzymatique de l'aspartame est
préconisée lors de la considération des protéases comme des enzymes hydrolytiques, capables
de catalyser parfois la réaction inverse en présence de certaines conditions précises (Rao et
al., 1998).

1.10.6. Traitement des déchets

Les protéases ont trouvé de nombreuses applications dans le domaine de la gestion des
déchets domestiques et des industries agro-alimentaires. Les protéines fibreuses de poils, de
cheveux, d’ongles ou encore de plume sont des déchets trés abondants dans la nature, qui
peuvent étre transformées en biomasse et en acides aminés par l'utilisation de certaines

protéases d'origine microbienne (Anwar et Saleemuddin, 1998).
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1.10.7 Industrie chimique

Les enzymes sont des biocatalyseurs qui interviennent dans des réactions de la synthése
chimique a travers la dégradation des matieres organiques. Cependant, une conséquence
majeure de cette approche est que ’activité enzymatique est réduite dans des conditions de
déshydratation assez poussée. Des travaux antérieurs réalisés par (Chen et al, 1991;
Nagashima et al., 1992; Gololobov et al, 1994) ont rapporté sur l'utilisation des protéases
dans la synthese des peptides dans des milieux de culture organique. Par ailleurs, Wilson et
ces collaborateurs (1994) ont rapporté sur la synthése des peptides en présence des enzymes

immobilisées sur des supports insolubles.
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2. Ingénierie des protéases bactériennes

2.1. Les genres Bacillus et Lysinibacillus

2.1.1. Caractéristiques générale

Bacillus et Lysinibacillus appartenant a la famille des Bacillaceae (Bradley et Galil, 1977)
sont de grands bacilles en forme de batonnets, gram positif, groupés en chainettes, aérobie a
anaérobie facultatifs, sporulés et ubiquitaires (Claus et Berkeley, 1986) (Figure 8). Le genre
Bacillus se distingue des autres représentants de la famille par de nombreux caracteres tels
que leur hétérogénéité sur le plan génétique et phénotypique notamment au niveau de leur
distribution dans la nature et leur métabolisme (Gordon et al, 1973 ; Claus et Berkeley,
1986). En outre, les espéces de ce genre présentent plusieurs intéréts d'ordre médical,
agronomique, pharmaceutique et industriel (Gordon et al, 1973; Hara et Veda, 1982; Carr,
1983; Parry et al, 1983). Par ailleurs, Lysinibacillus est un autre genre appartenant a la
famille des Bacillaceae, connu initialement sous le nom de Bacillus (Albert et al., 2007 ; Lee
et al., 2010). Cette classification taxonomique est réattribuée en raison de leur caractéristiques
distinctives telles que leur physiologie, leur phylogénie et la composition de leur

peptidoglycane (Ahmed et al., 2007).

Figure 8: Caractéristiques morphologiques des Bacillus (A : cellules végétatives, B :
spores) (Claus et Berkeley, 1986).

2.1.2. Taxonomie et classification

2.1.2.1. Taxonomie phénotypique

Les Bacillaceaes sont classés par l'utilisation des approches phénotypiques telles que les

caracteres morphologiques, physiologiques, biochimiques et nutritionnels (Snith et al., 1952;

Gordon et al., 1973; Logan et Berkeley 1984; Berkeley et al., 1984; Stackebrandt et al.,
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1987). Cependant, la classification la plus utilisée est basée sur la forme des spores qui
permet de distinguer 3 groupes (Fritze, 2004) :

e Bacilles a spore ovale non déformante.

e Bacilles a spore ovale déformante.

e Bacilles a spore ronde déformante.

2.1.2.2. Taxonomie génotypique

Des approches moléculaires basées sur la composition dADN (Fahmy et al, 1985), la
séquence du gene 16S (Crosby et Criddle, 2003) et I'hybridation ADN-ADN (Priest et al.,
1981) sont mises en évidence.

La classification des Bacillaceaes est basée essentiellement sur deux critéres, la croissance
dans des conditions d'aérobiose et la formation d’endospore. Dans 1’édition de Bergey (1986),
le genre Bacillus comporte 34 especes (Tableau 5), distingués par leur morphologie, leur type
respiratoire et la présence de l'enzyme de catalase. Ce genre apparait extrémement hétérogene
sur le plan génétique avec un pourcentage GC de 32-69% que phénotypique (Ochi, 1994 ;
Kenneth et Ph, 2008).
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Tableau 5: Origines des isolats d’especes de Bacillus(Ochi 1994).

Especes

Habitat et origines d’isolement

. subtilis

Sol et eau

. acidocaldarius

Eau acide, thermique et sol

. alcalophilus Sol alcalin

alvei Sol, les larves d’abeilles malades
. amylolyticus Sol

anthracis Animaux malades
. azotoformans Sol

badius

Matiéres fécales, aliments , sources marines

brevis

Sol, aliments

cereus

Sol, aliments

. circulans

Sol

w|w|w| ] 5| mlx| mlxlxv]| v]lx|x|=|=|=] ©|x]|x]|=]|=]| s|x]z]=

. coagulans Aliments acides
. fastidiosus Sols, litiéres de volaille
firmus Sol, marais salants
. globisporus Sol, eau
. insolitus Sol
larvae Larves d’abeilles malades
. laterosporus Sol, eau
lautus Sol et matiére fécales
. lentimorbus Larves d’abeilles malades
. licheniformis Sol
macerans Matieres végétale et aliments
. macquariensis Sol subantarctique
. marinus Sédiments marins
. megaterium Sol
B. mycoides Sol
B. pabuli Soil Sol, fourrages
B. pantothenicus Sol

B. pasteurii

Sol, eau, eaux usées

B. popilliae

Coléopteres scarabid malades

B. psychrophilus

Sol, eau

B. pumilus

Sol

B. schlegelii

Sédiments des lacs

B. sphaericus

Sédiments des eaux, sol, les aliments

B. stearothermophilus

Sol, sources d’eaux chaudes, aliments

B.thermoglucosidasius

Sol

B.thuringiensis

Sol, aliments

B.validus

Sol
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2.1.3. Croissance et métabolisme

Les molécules organiques et les glucides sont utilisés comme source d'énergie et de carbone
dans la culture de Bacillus (Deutscher et al., 2002). De plus, des composé€s organiques d'une
grande variété sont utilisés comme source d'azote et assimilés par les souches de Bacillaceaes
sous forme de NHa*. Bacillus manifeste une croissance optimale dans des conditions aérobies
sur un milieu de culture usuel. Cependant, certaines souches de ce genre peuvent croitre en
anaérobiose, grace a leur capacité de fermentation des sucres et la respiration anaérobie par
l'utilisation du nitrate comme accepteur final d'électron (Fisher et Débarbouillé, 2002).

Par ailleurs, ce genre peut pousser sur une large gamme de température de 20-60°C. A
l'opposé, les températures optimales de la production des protéases varient entre 30-60°C
selon les souches mises en cause (Gupta et al, 2002a).

Le pH optimal de croissance est situ¢ entre 7,0 et 7,65. D’autre part, les fermentations sont
effectuées en mode discontinu sur un milieu de culture non régénéré (Atlas et Bartha, 1998;
Meunier, 1999) et représentées graphiquement par quatre phases bien distinctes (Figure 9)

(Prescott et al., 1995).

Phase stationnaire

Phase

exponentielle Phase de

mortalité

Phase de
latence

Nb. de cellules viables

Temps (h)

Figure 9: Courbe de croissance microbienne en mode discontinu (Prescott et al,

1995).

2.1.4. Production de la protéase

La production de la protéase est initiée durant la phase stationnaire chez les différentes
especes des Bacillaceaes, elle est grandement influencée par les conditions de culture. Cette
production est inhibée en présence de certaines sources de carbone ou d'azote et stimulée en

conditions limitantes (Secades et Guijarro, 1999). Par ailleurs, de nombreux facteurs

24



Chapitre I1 Synthése bibliographique

physiques tels que le pH, la température, I’aération et le volume d'inoculum peuvent interagir
(Hameed et al.,1999). La synthese des protéases est intimement reliée a la sporulation chez la
totalité des espéces de Bacillaceas (Zouari et Jaoua, 1999). En effet, la protéolyse effectuée
permet la fourniture des acides aminés nécessaires a la synthese des protéines impliquées dans
la formation des spores (Doi, 1972; Reddy et al., 1998).

De plus, les protéases produites par les especes de Bacillaceaes ont fait I'objet de plusieurs
travaux de recherches, puisque de nombreuses études ont démontré leur capacité a hydrolyser
les cristaux protéiques (Chestukhina et al., 1980; Andrews et al.,1985; Bibilos et Andrews,
1988; Carroll et al., 1993, Donovan et al., 1997; Meenakshisundareseh et Gujar, 1998).
2.2. Le genre Pseudomonas

2.2.1. Caractéristiques générale

La famille des Pseudomonadaceaes représente un large groupe bactérien de la sous-classe des
v protéobactéries, avec plus d'une centaine d'espéces ubiquitaires (Hansen, 1991 ; Bossis et
al., 2000 ; Palleroni, 2008). Le genre type de ce groupe est pseudomonas et les especes
regroupées sont principalement des microorganismes saprophytes, telluriques et aquatiques.
Toutefois, leur isolement est effectuée a partir des végétaux, des selles, des secrétions et de la
surface de la peau. Certaines espéces de Pseudomonas sont responsables des altérations des
denrées alimentaires réfrigérées en produisant des enzymes (protéases et lipases) et le
dégagement des odeurs indésirables (Alquati et al., 2002).

En milieu hospitalier, les Pseudomonas sont rencontrées dans I'environnement immédiat des
patients (éviers, robinets et équipement sanitaire) (Tryfinopoulou et al., 2002). Certaines
especes sont pathogenes de I'homme, les animaux et les plantes (Akkermans et al., 1996 ;
Nishimori et al., 2000 ; Munsch et Alatossava, 2002). Cependant, d'autres sont utiles et
stimulent la croissance des plantes (Bouchez et al., 1995 ; Johnsen et al., 1996 ; Andersen

et al., 2000 ; Pandey et al, 2002 ; Kesseru et al., 2003)(Figure 10).
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B Protéobactéries

¥ Protéobactéries

=" Photobacterium, Vibrio

Enterobacteriacae

- Rhizomonas, Sphingomonas
Brevundimonas, Caulobacter
Methylobacterium

Afipia, Bradyrhizobium, Nitrobacter.
Rhodopseudomonas

Agrobacterium, Bartoneila,
Brucella, Phyiobacterium

R

£ Protéobactéries

& Protéobactéries

. Protéobactéries

Figure 10 : Relations phylogénétiques entre les différents groupes des
protéobactéries contenant les genres bactériens actuellement ou
anciennement (en gras) associés aux Pseudomonas (Bossis et al., 2000).
2.2.2. Classification et taxonomie
2.2.2.1. Etapes de la classification
Stanier et ces collaborateurs (1960) ont rapporté sur les caractéristiques nutritionnelles de
267 isolats du genre, basé essentiellement sur [’utilisation de 146 composés organiques, en
plus d’autres tests déterminants. Par ailleurs, la découverte du caractere de renaturation de
I’ADN, a permis de confirmer la classification phénotypique des Pseudomonas, lors des
essais d’hybridation ADN/ADN (Colwell et Mandel, 1964; Colwell et al., 1965; Johnson et
Ordal, 1968 ; Palleroni, 2008).
Le plus grand succes de la classification des Pseudomonas, selon les caracteres génotypiques
est atteint par Palleroni et ses collaborateurs en 1973, qui ont classifié ce groupe en cinq
sous-groupes d’ ARNr, sur la base d’homologies ARN/ADN.
Toutefois, ces sous classes d’ARNr sont phylogénétiquement trop éloignés, et finalement
seules les bactéries appartenant au groupe ARNr I sont retenues dans le genre Pseudomonas
(Peix et al., 2009).
Dans [I’édition de Bergey (1974), ces bactéries appartiennent a la famille des
Pseudomonadaceaes. Leur classification est basée sur des caractéristiques phénotypiques,
avec l'ajout de la composition en G-C comme caractéristique génétique.
La révision taxonomique détaillée du genre Pseudomonas est basée sur le séquencage du gene

codant I’ARNr 16S (Anzai et al., 2000). En analysant les séquences de 128 especes de
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Pseudomonas, ils ont conclu que 57 seulement appartiennent aux groupe des Pseudomonas
sensu stricto; la comparaison de 1073 nucléotides les a subdivisé en 7 classes :

-Le groupe des P. syringae.

-Le groupe des P. chlororaphis.

-Le groupe des P. fluorescens.

-Le groupe des P. putida.

-Le groupe des P. stutzeri.

-Le groupe des P. aeruginosa.

-Et le groupe des P. pertucinogena.

2.2.2.2. Classification contemporaine

> Caractéristiques phénotypiques

Cette approche est basée sur la forme cellulaire, le type de flagelle, les sources de carbones
utilisées, la capacité de croissance dans des conditions de culture variables, la synthese d’exo-
enzymes et la production d’antibiotiques (Palleroni, 2005).

> Etudes chémo-taxonomiques

La présence de certains lipides polaires telles que le phosphatidyl-glycerol, diphosphatidyl-
glycerol et la phosphatidyl-éthanolamine (Camara et al., 2007), les ARN stable (5S rRNA et
tRNA) de faible poids moléculaire (Hofle, 1988, 1990).et les systemes quinones sont utilisées
dans la reclassification des Pseudomonas (Kampfer et al., 2008 ; Peix et al., 2009).

> Caractérisations génétiques

Les genes ribosomaux sont présents chez tous les organismes et possedent la méme fonction
vitale. Ces caractéristiques font des ribosomes d’excellents candidats d’études pour les
taxonomistes (Meyer et al., 2002, 2007). Parmi tous les ARN ribosomaux seul le géne
ARNTr16S remplis ces deux caractéristiques, le gene ARNr 23S est extrémement conservé
alors que le géne ARNr 58S est trop petit (Peix et al., 2009). Pour cette raison I’ARNr 16S est
devenu la molécule clé dans la classification des procaryotes, incluant les Pseudomonas
(Anzai et al., 2000; Palleroni, 2005).

2.2.3. Croissance et métabolisme

Le genre Pseudomonas est caractérisé par un métabolisme oxydatif et non fermentatif,
utilisant I’oxygéne comme accepteur final d'¢lectrons (Lelliot et al, 1966 ; Holloway, 1992).
Cependant, d'autres souches utilisent pour leur croissance les nitrates comme accepteur final
d'¢lectrons (dénitrification).Ces bactéries sont catalase positive, mésophile et chimio-
organotrophe (Bossis et al, 2000 ; Ramalho et al, 2002). Par ailleurs, d’autres souches sont

chimio-organotrophes facultatives et utilisent I’hydrogéne comme source d’énergie (Mavrodi
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et al., 2001 ; Euzeby, 2008). Leur température optimale de croissance est située entre 4-42°C,
cette dernicre est caractéristique de 1’espéce P. aeruginosa. Les Pseudomonas ont la faculté
de dégrader les composés organiques complexes, tels que les protéines et les polysaccharides
(I’amidon et la cellulose)(Palleroni, 1984 ;Visca et al, 2007).

2.2.4. Production de la protéase

P. aeruginosa produit deux types de protéases : les métalloprotéases et les sérineprotéases
avec une régulation par le quorum-sensing ( Toder et al, 1991; Gambello et Iglewski, 1991;
Gambello et al., 1993).

2.2.4.1. Les métalloprotéases

2.2.4.1.1. L’¢élastase Las B (Pseudolysine)

L'¢lastase Las B est une métalloprotéase d'un poids moléculaire de 33 kDa, codée par le géne
lasB et secrétée par le systetme de sécrétion de type Il (Morihara et al, 1965 ;Bever et
Iglewski, 1988; Kessler et Safrin, 1988 ; De Bentzmann et al, 2000 ; Beaufort et al,
2004). L'activité de cette protéase est fortement lie a la présence du zinc et intervient dans la
pathogénie de P.aeruginosa (Azghani et al,1993; Azghani, 1996; Kon et al, 1999 ;
Azghani et al., 2000; Alcorn et al., 2004; Dulon et al., 2005).

2.2.4.1.2. L’¢élastase Las A (Staphylolysine)

L’¢lastase Las A est une protéase de 20 kDa, codée par le gene lasA et secrétée par le systeme
desécrétion de type II, elle agit en synergie avec |’¢lastase Las B pour la dégradation de
I’¢lastine (Olson et Ohman, 1992 ;Kessler et al., 1997). Cette protéase représente un facteur
de virulence important qui a la capacité¢ de moduler les défenses de 1’hote (Estrellas et al.,
2000; Park etal., 2001).

2.2.4.1.3. La protéase alcaline (Aeruginolysine)

La protéase alcaline est une métalloprotéase a zinc d'un poids moléculaire de 56 kDa, codée
par le géneaprA, et représente la seule protéase secrétée par le systeme de sécrétion de type 1.
Elle lyse la fibrine et inhibe sa formation (Okuda et al, 1990 ; Guzzo et al., 1991 ; Leidal et
al., 2003; Kipnis et al., 2004 ).

2.2.4.2. Les sérine-protéases

2.2.4.2.1. La protéase IV (Arginyl peptidase)

La protéase IV est une protéase d'un poids moléculaire de 26 kDa, codée par le géne prpL,
dégrade les protéines A, D et B du surfactant, le fibrinogene, la plasmine, le plasminogéne,
I’épithélium cornéen, les IgG, le complément et contribue aussi au pouvoir pathogéne de la

bactérie (O'Callaghan et al, 1996 ; Engel et al, 1997; Engel et al, 1998a ; Engel et al,
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1998b;Wilderman et al, 2001; Traidej et al., 2003 ; Matsumoto et al, 2004 ; Malloy et
al.,2005).

2.24.2.2. LasD

La protéase Las D est une protéase d'un poids moléculaire de 23 kDa, intervient dans la lyse
de Staphylococcus aureus et favorise la prédominance de P. aeruginosa au niveau du poumon
(Park et Galloway, 1995 ; Braun et al, 1998; Park et Galloway, 1998 ; Folders et al.,
2000).

2.3. Les bactéries lactiques

2.3.1. Caractéristiques générale

Les bactéries lactiques sont des microorganismes a Gram positif qui regroupent 12 genres
dont :Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus.
C’est un groupeavec des formes en batonnets ou en coques, immobiles et non sporulant

(Salminen et al, 2004)(Figures 11 et 12).

Figure 11 : Observation au microscopique électronique a transmission (M.E.T.)
(x10000) de Lactobacillus Rosell-11(http://www.institut-rosell-
lallemand.com/uploads/images/souches/lactobacillus-R52 big.jpg).

Figurel2: Observation au microscopique ¢€lectronique a transmission (M.E.T.)
(x10000) d'Enterococcus (http://www.oocities.com/cheezyfr/
photos/Enterococcus.jpg).

Les bactéries lactiques sont souvent rencontrées dans différentes niches écologiques telles que

le lait et les produits laitiers, les végétaux, la viande, le poisson, les muqueuses humaines et

animales et le tractus digestif, ce qui explique I'hétérogénéité de leur température de
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croissance (Tableau6). La taille de leur génome est comprise entre 1,8-3,3 Mpb, avec un
pourcentage GC compris entre 30 et 60% (Stiles et Holzapfel, 1997). Les bactéries lactiques
sont caractérisées par leur capacité¢ de fermentation des sucres tels que le glucose, fructose,
mannose, galactose, saccharose et lactose en acide lactique, 1'absence de production d’une
pseudocatalase et le métabolisme anaérobie strict ou aérotolérant (Kandler et Weiss, 1986 ;
Hardie, 1986).

2.3.2. Taxonomie et classification

2.3.2.1. Origine des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont rencontrées dans des sédiments datant de 2,75 milliard d’années,
avant ’apparition d’oxygene dans l’atmosphére, ce qui explique leur caractére anaérobie
(Quiberoni et al., 2001). De méme, des études antérieurs sur la phylogénie bactérienne ont
rapporté sur leur apparition avant les cyanobactéries (Quiberoni et al., 2001).

2.3.2.2. Diversité des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont regroupé de nombreux genres bactériens tels que Bifidobacterium,
Carnobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella ( Tableau 6). De plus, 1’utilisation
des séquences des genes codant les ARN 16S et 23S a conduit a I’identification de nouveaux
genres bactériens, tels que Carnobacteria, Enterococcus, Tetragenococcus et Vagococcus
(Vandamme et al., 1996).

2.3.2.3. Taxonomie des bactéries lactiques

De nombreuses classifications des bactéries lactiques sont proposées telles que l'utilisation de
la composition de la paroi cellulaire (Gilarova et al., 1994 ; de Ambrosini et al, 1996), et
les différents types de fermentation du glucose, cette derniére a permis de distinguer 3
groupes de bactéries lactiques (McLeod et al, 2008). Groupe 1 des bactéries
homofermentaires comporte majoritairement des Lactobacillus. Le groupe 11 des bactéries
hétérofermentaires telles que les Leuconostoc, les Oenococcus, les Weissella et quelques
especes appartenant au genre Lactobacillus. Et le groupe III rassemble quelques especes
appartenant au genre Lactobacillus et la majorit¢ des especes du genre Enterococcus,
Lactococcus et Streptococcus (McLeod et al., 2008). Les études d’hybridation ADN/ADN et
des séquences d’ARN ribosomaux sont devenues des éléments essentiels permettant
I’identification et la classification taxonomique des bactéries lactiques (Stanckbrandt et
Teuber, 1988 ; Woese et al., 1990 ; Mikeli et al.,1992 ; Vandamme et al., 1996 ;).

Selon la derniere édition de Bergey (2009), les bactéries lactiques sont classées dans le

Phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilli et 1’Ordre des Lactobacillales, renfermant
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genres, seulement douze sont importants d’un point de vue biotechnologique (Guiraud, 2003

; Axelsson, 2004).

Tableau 6 : Les différents genres de bactéries lactiques et leurs principales

caractéristiques (Federighi , 2005).

Genre Morphologies | Fermentation Caractéristiques HabitatsPrincipaux
principles
Lactobacillus Bacille Homofermentaire | Thermophilus ou Homme, Produits
OuHétéroferment | mésophiles laitiers, carnés,végétaux
aire
Carnobacterium Bacille Hétérofermentaire | Psychotropes,peu Produits carnés,poissons,
acidotolérants produitslaitiers
Lactococcus Coque Homofermentaire | Mésophiles,croissance | Produit laitiers,
a Végétaux
10°C et non a45°C
Streptococcus Coque Homofermentaire | Thermophiles Produit laitiers
Enterococcus Coque Homofermentaire | Mésophiles,croissance | Intestin del’homme et des
a45°Cthermorésistance | animaux, produitslaitiers
Pediococcus Coque en Homofermentaire | Mésophiles, Bicére, produitsvégétaux,
tétrade halotolérants Saucissons
Tetragenococcus | Coque en Homofermentaire | Mésophiles,halophiles | Saumures
tétrade
Leuconostoc Coque Hétérofermentaire | Mésophiles Produits
végétaux,produits laitiers
Oenococcus Coque Hétérofermentaire | Mésophiles Vin
Bifidobacterium Forme Acide acétique et | Mésophiles Intestin del”’homme et des
irréguliére Lactique Animaux
Vagococcus Coque mobile | Homofermentaire | Mésophiles Intestin del”’homme et des
animaux, produitslaitiers

2.3.3. Croissance et métabolisme

Les bactéries lactiques sont cultivées essentiellement sur des milieux riches en nutriments et
pauvres en oxygene, elles sont capables de survivre dans des milieux de culture trés acides en
raison de la production d’acide lactique (Pirotta et al., 2004 ; Hammes et Hertel, 2006 ;
Falagas et al, 2006; Bjorkroth et Holzapfel, 2006 ; Ruiz et al, 2009).Ces bactéries
utilisent la fermentation lactique pour la dégradation des glucides et la production de 1’énergie
sous forme d’ATP. Il existe deux voies principales de fermentation lactique.
L’homofermentation qui regroupe la voie de la glycolyse et I’hétérofermentation,
communément appelée voie des pentoses phosphate (Kandler, 1983). Toutefois, il existe
d’autres types de fermentations telles que la fermentation malolactique, moins connue,

utilisée principalement dans la désacidification du vin. Cette fermentation commence apres la
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fermentation alcoolique et consiste en la conversion de I’acide malique en acide lactique avec
dégagement de CO, (Zaunmiiller et al.,2006).

2.3.4. Production de la protéase

Les bactéries lactiques possédent des protéases localisées a 1’extérieur de la membrane
plasmique, liées a la paroi et capables d’hydrolyser la caséine. Cette activité protéolytique est
favorisée par les ions calcium et les pH acides. De plus, les bactéries lactiques ont une activité
protéolytique marquée et produisent des composés azotés de faible poids moléculaire a partir
des protéines complexes. De nombreuses protéases intracellulaires sont caractérisées telles
que les métallo-protéases chez Lactococcus et Enterococcus (Hols et al., 2005; Atlan et al.,
2008; Salminen et al.,, 2012).

L’activité protéolytique des bactéries lactiques est un facteur influengant leur développement
dans le lait et la production d’acide. Par ailleurs, il est également important de considérer
I’impact de ces protéases sur les propriétés des produits laitiers fermentés pour améliorer la
qualité des fromages et maintenir les caractéristiques organoleptiques favorables (Corrieu et
luquet ,2008 ; Maldonado et al., 2011).

2.4. Le genre Enterobacter

2.4.1. Caractéristiques générale

Les especes du genre Enterobacter sont des bacilles droits a Gram négatif, de 0.6-1.0 pm de
diametre sur 1.2-3.0 um de longueur, présentées de maniere isolées, groupées ou en courtes
chainettes, mobiles par des flagelles péritriches (généralement de 4-6) et asporogénes
(Grimont et Grimont , 2002; Lehner, 2011).

Leur culture est établit sur des milieux classiques utilisés pour I’isolement des entérobactéries,
ils se développent en aéroanaérobiose a des températures mésophiles (de 30-37°C) et forment
apres 18-24 heures des colonies rondes, de 2-3 mm de diametre, 1égerement irisées ou mates,
séches ou mucoides avec des contours irréguliers (Lehner, 2011).

Les Enterobacter présentent les mémes caractéres biochimiques des entérobactéries, telles
que la fermentation du glucose, la production d'acide et de gaz, réaction négative au rouge
méthyl, oxydase négatives, catalase positives et Voges-Proskauer positive.

Les especes de ce genre sont rencontrées dans les environnements naturels tels que le sol,
l'eau, la végétation et une vaste gamme de produits alimentaires (Lehner, 2011).

En milieux hospitaliers les especes d’Enterobacter sont isolées comme des polluants
communs de diverses surfaces inertes, des équipements de préparation et du matériel

médicochirurgical (Grimont et Grimont, 2006; Lehner, 2011).

32



Chapitre I1 Synthése bibliographique

2.4.2. Taxonomie et classification

Selon le manuel de Bergy, le genre Enterobacter proposé¢ par Hormaeche et Edward en
(1960) appartient a la famille des Enterobacteriaceae, I’ordre Enterobacteriale, la classe des
Gamma Proteobacteria, phylum Proteobacteria, et domaine des Bacteria (Grimont et
Grimont, 2002 ; Grimont et Grimont, 2006). En effet, la classification des espéces dans le
genre Enterobacter a fait 1’objet de différents ajustements car de nombreuses études ont
rapporté sur de nouvelles espéces pendant la derniére décennie (Kampfer et al, 2005 ;
Lehner, 2011 ; Gu et al., 2014 ;Duan et al, 2015).

Tableau 7: Les différents genres appartenant aux Enterobacteriaceae

(Leclerc et al., 2001 ; Delarras, 2003 ; Joly etReynaud, 2003)

Genres traditionnels Genres rares ou récemment décrits
Escherichia, Shigella, Cedecea, Ewingella, Pantoea, Rahnella,
Salmonella, Budvicia, Buttiauxella, Kluyvera, Leclercia,
Citrobacter, Klebsiella, Tatumella, Moellerella, Trabulsiella,
Enterobacter, Serratia, Yokenella, Edwardsiella, Leminorella, Pragia,
Hafnia, Photorhabdus, Xenorhabdus, Obesumbacterium,
Proteus, Providencia, Arsenophorus, Groupes entériques

Yersinia,

Erwinia, Morganella

2.4.3. Croissance et métabolisme

Les especes du genre Enterobacter sont des germes mésophiles et neutrophiles avec une
croissance optimale a des pH au voisinage de 5,5-8, assez tolérantes aux variations de la
pression osmotique et poussent facilement sur des milieux de culture ordinaires pendant 18
heures. L'exigence nutritionnelle est d'une manicre générale trés réduite et la plupart des
Enterobacter se multiplient en milieu synthétique avec une source de carbone simple comme
le glucose (Pilet et al., 1979 ; Carbonnelle et al, 1987).

2.4.3.1. Catabolisme des protéines

Enterobacter assimile et dégrade les acides aminés selon deux voies métaboliques: La

désamination et la décarboxylation (Pilet et al., 1979 ; Carbonnelle et al., 1987).
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> La désamination
La désamination contribue a l'¢élimination du groupement aminé par des désaminases
bactériennes qui agissent sur les acides aminés et entrainent la formation des acides

cétoniques correspondants, selon la réaction suivante :

R — CH-COOH ——» R — CH —COOH + NHj;

NH, Désaminases Acide cétonique

Acide amine

> La décarboxylation

Elle est réalisée par des décarboxylases bactériennes qui libérent le groupement carboxyle et

forme 1’amine correspondante suivant cette réaction :

R — CH - COOH ;R _CHz _NH2+C02

ﬂ

NH2 Décarboxylase Amine

Acide amine
La recherche des décarboxylases de 1’ornithine, de la lysine, et de [’arginine forment trois
tests biochimiques utiles dans le diagnostic différenti¢ des Enterobacter (Lavigne et al.,
2013).
X L’ornithine décarboxylase (ODC) est une enzyme qui libere le groupement carboxyle
de I’acide aminé ornithine et donne production de la putriscine qui alcalinise le milieu de
culture.
<> La lysine décarboxylase (LDC) est une enzyme qui libere le groupement carboxyle de
I’acide aminé lysine et donne production de la cadavérine qui alcalinise le milieu de culture.
<> L’arginine dihydrolase (ADH) est une enzyme qui dégrade [’arginine en libérant de
I’ammoniac et des amines qui alcalinisent le milieu de culture.
2.4.4. Production de la protéase
Les serinesprotéases autotransporteurs (SPATE) forment une grande famille de protéases
sécrétées par les Enterobacteriaceaes notamment, Escherichia coli, Shigella et Enterobacter
(Nathalie, 2010). Ces SPATE ont présenté deux activités protéolytiques distinctes (Nathalie,
2010). Le site catalytique C-terminal déclenche un clivage intramoléculaire qui libére la partie
N-terminale de ces protéines dans le milieu extracellulaire. Ensuite, les domaines N-

terminaux sécrétés des SPATE sont des protéases, dont chacun contient un site catalytique de
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sérine protéase canonique. Certaines de ces protéases sécrétées sont des toxines, provoquant

divers effets sur les cellules de mammiferes (Otto et al., 2002).
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1. Objectifs de recherche

L'objectif de ce présent travail est l'isolement d'une large gamme de bactéries a partir des sols
riches en protéines, situés dans la région de I’Ouest Algériens, la caractérisation et la sélection
de bactéries productrices de la protéase.

Les points principaux tracés pour la réalisation de ce travail sont :

L’isolement et le screening d’une large gamme de bactéries productrices de la protéase on
utilisant les sols riches en protéines comme substrat de fermentation.

La sélection des souches protéolytiques par la mesure des diametres des zones d’hydrolyses
formées sur un milieu de culture solide.

La caractérisation phénotypique des souches hyper-productrices.

L’optimisation de quelques parametres impliqués dans la production de la protéase.
L’identification des souches sélectionnées productrices de la protéase par I’amplification et le
séquengage des fragments ADN de la région ARN 16S.

2. Constitution d'une collection de souches

2.1. Origine des échantillons

Dix échantillons de sols riches en protéines, sont prélevés a partir de différents sites de la
région de 1’Ouest Algériens (Chlef). A cet effet, les prélévements sont effectués a partir d’un
ensemble de localité, caractérisées par leur richesse en déchets protéiques (Tableau 8), afin
de pouvoir augmenter la possibilité d’isoler des bactéries productrice de la protéase.

Tableau 8: Présentation des différents sites de prélévement et leur codification.

Origine de prélevement Codification Poids prélevé
Laiterie de Rahmoune de Chlef Y 100g
Laiterie d’Eldjamousse de Chlef H, 100g
Laiterie Abdeli de Boukader AH, 100g
Centre de collecte de Giplait (ARIB) de Chlef T 100g
Station d’épuration deseaux usées d’Oued Fodda | Xg 100g
Station d’épuration deseaux usées de Ténés EsS 100g
Oued Chlef NB(op) 100g
Société Sendjasni pour I’alimentation du bétail LV 100g
SARL de Chlef

Abattoir d’Echettia TB(op) 100g
Abattoir d’Oued fodda P(op) 100g
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Figure 13 : Présentation du site de prélevement(Y) effectué a partir des sols riches en

protéines de la laiterie de Rahmoune.

Figure 14: Présentation du site de prélevement (NB) effectué a partir des sols riches

en protéines de I’oued de Chlef.

Figure 15 : Présentation du site de prélevement (Xg) effectué a partir des boues

d’épuration de la STEPE d'Oued Fodda.
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Figure 16 : Présentation du site de prélévement (EsS) effectué a partir des sols riches

en protéines de la STEPE de Téneés.
2.2. Prélévement
Les échantillons sont prélevés dans des conditions d’asepsie. En utilisant une spatule stérile,
les cinqg premiers centimétres de la couche superficielle du sol, caractérisés par une
dégradation remarquable des déchets protéiques sont €liminés et une pesée de 100 g de sol est
effectuée a une profondeur de (5-15 cm) dans des sachets stériles avec étiquetage, et
transportés directement au laboratoire (Cheesbough, 2001).
3. Stratégie d’isolement
3.1. Screening primaire
Dans le but d’isoler les bactéries productrices de la protéase, une quantité¢ d’environ 1 g de
chaque échantillon est prélevée aseptiquement a I’aide d’une spatule et introduite dans 9 ml
d’eau physiologique, ensuite des dilutions décimales sont préparées a partir de cette solution
meére (de 10 "' a 10 ~°) (Todorov et Dicks, 2009). Afin de s’orienter vers les germes ayant la
faculté de sporuler une sélection par thermisation de I’ensemble des suspensions a précédé
I’étape de 1’ensemencement, les tubes a essai sont d’abord soumis a un choc thermique dans
un bain marie a une température de 80°C pendant 10 min (Lynn et al., 1999). L’isolement
sélectif des souches protéolytiques est réalis¢ par étalement de 0,2 ml de chaque dilution
(avant et apres thermisation) sur un milieu de culture gélosé¢ ou TGEA a 1% de lait écrémé
(Annexe A). Les boites inoculées sont ensuite incubées a une température de 30°C pendant
24-48 heures. Une lecture positive de la production des protéases est manifestée par
I’apparition d’une zone de dégradation autour de la colonie, observée a 1’aide d’un binoculaire

(Facklam et al., 1989).
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3.2. Purification des souches protéolytiques

Les colonies productrices de la protéase sont repiquées sur gélose nutritive additionnée au lait
écrémé stérile, incubées a une température de 30°C pendant 24 heures. L'ensemencement des
boites est réalis€ en surface par la méthode des cadrant (stries serrées) pour la mise en
¢vidence de 1'aspect des colonies et I'élimination de toute éventuelle contamination (Yilmaz et
al., 2005). Des repiquages successifs 3 a 4 fois sont effectués afin d’obtenir des colonies
pures.

3.3. Identification phénotypique des souches (screening primaire)

L’identification préliminaire du genre est basée essentiellement sur I'étude des caractéristiques
morphologiques, la coloration de Gram, la réaction a la catalase, le test d’oxydase, la
présence ou ’absence des spores, le type respiratoire et la mobilité.

3.3.1. Critéres morphologiques

L'aspect macroscopique des colonies productrice de la protéase, isolées sur gélose nutritive,
est effectué par la détermination de la taille de colonie, pigmentation, contour, aspect, odeur,
opacité, consistance....(Marchal, 1987).

3.3.2. Coloration de Gram

La coloration de Gram et 'observation microscopique ont permis 1'étude morphologique des
cellules telle que (la taille, la forme, le mode de regroupement et le nombre de colonies par
champ microscopique) et la distinction entre deux grands groupes bactériens: les bactéries a
Gram négatives, colorées en rose et les Gram positives qui sont apparues violettes (Guiraud,
2003 ; Hariri et al., 2009).

3.3.3. Réaction a la catalase

La catalase est une enzyme qui dégrade 1’eau oxygénée en eau et en oxygene moléculaire
selon la réaction suivante :

2H,0, ————» 2H,0 + O,

Le test est révélé en déposant sur une lame en verre propre, une colonie bactérienne en
présence de H,O, a 10 volumes. Une réaction positive est traduite par 1’apparition de bulles,
suite au dégagement gazeux d’oxygene (Lévy et al., 1992).

3.3.4. Test d’oxydase

L’oxydase est recherchée sur papier filtre selon la technique de Kovacs (1956), lors de
'¢talement d'une colonie sur un disque imprégné de diméthyl-p-phényléne diamine

préalablement trempé dans de I’eau distillée stérile. Une réaction positive est interprétée par
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I’apparition d’une couleur rouge violacée au bout de 10 secondes (Holt et al., 1994 ; Bossis
et al., 2000).

3.3.5. Détermination du type respiratoire

La détermination du type respiratoire est effectuée sur la gélose viande foie semi-solide a
0,6% avec une valeur de pH de 7,6. Le milieu régénéré au bain-marie, refroidi a une
température de 45°C, coulé dans des tubes a essai stériles est inoculé a I’aide d’une pipette
boutonnée et incubé a une température de 30°C pendant 24 heures (Prescott, 2002) (Figure

17).

R O )

w} Micro-aérophile

Culture en surface { m
.

Aérobie faculmif{ Anaérobic aéro-tolérant {

Anaérobie strict

-

Aérobie strict

Figure 17: Détermination du type respiratoire (Prescott, 2002).
3.3.6. Mobilité
La mobilité des bactéries est mise en évidence par observation microscopique a I’état frais
d’une culture en phase de croissance dans une goutte d’eau distillée stérile entre lame et
lamelle, et confirmé par repiquage de la colonie sur milieu de culture spécifique: mannitol-
mobilité (Claus et Barkely, 1986).
3.4. Conservation des souches isolées
Conservation a courte durée
La conservation a courte durée des souches pures, productrices de la protéase est procédée sur
gélose inclinée, incubée a une température de 30°C pendant 24 heures. Les cultures sont
ensuite maintenues a 4°C et repiquées toutes les 4 semaines (Badis et al., 2005).
Conservation a longue durée
La conservation des souches isolées, productrices de la protéase a longue durée est effectuée
sur bouillon BHIB glycérolé¢ a 30%, inoculé a partir des pré-cultures jeunes agées de 18

heures préalablement purifiées et incubées a une température de 30°C pendant 24 heures.
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Les cultures sont ensuite conservées en suspension dense dans des Eppendorfs a (-20°C)
(Gallagher et Wiley, 2008).

3.5. Le screening secondaire des souches productrices de la protéase

Le criblage secondaire des souches isolées, productrices de la protéase est effectué¢ par mesure
des diametres de la zone d’hydrolyse formée autour des colonies sur un milieu de culture
solide et I'évaluation de l'activité enzymatique par la méthode d'hydrolyse de la caséine sur un
milieu de culture liquide (Kunitz 1947).

3.5.1. Mesure de la zone d’hydrolyse sur milieu de culture solide

L'é¢tude du pouvoir protéolytique moyen de trois essais de 1’ensemble des souches isolées,
sélectionnées productrices de la protéase est effectuée sur des cultures jeunes agées de 18
heures par la méthode de diffusion sur plaque (Thanh 1978). A cet effet, les milieux de
culture gélose nutritive et/ ou TGEA additionnées au lait écrémé sont ensemencées par strie
ou par spot.

L'activité protéolytique est évaluée apres 24-48 heures d’incubation a 30°C par la mesure du
diametre des zones d’hydrolyse formées autour de la colonie ensemencée (Facklam, 1989).
Les souches montrant des zones d'hydrolyse maximales sont sélectionnés pour la suite des
études.

D(Zone) — D(Colonie)
D (Zone)

L’activité protéolytique =

D : diamétre

3.5.2. Détermination de l'activité protéolytique sur milieu de culture liquide

L'activité protéolytique est estimée a partir de l'effet de la protéase sur la casé€ine par la
méthode de Kunitz (1947). Lors de I'hydrolyse de la cas€ine en présence de la protéase, une
quantité de tyrosine est libérée avec d'autres acides aminés. La quantité de tyrosine libérée est
déterminée par mesure de l'absorbance a une longueur d'onde de 275 nm a l'aide d'un
spectrophotomeétre.

3.5.2.1. Préparation de I’inoculum

a) Milieu de production de la protéase

Le milieu de culture préconis¢ pour la production de la protéase est préparé dans un
Erlenmeyer d'un volume de 500 ml et contient les ingrédients suivants: 1 g/l glucose, 1 g/l
caséine, 10 g/l peptone, 0,2 g/l extrait de levure, 0,1 g/l MgSO,, 0,1 g/l CaCl, et 0,5 g/l
K,;HPOa,. Le pH du milieu est ajusté a une valeur de 7 et stérilisé a 121°C pendant 15 minutes

(Qadar et al., 2009).
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b) Préparation de pré-culture

A partir d’une culture de chaque souche, une suspension de 9 ml d’eau distillée stérile est
préparée, ajustée a des intervalles de temps réguliers (1 heure), pour atteindre une
concentration finale de 0,5 Mc Farland, qui correspond a une population bactérienne de
105-10° UFC/ml, mesurée par absorption a une longueur d’onde de 600 nm. Ensuite, 1 ml de
la suspension bactérienne standardisée est inoculé dans un volume de 100 ml du milieu de
culture de production a raison de 1%, incubé¢ avec agitation de 130 rpm a une température de
30°C, pendant 24 heures. Les pré-cultures sont par la suite vérifiées au microscope afin de
s'assurer de la bonne croissance des souches dans le milieu.

¢) Culture en batch

Un volume de 2 ml de chaque pré-culture est inoculé dans un volume de 100 ml du milieu de
culture de production, incubé avec une agitation de 130 rpm a une température de 30°C,
pendant 48 heures. Pour chaque expérience, 3 cultures en batch sont préparées dans des
Erlenmeyers de 500 ml de capacité.

d) Cinétique de croissance

La détermination de la croissance bactérienne est réalisée sur le méme milieu de production
par mesure de la densité optique des suspensions bactérienne a des intervalles de temps de 3
heures a 1’aide d’un spectrophotometre UV-Visible, a une longueur d’onde de 275 nm, en
utilisant une micro-cuvette en verre de 1 cm de chemin optique (Annexe B).

3.5.2.2. Mesure de 1'activité protéolytique

Un volume de 2 ml d’une suspension bactérienne de chaque culture en batch est prélevé dans
un Eppendorf stérile, centrifugé a une vitesse de 8000 rpm pendant 10 mn a 4°C. Ensuite, le
surnageant récupéré est dilué¢ dans le tampon borate et ajusté a un pH de 8,2 (Calik et al,
2000b) (les préparations des solutions se trouvent a I'annexe C). La réaction enzymatique est
effectuée en ajoutant 1 ml de la solution enzymatique a tester a 5 ml de la solution de caséine
(1,2% dans le tampon borate a pH 8,2) (Beg et al., 2002). Le mélange caséine-protéase est
maintenu a 37°C pendant 10 minutes, avec faible agitation constante, dans un bain-marie
shaker. Apres cette période, la réaction est arrétée par 1’ajout de 5 ml d'une solution d'acide
trichloracétique (TCA). Le mélange est réincubé a 37°C durant 30 minutes afin de s'assurer de
la précipitation totale de la caséine non hydrolysée. Parallelement aux échantillons, des blancs
sont préparés par l'ajout de 5 ml de TCA a un volume de 5 ml de caséine et incubés a une

température 37°C pendant 10 minutes. Par la suite, les échantillons et les blancs sont filtrés
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sur papier Whatman et analysés au spectrophotometre UV-Visible a 275 nm (Drouin, 2005 ;
Beg et al., 2002).

3.5.3. Influence des différents paramétres physicochimiques sur la production de la
protéase

3.5.3.1. Etude de I’effet de la durée d’incubation sur la production de la protéase

L’effet du temps d’incubation sur I’activité protéolytique des souches isolées, sélectionnées
est mis en évidence sur un milieu de culture de production. Le milieu de culture synthétique
est inoculé avec 2 ml de chaque culture en batch et incubée a 30°C avec agitation de 130 rpm
a des intervalles de temps de (0, 6, 12, 24, 48, 72, 96 et 120 heures). A la fin de chaque
période, le surnageant est récupéré par centrifugation a une vitesse de 8000 rmp pendant 10
minutes a 4°C, l'activité protéolytique est €valuée par mesure de l'absorbance a 275 nm
(Calik, 2002).

3.5.3.2. Etude de I’effet de 1a température sur P’activité et la stabilité de la protéase

Afin d’évaluer I’effet de la température sur la réaction enzymatique et la production de la
protéase, un volume de 2 ml est prélevé dans des Eppendorfs a partir des cultures en batch
agée de 48 heures et incubée avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C. Le
surnageant est récupéré par centrifugation a une vitesse de 8000 rmp pendant 10 mn a 4°C.
Ensuite l'activité protéolytique est évaluée par la méthode décrite précédemment avec la
variation de la température de 25-55°C. L’activité enzymatique est déterminée directement
par mesure de 'absorbance a 275 nm (Chaari, 2012).

3.5.3.3. Etude de I’effet du pH sur I’activité et la stabilité de la protéase

L’influence du pH sur DPactivité et la stabilit¢é de la protéase chez les souches isolées,
sélectionnées, est mise en évidence sur un milieu de culture de production aprés le
prélevement d’un volume de 2 ml de chaque culture en batch agée de 48 heures et incubée
avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C. Le surnageant est récupéré par
centrifugation a une vitesse de 8000 rmp pendant 10 minutes a 4°C. L'activité protéolytique
est évaluée aprés ’ajustement du pH a différentes valeurs de 5-8,5. La mesure de l'activité
enzymatique est €tablie par lecture de l'absorbance a 275 nm (Calik et al., 2004 ; Chaari,
2012).

3.6. La sélection des souches productrices de la protéase

La sélection des souches productrices de la protéase est effectuée par mesure des diameétres
des zones d’hydrolyse formées autour des colonies ensemencées sur un milieu de culture

solide et par évaluation de l'activité enzymatique lors de 1’hydrolyse de la caséine sur un
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milieu de culture liquide. Les souches s€lectionnées productrices de la protéase présentant les
diametres les plus larges ainsi qu’une importante activité protéolytique sont retenues pour
I’identification avec le systéme API, I’optimisation des conditions de production et ont fait
par la suite I’objet d’une analyse phylogénique du gene 16S rDNA.

3.7. L’identification de I’espéce par le systéme API

L’appartenance des souches sélectionnées productrices de la protéase a certain genres
bactérien est basée sur I’étude de quelques tests biochimiques a ’aide des galeries API
(Figure 18). Ces dernieres sont inoculées par des colonies prélevées et mise en suspension
dans 5 ml d'eau distillée stérile (0,5Mac Farland), selon les recommandations du fabricant et
incubées a une température de 30°C pendant 24-48 heures.

Les résultats obtenus sont interprétés a l'aide d'un catalogue analytique et des matrices
d’identification (Matoub, 2000). La base de données fournie sous forme d’un tableau (voir
Annexe D), est con¢u pour chaque taxon et caractere, sa probabilité d’étre positif (Joffin et

Leyral, 2006).
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Figure 18 : Aspect de la galerie API 20 E avant I’inoculation avec les souches
sélectionnées, productrices de la protéase.

4. L’identification moléculaire

4.1. Extraction de ’ADN génomique

L’extraction de I’ADN est réalisée par la méthode PCI (Phénol/Chloroforme/Alcool
isoamylique). Les 15 souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase (T, T2op, TB;
op, T2', AH, (-2), Xga, P> op, EsSsP, Hy (-6), NB; op, Ya, LV, EsSap, EsSq IBN et Psop) sont
cultivées dans un bouillon nutritif, incubées avec agitation de 130 rmp a une température de
30 £ 2°C pendant une nuit. L'extraction de I'ADN est effectuée selon la méthode décrite par
Sambrook et Russel (2001) avec quelques modifications. Cette technique consiste a
introduire un volume de 1,5 ml d'une suspension bactérienne dans des Eppendorfs stériles. La
biomasse bactérienne est récupérée par centrifugation a une vitesse 5000 rpm (4100g) pendant
10 minutes tandis que les surnageant sont éliminés. Le culot est remis en suspension dans

200 pl de tampon de lyse (200 pl de triton 200%, 1000 pl de SDS 1%, 200 ul de NaOH a 100
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mM, 100 pl de Tris a 10 Mm, 20 ul d'EDTA, et 6,68 ml de H,0O). Ensuite, une pesée de 0,3 g
des billes en verre est ajoutée dans les tubes contenant le lysat afin de provoquer I'éclatement
de la paroi des bactéries a Gram positive. Un volume de 200 pl de la solution (Phénol:
Chloroforme: Alcool isoamylique) est ajouté au lysat, homogénéisé a l'aide d'un vortex et
centrifugé a une vitesse de 13000 rpm a une température de 4°C pendant 5 min. La phase
aqueuse est transférée dans un nouveau tube Eppendorf de 2 ml. Par la suite, 20 pl d'acétate
de sodium [3M, pH 4,8, 4°C] et 600 pl d'é¢thanol absolu froid sont ajoutés avec un mélange
approprié et maintenus a (-20°C) pendant 1 heure (Queipo et al., 2007).

La solution de ’ADN est récupérée par centrifugation de 13000 rpm pendant 5 min a 4°C.
L'ADN obtenu est lavé dans un volume de 1 ml d'éthanol a une concentration de 70% (-20°C)
et centrifugé a 13000 rpm pendant 5 min a 4°C, le surnageant est ensuite ¢liminé, I’ADN est
séché a l'air pendant 10 mn et le culot est resuspendu dans un volume de 50 ul d’eau distillée
stérile pour étre conservé pendant 30 min a température ambiante (Sambrook et Russel
2001 ; Afia et Shahida, 2010).

Pour le traitement a 'ARNase: un volume de 1 pl d'ARNase est ajouté dans chaque tube
contenant I'ADN génomique et incubé a une température de 37°C pendant 20 min.

4.2. Dosage de I’ADN au Nanodrop

L’ADN extrait est quantifié¢ a I’aide du Nanodrop 2000. Cet appareil permet la réalisation d'un
dosage spectrophotométrique par ['utilisation d’une faible quantité de 1’échantillon.

Un témoin négatif est préparé avec un volume de 1 pl d’H,O. Par la suite, 1 pl de chaque
¢chantillon est déposé sur la cellule de I’appareil. L'utilisation d'un systeme d'aimant permet
la formation d'une colonne liquide entre les deux surfaces de lecture pour la mesure du spectre
(Figure20). Les mesures effectuées sont enregistrées automatiquement dans un ordinateur.
L’absorbance de ’acide nucléique est a 260 nm, celle des protéines est a 280 nm et les
composés organiques comme le phénol absorbent a 230 nm. Le calcul des rapports de
l'absorbance 260nm/280nm et 260nm/230nm a donné une information sur la pureté des
¢chantillons. En théorie un ratio en dessous de 2,2 et 1,8 respectivement, est accepté comme

pure (Prieur et al., 2004; Michoud, 2014 ).
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Figure 19 : Nanodrop 2000/2000c
4.3. Amplification du géne codant I’ADN 16S par PCR

Le géne codant la sous unité¢ 16S rDNA constitue un outil fondamental d’identification
génétique et le tragage de la phylogénie (Emmanuel et al., 2009).
4.3.1. Choix des amorces
Un couple d’amorces (W001/W002) est choisi en basant sur la séquence du gene 16S rDNA,
W001: AGA GTT TGA TCM TGG CTC (Amorce sens).
W002: GNT ACC TTG TTA CGA CTT (Amorce anti sens).
Principe de 1a méthode :
L’amplification des fragments d'ADN avec les amorces (W001 et W002) et leur séquencage
par l'utilisation des oligonucléotides dégénérés (W002, W007, W012) de I’ADN, codant la
région 16S rRNA. Ensuite, l'identification du genre, de I’espece et de la sous espece des

bactéries est effectuée par la comparaison des séquences sur le site « Ribosomal Database

Project »

WO001 w012 w007 w002
ARN 16's

0 500 1000 1500

WO007: CTC GTT GCG GGA CTT AAC

W012: TAC GCATTT CAC CKC TAC A
4.3.2. Préparation du pré-mix PCR
La réaction est réalisée dans des tubes PCR, par l'introduction du mélange réactionnel,
contenant de I’ADN polymérase, du tampon, les quatre désoxyribonucléases (ANTP) et les

amorces selon les quantités indiquées dans le (Tableau 9).
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Tableau 9: Composition du mélange réactionnel.

Réactifs Concentration Volume unitaire (ul)
Eau / 40,75

Tampon 5 prime 10X Sul

dNTP 10 mM 1wl

Amorce sens 50 uM 0,5 ul

Amorce anti sens 50 uM 0,5 ul

Taq 5 prime 5U /ul 0,25ul

ADN 100 ng 2 ul

Volume final / 50 Wl

Un volume de 48 pl de ce mix est introduit dans un tube PCR, additionné d'un volume de 2 pl
d’ADN. Le témoin négatif est composé de 48 pl du mix PCR et 2 ul d’H>O. Les tubes sont
déposés dans un thermocycleur et le programme adapté est lancé (Arzu et al., 2011).
4.3.3. Amplification
L’amplification est programmée comme suit :

v' Dénaturation initiale : 96°C pendant 4 minutes =———p1cycle

v Dénaturation : 96°C pendant 10 secondes

v" Hybridation:50°C pendant 30 seconde 35 cycles 30 cycles

v’ Extension : 72°C pendant 45 secondes

v Extension finale : 72°C pendant 2 minutes =1 cycle
4.4. 1’électrophoreése sur gel d’agarose
La présence d’ADN et la détermination de la taille des fragments des produits PCR est
réalisée par une ¢lectrophorese sur gel d’agarose (Fukushima, 2002). Pour ce faire, dans un
Erlenmeyer, 1,2 g d’agarose sont mélangés avec 100 ml de tampon TAE 1X (préparation
d’une solution d’agarose a 1,2 %). Le mélange est chauffé au micro-onde jusqu'a dissolution
complete de l'agarose. Avant de couler le liquide dans la cuve contenant un peigne, 4 ul du
Bromure d'éthidium (BET) sont ajoutés pour 100 ml de gel. Une fois le gel est polymérisé, le
peigne est retiré, ce qui forme des puits pour les dépots. Un volume de 5 pl du marqueur de
taille (I Kb ladder invitrogen) est déposé sur le premier puits afin d'évaluer la taille des

fragments migrés. Ensuite les échantillons sont préparés comme suit :

5ul de chaque produit de PCR +
5 ul d’H,O+
2ul du Bleu de charge (Bleu de bromophénol)
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Un dépot de la totalité du volume est réalis€. Par la suite, une migration est effectuée a 110 V
pendant 10-15 minutes. Cette migration est arrétée lorsque le témoin de migration atteint les
trois-quarts de la longueur du gel pendant 30 minutes. Du a la présence du phosphate, les
ADN sont chargés négativement et migrent vers le podle positif. Le BET introduit
précédemment dans le gel a permis la visualisation de cette migration. En effet, en tant
qu’agent intercalant, celui-ci vas s’insérer au sein de la double hélice d'ADN et devient
fluorescent sous excitation ultra-violette. La révélation des gels est réalisée grace a un
transilluminateur, cet appareil a permis de visualiser la taille des amplicons. Par ailleurs, des
controles négatifs sont réalisés avec de I’eau pour vérifier sa stérilité.

4.5. Purification de I'ADN a partir d’un produit PCR

L’ADN produit par PCR est purifié selon les recommandations apportées par le kit (Nucleo
Spin Gel and PCR Claen Up). L’ ADN est en solution dans 55 pl d’eau pur. (Tableau 10).
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Tableau 10: Purification des produits de la PCR par le Nucleo Spin Gel and
PCR Claen Up.

Purification des produits de la PCR

1-Ajustement des conditions de

liaison de ’ADN

200 ul NTI

100 ul PCR( 45ul produit de PCR+55ul H,0)

2- Liaison de I’ADN

11000 rpm /30s

3-Lavage de la membrane de silice

=

700ul NT3

11000 rpm/30s

700ul NT3
11000 rpm/30s

4-Séchage de la membrane de silice

=

11000 / 1min

5-Elution de I’ADN

S

15-30 ul NE

11000 rpm / 1 min

Incubation 1 min / Température ambiante

4.6. Le séquencage des génes amplifiés (16S rDNA)

Le séquencage des produits de PCR est effectué par la méthode de Sanger par le laboratoire

Beckman Coulter Genomics (UNITED KINGDOM). La réaction de s€quengage est procédée

en présence de réactifs suivants: les fragments d’ADN amplifiés par PCR, les amorces,
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I’ADN polymérase, les quatre nucléotides (A, T, C, G) (ANTP) et les didésoxyribonucléotides
(ddNTP). Dans un premier temps le mélange est chauffé pour que les deux brins d’ADN se
séparent. Lorsque la température descend I’amorce s’hybride sur sa séquence
complémentaire. L’ ADN polymérase est fix¢ a I’extrémité 3°’OH de 1’amorce pour synthétiser
le brin d’ADN en intégrant les nucléotides complémentaires. Aléatoirement un
didesoxyribonucléotide est incorporé, ce qui va provoquer l'arrét de la synthése. En effet, en
I’absence de groupement hydroxyle a I’extrémité 3°, la liaison du nucléotide suivant est
impossible. Dans ce cas le brin synthétisé peut €tre terminé¢ a des positions aléatoires.
L’échantillon contenant plusieurs millions de fragment d’ADN, cela permet d’avoir un
ensemble de fragment de longueur variable, ce qui permet l'obtention d'une séquence
complete. Par la suite les produits de réaction de séquencage sont élués a travers un gel
capillaire traversé par un courant électrique. Pendant la migration les fragments se déplacent
en fonction de leur taille, et sont captés par un laser. Les différents types de ddNTP émettant
une lumiere a une longueur d’ondes caractéristique sont enregistrés dans un logiciel.
L'electrophorégramme permet la visualisation des pics de couleurs correspondant a une lettre
de la séquence (A, T, C, G) et la reconstitution de la séquence compléte (Joung, 2001).

Pour cette étude, trois amorces sont utilisées pour le séquengage, W002, comme pour la PCR
et deux autres amorces W007 et W012, choisis pour leur position d’hybridation. De plus, dans
la méthode de Sanger, 800 pb sont séquencés en une étape. Or, la taille de la séquence ciblé
ici est de 1500 pb, il est donc préférable d’utiliser une troisiéme amorce pour obtenir la

séquence complete (Figure 20).

L Reaction mixture
» Primer and DNA template > DNA polymerase
* ddNTPs with flourochromes » dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, and dTTP)

@ Primer elongation
and chain termination

aé
Eh o o o o o o o o Laser
T T T T
T T
= T T e———

@ Laser detection of flourochromes
and computational sequence analysis

|f||||‘llilh‘“1‘|" ’ ‘l I' I‘IFHMI‘

Chromatograph

..........

Figure 20: Schéma récapitulatif des étapes de séquencgage selon la méthode de

Sanger (Rowland, 2003).

50



Chapitre 111 Matériel et méthodes

4.7. Assemblage et correction des séquences

Les séquences brutes fournies par le séquenceur sont analysées pour 1'élimination de toutes
éventuelles erreurs de la Taq polymérase et les s€équences des amorces insérées de part et
d’autre des deux brins d’ADN. Le programme CLUSTAL W est utilisé pour I’alignement des
séquences brutes. Apres correction des erreurs, les deux brins sont assemblés pour former une
séquence consensus (Higgins et al.,1996).

4.8. Soumission des séquences a la base de données Genbank

Apres I’assemblage, la correction des séquences brutes et 1’obtention des séquences consensus
de chaque souche sélectionnée, les séquences sont publiées dans la base de données Genbank
a NCBI, (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) afin d’obtenir des numéros d’accession, considérés
comme des codes identifiants de la séquence génétique. Ensuite, chaque séquence est
comparée avec I’ensemble des génes codant la sous unité 16S rRNA, disponibles dans la base
de données NCBI afin de connaitre le degré de similarité et déterminer 1’identité la plus
exacte de chaque souche.

4.9. Analyse phylogénétique des souches sélectionnées

RDP Project et BLAST sont des algorithmes utilisés pour l'alignement d'une nouvelle
séquence par rapport a une base de données. Ce qui consiste a faire la comparaison de cette
séquence requéte avec les génomes existants dans les banques de données pour y déceler les
séquences homologues. Des tests statistiques ont permis de décider si l'alignement obtenu est
significatif et les résultats fournis sont classés par ordre de fiabilité¢ (Driks 2004).

Ensuite, des alignements multiples sont performés parle CLUSTAL W program (Higgins et
al., 1996) afin de générer un fichier téléchargeable et exploitable par les logiciels d’analyse
phylogénétique. Dans cette ¢tude le programme MEGA 6.0 software (Tamura et al, 2013)
est utilis€¢ pour construire un arbre phylogénétique interactif et estimer la distances évolutive

en se basant sur le principe de neighborjoining method (Weisburg et al., 1991)(Figure22).
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Figure 21: Capture d’écran du programme MEGA 6 Software lors de la
construction de I’arbre phylogénétique.

5. Optimisation des parametres de production de la protéase

La production de la protéase chez les souches isolées, sélectionnées sur milieu de culture de
production est optimisée par I'étude de différents parametres tels que la source d’azote et de
carbone, la concentration de caséine et la concentration de 1’inoculum.

5.1. Effet des différentes concentrations de caséine

La présence des substrats protéiques dans le milieu de culture a une certaine concentration
peut influencer la production de la protéase. Dans cette optique, 1’effet de la concentration en
caséine est mis en évidence par 1’ajout de différentes concentrations de (0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4,
0,5 et 0,6%). Les cultures bactériennes sont incubées avec agitation de 130 rpm a la
température convenable pour chaque souche pendant 48 heures dans un milieu de culture de

production contenant les ingrédients suivants :

. Caséine : La variable
. Source d’azote optimale retenue : 10g/1 (1% poids/ volume)
o Source de carbone : 1g/1

° KH,Po, :0,5g/1
o Mg Sos4 :0,1g/1
° CaCly:0,1g/
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L’activité protéolytique est mesurée a une longueur d'onde de 275 nm a l'aide d'un
spectrophotomeétre UV-Visible.

5.2. Effet de la source d’azote

Afin d’explorer la source d’azote adéquate impliquée dans la production de la protéase chez
les souches isolées, sélectionnées, les composés suivants : peptone, tryptone et extrait de
viande sont ajoutés séparément au milieu de culture synthétique contenant une concentration
de 1g/1 de caséine additionné a des sources d’azotes telles que, KH,P04:0,5g/1, MgSoa: 0,1¢/1,
CaCly: 0,1g/l. Les cultures bactériennes sont incubées avec agitation de 130 rpm a la
température convenable pour chaque souche pendant 48 heures dans un milieu de culture de
production, I’activité protéolytique est mesurée a une longueur d'onde de 275 nm a l'aide d'un
spectrophotométre UV-Visible.

5.3. Effet des différentes sources de carbone

L’effet de la source de carbone sur I’activité protéolytique chez les souches isolées,
sélectionnées productrices de la protéase est mis en évidence. Divers €léments tels que le
glucose, I’amidon et le saccharose a une concentration de 0,1% sont utilisés. Les cultures
bactériennes sont incubées a la température convenable pendant 48 heures avec une agitation
de 130 rpm dans un milieu de culture de production apres 1’ajout de 0,1% de source de
carbone et 1% de peptone comme source d’azote. L’activité protéolytique est mesurée a une
longueur d'onde de 275 nm a l'aide d'un spectrophotometre UV-Visible.

6.4. Effet de I’inoculum

Afin de déterminer I’influence du volume d'inoculum sur la production de la protéase, une
suspension bactérienne d’une densité de 0,5 Mc Farland préparée a partir de chaque culture en
batch, est inoculée dans un volume de 100 ml de milieu de culture optimisé. Les concentrations
d’inoculum de (1, 2, 3, 4,5, 6, 7 et 8 %) sont testées. Ensuite, les cultures ensemencées avec les
différentes concentrations de la biomasse bactérienne sont incubées avec agitation de 130 rpm a
la température convenable pendant 48 heures. L’activité protéolytique est ensuite mesurée par
lecture directe de 1’absorbance au spectrophotometre UV-Visible a une longueur d’onde de 275
nm.

6. SDS-PAGE et analyse de la protéase

6.1. Extraction des protéines totales

La procédure de purification et d’extraction complete des protéines est effectuée a une
température de 4°C. Un volume de 5 pl d’une culture de nuit est centrifugé a 4000 rpm

pendant 5 min. Le culot ainsi formé est remis en suspension dans 500 pl de tampon de lyse
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LSDB 500Mm (Annexe E) et laiss¢ 10 mn dans la glace. Une lyse mécanique est réalisée par
I’ajout des billes en verre pendant 2 min en vortex a une vitesse maximale. Ensuite, le lysat
est concentré a 1400 rpm pendant 10 min a 4°C. Apres cela, le surnageant contenant les
protéines solubles est récupéré dans un nouveau tube Eppendorf, un volume de 100 ml du
bleu SDS 2X est rajouté sur le culot contenant les protéines non solubles (Annexe E). Enfin
les protéines solubles et insolubles sont conservées a (-80°C) (Afia et Shahida, 2010).

6.2. Dosage des protéines

La teneur en protéines total issus de chaque étape de purification est déterminée par la
méthode de Bradford Assay (BECKMAN COULTER AD 340S) avec I'utilisation du sérum
albumine bovin (BSA 1 a) comme standard. Une lecture de l'absorbance est effectuée par
spectrophotomeétre a la longueur d’onde 570 nm. Une courbe lin€aire obtenue a partir de la
série de points correspondant aux échantillons testés permet la détermination de la
concentration en protéines. Les échantillons sont préparés en duplicata avec la prise en
considération des dilutions pour le calcul de la concentration finale en protéines (Annexe E)
(Schmidt et al., 1988 ; Chen et al.,2000).

6.3. Electrophorése par SDS-PAGE

Un volume de 40 pl d’une solution de bleu (préparation des €chantillons, solution de bleu et
ajustement des concentrations ce trouvent a I’annexe E) est ajouté sur un volume 119 pl de
chaque échantillon ajusté (protéines extraites), une dénaturation par la température est
effectuée a 95C°pendant 5 mn. La séparation des protéines est réalisée par une électrophorése
sur un gel pré-coulé (NuPAGE ™ Novex ™ 4-129% Bis-Tris Protein Gels), en présence d’un
détergent anionique SDS suivant la méthode de Laemmli (1970) modifi¢e par Payne et al.,
(1979). Les ponts disulfures sont rompus par 1’action du DTT et les liaisons faible sont
détruites par le SDS, aboutissant a la formation d’un complexe SDS- protéine dénaturée, (le
SDS est un agent dénaturant, qui masque la charge des protéines par une charge négative,
annule le fractionnement en fonction de la charge électrique et permet la séparation des
protéines en fonction de leur taille, leur conformation et leur masse moléculaire).

6.4. La migration

Le bac supérieur qui porte les deux plaque est remplit de tampon de migration (Annexe E) a
un niveau qui a dépassé celui des gels (2 gels sont utilisés pour cette analyse), placé dans la
cuve d’¢€lectrophorese ou le bac inferieur remplit au paravent d’une solution de tampon, de tel
sorte que les faces inférieurs des gels soient immergée. Afin de vérifier les bandes protéiques,

un volume de 45 pl de chaque échantillon est déposé dans les puits du gel, puis 8 pl du
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marqueur de taille (Dual Color Biorad) est posé dans le premier et le dernier puits. Apres, la
cuve d’électrophorése est maintenue a une température constante a 10°C grace a un systéme
de refroidissement. Le gel est ensuite soumis a une tension de 160 V pendant 1 heure (Figure
22). Les protéines chargées négativement migrent vers 1’anode et sont séparées selon leur

poids moléculaire. La migration est arrétée généralement aprés la sortie du front coloré
(Anjum et al 2007).

Figure 22: Migration électrophorétique des protéines sur gel d’acrylamide.

6.5. Coloration et décoloration des gels

Les gels sont recouverts d’une solution de coloration contenant le bleu de comassie R250

(Annexe E), soumis a une agitation de 50 rpm pendant 24 heures (Figure 23).
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Figure 23 : Coloration du gel au bleu de comassie.
Les gels sont ensuite décolorés avec l’eau de robinet, introduit dans une solution de
décoloration, contenant 1’acide acétique a une concentration de 10% et le méthanol a une
concentration de 20%, soumis a une agitation de 50 rpm pendant un intervalle d'une heure
jusqu'a décoloration total (Figure 24). Ensuite, les gels sont séchés et conservés pour la

visualisation des bandes sous une lampe a UV (Anjum et al., 2007).

Figure 24 : Décoloration du bleu de comassie.
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Chapitre IV

Résultats

1. La stratégie d’isolement

1.1. Le screening primaire

Le criblage primaire des bactéries isolées sur milieu de culture gélosé et méme TGEA,

additionné d’une concentration de 1% de lait écrémé a permis 1’isolement de 115 souches

productrices de la protéase. Une réaction positive de 1’activité protéolytique se manifeste par

I’apparition d’une zone claire autour de la colonie (Figure 25) (Facklam et al., 1989).

Figure 25: L’illustration des zones d’hydrolyses formées autour des colonies

productrices de la protéase, inoculées sur gélose nutritive additionnée a

une concentration de 1% de lait écrémé, incubées a une température

de 30°C pendant 24 heures.

Les souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase purifiées par des repiquages

successifs sur gélose nutritive, ont montré des propriétés morphologiques et biochimiques

différentes (Figures 26, 27, 28) (Tableau 11).

Tableau 11: Présentation des propriétés morphologiques et biochimiques lors

de I’identification préliminaire des isolats.

Isolats

Aspect

Regroupement

Gram

Catalase

Oxydase

Respiration

Mobilité

TB,op

TB2op

TBsop

TBeop

TB7op

TBsop

TBsop

TB130p

TB140p

TB150p

TBsop

TBsop

TB1cop

TB110p

TB10p

Colonies visqueuse, opaques,
légeérement bombées, non
sporulées, Productrices de
pigments jaune vert ou bleu
vert avec odeur
caractéristique.

Bacilles fins et droits,
en diplocoque

Bacilles fin et ,
droits, isolés

Aérobie strict

+++
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H, (-1)

H, (-2)

H, (-3)

H, (-4)

H, (-5)

H, (-6)

H, (-7)

H, (-8)

H, (-9)

H; (-10)

Colonies fines, blanchatres, a
bord régulier, et non sporulés.

Bacilles fines
allongés, en
en paire.

/
//
isolés.

chaine.

NN

Anaérobies facultatives, sur un

milieu pauvre en O,.

T,

Colonies rugueuses, a bord
irrégulier, jaunatre,
non sporulés

Bacilles droits,
groupés en
courte chaine.

anaérobie
facultatives

4+

T

T,

Ts

Ta

T,op

Ts

Te

T,

Colonies, opalescentes blanchatres, a bord régulier, non sporulés.

coques groupés en chaine.

coques groupés en

diplocoque.

coques groupés en diplocoque

ou en chaine.

Anaérobies
facultatives

1

1

Colonies blanchatres,
visqueuses bombés, a bord
régulier, sporulés.

bacilles en
chainettes.

Batonnet en
chaine.

Aérobie
strict
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Figure 26: Diversité des aspects macroscopiques des colonies isolées, sélectionnées

productrices de la protéase.
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Figure 27: La mise en évidence du test de la catalase chez quelques souches isolées,

sélectionnées productrices de la protéase.
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Figure 28: Coloration de Gram et observation microscopiques des
souches isolées sélectionnées productrices de la protéase

(grossissementx100).
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1.2. Screening secondaire des souches productrices de la protéase

Le criblage secondaire des souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase a permis
la sélection de 15 isolats, dotées d’une excellente activité.

1.2.1. Etude de Pactivité protéolytique sur milieu de culture solide

La mise en évidence de ’activité protéolytique est effectuée par mesure des diameétres des
zones d’hydrolyse claire formées autour des colonies ensemencées par stries ou par spots sur
la surface des milieux de culture gélosé et TGEA, additionnés d’une concentration de 1% de
lait écrémé, incubées a une température de 30°C pendant 24 heures (Figure 29) (Thanh,
1978). La mesure des diametres de la zone d’hydrolyse de la caséine a permis le calcul de
I’index d’activité protéolytique des souches sélectionnées productrices de la protéase

(Tableau 12).

Figure 29: Illustration de la zone d’hydrolyse formée autour des colonies,
sélectionnées productrices de la protéase (Xga, T0p, AH, (-2) et TB2op),
ensemencées par spot /et ou strie, incubées a une température de 30°C

pendant 24-48 heures.
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Tableau 12 : Calcul de I’index d’activité protéolytique des souches isolées,
productrices de la protéase, inoculées sur milieu de culture gélosé /

et ou TGEA, incubées avec agitation de 130 rpm a une température de

30°C pendant 24 heures.

La souche L’in(,iex d"activité La souche L’in(’iex djactivité La souche L’in(’iex d"activité
protéolytique protéolytique protéolytique

TBs(op) 1,1 T, 0,99 Y, 1,12
TB,(op) 2,90 T, 2,48 Y, 1,25
TBs(op) 1,05 T 0,97 Ys 1,35
TBa4(op) 1,01 T, 0,98 Y. 2,33
TBs(op) 1,04 T,Op 0,94 Ys 1,56
TBs(0p) 1,12 Ts 1,1 Ye 1,58
TB,(op) 1,22 Te 1,05 Y, 1,61
TBs(op) 1,31 T, 0,89 Ys 1,46
TBs(op) 1,33 Ts 1,02 Y, 1,53
TB1o(0p) 1,05 To 1,31 Yo 1,36
TBnu(op) 1,03 Tho 0,96 Yn 1,28
TB42 (op) 1,15 NB,0p 2,30 Y1 1,34
TB1s(0p) 1,6 NB2(op) 1,00 Xgy 0,63
TB1a(0p) 1,17 NB3(op) 0,99 Xg, 0,89
TBss(0p) 1,09 NB.(op) 0,99 Xgs 0,99
H; (-1) 1,56 NBs(op) 0,98 Xga 2,78
H; (-2) 1,20 NBe¢(op) 0,96 Xgs 1,10
H, (-3) 1,35 NB-(op) 0,94 Xge 1,15
H; (-4) 1,29 NBs(op) 0,99 Xgy 0,86
H, (-5) 1,3 NBs(0p) 0,95 Xgg 1,45
H, (-6) 2,10 NB1o(0p) 0,97 Xgo 1,38
H, (-7) 1,16 LV, 1,25 Xgio 1,5
H, (-8) 1,03 LV, 2,75 EsS:(IBN) 2,80
H; (-9) 1,08 LV; 1,39 E3S2(IBN) 1,33
H, (10) 1,05 LV, 1,65 EsS; (IBN) 1,23
T, 2,05 LVs 1,48 E3S;(P) 2,88
AH,(-) 1,40 LVe 1,47 EsS4(IBN) 1,28
AH,(-2) 2,85 LV, 1,10 E3S4(P) 2,83
AH,(-3) 1,32 LV, 1,05 E3Ss(IBN) 1,25
AHa(-4) 0,99 LV, 1,02 EsSs (p) 1,11
AHa(-5) 1,05 LVio 0,99 E3Se¢(IBN) 0,99
AH,(-6) 1,03 LVy 0,96 EsSs(p) 0,86
AHa(-7) 1,01 LVy, 1,12 Ps(op) 2,55
AHj(-s) 0,98 LVis 0,95 P,(op) 2,68
AH,(-5) 0,97 LVia 0,89 Ps(op) 1,65
AH,(-10) 0,94 LVis 1,01 Pa(op) 1,75
/ / / / Ps(op) 1,35
/ / / / Pe(op) 1,15
/ / / / P;(op) 1,10
/ / / / Pg(op) 1,12
/ / / / Ps(op) 1,18
/ / / / P1o(0p) 0,98
/ / / / P11(op) 0,97
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Les résultats obtenus lors du calcul de I’index d’activité protéolytique chez les souches
sélectionnées productrices de la protéase (TB.op, EsSsP, AHz(-2), EsSsP, EsS; IBN, Xg,,
LV,, Pyop, Piop, T2, T20p, Ya, NBiop, H1(-6) et T,') ont donné des valeurs maximales de
(2,90, 2,88, 2,85, 2,83, 2,80, 2,78, 2,75, 2,68, 2,55, 2,48, 2,45, 2,33, 2,30, 2,10 et 2,05)
respectivement par rapport aux autres souches (Tableau 12 ).

1.2.2. Etude de I'activité protéolytique sur milieu de culture liquide

L’¢étude de l'activité protéolytique des souches isolées, productrices de la protéase, inoculées
sur milieu de production liquide est évaluée par la détermination de la quantité de caséine
hydrolysée, mesurée a une longueur d’onde de 275 nm a I’aide d’un spectrophotometre
(kunitz 1947).

Les résultats obtenus, exprimés en (Unité¢/ml) des souches isolées de différents sites (Y, Hi,
AH,, T, Xg, EsS, NBop, LV, TBop, et P) sont illustrés dans les (Figures 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 40).

Quantité de protéases(ulml)

Y8 hg:l Y10 Y11 Y12

Figure 30: Estimation de la production des protéases chez les souches isolées a partir

du site (Y) incubées avec agitation de 130 rpm a 30°C pendant 48 heures.

Quantité de protéases (ulml)

H1 (1) H1 (-2) H1 {(-3) H1 {-4) H1 {-5) H1 {(-8) H1 (-7)H1 (-8) H1 (-9)H1 (-10)

Figure 31: Estimation de la production des protéases chez les souches isolées a

partir du site (Hq) incubées avec agitation de 130 rpm a 30°C pendant 48

heures.
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Quantité de protéases (ulml)

AH2 C1)AHZ (-2)AH2 (-3)AH2 ((4)AH2 (-5)AH2 (-B)AH2 ((T)AH2 (-8)AH2 ((9MH2 (-10)

Figure 32: Estimation de la production des protéases chez les souches isolées a

partir du site (AH,) incubées avec agitation de 130 rpm a 30°C pendant 48

heures.

Quantité de protéases (ulml)

T T T 1 T
T T2 T3 T4 T2o0p TS5 TG T7 T8 TS Ti0 T2

Figure 33: Estimation de la production des protéases chez les souches isolées a partir

du site (T) incubées avec agitation de 130 rpm a 30°C pendant 48 heures.

Quantité de protéases (ulmf)

Xag1 Xg2 Xg 3 Xag 4 Xg b Xg 6 Xg 7T Xg8 Xg9 Xg10

Figure 34: Estimation de la production des protéases chez les souches isolées a

partir du site (Xg) incubées avec agitation de 130 rpm a 30°C pendant 48

heures.
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heures.
Figure 37: Estimation de la production des protéases chez les souches isolées a

Figure 35: Estimation de la production des protéases chez les souches isolées a
Figure 36: Estimation de la production de protéases chez les souches isolées a

partir du site (LV) incubées avec agitation de 130 rpm a 30°C pendant 48

heures.
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Quantité de protéases (ulml)

Figure 38: Estimation de la production de protéases chez les souches isolées a

partir du site (TBop) incubées avec agitation de 130 rpm a 30°C pendant
48 heures.

Quantite de protéases (ulml)

Piop P2op P3op P4op PSop P6op P7op PBop P9op P10op Pi1iop

Figure 39: Estimation de la production des protéases chez les souches isolées a partir
du site (P) incubées avec agitation de 130 rpm a 30°C pendant 48 heures.

La comparaison des résultats obtenus chez les souches Ya, Hq (-6), NBiop, AH;(-2), EsS,4P,
Ta, Taop, T2', EsSsP, EsSiIBN, LV,, TB2op, P.op, P2op et Xgs, a montré une variabilité de
la quantité¢ de la protéase produite, avec des taux de production maximales de (1,25, 1,15,
1,15, 1,65, 1,65,1,30,1,30, 1,10, 1,62 ,1,7, 1,55, 1,80, 1,48 ,1,50 et 1,60 U /ml)
respectivement.

2. Etude de la cinétique de croissance

L’¢étude du suivi de la cinétique de croissance bactérienne des souches isolées, sélectionnées
productrices de la protéase est effectuée sur un milieu de culture de production contenant:1g/1
glucose, 1g/l amidon, 1g/l cas€ine et 1% peptone, incubées avec agitation de 130 rpm a une

température de 30°C, pendant 120 heures.
La croissance est déterminée par mesure de la densité optique des suspensions bactériennes a

une longueur d’onde de 275 nm. Les prélevements (1 ml) sont effectués a des intervalles de
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temps de 3 heures et les courbes de croissance en fonction du temps sont données en (Annexe
B). L’état stationnaire est atteint aprés 28 heure de fermentation ou la production de la
protéase a progressé et un maximum d’activité de (0,8, 0,7, 0,65, 0,58, 0,72, 0,61, 0,6, 0,7,
0,5, 0,85, 0,7, 0,55, 0,5, 0,66 et 0,55 U/ml) est distingu¢ a la fin de cette phase (39heure)
pour les souches (T2, T20p, TBop, T2', AH; (-2), Xga, P20p, E3SsP, H1(-6), NBsop, Y, LV,,
EsSa p, EsS{IBN etPjop) respectivement.

3. Influence des différents paramétres physicochimiques sur la production de la
protéase

3.1. Etude de I’effet de la durée d’incubation sur la production de la protéase

L’¢tude de I’influence de la durée d’incubation sur I’activité protéolytique est effectuée lors
de I’inoculation des souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase dans un milieu
de culture de production, incubées avec une agitation de 130 rpm a une température de 30°C a
des intervalles de temps de (0, 6, 12, 24,48, 72, 96 et 120 heures).

Les résultats obtenus de I’effet de la durée d’incubation sur la production de la protéase chez
les souches (T2, T.0p, TB2op, T,', AH2(-2), Xga, Pop, EsS;P, Hy(-6), NBsop, Ya, LV,,
EsSap, EsSiIBN et Piop) ont montré une production maximale de (1,60, 1,45, 1,50, 1,80,
1,65, 1,30,1,30, 1,70, 1,50, 1,65, 1,62, 0,95, 1,55, 1,48 et 0,60 UI /ml) respectivement.
Cependant, le taux de production de la protéase a diminué considérablement aprés 72 heures

d’incubation (Figures 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48).

Activité enzymatique (Ul ml)

0,8 4

D-E T T T T T T T T
6h 12h  18h 24h 48h 72h 96h 120h

Temps en h

Figure 40: Etude de I’effet de la durée d’incubation sur I’activité protéolytique chez la
souche isolée, sélectionnée (T,'), inoculée sur milieu de production, incubée

avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C pendant 120 heures.
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Activité enzymatique (Ul ml)

T T T T T T T T
6 h 12 h 18 h 24 h 48 h 72 h 96h 120h
Temps en (h)

Figure 41: Etude de I’effet de la durée d’incubation sur I’activité protéolytique chez la
souche isolée, sélectionnée Hy (-6), inoculée sur milieu de production,

incubée avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C pendant 120

heures.

ku_‘j“

R \

-

Activité enzymalique (Ul ml)
X
Il

T T T T T T T T
6 h 12 h 18 h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Temps en (h)

Figure 42: Etude de I’effet de la durée d’incubation sur I’activité protéolytique chez la
souche isolée, sélectionnée (LV,), inoculée sur milieu de production,

incubée avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C pendant 120

heures.
=T,
= T.(op)
16
= 1,4 ]
£
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= 1.2
g
E‘ 1.0
g =
> 08 R
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£ o6
0.4

T T T T T T T T
6 h 12 h 18 h 24 h 48 h 72 h 968 h 120 h

Temps en (h)
Figure 43: Etude de I’effet de la durée d’incubation sur I’activité protéolytique chez
les souches isolées, sélectionnées T, et T,op, inoculées sur milieu de
production, incubées avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C

pendant 120 heures.
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Figure 44: Etude de I’effet de la durée d’incubation sur I’activité protéolytique chez

Figure 45:

Figure 46:

les souches isolées, sélectionnées NBqop et Y, inoculées sur milieu de

production, incubées avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C

pendant 120 heures.

[+ TAH,(-2)

—*—E S P

Activité enzymatique (Ul ml)

T T T T T 1
6 h 12 h 18 h 24 h 48 h 72h 96h 120h

Temps en h

Etude de l’effet de la durée d’incubation sur I’activité protéolytique chez
les souches isolées, sélectionnées AH,(-2) et E3S3P, inoculées sur milieu

de production, incubées avec agitation de 130 rpm a une température de

30°C pendant 120 heures.
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Etude de l’effet de la durée d’incubation sur I’activité protéolytique chez
les souches isolées, sélectionnées Xgs et p.op, inoculées sur milieu de
production, incubées avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C

pendant 120 heures.
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1,6
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Figure 47: Etude de I’effet de la durée d’incubation sur I’activité protéolytique chez

les souches isolées, sélectionnées E3S4P et Piop, inoculées sur milieu de

production, incubées avec agitation de 130 rpm a une température de

30°C pendant 120 heures.

Activité enzymatique (Ul ml)

°
S
1

-
-

T T T
6 h 12h &h

T T T T T T T
12h 18h 24h 48h 72h 96h 120h
Temps en (h)

Figure 48: Etude de I’effet de la durée d’incubation sur I’activité protéolytique chez

les souches isolées, sélectionnées TB,op et E3S;IBN, inoculées sur milieu

de production, incubées avec agitation de 130 rpm a une température de

30°C pendant 120 heures.

3.2. Etude de I’effet de la température d’incubation sur la production de la protéase

L’étude de I’'influence de la température sur 1’activité protéolytique des souches isolées,

sélectionnées productrices de la protéase est effectuée sur un milieu de culture de production,

incubées avec une agitation de 130 rpm a différentes températures (25, 30, 35 40, 45, 50,

55°C) pendant 48 heures.

Les résultats obtenus de ’effet de la température d’incubation sur la production de la protéase

chez les souches isolées, sélectionnées (T2, T20p, TB20p, T2', AH2(-2), Xga, P20p, EsS;P,

Hi(-6), NBiop, Ya, LV2, EsSap, EsSiIBN et P1op) ont montré a des températures de (30, 35 et

45°C) une production maximale de (1,60, 1,45, 1,50, 1,80, 1,65, 1,30, 1,30, 1,70, 1,50, 1,65,

1,62, 0,95, 1,55, 1,48 et 0,60 UI/ml) respectivement (Figures 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55).
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Figure 49 : Etude de I’effet de la température d’incubation sur I’activité
protéolytique chez la souche isolée, sélectionnée T,', inoculée sur

milieu de production, incubée avec agitation de 130 rpm pendant

48 heures a différentes températures.

Activité enzymatique (Ulml)

45

Température en (C°)

Figure 50: Etude de I’effet de la température d’incubation sur I’activité
protéolytique chez la souche isolée, sélectionnée LV,, inoculée sur milieu

de production, incubée avec agitation de 130 rpm pendant 48 heures a

différentes températures.

16
1.4 -
1,2
1,0 4
0,8 |
0.6 |
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Activité enzymatique (Ul mi)
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25 as

Température en (C°)
Figure 51: Etude de I’effet de la température d’incubation sur I’activité
protéolytique chez la souche isolée, sélectionnée H, (-6), inoculée sur
milieu de production, incubée avec agitation de 130 rpm pendant 48

heures a différentes températures.
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Figure 52: Etude de I’effet de la température d’incubation sur I’activité

protéolytique chez les souches isolées, sélectionnées E3S;IBN et TB,op,
inoculées sur milieu de production, incubées avec agitation de 130 rpm
pendant 48 heures a différentes températures.
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Figure 53: Etude de I’effet de la température d’incubation sur I’activité
protéolytique chez les souches isolées, sélectionnées T,, T,op, NBqop et
Y4, inoculées sur milieu de production, incubées avec agitation de 130

rpm pendant 48 heures a différentes températures.

Xg,
B P, op
. =S P

Activité enzymatique (Ul ml)

45 50 55
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Figure 54: Etude de I’effet de la température d’incubation sur I’activité
protéolytique chez les souches isolées, sélectionnées Xga, Poop et EsSsP,

inoculées sur milieu de production, incubées avec agitation de 130 rpm

pendant 48 heures a différentes températures.
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Aclivité enzymatique (Ul ml)

35 40 45

T ——
Figure 55: Etude de I’effet de la température d’incubation sur I’activité
protéolytique chez les souches isolées, sélectionnées AH,(-2), Piop et
E3S;3P, inoculées sur milieu de production, incubées avec agitation de 130
rpm pendant 48 heures a différentes températures.
3.3. Etude de I’effet du pH sur ’activité et la stabilité de la protéase
L’¢tude de l’influence de la valeur du pH sur I’activité protéolytique est €tudiée lors de
I’inoculation des souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase dans un milieu de
culture de production a différentes valeurs de pH (5, 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8 et 8,5), incubées
avec une agitation de 130 rpm pendant 48 heures a la température convenable.
Les résultats obtenus de ’effet du pH sur la production de la protéase chez les souches (Ta,
T,op, TBop, T,', AH2(-2), Xga, P20p, EsSsP, Hi(-6), NB1op, Ya, LV,, EsS,P, EsSiIBN et
Piop) ont montré a des valeurs de pH de (5, 5,5, 6, 7, 7,5 et 8) une production maximale de
(1,60, 1,45, 1,50, 1,80, 1,65, 1,30, 1,30, 1,70, 1,50, 1,65, 1,62, 0,95, 1,55, 1,48 et 0,60 UI /ml)
respectivement (Figures 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64).

Activité enzymatique (Ul ml)

Figure 56: Etude de I’effet du pH sur P’activité protéolytique chez la souche isolée,
sélectionnée T, inoculée sur milieu de production a différents pH,

incubée avec agitation de 130 rpm a 30 °C pendant 48 heures.
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Activité enzymatique (Ul ml)

Figure 57: Etude de I’effet du pH sur lactivité protéolytique chez la souche isolée,
sélectionnée H, (-6), inoculée sur milieu de production a différents pH,

incubée avec agitation de 130 rpm a 45°C pendant 48 heures.
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Figure 58: Etude de I’effet du pH sur lactivité protéolytique chez la souche isolée,
sélectionnée LV,, inoculée sur milieu de production a différents pH,
incubée avec agitation de 130 rpm a 30°C pendant 48 heures.

. TE_op
16 o ESSN E.S, IBN

Activité enzymatique (Ul ml)

Figure 59: Etude de I’effet du pH sur Iactivité protéolytique chez les souches isolées,
sélectionnées TB,op et E3S;IBN inoculées sur milieu de production a

différents pH, incubées avec agitation de 130 rpm a 30°C pendant 48

heures.
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Activité enzymatigue (Ul ml)

Figure 60: Etude de I’effet du pH sur Iactivité protéolytique chez les souches isolées,
sélectionnées T, et Toop inoculées sur milieu de production a différents
pH, incubées avec agitation de 130 rpm a 35 °C pendant 48 heures.

BT
[

-

Activité enzymatique (Ul ml)

Figure 61: Etude de I’effet du pH sur ’activité protéolytique chez les souches isolées,
sélectionnées NB1op et Y4 inoculées sur milieu de production a différents
pH, incubées avec agitation de 130 rpm a 35°C pendant 48 heures.

BEE AH, (-2)
184 HE E S, P

Activité enzymatique (Ul ml)

Figure 62: Etude de I’effet du pH sur ’activité protéolytique chez les souches isolées,
sélectionnées AH; (-2) et EsS;Pinoculées sur milieu de productiona

différents pH, incubées avec agitation de 130 rpm a 30°C pendant 48

heures.
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Activité enzymatique (Ul ml)

Figure 63 : Etude de I’effet du pH sur I’activité protéolytique chez les souches isolées,
sélectionnées Xg, et Poop inoculées sur milieu de production a

différents pH, incubées avec agitation de 130 rpm a 30 °C pendant 48

heures.

W =S -
16 I P, op

Activité enzymatique (Ul ml)

Figure 64 : Etude de I’effet du pH sur I’activité protéolytique chez les souches isolées,
sélectionnées E3S4P et Piop inoculées sur milieu de production a
différents pH, incubées avec agitation de 130 rpm a 30°C pendant 48
heures.

4. Identification des souches performantes par galeries API

Les résultats obtenus des profils biochimiques des souches isolées sélectionnées productrices

de la protéase, inoculées sur des galeries API (Figure 65, Tableau 13), incubées a une

température de 30°C pendant 24-48 heures sont exprimés par 1’utilisation des indices (+, -) et

interprétés en se référant a un tableau d’interprétation ou un catalogue analytique (Annexe E).
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Figure 65 : Aspect des galeries biochimiques inoculées par les souches isolées,
sélectionnées productrices de la protéase, incubées a une température de

30°C pendant 24-48 heures.
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Tableau 13 : Illustration des profils biochimique des souches isolées,

productrices de la protéase, incubées a une température de 30°C

pendant 24heures.

sélectionnées

Souches

ONPG

ADH

LDC

OoDC

Citrate | H,S

Urée TDA

Indole

<
-

Gélatinase

Glucose

AHa(-2)

+

+

+

P1 (op)

P (op)

Xg4

EsSsP

EsS4P

+| ]+

+| ]+

LV,

1+ )+

+
o

T,

+]+
~
.

Taop

bl
.

bl

NB,op

+1 +1 +1+

+

+

Ya

+

H;-6

+

+1+1 1 1+

+1+1 1 1+

TB20p

EsSqiIBN

T,

+| +] +

Souches

Manitol
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—+
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+/-

Xg4

+/-

+/-

E3S;P

+

EsS4P

+

+
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+/-

+/-

+1+1+1+

T,

Taop

+1+

NBs0p

Ya

Hi(-6)

TB20p

+ /-

+/-

EsSiIBN

+/-

+/-

T,

5. Identification moléculaire des souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase

5.1. Quantification de I’ADN au Nanodrop

La quantification de I’ADN extrait, par Nanodrop consiste en une mesure spectrophotométrique

de la quantité¢ des rayons ultraviolets absorbés par les bases. A cet effet, I’ADN est éluée par

I’H,O bidistillée et sa concentration est mesurée a une longueur d’onde de 260 nm contre un

blanc (H,O). La détermination de la puret¢é de I’ADN est effectuée lors du calcul
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d’un ratioA260/A280. D’apres les résultats indiqués dans le (Tableau 14), ce ratio est au
voisinage de 1,8 ce qui confirme la pureté de nos échantillons. Les courbes de 1’absorbance en
fonction de la longueur d’onde sont illustrées en (Annexe F).

Tableaul4 : Détermination de la quantité d’ADN bactérien a I’aide d’un Nanodrop.

No du tube [¢] ng/ul 260/280 260/230 A260 A280
1 216,5 1,77 1 4329 2,43
2 272,5 1,56 0,94 545 35

3 151 1,62 0,86 3,026 1,872
4 1452 1,5 0,65 2.9 1,93
5 1172 1,45 0,71 2,34 1,61
6 205,5 1,61 0,88 4,11 2,54
7 4149 1,56 0,77 8,29 5,33
8 4618 1,78 1,22 9,23 5.2

9 75,2 1,44 0,57 1,5 1,046
10 308.6 1,55 0,88 6,17 3,98
11 4137 1,51 0,75 6,17 3,98
12 4145 1,74 1,17 9,09 5219
13 5025 1,9 1,51 10,05 5,06
14 11482 1,76 1,72 22,96 13,06
15 440,7 1,88 1,34 8,81 4,68
16 673,1 1,92 136 13,46 7,01

La premiere colonne informe sur la concentration d’ADN contenu dans chaque tube afin de

définir la dilution de I’échantillon avant de réaliser la PCR (Tableau 15) (Prieur et al,

2004).

Tableaul5 : Valeurs des dilutions de I’ADN bactérien

Tubes ne Concentration (ng/ul) Volume ADN Volume H,O
1 216,5 4,6 15,4
2 2725 3,7 16,3
3 151 6,6 13,4
4 1452 6,9 13,1
5 1172 8,5 11,5
6 205,5 4,9 15,1
7 4149 2,4 17,6
8 4618 2,2 17,8
9 75,2 13,3 6,7
10 308.,6 32 16,8
11 413,7 2,4 17,6
12 4545 2,2 17,8
13 502,5 2 18
14 1148,2 0,9 19,1
15 440,7 2,3 17,7
16 673,1 1,5 18,5
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5.2. Profils d’amplification des souches isolées sélectionnées productrices de la protéase
Les souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase (T2, T20p, TB20p, T2', AHx(-
2), Xga, P20p, EsSsP, Hi(-6), NBqop, Ya, LV2, E3Ss p, EsS{IBN et Pqop) sont retenues pour
une éventuelle identification moléculaire. A cet effet, le fragment d’ADN, codant la sous
unité ribosomale 16S est amplifié¢ par PCR. Les fragments d’ADN obtenus sont séparés par
¢électrophorese sur gel d’agarose. Les résultats obtenus lors de ’amplification des fragments
d’ADN par la technique de la PCR en présence d’un couple d’amorces (W001/W002) et
(WO001 /W007) et leur séparation par électrophorese sur gel d’agarose ont montré la présence

de bandes de tailles de 1000 et 1500 pb, caractéristique du géne codant la région 16s ARN
(Figure 66).

(

P, (0P)
Xgs
P:(op)

T2
EsS:P
AH, (-6)
NB, (0P)

Y,

LV,

T,0P
E.S.P

HBS,

EsS: (IBN)

o X

Figure 66 : Electrophorése sur gel d’agarose des fragments d’ADN amplifiées par PCR

en présence d’un couple d’amorces (W001/W002) et (W001 /W007).
» MT : Marqueur de poids moléculaire : 1 Kb ledder invitrogen
» T : Témoin négatif (H,O)
5.3. Purification de ' ADN amplifié
Les résultats obtenus de la détermination de la concentration des fragments d’ADN amplifiés
par la technique de la PCR en présence des amorces (W001/W002) et (W001 /W007) sont
illustrés dans le (Tableau 16). L’ADN extrait est ¢luée avec un tampon de faible
concentration ionique (NE). La concentration de I’ADN est mesurée a 1’aide d’un Nanodrop,

a une la longueur d’onde de 260 nm contre un Blanc (Tampon NE).
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Tableau 16 : Dosage des fragments d’ADN purifiés, amplifiés par PCR en présence
des amorces (W001/W002) et (W001 /W007), par le Nanodrop2000.

Echantillon [c] ng/ul 260/230 260/280 Aaze0 Asgo

1 52,9- 1,98 1,63 1,058 0,536
2 76,5 1,91 1,71 1,531 0,802
3 104,5 1,89 1,47 2,091 1,108
4 88,9 1,9 1,8 1,778 0,936
5 47,5 1,89 1,42 0,95 0,503
6 35,6 1,98 1,05 0,712 0,359
7 57,9 1,95 1,9 1,158 0,595
8 84,7 1,86 1,31 1,694 0,911
9 96,5 1,89 1,67 1,93 1,019
10 108,8 1,85 1,38 2,176 1,179
11 53 1,97 1,82 1,061 0,539
12 44 4 1,98 1,65 0,889 0,448
13 13,6 2,08 0,57 0,272 0,13

14 12,6 2,1 0,94 0,252 0,12

16

25,9

2,04

0,97

0,518

0,254

5.4. Séquencage, correction et assemblage des genes amplifiés

L’amplification des régions d’ADN codant la sous unité ribosomale 16s et le séquengage, ont
permis 1’identification moléculaire des souches. Ainsi, les séquences brutes de la région
d’ADN codant la sous unité ribosomale 16s sont corrigées et assemblées afin d’obtenir un
consensus. Les séquences consensus des souches isolées, s€lectionnées productrices de la

protéase sont illustrées dans les figures (67, 68, 69, 70,71, 72, 73, 74, 75, 76, 77,78, 79).

TTTAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAAAG
CATCTCTGCGTAAGTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCAC
GAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTT
TAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGC
CACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAG
GGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCC
AGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTAC
ACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTC
CCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTT
TACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGG
ACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATCGATGAGGTTATTAAC
CTTATCGCCTTCCTCCCCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATAC
ACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGC
CTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCAG
ACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCGTTACCCCACCTACTAGCTAATCCC
ATCTGGGCACATCCGATGGCAAGAGGCCCGAAGGTCCCCCTCTTTGGTCTTGCGA
GTTACCGTTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCAGT
GAGATAACACACACTACTA

Figure 67: La composition en pairs de bases de la séquence consensus du gene

codant la sous unité ribosomale 16s de la souche T,'.
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TTGTACGACACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCT
CTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAAT
TAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGT
CTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGG
GGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGT
ATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGA
GAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACG
TGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCC
CGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTA
CGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCA
CGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAA
CGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTC
ACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCC
TCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAG
GTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCG
CCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCATGC
GGTTCAAACAACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTAC
AGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCAGGAGCAGCTC
CCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCTGA
CGCGGGAAAAAAACACTACATAAA

Figure 68: La composition en pairs de bases de la séquence consensus du gene

codant la sous unité ribosomale 16s de la souche AH; (-2).

TTCTAGCTGACGACACCATGCACCACCTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCC
TATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTC
GAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT
CAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACT
AAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCA
GGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGAC
CAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTA
CACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCC
TCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGC
TTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTG
GCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTC
AACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATC
ACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGC
TGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTC
AGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATG
CGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACCAT
GCGGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTT
ATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCATAAGAGCA
AGCTCTTAATCCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGCACGCCGCCAGCGTTCATCT
GACGCGGGTAAAAACAACACTAATA

Figure 69: La composition en pairs de bases de la séquence consensus du gene

codant la sous unité ribosomale 16s de la souche P, op.
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GACGTAGCTGACGACACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCC
CTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTT
CGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTT
TCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCAC
TAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACC
AGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGA
CCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCA
CACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCC
TCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCC
TTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCG
GCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCGAGCAGTTAC
TCTCGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCAC
TCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTG
CCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTC
AGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATG
CGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGACAGCCGAAACCGTCTTTCATCCTTGAACCAT
GCGGTTCAAGGAACTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTT
ACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCCGGGAGCAG
CTCCTTCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGCACGCGCAGCGTCGTCTG
CGGGGGTAACACACCATATATTTATA

Figure 70: La composition en pairs de bases de la séquence consensus du gene

codant la sous unité ribosomale 16s de la souche Xga.

AAAGTGCTGACGACACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCC
TATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTC
GAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT
CAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACT
AAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCA
GGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGAC
CAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTA
CACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCC
TCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCC
TTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCT
GGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATT
GAACGGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATC
ACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGC
TGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCT
CAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAAT
GCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTCTGAACCA
TGCGGTTCAAACAACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGGAGTTATCCCAGT
CTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTACATCAGGAGCA
AGCTCCCATCTGTCGCTCGACTTGCATGTATTAGCACGCGCAGCGTTCGTCTGACA
GCGAAAAAAAACCTAATA

Figure 71: La composition en pairs de bases de la séquence consensus du gene

codant la sous unité ribosomale 16s de la souche P, op.
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TGAGTGCTGACGACACCATGCACCACCTGTCACTTTGCCCCCGAAGGGGAAGCTC
TATCTCTAGAGTGGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTC
GAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT
CAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACT
GAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCA
GGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGAC
CAGAGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTA
CACATGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCC
TCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGC
TTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCT
GGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGATACCGTCAAGGGATGAACAGTTA
CTCTCATCCTTGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCA
CTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCT
GCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATCACCCTCTC
AGGTCGGCTATGCATCGTGGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATG
CACCGCGGGTCCATCCATCAGCGACACCCGAAAGCGCCTTTCAAATCAAAACCAT
GCGGTTTCGATTGTTATACGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCTTCTA
TGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTCCTCTTTTTTCGGTGGG
CAGCTCTGTGAAAAAGAGCGTTCGACTTGCATGTTATTAGCACGCGCAGCGTTCT
CCTGACTAGAGAGTACACAAAACCTTCTAA

Figure 72: La composition en pairs de bases de la séquence consensus du gene

codant la sous unité ribosomale 16s de la souche Ts.

AGAGCTGACGACACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTA
TCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCA
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCA
GTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAA
GGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGG
GTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCA
GAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACA
CGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTC
CCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTT
TACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGG
CACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCG
AACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCA
CTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCT
GCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCT
CAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAAT
GCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCA
TGCGGTTCAAACAACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCT
TACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCAGGAGCAA
GCTCCCATCTGTCGCTCGACTTGCATGTATTAGCACGCCGCCAGCGTCGTCTG
ACGCGAATAAAACAACTATATAA

Figure 73: La composition en pairs de bases de la séquence consensus du géne

codant la sous unité ribosomale 16s de la souche E3S;P.
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ACGTAGCTGACGACACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCAGAAGGGAAAGC
TCTATCTCTAGAGATTGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTCT
TCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGT
TTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGCCT
GAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCA
GGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGAC
CAGAGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTA
CACATGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCC
TCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGC
TTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCT
GGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGATACCGTCAGGGGACGTTCAGTTA
CTAACGTCCTTGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCA
CTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCT
GCCTCCCGTAAGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCT
CAGGTCGGCTATGCATCGTGGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAAT
GCACCGCGGGTCCATCCATCAGCGACACCCGAAAGCGCCTTTTCACTCTTATGCC
ATGCGGCATAAACTGTTATGCGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCCTC
TGATGGGTAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCCTCTTTCCGAAT
TGAGTGCCAGCACTCGGCGAGGAAAGATGCGTTCGACTTGCATGTATTAGCACGC
CGCAGCGTCGTCCCTGACGAAAAATATCTATATAAA

Figure 74: La composition en pairs de bases de la séquence consensus du gene

codant la sous unité ribosomale 16s de la souche NB, op.

GGGAGCTGACGACACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTC
TATCTCTAGAGTGGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTG
AATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTC
AACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGCACTG
AAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAG
GGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACC
AGAGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTAC
ACATGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCT
CCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCT
TTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTG
GCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGATACCGTCAGGGGACGTTCAGTTAC
TAACGTCCTTGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCAC
TCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCTG
CCTCCCGTAAGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTC
AGGTCGGCTATGCATCGTGGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATG
CACCGCGGGTCCATCCATCAGCGACACCCGAAAGCGCCTTTCACTCTTATGCCAT
GCGGCATAAACTGTTATGCGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTATTATCCCCCTCTG
ATGGGTAGGTTACCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCCTCTTCCGAATGAGTG
CCAGCACTCGGGAGAAAGAGCGTTCGACTTGCATGTATAGCACGCGCAGCGTCGT
TCTGACAGAATATTATCTAATA

Figure 75: La composition en pairs de bases de la séquence consensus du gene

codant la sous unité ribosomale 16s de la souche Ya.
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GTGGCGCTGACGACACCATGCACCACCTGTCACCGTTGCCCCCGAAGGGGAAACT
ATATCTCTACAGTGGTCAACGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTAC
ACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCG
ACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGA
AACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAA
TCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCG
CCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCAAATCTCTACGCATTTCACCGCTACACTTGGAAT
TCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTG
AGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAGGACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCA
ATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT
TAGCCGTGGCTTTCTAATAAGGTACCGTCAAGGTACAGCCAGTTACTACTGTACT
TGTTCTTCCCTTACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGC
GTTGCTCCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTA
GGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCT
ACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGG
CCCATCCTATAGCGACAGCCGAAACCGTCTTTCAGTCTTTCACCATGAAGCAAAA
GAGATTATTCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAAACTATAGGGTAG
GTTGCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACGTCAAAGGAGCAGCTCCTTTT
CTGTTCGCTCGACTTGCATGTATTAGCACGCCGCCAGCGTTCGTCTGACAGGGAT
CACACAAACACTATATA

Figure 76: La composition en pairs de bases de la séquence consensus du gene

codant la sous unité ribosomale 16s de la souche LV,.

AGTGCTGACGACACCATGCACCACCTGTCACTTTGCCCCCGAAGGGGAAGCTCTA
TCTCTAGAGTGGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCA
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCA
CCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAA
GGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGG
TATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAG
AGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACAA
TGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCC
CGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTA
CGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCC
GTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGATACCGTCAAGGGATGAACAGTTACTCTT
CCTTGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGC
GGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCC
GTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCG
GCTATGCATCGTGGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCACCGC
GGGTCCATCCATCAGCGACACCCGAAAGCGCCTTTCAAATCAAAACCATGCGGTT
TCGATTGTTATACGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCTTCTGATGGGC
AGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCACTCTCTTTTTCAGTGAGCAGCTCGG
TGAAAAGAGCGTCGACTGCATGTATAGCACGCGCCAGCGTCGTCTGAGCTAGGA
AACCAACTCCT

Figure 77: La composition en pairs de bases de la séquence consensus du géne

codant la sous unité ribosomale 16s de la souche T, op.
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GGGGGGCTGACGACACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGAAGCC
CTATCTCTAGGGTTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTC
GAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT
CAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGCACT
AAAGGGCGGAAACCCTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCA
GGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGTCAGTTACAGAC
CAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTA
CACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCC
TCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCGCGC
TTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGTGCTG
GCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTC
GAACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCATC
ACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGC
TGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCT
CAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAAT
GCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCTAAAAGCCACCTTTTATAATTGAACC
ATGCGGTTCAATCAAGCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGT
CTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTGAACATCAGGAG
CAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGCACCGCCGCCAGCGTTCGT
CCTGAGCAGTGAAATAACCAACTTCATAGGTG

Figure 78: La composition en pairs de bases de la séquence consensus du gene

codant la sous unité ribosomale 16s de la souche E3S4P.

AGGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCTGAGTTCCCGAAGGCACCAATC
CATCTCTGGAAAGTTCTCAGCATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTC
GAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTT
TAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTATCGCGTTAGCTGCGCCACT
AAGATCTCAAGGATCCCAACGGCTAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAG
GGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCC
AGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTAC
ACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTCAGTAGTTTTGGATGCAGTT
CCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTGCTGAACCACCTACGCGCGCT
TTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGG
CACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTTGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTAA
CTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACC
ACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCC
TCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGA
CCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAGCTAATCCGA
CCTAGGCTCATCTGATAGCGTGAGGTCCGAAGATCCCCCACTTTCTCCCTCAGGA
CGTATGCGGTATTAGCGCCCGTTTCCGGACGTTATCCCCCACTACCAGGCAGATT
CCTAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTGAATCCAGGAGCAAGCTCCCTTCATCC
GCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCTGGAATTC
AAACCTCCTAGGA

Figure 79: La composition en pairs de bases de la séquence consensus du géne

codant la sous unité ribosomale 16s de la souche TB, op.
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Les séquences consensus des souches identifiées sont publi€es et interrogées dans deux bases

de données: RDP Project (Tableau 17) et Genbank. La comparaison des séquences des

souches identifiées avec les séquences nucléotidiques indexées dans la base de données

NCBI, a permis d’établir 1’identité des souches sélectionnées et 1’indication du degré

d’homologie. Les numéros d’accession, 1’identité et le pourcentage de similarité sont illustrés

dans le (Tableau 18).

Tableau 17 : L’insertion des séquences des souches identifiées dans la base de données

RDP Project.

Souches

RDP Project

T,

Domaine :Bacteria
Phylum :Proteobacteria
Classe :Gammaproteobacteria
Ordre :Enterobacteriales
Famille :Enterobacteriaceae
Genre : Enterobacter

AH, (-2)

Domaine: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Classe: Bacilli
Ordre:Bacillales
Famille: Bacillaceae
Genre Bacillus

Py op

Domaine: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Classe: Bacilli
Ordre: Bacillales
Famille: Bacillaceae
Genre: Bacillus

Xg4

Domaine: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Classe: Bacilli
Ordre: Bacillales
Famille: Bacillaceae
Genre: Bacillus

P2 op

Domaine: Bacteria
Phylum :Firmicutes
Classe: Bacilli
Ordre: Bacillales
Famille: Bacillaceae
Genre: Bacillus

T2

Domaine: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Classe: Bacilli

Ordre: Lactobacillales
Famille: Enterococcaceae
Genre: Enterococcus

EsSsP

Domaine: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Classe: Bacilli
Ordre: Bacillales
Famille: Bacillaceae
Genre: Bacillus

H, (-6)

Domaine: Bacteria

Phylum: Firmicutes

Classe: Bacilli

Ordre: Lactobacillales
Unclassified Lactobacillales
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NB, op

Domaine: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Classe: Bacilli

Ordre: Lactobacillales
Famille: Enterococcaceae
Genre: Enterococcus

Ya

Domaine: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Classe: Bacilli
Ordre:Lactobacillales
Famille: Enterococcaceae
Genre: Enterococcus

LV,

Domaine: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Classe: Bacilli

Ordre: Bacillales
Famille: Planococcaceae
Genre: Lysinibacillus

T, op

Domaine: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Classe: Bacilli

Ordre: Lactobacillales
Famille: Enterococcaceae
Genre: Enterococcus

E3S,P

Domaine: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Classe: Bacilli
Ordre: Bacillales
Famille: Bacillaceae
Genre: Bacillus

TB, op

Domaine: Bacteria

Phylum: Proteobacteria
Classe: Gammaproteobacteria
Ordre: Pseudomonadales
Famille: Pseudomonadaceae
Genre: Pseudomonas

Tableau 18 : Présentation des numéros d’accession, le pourcentage de similarité et

I’identité des souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase.

La souche Numéro d’accession Identité de la souche Similarité
T, KR905684 Enterobacter xiangfangensis strain Ps21 99%
AH, (-2) KF601955 Bacillus subtilis strain SBT-014 99%
Py op KF601957 Bacillus cereus strain SBTBC-008 99%
Xga KX108830 Bacillus sp. BAB 4378 99%
P, op KM384034 Bacillus amyloliquefaciens strain B5 99%
T, CP014529 Enterococcus faecium strain E745 99%
E3S;P KT308223 Bacillus sp. K2DN343 99%
H, (-6) HQB805799 Uncultured organism clone ELU0156-T284-S- 89%
NIPCRAMgANa 000317
NB; op AY395018 Enterococcus faecalis sp 99%
Ya KT260655 Enterococcus faecalis strain RCB443 99%
LV, KT818804 Lysinibacillus macroides strain SPL1 99%
T, op KMO095647 Enterococcus faecium strain PSB 5 98%
E3S4P JX237837 Bacillus licheniformis strain BaDBO1 99%
TB, op KU647644 Pseudomonas aeruginosa strain S164S 99%
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5.5. Phylogénie et construction de I’arbre phylogénétique

Cette analyse purement bioinformatique se repose sur [’utilisation des logiciels d’alignements
multiples des séquences consensus des souches isolées, sélectionnées productrice de la
protéase avec les especes apparentées dotées d’un pourcentage d’homologie €levé. L’arbre
phylogénétique est construit a [’aide du programme MEGA 6, selon la méthode Neighbor-
joining, basée essentiellement sur la substitution des pairs de base et le calcul de la distance

évolutive entre les taxons (Figure 80).

74 i
SI{AHZ (-2)

KU054330.1:25-1098 Bacillus subtilis strain Sid 20

08| O EsS:P

LN874212.1:717-1792 Bacillus sp. KSRH34

94 499|:P2 op

KUS597583.1:1-1051 Bacillus siamensis strain RD AZPIS 04

82 97[ EsS.P

62 KY063593.1:9-1077 Bacillus licheniformis strain SSCL 10
KT308222.1:1-1049 Bacillus sp. K2DN342
36 83——P, op
KC849454.1:1-1058 Bacillus cereus strain JF1
95 LV,
64 KRO085803.1:6-1075 Lysinibacillus macroides strain [HBB 9247
{Tz
97 CP012430.1:2839363-2840427 Enterococcus faecium strain ISMMS VRE 1
T, op
73 43|:JX8476 19.1:5-1050 Enterococcus faecium strain MML6
{Y‘;
KT260639.1:1-1056 Enterococcus faecalis strain RCB427
59
{HQ805674.11173-1054 Uncultured organism clone ELUO156-T284-S
451|:NB1 op
KT260658.1:1-1057 Enterococcus faecalis strain RCB446
98 T,
89 {CP0188 14.1:127467-128939 Enterobacter cloacae strain AR 0002

98
{KU962 126.1:4-1061 Pseudomonas aeruginosa strain IESE:ST4
Escherichia coli strain K-12 MG1655

——
0,01

Figure 80 : Arbre phylogénétique présentant la distance évolutive entre les souches
sélectionnées productrice de la protéase et les souches de référence par
I’utilisation de la méthode Neighbor-joining.
» La barre indique: 0.01 substitutions par position de nucléotide.
6. Optimisation des paramétres impliqués dans la production de la protéase
6.1. Etude de I’effet des différentes concentrations de caséine
L’¢tude de I’influence de la concentration de cas€ine sur I’activité protéolytique est effectuce

lors de I’inoculation des souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase dans un
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milieu de culture de production a différentes concentrations de cas€ine, incubées avec une
agitation de 130 rpm pendant 48 heures a la température convenable pour chaque souche.

Les résultats obtenus de 1’effet de la concentration de caséine sur la production de la protéase
chez les souches (T2, T20p, TB20p, T,', AH,(-2), Xga, P20p, EsS3P, Hi(-6), NBiop, Ya, LV,,
EsSap, EsSiIBN et Piop) lors de 1'utilisation d’une concentration de 0,1% de caséine, ont
montré une production maximale de (1,60, 1,45, 1,50, 1,80, 1,65, 1,30, 1,30, 1,70, 1,50, 1,65,
1,62, 0,95, 1,55, 1,48 et 0,60 UI /ml) respectivement (Figures 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88,
89).

AT,

= T ep

Activité enzymatique (Ul ml)

=N

Figure 81: Etude de I’effet de la concentration de caséine sur I’activité protéolytique
chez les souches isolées, sélectionnées T, et Toop, inoculées sur milieu de

production, incubées avec agitation de 130 rpm a une température de 35°C

pendant 48 heures.

BN on
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0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentration de caseine (%)

Figure 82: Etude de I’effet de la concentration de caséine sur I’activité protéolytique
chez les souches isolées, sélectionnées Y4 et NBqop, inoculées sur milieu

de production, incubées avec agitation de 130 rpm a une température de

35°C pendant48 heures.
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Figure 83: Etude de I’effet de la concentration de caséine sur I’activité protéolytique
chez les souches isolées, sélectionnées TB,op et EsS{IBN inoculées sur

milieu de production, incubées avec agitation de 130 rpm a une

température de 30°C pendant 48 heures.
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Figure 84: Etude de I’effet de la concentration de caséine sur I’activité

protéolytique chez la souche isolée, sélectionnée T,', inoculée sur milieu

de production, incubée avec agitation de 130 rpm a une température de
30°C pendant 48 heures.

Activité enzymatique (Ulml)

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 06
Concentration de caseine (%)

Figure 85: Etude de I’effet de la concentration de caséine sur I’activité protéolytique
chez la souche isolée, sélectionnée H; (-6), inoculée sur milieu de
production, incubée avec agitation de 130 rpm a une température de 45°C

pendant 48 heures.
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Figure 86: Etude de I’effet de la concentration de caséine sur I’activité protéolytique
chez la souche isolée, sélectionnée LV, inoculée sur milieu de production,

incubée avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C pendant 48

heures.

:

1.8 4

1,6 -
1.4 o
1.2 4
1.0 -
0.8
0.6 -|
0,4
0,2 |
0,0 -l
0,0 0.1 0,2 0,3 0,4 0,5 0.6

Concentration de caseine (%)

Activité enzymative (Ulml)

Figure 87: Etude de I’effet de la concentration de caséine sur I’activité protéolytique
chez les souches isolées, sélectionnées AHx(-2) et EsSsP, inoculées sur
milieu de production, incubées avec agitation de 130 rpm a une
température de 30°C pendant 48 heures.
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Figure 88 : Etude de I’effet de la concentration de caséine sur ’activité protéolytique
chez les souches isolées, sélectionnées Xga et P,op, inoculées sur milieu

de production, incubées avec agitation de 130 rpm a une température de

30°C pendant 48 heures.

95



Chapitre IV Résultats

1.6 -

1.4 o

1.2 o

1.0 A

o8

06 -

0.4 -

Activile enzymalique (Uiml)

0,2 -

0.0 |
0.0 0,1 0z 0,3 0.4 0.5 0,6
concentration de caseine (%)

Figure 89: Etude de I’effet de la concentration de caséine sur I’activité protéolytique
chez les souches isolées, sélectionnées EsS4P et Piop, inoculées sur milieu

de production, incubées avec agitation de 130 rpm a une température de
30°C pendant 48 heures.
6.2. Etude de I’effet de 1a source d’azote sur I’activité protéolytique
L’étude de 'influence de la source d’azote sur 1’activité protéolytique est effectuée lors de
I’inoculation des souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase dans un milieu de
culture de production contenant séparément les composants suivants: peptone, tryptone et
extrait de viande, incubées avec une agitation de 130 rpm a la température optimale pour
chaque souche pendant 48 heures. Les résultats de 1’effet de la source d’azote sur la
production de la protéase chez les souches (T2, T20p, TB20p, T2', AH2(-2), Xga, P2op, EsS;P,
Hi(-6), NB1op, Ya, LV, EsSap, EsSiIBN et Pyop) lors de 1'utilisation du peptone ont montré
une production maximale de (1,60, 1,45, 1,50, 1,80, 1,65, 1,30, 1,30, 1,70, 1,50, 1,65, 1,62,
0,95, 1,55, 1,48 et 0,60 UI /ml) respectivement (Figures 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96).
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Figure 90: Etude de I’effet de la source d’azote sur I’activité protéolytique
chez la souche isolée, sélectionnée T,', inoculée sur milieu de production,

incubée avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C pendant 48

heures.
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Figure 91: Etude de I’effet de la source d’azote sur I’activité protéolytique
chez la souche isolée, sélectionnée Hy (-6), inoculée sur milieu de
production, incubée avec agitation de 130 rpm a une température de 45°C

pendant 48 heures.
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Figure 92: Etude de I’effet de la source d’azote sur I’activité protéolytique
chez la souche isolée, sélectionnée LV, inoculée sur milieu de
production, incubée avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C

pendant 48 heures.
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Figure 93: Etude de I’effet de la source d’azote sur I’activité protéolytique chez les
souches isolées, sélectionnées (T, T.op, NBiop et Y,), inoculées sur

milieu de production, incubées avec agitation de 130 rpm a une

température de 35°C pendant 48 heures.
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Activité enzymatique (Ul ml)

Figure 94: Etude de I’effet de la source d’azote sur I’activité protéolytique
chez les souches isolées, sélectionnées AH, (-2) et E3SsP inoculées sur

milieu de production, incubées avec agitation de 130 rpm a une

température de 30°C pendant 48 heures.

Acfivité enzymatique (Ul mi)

Figure 95: Etude de I’effet de la source d’azote sur I’activité protéolytique chez les
souches isolées, sélectionnées Xga4 et P,op, inoculées sur milieu de

production, incubées avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C

pendant 48 heures.
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Figure 96: Etude de I’effet de la source d’azote sur I’activité protéolytique chez les
souches isolées, sélectionnées E3S4P et Piop, inoculées sur milieu de

production, incubées avec agitation de 130 rpm a une température de 30°C

pendant 48 heures.
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6.3. Etude de I’effet des différentes sources de carbone sur I’activité protéolytique
L’étude de I’influence de la source de carbone sur I’activité protéolytique est effectuée lors de
I’inoculation des souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase dans un milieu de
culture de production contenant séparément, le glucose, I’amidon et le saccharose, incubées
avec une agitation de 130 rpm a la température optimale pour chaque souche pendant 48
heures.

Les résultats de ’effet de la source de carbone sur la production de la protéase chez les
souches (T2, Ta0p, TB20p, T2', AHx(-2), Xga, P20p, EsSsP, Hi(-6), NBsop, Ya, LV,, EsSap,
EsSiIBN et Pyop) lors de I'utilisation du glucose et d’amidon ont montré une production
maximale de (1,69, 1,43, 1,55, 1,82, 1,66, 1,30, 1,40, 1,68 1,70, 1,44, 1,35, 0,85, 1,4, 1,51 et
0,85 UI /ml) respectivement (Figures 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104).

Activité enzymatique (Ul ml)

Glucose Amidon Saccharose
Source de carbone

Figure 97: Etude de I’effet de la source de carbone sur I’activité protéolytique chez
la souche isolée, sélectionnée T,', inoculée sur milieu de production,

incubée avec agitation de 130 rpm a une température de30°C pendant

48 heures.
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Glucose Amidon Saccharose
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Figure 98: Etude de I’effet de la source de carbone sur I’activité protéolytique chez
la souche isolée, sélectionnée Hq (-6), inoculée sur milieu de production,

incubée avec agitation de 130 rpm a une température de 45°C pendant
48 heures.
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Figure 99: Etude de ’effet de la source de carbone sur I’activité protéolytique la chez
souche isolée, sélectionnée LV,, inoculée sur milieu de production,

incubée avec agitation de 130 rpm a une température de 45°C pendant48

heures.

B, op
e EEEE E,S, BN

Activite enzymatique (Ul ml)

Amidon
Source de carbone

Figure 100: Etude de l’effet de la source de carbone sur l’activité protéolytique
chez les souches isolées, sélectionnées TB,op et EsS{IBN inoculées sur
milieu de production, incubées avec agitation de 130 rpm a une

température de 30°C pendant 48 heures.

Activité enzymatique (Ul ml)

Glucose Amidon Peptone

Source de carbone

Figure 101: Etude de l’effet de la source de carbone sur I’activité protéolytique
chez les souches isolées, sélectionnées (T2, T,op, NBsop et Ya4), inoculées

sur milieu de production, incubées avec agitation de 130 rpm a une

température de 35°C pendant 48 heures.
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Figure 102: Etude de l’effet de la source de carbone sur I’activité protéolytique
chez les souches isolées, sélectionnées AH; (-2) et EsSsP, inoculées

sur milieu de production, incubées avec agitation de 130 rpm a une

température de 30°C pendant 48 heures.
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Figure 103: Etude de l’effet de la source de carbone sur I’activité protéolytique
chez les souches isolées, s€lectionnées Xg4 et P,op, inoculées

sur milieu de production, incubées avec agitation de 130 rpm a une

température de 30°C pendant 48 heures.

Actiité enzymatique (Ul ml)

Glucose Amidon Saccharose

Source de carbone

Figure 104: Etude de l’effet de la source de carbone sur I’activité protéolytique
chez les souches isolées, s¢lectionnées E3S4P et Piop inoculées

sur milieu de production, incubées avec agitation de 130 rpm a une

température de 30°C pendant 48 heures.
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6.4. Etude de I’effet de I’inoculum sur ’activité protéolytique

Dans le but d’optimiser la quantit¢ de protéases produite dans le surnageant, les souches
isolées, sélectionnées sont inoculées dans un milieu de production a différentes concentrations
d’inoculum, incubées avec une agitation de 130 rpm a la température optimale pour chaque
souche pendant 48 heures.

Les résultats obtenus de I’effet de la concentration d’inoculum sur la production de la protéase
chez les souches (T2, T20p, TB20p, T2', AH,(-2), Xga, P20p, E3S3P, Hi(-6), NBiop, Ya, LV,,
EsSap, EsSiIBN et Pyop) lors de ['utilisation d’une concentration de 2%, ont montré une
production maximale de (1,60, 1,45, 1,50, 1,80, 1,65, 1,30, 1,30, 1,70, 1,50, 1,65, 1,62, 0,95,
1,55, 1,48 et 0,60 UI /ml) respectivement (Figures 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112).
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Figure 105: Etude de I’effet de la concentration d’inoculum sur I’activité
protéolytique chez la souche isolée, sélectionnée T,', inoculée sur milieu

de production, incubée avec agitation de 130 rpm a une température de

30°C pendant 48 heures.
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Figure 106: Etude de I’effet de la concentration d’inoculum sur I’activité
protéolytique chez la souche isolée, sélectionnée Hq(-6), inoculée sur
milieu de production, incubée avec agitation de 130 rpm a une

température de 45°C pendant 48 heures.
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Figure 107: Etude de I’effet de la concentration d’inoculum sur I’activité
protéolytique chez la souche isolée, sélectionnée LV, inoculée sur
milieu de production, incubée avec agitation de 130 rpm a une

température de 30°C pendant 48 heures.
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Figure 108: Etude de I’effet de la concentration d’inoculum sur I’activité
protéolytique chez les souches isolées, sélectionnéesTB.op et EsS{IBN,

inoculées sur milieu de production, incubées avec agitation de 130 rpm a

une température de 30°C pendant 48 heures.
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Figure 109: Etude de I’effet de la concentration d’inoculum sur I’activité
protéolytique chez les souches isolées, sélectionnées T, T.op, NBjop et
Y4, inoculées sur milieu de production, incubées avec agitation de
130 rpm a une température de 35°C pendant 48 heures.
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Figure 110: Etude de I’effet de la concentration d’inoculum sur ’activité
protéolytique chez les souches isolées, sé¢lectionnées AH, (-2) et E3SsP,

inoculées sur milieu de production, incubées avec agitation de 130 rpm a

une température de 30°C pendant 48 heures.
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Figure 111: Etude de I’effet de la concentration d’inoculum sur I’activité
protéolytique chez les souches isolées, sélectionnées Xga et P,op,

inoculées sur milieu de production, incubées avec agitation de 130 rpm a

une température de 30°C pendant 48 heures.
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Figure 112: Etude de I’effet de la concentration d’inoculum sur ’activité
protéolytique chez les souches isolées, sélectionnées et EsS4P et Piop,

inoculées sur milieu de production, incubées avec agitation de 130 rpm

a une température de 30°C pendant 48 heures.
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7. SDS-PAGE et analyse de la protéase

7.1. Dosage des protéines

La courbe d’étalonnage est initialement préparée par 1’utilisation du sérum albumine bovin
(BSA 1 a) comme standard, la formule de la droite obtenue est y = 0,094x+0,324 avec un
coefficient de détermination R? de 0,995 dont : y est la DO a 570 nm et x est la concentration

de la protéine recherchée (Figure 110).
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Figure 113: Courbe d'é¢talonnage standard du dosage des protéinés préparées par
la méthode de Bradford avec I’utilisation du sérum albumine bovin
(BSA 1 o).
7.2. Electrophorése par SDS-PAGE
L’homogénéité et le poids moléculaire des protéases produites par les souches isolées,
sélectionnées, sont mis en évidence par SDS-PAGE. Les souches (T2, T20p, TB2op, T>', AH;
(-2), Xga, P2op, EsSsP, H; (-6), NByop, Yas, LV, EsSsp et Piop) ont montré différentes
bandes protéiques correspondante a des poids moléculaires de (35, 37, 49, 45, 52, 37, 40, 38,
40, 50, 36, 42, 55 et 35 Kda) respectivement, présentant seulement une bande par

¢électrophorese sur gel suggérant que les protéines purifiées sont homogenes (Figures 111).
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Figure 114: Représentation photographique du profile protéique des souches isolées,
sélectionnées productrices de la protéase. (Colonnes 1 et 2: Marqueur de
taille (Dual Color Biorad), colonne 3: la souche T,', colonne 4: la souche
AHz(-2), colonne 5: la souche P;0p, colonne 6: la souche Xga, colonne 7:
la souche P,op, colonne8: la souche T, colonne 9: la souche EsS;P,
colonne 10: BleuX, colonne 11: marqueur de taille, colonne 12: la
souche Hi(-6), colonne 13: la souche NB1op, colonnel4: la souche Ya,
colonne 15: la souche LV, colonne 16: la souche T,op, colonne 17: la

souche E3S4P, colonne 18: la souche TB,op, colonne 19: marqueur de

taille).
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Discussion

L’objectif de cette présente étude est I’isolement et la caractérisation d’une large gamme de
bactéries productrices de la protéase a partir des sols riches en protéines de la région de Chlef,
située en Ouest de 1’ Algérie.

Les préléevements effectués ont permis 1’isolement de bactéries a Gram positif et négatif,
sporulés et non sporulées capables de produire des protéases.

Différentes stratégies d’isolement sont effectuées pour la sélection des bactéries
protéolytiques appartenant a différents genres. De nombreux travaux réalisés sont portés en
grande partie sur la production d’enzymes a partir des bactéries a Gram positif, dont les
especes appartenant au genre Bacillus sont les plus ciblées grace a leur pouvoir protéolytique
important.

Vu I’indisponibilité des milieux de culture sélectifs adéquats destinés pour 1’isolement des
bactéries sporulées, le choc thermique constitue une stratégie de base pour la sélection de ce
groupe bactérien par 1’élimination des formes végétatives et la stimulation du développement
des spores (formes de résistance) (Lynn et al., 1999). A cet effet, les milieux de culture
gélosés et TGEA, additionnés a une concentration de 1% de lait écrémé sont utilisés pour
I’isolement des bactéries productrices de la protéase (Patel, 1985).

Le criblage primaire effectué¢ selon la méthode décrite par (Facklam et al., 1989 ; Denizci et
al.,, 2008; Mukhtar et Haq 2008; Olajuyigbe et Ajele 2008; Chekireb et al, 2009;
Kalaiarasi et Sunita 2009), a partir de différents sols riches en résidus protéiques a permis
I’isolement de 115 souches dotées d’un pouvoir protéolytique.

L’étude phénotypique et I’identification préliminaire du genre basée essentiellement sur la
détermination des caractéristiques morphologiques, la coloration de Gram, la présence de
catalase et d’oxydase, 1I’étude du type respiratoire, la mobilité et la sporulation ont réveélé
I’appartenance des souches isolées au genres, Bacillus (Emanuel et al., 2009), Lysinibacillus
(Min et al, 2012), des souches de lactobacilles (Dellagio et al, 1994), Enterococcus
(Facklam et al, 1989), Enterobacter (Stets et al, 2013; Berrazeg et al., 2013), et
Pseudomonas (Palleroni et al., 1984; Jacques, 1994; Bossis, 1995) (Tableau 11).

Les souches isolées, productrices de la protéase sont purifiées par des repiquages successifs,
conservées dans un bouillon BHIB glycérolé a une concentration de 30% a (-20°C) (Badis et

al., 2005; Gallagher et Wiley, 2008).
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L’ensemencement des souches isolées par strie ou par spot sur la surface du milieu de culture
gélosé, a base d’'une concentration de 1% de lait écrémé a montré une importante activité
protéolytique chez les souches isolées, sélectionnées (TBop, Xga, Piop, EsS;P, AH»(-2),
P2op,T2, EsS1IBN, E3S,P, T2op, T,', Hi(-6), LV2, NB, op et Y,) traduite par la formation des
zones d’hydrolyse de diametres de (40, 40, 39, 39, 38, 38, 38, 38, 37, 36, 36, 36, 34, 32 et 32
mm) respectivement.

La valeur du diameétre est un parametre intéressant pour I’évaluation de la capacité des
souches sélectionnées a produire des protéases sur milieu de culture solide
(Chantawannakul, 2002).

Les résultats obtenus ont largement excédé les valeurs rapportées par Olajuyigbe (2005) qui a
trouvé que sur dix-huit isolats de Bacillus, les souches B. licheniformis et B. cereus présentent
un diamétre d’hydrolyse important de (45 et 41 mm) respectivement.

Lakhal (1997) a montr¢ que le diametre de dégradation entourant la colonie de B.
amyloliquefaciens considérée comme souche hautement protéolytique, est de 36 mm ce qui
concorde avec nos résultats.

Des ¢tudes antérieurs réalisées par Ahmed et al, (2007) ont rapporté que les especes
appartenant au genre Lysinibacillus sont capables de produire des protéases, dont le diametre
de la zone d’hydrolyse est de 28 mm. Par ailleurs, Sharipova et ces collaborateurs (2000)
ont suggéré que B. subtilis Kizs a manifesté une excellente activité protéolytique avec une
zone d’hydrolyse de 38 mm de diameétre.

Sokol et ces collaborateurs (1979) ont considéré que la souche Pseudomonas aeruginosa
PKS-1 cultivée sur milieu de culture BHI, additionnée au lait écrémé, incubée a 30°C pendant
24 heures, est hautement protéolytique avec une zone d’hydrolyse de 35 mm de diametre.

Des ¢études antérieurs réalisés par Cano (2009) ont rapporté que les serines protéases
produites chez les especes du genre Enterobacter ont contribué a la formation d’une zone
d’hydrolyse d’un diamétre de 25 mm, cette valeur est inférieur a celle trouvée dans notre
recherche.

Des études comparatives sur la protéolyse chez les genres Enterococcus et Lactobacillus ont
montré une importante activité protéolytique, traduite par la formation des zones d’hydrolyse
de 30-35 mm de diametre (McSweeney et Sousa, 2000).

Ces comparaisons peuvent mettre en valeur les résultats trouvés, puisque le rapport de

I’activité enzymatique des souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase a celle de
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chacune des souches de la littérature est supérieure, ce qui laisse a conclure que nos souches
sont performantes et que les milieux utilisés sont adéquats.

Le screening secondaire des souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase est
focalisé sur I’évaluation de l'activité enzymatique par la méthode d'hydrolyse de la caséine sur
un milieu de culture liquide (Kunitz, 1947).

A cet effet, ’hydrolyse de la caséine des surnageants des cultures en batch, incubées avec
agitation de 130 rpm a une température de 30°C pendant 48 heures par la protéase, a libéré
une quantité de tyrosine et d'autres acides aminés, mesurée a une longueur d’onde de 275 nm
a I’aide d’un spectrophotomeétre (Drouin M, 2005).

Les souches (Ya, Hi(-6) NBiop, AH:(-2), E3S.P, T2, Ta0p, T2', EsS;P, EsS;IBN, LV,
TB2op, Piop, Pop et Xg,) sont dotées d’une activité maximale de (1,25, 1,15, 1,15, 1,65,
1,65, 1,30, 1,30, 1,10, 1,62, 1,7, 1,55, 1,80, 1,48, 1,50 et 1,60 U /ml ) respectivement.

Les résultats obtenus de 1’activité protéolytique des souches isolées sélectionnées ont
largement dépassé les valeurs de (0,85, 0,65, 0,40 et 0,56U/ml) publiées chez
(B.lycheniformis, B.amyloliquefaciens, B.subtilisetLysinibacillus macroides) respectivement
(Fijuwara et Yamamoto, 1987 ; Amoozegara et al, 2007 ; Malek, 1995 ; Coorevits,
2012).

Par ailleurs, Kalaiarasi et Sunitha (2009) ont rapporté que la production de la protéase chez
Pseudomonas aeruginosa, cultivée sur un milieu de culture minimal, a manifesté une activité
protéolytique de (1,07 U /ml). Stanier et al., (1966) ont suggéré que lors de I’hydrolyse de la
gélatine chez P. aeruginosa, P. fluorescens, la production des protéases extracellulaires est
remarquable avec des taux de production de (1,45 et 1,21U /ml) respectivement. Par ailleurs,
cette activité protéolytique est totalement absente chez P. putida (Stanier et al., 1966).

Des ¢tudes antérieures réalisées par (Nedjai et al., 2012) ont révélé que Enterobacter cloacae
et Enterobacter xiangfangensis, cultivées sur un milieu de culture de production ont montré
une activité protéolytique de (0,1 U /ml et 0, 22 U /ml) respectivement.

L'activité protéolytique constitue €galement une caractéristique technologique importante
chez les bactéries lactiques et favorise leur prolifération dans le lait. Une protéolyse
relativement faible ou la présence d'une quantité¢ importante de souches présentant un
phénotype protéase négatif chez des lactobacilles issus de fromages artisanaux ou de lait cru
est également rapportée par Centeno et al, (1996) ct Estepar et al, (1999) et la grande
majorité des souches n'ayant démontré aucune activité protéolytique détectable. Cependant,

Ben Belgacem et ces collaborateurs (2010) ont montré que la production des protéases chez
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des souches d’Enterococcus sp, cultivées sur milieu de culture synthétique contenant une
concentration de 1% de peptone, incubées a une température de 30°C pendant 48 heures a
manifesté une importante activité protéolytique de 1,7 U /ml.

Le suivi de la cinétique de croissance et la production de la protéase des souches sélectionnées
appartenant au genre Bacillus, ont montré un faible taux de production de I’enzyme dans les
premieres heures de la fermentation, la production de la protéase est initialement amorcée
apres 3 heures d’incubation, ce qui concordent avec les travaux rapportés par (Kunitate et al.,
1989 ; Malek, 1995) chez Bacillus thuringiensis et Bacillus sp. De plus, Nascimento et
Mrtins (2003) ont montré que Bacillus sp grandi trés vite et la formation de la protéase
commence a partir de 4 heures de la croissance.

Ward (1985) a rapporté¢ que la production de la protéase chez Bacillus sp est maximale
durant la fin de la phase exponentielle de croissance. Ensuite, une réduction considérable de la
production est observée aprés 72 heures d’incubation, ce qui est expliqué par ['utilisation de
cette enzyme durant le processus de sporulation. Cependant, Debabov (1982) et An
Coorevits et al., (2012) ont rapporté sur I’existence d’une relation causale entre 1’absence de
sporulation et la déficience en protéases extracellulaires, due probablement a 1’apparition
d’une mutation dans le géne structural de la protéase alcaline.

Ahmed et al., (2007) ont attribu¢ la faculté d'adaptation au changement de 1’environnement
chez Lysinibacillus sp a la variété des geénes régulateurs. Lee et al, (2012) ont établi que le
systeme régulateur a 2 composé€s varie selon 1’état nutritionnel de la bactérie, en effet, son
expression est stimulée par une carence en acide aminés et en phosphore (Malek, 1995), alors
qu'un exces en glucose peut réprimer cette expression (Heyman et Kermazyn, 1973 ;
Mesadek et al.,, 1993). De méme, Miwa et al, (2009) ont rapporté qu’un milieu contenant
des composés d’azote et de carbone facilement assimilable réprime la synthése des
exoprotéases chez Lysinibacillus sp.

La production de la protéase chez Pseudomonas sp est notée aprés 4 heures de fermentation,
cette production progresse au cours de la phase exponentielle. Ensuite, une réduction
significative est observée apres 72 heures d’incubation, due a la mort cellulaire pendant la
phase de déclin.

Shen et al, (2008) ont rapporté que la production de la protéase chez P. aeruginosa est
dépendante de la densité cellulaire, I’ajout d’un surnageant issu d’une culture en phase
stationnaire, réprime |’expression des genes de la protéase d’une culture en phase

exponentielle.
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Duong et al., (2001) ont montré que les souches de P. aeruginosa, P. putida et P. fluorescens
produisent des protéases seulement en phase exponentielle de croissance.

Baba Ahmed-Kazi (2013) a suggéré que la production de la protéase chez Enterobacter sp
est maximale durant la phase exponentielle de croissance, avec un taux de production
supérieur a 0,7 U/ml, relativement stable au cours de la phase stationnaire, ou la bactérie
commence a synthétiser ces propres antibiotiques pour lutter contre la concurrence et
accompagnée d’une réduction considérable pendant la phase de déclin (72 heures), ces
données sont en concordance avec nos résultats.

Abdel Baky et ces collaborateurs (1986) ont rapporté qu’une production maximale de la
protéase est observée apres 24 heures d’incubation chez les lactobacilles, ce qui concorde
avec nos résultats obtenus. En outre, (Accolas et Auclair, 1970 ; Chamba et Prost, 1989) ont
montré qu’une activité protéolytique maximale est notée durant la phase exponentielle chez
les lactobacilles, accompagnée avec des taux de croissance différents selon les especes.
Guerzoni et Suzzi (2001) ont constaté¢ que lors de I’évaluation de la croissance chez les
souches d’Enterococcus feacium sur un milieu de culture a base de lait écrémé, le taux de
production de la protéase est de (0,70 U/ml), valeur qui est proche de nos résultats.

Les souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase, manifestant une excellente
activité protéolytique, sont retenues pour une éventuelle identification a I’échelle de 1’espece
par la galerie biochimique API Biomerieux.

L’utilisation d’un catalogue analytique et des matrices d’identification en se référant au
tableur Excel, a révélé I’appartenance des souches (NBiop, Ya, T2, Toop, T.', TB:0p,
EsSiIBN, AHy(-2), EsSsP, Piop, EsSiP, Prop et Xg4) aux espéces (Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus faecium, Enterobacter sp,
Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, Bacillus subtilis, Bacillus subtilis, B.cereus,
B.lycheniformis, B.amyloliquefaciens et Bacillus sp) respectivement.

La caractérisation phénotypique est mise en ceuvre pour I’identification et la classification des
souches sélectionnées, productrices de la protéase par 1’utilisation de certains criteres
morphologiques, physiologiques et nutritionnels. Cependant, ['utilisation des propriétés
phénotypiques demeure inapte pour une identification taxonomique totale et précise, ce qui
explique I’insuffisance des approches phénotypiques pour la caractérisation des souches
sélectionnées productrices de la protéase Hqi(-6) et LV,. A cet effet, I’approche moléculaire

reste la technique la plus recommandée pour une identification fiable et exacte.
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Les quinze souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase sont retenues pour une
éventuelle identification a I’échelle moléculaire et I’analyse phylogénétique.

A cet effet, toute manipulation réussite en biologie moléculaire doit tenir en compte, le bon
choix de la technique d’extraction d’ADN, car cette étape reste déterminante et indispensable
pour la fourniture d’un matériel génétique de bonne qualité (Ahaotu et al., 2013).

Rowland (2003) a rapporté que la diversité des kits disponible sur le marché et la présence de
différentes techniques laborieuses, ont permis I’extraction de I’ADN génomique. Cependant,
la fiabilité, le temps et le cotlit de la manipulation ont limité leurs applications.

L’utilisation de la méthode chimique d’extraction de I’ADN par phénol chloroforme constitue
une technique pertinente notamment la qualit¢ du génome extrait, la rapidité de sa mise en
évidence et son faible cofit (Acinas et al., 2004).

Emanuel et al., (2009) ont rapporté que le séquencage du gene codant la sous unité 16s RNA
offre un outil de choix pour I’identification génétique des bactéries, car cette région est trés
stable et a I’abri des mutations. Egalement, Amann et al, (1995) ont accordé une importance
particuliere a I’identification génétique des bactéries.

Avec I’accumulation des données indispensables sur ce gene et leurs publications dans les
banques de données, la notion des amorces universelles de la région 16s RNA est engendrée.
L’utilisation des amorces universelles (W001, W002, W007 et W012) pour 1’amplification
des fragments d’ADN codant la région 16s ARN, a révélé que lors des analyses
bioinformatiques, ces amorces s’hybrident avec la majorité des membres du régne bactérien
(Casanova, 2001).

Apres ’amplification des geénes codant la sous unité ribosomale 16s par la technique de la
PCR et la séparation des amplifias par électrophorese sur gel d’agarose a une concentration
de 1,2%, I’alignement précis des genes amplifiés en présence d’un biomarqueur de taille d’un
poids moléculaire de 1500 bp, a montré une concordance avec les résultats rapportés par (Wu
et al.,, 2006 et Adley et al, 2009 ; Arzu et al.,, 2011). En effet, cette catégorie de génes est
caractérisée par un fragment d’ADN d’une taille située entre 1200-1550 bp (Coenye, et
Vandamme,2003).

Le séquengage des genes amplifiés, a fournis des informations cruciales sur les quinze
souches sélectionnées, productrices de la protéase.

Dans un premier temps, une attention particulicre est portée sur l’identité des souches
sélectionnées. La comparaison des séquences nucléotidiques acquises avec la totalité des

genes séquencés et publiés dans les bases de donnée Blast et RDP Project, a montré que les
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souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase appartiennent aux genres: Bacillus,
Lysinibacillus, Enterococcus, Enterobacter, Pseudomonas et un genre de lactobacille.

Dans un second temps, I’analyse bioinformatique des données issues du séquencage, a
indiqué des taux de similitude ¢levés avec les souches de références (Tableau 18).

Apres 1’analyse fine des séquences brutes, 1’assemblage et la correction des données, les
séquences sont publiées dans la base de données NCBI.

L’utilisation du séquengage des genes codant la sous unité ribosomale 16S a permis la mise
en ceuvre d’une étude phylogénétique, dont 1’objectif principal se rattache forcement a la
distance évolutive entre les différentes especes bactériennes et la divergence des séquences
nucléotidiques, qui se reflete sur le phénotype. La construction de I’arbre phylogénétique est
fortement liée au type du gene a amplifier (Fukushima, 2002).

Les séquences nucléotidiques forment un groupe dit «Cluster ». De ce fait, la méthode
Neighbor joining, choisie pour le calcul des distances évolutives séparant les séquences
homologues, a permis la construction des arbres phylogénétiques sans racine a partir d'un
indice d'écart (par exemple distance ou dissimilarités entre les séquences).

Cette approche est basée sur le principe, lorsque les deux séquences homologues sont
différentes, la distance évolutive est grande. A 1’opposé, lorsque les s€quences sont divergées,
les deux séquences homologues sont proches, plus la distance évolutive qui les sépare est
faible (Kumar et al., 2004).

La physiologie de production de la protéase chez les bactéries est trés complexe, car elle est
influencée par une large panoplie de parametres physicochimiques. L’influence de ces
différents paramétres sur la production de la protéase est étudiée.

L’effet de la durée d’incubation sur D’activité protéolytique chez les souches isolées,
sélectionnées productrices de la protéase (T2, T2op, TB2op, T2', AH2(-2), Xga, P2op, EsS;P,
Hi(-6), NBiop, Ya, LV2, E3sSsp, EsS1IBN et Pjop) est mise en évidence. Les résultats obtenus
ont montré¢ que la meilleure production de la protéase est obtenue apres 48 heures
d’incubation chez la totalité¢ des souches avec des taux de production de (1,60, 1,45, 1,50,
1,80, 1,65, 1,30, 1,30, 1,70, 1,50, 1,65, 1,62, 0,95, 1,55, 1,48, et 0,60 UI /ml) respectivement.

Qadar et ces collaborateurs (2009) ont rapporté que la meilleure production de la protéase
chez les souches de Bacillus sp est observée apres 48 heures d’incubation avec un taux de
production de 0,7 U/ml.

A DPopposé, nos résultats different des constatations de Chelet (2006) qui a montré qu’une

activité protéolytique maximale chez des souches de Lactobacillus et Enterococcus, cultivées
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sur un milieu de culture lait écrémé pendant 92 heures, est de (0,95 et 1,01 U/ml)
respectivement. Par ailleurs, Sutra et al., (2000) et Berget al., (2005) ont suggéré que les
Pseudomonas spp fluorescents, ont manifest¢ une bonne activité¢ protéolytique apres 48
heures d’incubation. Cette estimation est ¢galement décrites par (Nielsen et al., 2000; Berg et
al., 2005; Botelho et Mendonca-Hagler, 2006; Hardoim et al., 2008).

Cependant, Nielsen et al., (2000) ont rapporté qu'une bonne activité protéolytique chez
E.coli, Enterobacter cloacae et Enterobacter sp est obtenue apres 24 heures d’incubation avec
des taux de production maximales de (0,82, 0,50 et 0,55 U/ml) respectivement.

La comparaison des résultats obtenus chez les souches isolées, sélectionnées productrice de la
protéase avec les travaux rapportés par (Gupta et Beg, 2003) a montré que I’influence du
temps d’incubation sur 1’activité protéolytique vari de 24-120 heures.

Parmi I’ensemble des facteurs étudiés, la température a le moindre effet sur le systéme
protéolytique chez les souches sélectionnées. Ce qui concorde avec la plupart des données
bibliographique consultés.

Fujiwara et Yamamoto, (1987) ont rapporté que la température de 30°C, est optimale pour la
production d’une importante quantité de protéases chez la souche acidophile de Bacillus sp,
ce qui concorde avec nos résultats. De méme Fujiwara et al.,(1991) ont rapporté que la
température optimale de production de la protéase est de 55°C chez les souches thermophiles.

Haoet al., (1988), ont rapporté que la température élevée altere la membrane cytoplasmique,
et empéche la libération des exoenzymes dont les protéases.

Vahmaanpera et al ., (1987) et Castro et al., (1993) ont montré que la production de la
protéase chez B. amyloliquefaciens est optimale a une température de 37°C.

Par ailleurs, An Coorevits et ces collaborateurs (2012) ont montré que la production de la
protéase chez Lysinibacillus macroides est optimale lors de I’incubation a une température de
60°C. A l’opposé, la production de la protéase chez les souches isolées, sélectionnées
productrices de la protéase appartenant a la méme espece est optimale a une température de
35°C.

Stanier et al., (1966) ont caractérisé une protéase neutre, €¢laborée par P.aeruginosa et P.
fluorescens, incubée a une température de 32°C. Par ailleurs, Ghorbel et al, (2003) ont
rapporté¢ que le taux de production de la protéase a des températures €levées est I'un des
facteurs responsables de I’inhibition de I’activité de cette enzyme.

Cependant, Guerzoni et Suzzi, (2001) ont constaté que 1’activité protéolytique de certaines

bactéries lactiques, est fortement liée a I’augmentation de la température d’incubation.
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Par contre, I’activité protéolytique chez les souches isolées, sélectionnées d’Enterococcus
Sfaecium et Enterococcus faecalis, est optimale a une température de 35°C.

Des travaux antérieurs réalisés par (Raynod, 2006) ont montré que 1’augmentation de la
température chez des souches de lactobacilles, favorise leur activité par amélioration de la
syntheése d’enzymes protéolytiques. Hugenholtz et al, (1987) et Monnet et al., (1987) ont
rapporté que l’activité protéolytique des souches appartenant au groupe des lactobacilles est
fortement dépendante de la présence des protéases extracellulaires, dont la production est
soumise a un systeme de régulation complexe.

De méme, la production maximale de la protéase chez des souches d’Entrobacter sp est
observée apres 24 heures d’incubation a une température de 30°C, ce qui concorde avec nos
résultats.

Hashemi ct ces collaborateurs., (2010) ont rapporté que la résistance a la température, est
I’'un des principaux parametres recherchés par les acteurs de 1’industrie des enzymes,
notamment les protéases. En outre, Shukla et Brett (2013) ont montré que ce critere de
choix, a considérablement encouragé les chercheurs a isoler des microorganismes capables de
produire des enzymes d’un grand intérét industriels.

L’¢étude de Peffet de la valeur du pH des milieux de culture sur la production de la protéase
chez les souches isolées, sélectionnées, a montré¢ que les optimums de pH varient
considérablement d’une souche a ’autre. Le meilleur taux de production est observé lors de
I’inoculation des souches sur un milieu de culture synthétique a des pH de (5,5-6,6, 5,5, 8,7,5
et 7-7,5) chez les souches (Enterococcus feacium, Enterococcus feacalis ,Lactobacillus,
Lysinibacillus macroides , Pseudomonas sp et Bcillus sp) respectivement.

(Brafoed, 1981; Ward, 1983) ont rapporté que le pH module la production de la protéase,
ainsi, un environnement alcalin favorise la production des protéases alcalines par des especes
alcalophiles, de méme, un environnement neutre favorise la production des protéases neutres
par les espéces qui exigent un pH neutre pour leur croissance.

AKelet al., (2009) ont établi que le pH optimal pour la production de la protéase chez les
especes du genre Bacillus est de 7,5, ce qui concorde avec nos résultats. Une étude antérieure
réalisée par Naidu et Devi (2005) sur I’optimisation des protéases alcalines chez Bacillus sp,
a montré que 1’activité protéolytique atteint un maximum de 3,7 U/ml a pH 9. Ahmed (2007)
a rapporté¢ qu’un optimum d’activité protéolytique, est obtenu lorsque le milieu de production

est ajusté a un pH de 8 chez les espéces du genre Lysinibacillus.
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Sutra et ces collaborateurs., (2000) ont montré que la stabilité enzymatique chez des
souches de Pseudomonas sp fluorescents, est dans une gamme de pH 7-7,5.
Chun Tao Gu et ses collaborateurs., (2014) ont rapporté sur des activités protéolytiques
optimales a des valeurs de pH de 3,5-6,5, chez la souche d’Enterobacter xiangfangensis sp, de
ce fait notre souche tient dans cet intervalle.
Zourari et Desmazeaud (1991) ont montré que les bactéries lactiques sont largement
affectées par le pH et se développent dans une gamme de (5,5-6,2), les autres facteurs en
interaction ont un effet quasiment nul.
Le pH a un impact positif sur I’activité protéolytique chez les souches des lactobacilles et
Enterococcus isolées, sélectionnées, cela suppose que 1’effet de ce facteur sur I’activité des
enzymes protéolytiques, soit trés important dans la régulation du métabolisme protéique.
Ces caractéristiques appréciables ont constitué une piste prometteuse pour la mise en
application de telles auxiliaires dans de nombreux processus industriels telle que la production
des détergents pour lessives, car cette industrie exige ’utilisation des protéases a des valeurs
de températures trés élevées et des pH alcalins (Ward, 1985).
L’optimisation des conditions de cultures comme: la source d’azote et de carbone, la
concentration de casé€ine et la concentration de 1’inoculum, pour une meilleure production de
la protéase par les souches isolées, sélectionnées a constitué¢ un objectif primordial dans cette
¢tude.
L’effet des différentes sources de carbone sur la croissance et la production de la protéase
chez les souches (T2, T20p, TB20p, AH; (-2), Xga, P20p, EsS;P, NBqop, Ya, EsSap, EsS{IBN,
et P,op) dans un milieu de culture synthétique, a montré que le meilleur taux de production,
est obtenu lors de I’utilisation d’amidon comme source de carbone a une concentration de
(1g/1), avec des activités protéolytiques de (1,69, 1,43, 1,55, 1,66, 1,30, 1,40, 1,68, 1,44, 1,35,
1,4, 1,51 et 0,85 UI /ml) respectivement.
Par contre, ’activité protéolytique est maximale lors de I’utilisation du glucose a une
concentration de (1g/1) chez les souches sélectionnées (T2', Hi(-6) et LV>), avec des taux de
production maximales de (1,82, 1,70 et 0,85 UI /ml) respectivement.
(Hanlon et al., 1982; Kole et al., 1988; Kole et al., 1988; Kaur et al., 2001) ont rapporté
que la production des protéases extracellulaires chez les microorganismes, est fortement
influencée par la variation des ¢éléments nutritifs tels que le rapport C/N, la présence des
sucres facilement métabolisables comme le glucose (Ferrero et al, 1996 ; Gupta et al.,
2002) et les ions métalliques ( Varela et al., 1996). En outre, (Nehete et al., 1985; Hameed
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et al., 1999 ; Oberoi et al, 2001 ; Gupta et al., 2002) ont montré que plusieurs autres
facteurs tels que 1’aération, la densité de 1I’inoculum, le pH, la température et le temps
d’incubation peuvent interagir.
Ho et al, (2005) ont établi que le phosphate d’ammonium et le cellobiose, induisent la
production de la protéase chez Enterobacter cloacae lorsqu’ils sont utilisés comme source
d’azote et de carbone, respectivement. Ce résultat concordent avec les constatations de
(Kanekar et al., 2002; Chi et Zhao., 2003 ; Beg et al., 2003 ), qui ont montré que différentes
sources de carbone influent la production d’enzymes extracellulaires d’une souche a I’autre.
Heyrman et al., (2005) ont trouvé qu’une concentration de 0,1% de glucose est adéquate
pour une bonne activité protéolytique (0,85 U/ml) chez une souche de Lysinibacillus sp.
L’ajout du saccharose est accompagné d’une faible production de la protéase (0,51 U/ml).
Arizcun et al, (1997) ont trouvé que I’amidon et le glucose ont un effet positif sur la
synthese de la protéase chez des especes du genre Enterococcus, cependant le saccharose et le
lactose ont un effet moins important (Batish et Ranganathan,1984).
Par ailleurs, Tourneuret al., (1972) ont rapporté que la meilleure source de carbone pour la
production de la protéase chez les bactéries lactique, est le lactose.
Des ¢tudes antérieures réalisées par Braudet al., (2010) sur la production de la protéase chez
Pseudomonas fluorescens, cultivée sur un milieu de culture synthétique, additionnée de
différentes source de carbone, a montré que 1’amidon a induit une activité maximale de 0,7
U/ml.
Les sources d’azote peuvent tres des substances simples comme les acides aminés (Millet et
Aubert, 1969; Priest, 1977; Priest, 1981). Les sels d’ammonium peuvent étre utilisés
comme source d’azote (Fijuwara et al., 1989). Certaines protéines (caséine, gluten) ou des
substances complexes contenant de 1’azote telles que la poudre de muscle (Proth et al.,
1976), l'extrait de levure, peptone et le corn steep liquor sont également utilisés
(Vehmaanpera, 1990; Dercova et al., 1992).
L’utilisation du peptone comme source d’azote a une concentration de 1%, est considéré
comme un excellent substrat pour une bonne production de la protéase avec des taux de
production de (1,60, 1,45, 1,50, 1,80, 1,65, 1,30, 1,30, 1,70, 1,50, 1,65, 1,62, 0,95, 1,55, 1,48
et 0,60 UI /ml) chez les souches (T2, T20p, TB20p, T2', AH2(-2), Xga, P0p, EsS;P, H1(-6),
NB1op,Ya, LV2, E3Sap, EsS1IBN et Piop) respectivement.
La substitution du peptone par I’extrait de viande dans le milieu de culture, a augmenté
considérablement 1’activité protéolytique de (1,39, 1,33, 1,42, 0,89, 0,75, 0,85, 0,85, 0,82,
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0,65, 0,50, 1,30 et 0,50 U/ml) chez les souches (T2, TB20p, T2', AH; (-2), P2op, E3S;P, NB,
op, Ya, LV,, E3S, p, EsSi IBN et P, op) respectivement.

Par ailleurs, un faible taux de production de la protéase de (0,49, 0,60 et 0,60 U/ml) est
observé lors de ’utilisation du tryptone chez les souches sélectionnées (T20p, P20op et Hy(-6))
respectivement. Sangeetha et al, (2010) ont rapporté que [’utilisation du peptone a une
concentration de 0,5% chez B. licheniformis, a manifest¢ une importante activité
protéolytique (0,8U/ml).

Thomas et Mills (1981) ont montré que la production de la protéase chez les bactéries
lactiques est maximale lors de 1’inoculation du milieu de culture synthétique, contenant une
concentration de 3% de tryptone et 1% d’extrait de viande, apres 48 heures d’incubation.
L’optimisation de la concentration de caséine utilisée comme substrat de la protéase, est mise
en évidence, lors de I’utilisation d’un milieu de culture de production contenant le peptone
comme source d’azote, en présence de différentes concentrations de caséine (0,1, 0,2, 0,3, 0,4,
0,5 et 0,6%). La lecture des résultats a montré qu’une activité¢ protéolytique maximale est
obtenue lors de [’utilisation d’une concentration de 0,1% de caséine comme source de
protéines. Les rendements obtenus sont de (1,60, 1,45, 1,50, 1,80, 1,65, 1,30, 1,30, 1,70, 1,50,
1,65, 1,62, 0,95, 1,55, 1,48 et 0,60 UI /ml) chez les souches (T2, T20p, TB20p, T2', AH2(-2),
Xga, P2op, EsSsP, Hy(-6), NB, op, Ya, LV2, E3Ss p, EsS: IBN et P, op) respectivement.

Des travaux antérieurs réalisés par Bibilos et ces collaborateurs (1988) ont montré qu’une
production maximale de la protéase, est obtenue en présence d’une concentration de 0,6% de
caséine. Cette divergence de production peut étre expliquée par la dissemblance des souches
utilisées. En outre, la protéase est une enzyme inductible, généralement induite en présence de
caséine et ses dérivés hydrolysés (Drahovska et al., 2002). Par ailleurs, Xu et al., (2003) ont
rapporté que la production de la protéase est également soumise a une répression catabolique
en présence du fructose et d'autres sucres. Par ailleurs, 1’utilisation d’une concentration élevée
de caséine dans le milieu de culture, a réprimé d’une fagon inversement proportionnelle la
production de la protéase.

L’effet de la concentration en biomasse, sur la production de la protéase est étudié, en
inoculant le milieu de production avec différentes concentrations allant de 1 a 8%. Les
résultats obtenus ont montré qu’une activité¢ protéolytique maximale de (1,60, 1,45, 1,50,
1,80, 1,65, 1,30, 1,30, 1,70, 1,50, 1,65, 1,62, 0,95, 1,55, 1,48 et 0,60 UI /ml) est observée
apres inoculation de 2% d’inoculum, chez les souches (T2, T20p, TB20p, T2', AH2(-2), Xga,

P2op, EsSsP, Hy(-6), NBiop, Ya, LV2, EsSap, EsSiIBN et Pqop) respectivement.
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L’activité enzymatique a diminué progressivement a partir de 3 a 8%. Ces résultat sont en
conformité avec les travaux de Elibol et al., (2005) qui ont établi que le niveau d’inoculum de
2,5% contribue a une bonne production de la protéase.
(Mabrouk et al., 1999; Kanekar et al., 2002 ; Heyrman et al., 2005) ont rapporté¢ que la
concentration d’inoculum de 2-5% est optimale chez les souches appartenant au genre
Bacillus et Lysinibacillus. En outre, Tourneur et al., (1972) ont rapporté que la concentration
d’inoculum de 2-6%, est optimale chez les bactéries lactiques, ce qui concorde avec nos
résultats obtenus.
Cependant, Fridlenderet ces collabrateurs (1993) ont suggéré que [’utilisation d’une
concentration d’inoculum de 1% est optimale dans la production de la protéase chez les
souches de Pseudomonas sp, ce qui s’oppose avec nos résultats obtenus.
L'utilisation de la technique d’électrophorése SDS-PAGE a permis la détermination de
I’homogénéité et le poids moléculaire des extraits bruts (protéines de la paroi cellulaire)
chargés sur un gel de polyacrylamide.
La révélation des fragments protéiques par le bleu de Coomassie, a permis la visualisation de
bandes protéiques claires et bien distinctes (Figure 116). Les colonnes MT ont représenté le
marqueur de taille, contenant des protéines de poids moléculaires de 10-250 kDa. Trois
groupes de bandes avec des mobilités différentes sont démembrés :

v Groupe des bandes lentes : mobilité de 10 a 50 kDa.

v Groupe des bandes intermédiaires : mobilité¢ de 50 a 100 kDa.

v Groupe des bandes rapides : mobilité¢ de 100 a 250 kDa.
L’analyse des 14 bandes protéiques des souches sélectionnées productrices de la protéase, a
montré un profil électrophorétique constant, formé de deux zones de mobilité
¢électrophorétique différentes : une zone avec faible mobilité est représentée par des bandes de
(35, 36, 37,38, 40 et 45 kDa), leur mobilité¢ dépasse de loin les bandes de (49 et 50 kDa) dans
le gel. La deuxiéme zone est intermédiaire et localisée entre les bandes de (50 et 100 kDa) du
marqueur de taille.
Par analogie avec les profils électrophorétiques de références, les zones dont la mobilité est
faible, sont probablement celles des souches du genre Enterococcus, Enterobacter,
Pseudomonas, Bacillus et des lactobacilles. Ces résultats sont semblables a ceux de
Macwanaet al., (2012) ou le poids moléculaire d’une protéine purifiée et dialysée a partir
d’une souche d’Enterococcus feacium est de 32 kDa. Egalement, Khan et al,(1996) ont

montré la présence de 45 bandes protéiques de différents poids moléculaires (14,3-340 kDa)
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lors de D’analyse effectuée par SDS-PAGE, des protéines totaux chez Pseudomonas
aeruginosa. De méme, des travaux antérieurs réalisés par Dominique et al.,(2007) ont
rapporté que la protéine LasB chez la méme espece, présente un poids moléculaire de 39 kDa.
Malkov, 1991; Ooi et Kikuchi, 1995) ont montré la présence de bandes protéiques purifiés
de (40, 39 kDa) chez les souches de Bacillus sp et Bacillus subtilis respectivement, ce qui
concorde avec nos résultats obtenus.

Chenet al., (2000) ont établi que la souche Bacillus subtilis a présenté une bande protéique de
55 kDa, ce donné se rapproche de nos résultats.

Gattiet al., (2001) ont rapporté sur la caractérisation de différents profils protéiques de la
paroi cellulaire chez les especes Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus lactis par SDS-

PAGE qui ont montré la présence des bandes de (38 et 18-21 kDa) respectivement.
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Conclusion

L’utilisation des enzymes microbiennes a permis le remplacement des produits chimiques
utilisés dans les industries (blanchiment du papier) ou a domicile (solution nettoyante a base
de produits chimiques), ce qui a empéché le rejet des substances chimiques néfastes dans
I’environnement. De ce fait, les protéases ont suscité un intérét majeur grace a leur
importance biotechnologique et leur utilisation potentielle dans de nombreux secteurs tel que:
les domaines agroalimentaire et médicale, les industries des détergents, des textiles ...etc.

Les principaux objectifs tracés pour la réalisation de ce présent travail sont d’une part :
I’isolement et la caractérisation d’une large gamme de bactéries dotées d’une excellente
activité protéolytique et 1’optimisation des différents parametres impliqués dans la bonne
production de cette enzyme. D’une autre part, 1’é¢tude de I’influence des facteurs
physicochimiques sur I’activité et la stabilité¢ des protéases, afin d’évaluer 1’influence de
chaque facteur sur le taux de production, ainsi 1’identification moléculaire et 1’analyse
phylogénétique des souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase.

Le criblage primaire a permis l’isolement de 115 souches bactériennes appartenant aux
différents genres. Aprés le screening secondaire, 15 souches témoignant d’une bonne activité
protéolytique sont sélectionnées.

L’optimisation de quelques parametres de culture, a amélioré considérablement la production
de la protéase chez les souches (T,, Toop, TByop, T,', AH2(-2), Xga, Pop, E3SsP, Hy(-6),
NBiop, Ya, LV,, E3S.P, EsS;IBN et Piop) apres 48 heures d’incubation lors de leur
inoculation sur un milieu de culture de production contenant: 1g/1 glucose, 1g/l amidon, 1g/l
caséine, 1% peptone et 2% d’inoculum, avec des activités maximales de (1,60, 1,45, 1,50,
1,80, 1,65, 1,30, 1,30, 1,70, 1,50, 1,65, 1,62, 0,95, 1,55, 1,48 et 0,60 UI /ml) respectivement.
Les études visant a déterminer ’effet de la température d’incubation sur 1’activité
protéolytique ont indiqué que la pluparts des souches isolées, sélectionnées productrices de la
protéase sont mésophiles a I’exception de la souche H; (-6) qui est thermophile comme la
plupart des bactéries lactiques.

Les souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase (T>', AHx(-2), Piop, Xga, P,0p,
T, , E3sSsP, Hy(-6), NBsop, Ya, LV, , To0p, EsS4P et TB,op) sont identifiées génétiquement,
le séquencage du gene codant la sous unité ribosomale 16S a révélé leur appartenance aux
especes (Enterobacter xiangfangensis Ps21, Bacillus subtilis SBT-014, Bacillus cereus

SBTBC-008, Bacillus sp BAB 4378, Bacillus amyloliquefaciens BS, Enterococcus faecium
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E745, Bacillus sp K2DN343, Lactobacille (Uncultured organism clone), Enterococcus

faecalis sp, Enterococcus faecalis RCB443, Lysinibacillus macroides SPL1, Enterococcus

faecium PSBS5, Bacillus licheniformis BaDBOlet Pseudomonas aeruginosa S164S)

respectivement.

En perspectives, ce travail peut étre accompli par :

Des études approfondies sur 1’ingénierie des protéines pour générer des protéases
avec des fonctions entierement nouvelles.

Le séquencage des régions d’ADN, codant la production de la protéase pour une
éventuelle caractérisation afin de mieux connaitre leurs propriétés
physicochimiques.

L’amélioration de production de la protéase par des méthodes du génie génétique.
La caractérisation des sites de fixation du substrat et le site de spécificité par des
mutations dirigées.

La purification des protéases surexprimées par les différentes méthodes de la

chromatographie.
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Annexe A
Composition des milieux de culture utilisés

% Gélose nutritive (GN) :

Peptone. ......o 5¢/1
Extraitde levure...........ooiiiiii i 2g/1
Extraitde viande............coooiiiiiiii e Ig/1
Chlorure de sodiume..........ooiiuiiiiiii i 5¢/1
AAT . 5¢/1
Eaudistillée........ ..o 1000 ml

57 010 1 S5g/1

Extrait de [eVUre. ..ottt 2,5/1

GlUCOSE. .ttt e 1g/1

AGAT. . 15g/1

Eaudistillée........ ..o 1000 ml
Annexe B

Cinétique de croissance des souches isolées, sélectionnées productrices de la protéase
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EsS: IBN
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Annexe C
Préparation des solutions pour la mesure de I’activité protéolytique
¢ Solution d’acide borique (0,20 M)
(12,41 g d’H,Bos + 14,41 g Kel + 1 litre d’H,O distillé stérile).
+¢ Solution de soude (0,20 M)
(8 g de NaoH + 1 litre d’H,O distillé stérile).
% Solution du borate a pH 8,2
100 ml ( Kcl et H,Bos) + 11,8 ml de NaoH.
¢ Solution de caséine (1,2%)
1,2 g de caséine dilué dans 100 ml du tampon borate a pH 8,2.
¢ Solution de TCA (30%)

30 g de TCA + 100 ml d’H,O distill¢ stérile.
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Annexe D

1. Base de données pour galerie Api 20E
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Annexe E

Electrophorése des protéines sur gel d’acrylamide

X/
o0

Préparation du LSDB 500 Mm

I ml Nacla5 M+ 5ml LSDB 2X + 100 pl NP 40 a 10% + 10 ul DTT 1M + Tablet compléte

+ H,0

7/
L X4

gsp 3,89 ml. Stoker a 4°C.
Préparation du LSDB 2X

20 1 glycérol 100% + 600 ul Mgcl, a 0,5 M + 5ml + 50 ml HEPES 1M + H,0 qsp 24,4

X/
o0

7/
°0

X/
L %4

ml Stoker a température ambiante et ajuster le pH a 7,4.
Préparation du Bleu SDS 2X

900 ml bleu SDS 4X + 100 ml 2- Mercaptoethanol.
Extraction des protéines solubles et insolubles

- Centrifuger 5 ml d’une culture de nuit a 4000 rpm /5Smn/ 4°C.

- Resuspendre le culot dans 500 du LSDB (500 mM) et on laisse 10 mn dans la

glace.

- Lyse mécanique par 1’ajout de billes en verre par vortex durant 2 mn a une vitesse

maximale.
- Mettre les tubes un par un dans la glace.
- Centrifugation 10 mn/1400 rpm/ 4 Ce.

- Récupération du surnagent contenant les protéines soluble.

- Rajout de100 ml du bleu SDS 2X Sur le culot contenant les protéines insoluble.

- Conservation des protéines soluble et non soluble a (-80°C).

Dosage des protéines par la méthode Bradford

- =BECKMAN COULTER

- - B - ___Quick Mode:
Date of Ev: i 3 s
Date :1/1/98 00:03 Page — T e
Lsgend op Testnformation
Status Filter :570 nm
1 2 3 4 5 6 7 8 )
2 3 4 5 . 10 1 12
0293 | 0358 | 0432 0524 | o0.681 0882 | 1026 | O 0.033 [ 00 )33
2 [ o. [ o : 0.032
A r Ok | oK | ok | oK oK oK | ok K 03»%3 S 0&322 og}:za
0.318 0.379 0.451 0517 | 0.699 0900 | 1036 | 0032 | 0044 | 0032 | 1
5 KX g 0.032 0.044
B OK OK | ok OK | oK OK | ok oK | ok ok | ngz 0&%1
0;76 0.383 [ 0410 | 0.39% 0446 | 0354 | 0413 | 0397 | 0374 | 0389 | 0350 | 0474
K, OK .| OK i OK | OK&| OK ¥ oK g OKg OK 4 OK sl OK .3 OK =g
o| 0448 0.425 | 0.459 0415 | 0524 | 0382 0475 | 0.460 0389 | 0420 | 0374 | 0534
| ok .| ok ‘T' OK 3 OK ,| OKg| OK 3 OK 3§ OK,| oK OK a4i OK,.| ©OK A
e I 0.492 0.435 0.032 ‘ 0033 | 0033 0.033 0.033 0033 | 0032 | 0037 | 0035 1 0031 P
L 00512<3 OK 4 | OK oK OK | ok oK oK OK oK oK oK
o 0.473 0.034 0.033 0033 | 0034 | 0033 0.033 | T o.03 ' I
e ‘ z | g 0.032 0.032 0.03 )
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¢ Préparation des échantillons pour électrophorése

Echantillon [pro]ng/nl Vol pro (ul) |VolHo; (ul) | Vol Bleu (ul)
T, 0,49 102 17 40
AH; (-2) 0,59 84,74 34,26 40
P;op 0,53 94,33 24,67 40
Xgs 0,49 102 17 40
P, op 0,62 80,64 38,35 40
E3S3P 0,43 116,2 2,8 40
AH; (-6) 0,58 86,2 32,8 40
NB; op 1,87 26,73 92,27 40
Y, 0,45 111,11 7,89 40
LV, 0,49 102 17 40
T, op 0,42 119 0 40
E3S,P 0,65 76,92 42,08 40
T, 2,38 21,55 97,45 40
TB; op 2,05 24,39 94,61 40

% Préparation de la solution du bleu et ajustement des concentrations
- 900 pl du tampon (Laemmli sample buffer biorad 4x) + 100ul du 2-
Mercaptoethanol.
- Le volume de la protéine a prélever est calculer comme suit: pour une
concentration de 50 pg.
0,42 ug — 1ul
50pg  — 119 ul
- Tous les échantillons sont ajustés a une concentration de 119 pl.
+» Tampon pou électrophorése
NuPAGE MOPS SDS Running Buffer (20X) dont on prépare 400 ml.
400ml /20X — 20ml du tampon + 280 ml H,O.
¢ Bleu de comassie (1L)
- 2g du bleu de comassie (Brillant Blue R250)
- 10% acide acétique.
- 20% éthanol
% Décoloration du bleu de comassie
- 10% acide acétique —— 100 ml } 700 ml H,O.

- 20% méthanol 5 200ml
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Annexe F

Captures d’écran des courbes d’absorbance en fonction de l1a longueur d’onde

Sanpe reaes
20
Type [ SEENENEEN - 50.00
18
Conc. INNNEc0S
16
A260 (10 mm path)
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§ = 260 7 280
2 == 260 s 230
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285nm 3.982Abs =
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— s o o
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12
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14 a8 17/03/2016 1529 328 Inghdl 0,655 0,471 1,39 0,57 |DNA
15 | 1AB 17/03/2016 15:30 35,9 |0.717 0.516 1,39 0.61 DNA
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-

10 Abserbunce

P— e
Type: [BNANNN - so.00
Conc.  INETAT

A260 (10 mm path) |
AZ80 (10 mm path)

260/ 280 | 1.63
260/ 230 1,25

¥] Baseline correction 340 nr

# Sample ID User name Date and Time Nucleic Acid Conc Unit A260 A280 260/280 260/230 Samp
2 a8 |17/03/2016 15.06 | 400.5 g/ 8011 5166 155 0,54 |DNA
3 AB |17/03/2016 1508 5228 ng/ 10,457 6,102 11,71 1,29 |DNA
a a8 |17/03/2016 1511 |474.9 ngnd @499 5768 1656 0,91 /DNA
5 LAB 17/03/2016 1513 316.2 1.60 1.04 | DNA
- ———————— ——
E5S3P
45 Sampie i
“© Type: BRI -
Conc.  ENNNNTASIO
a5
A260 (10 mm path) | 14,25¢
20 AZ80 (10 mm path) | 9.568¢

1l Absarbance
B

260/280 |  1.4%
2607230 | .80
|#| Basehline correction 340 or

10mm Absoebance
]

Hj (-6)

F- 230 240 2%0 260 z70 280

2%0 3d0 3lo 3o 330 340 3%0

AZ60 (10 mm path) |
A280 (10 mm path) |
260/280 | 1.4

260/230 | 0.8

[¥] Baseline correction 340 n

‘Wavelength (nm) @]
2w 5 43000 =
#  Sample D Username  Date and Tume  Nucleic Acid Conc. Unit  A260
5 A8 [17/03/2016 16:13 |316,2 [nga 6,325
6 A8 [17/03/2016 1614|4147 ng/pl | 8293
7 1AB |17/03/2016 15:16 |729,2 ng/ul | 14,585
8 AB 17/03/2016 16:1 ¥
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Sampie - reae
45
Type: [BNANNNNN - s0.00
20
Conc.  IIIINSEZS [no/u
as AZ60 (10 mm path) | 19,06
o AZ80 (10 mm path) 12.56
2607280 | 1.8
25 260/230 |  O7
_.5 20 Baseline correction 340 m
15
10
5
o
- 230 230 250 280 zFo 280 230 300 E£10) 30 £=1) 220 280
gth (nem) [e<)
285nm 7,522Abs =l
# Sample ID User name Date and Time Nucleic Acid Conc. Uit A260 A280 260/280 260/230 Samg
8 .Y 17/03/2016 15:14 4147 ng/ul 8,293 5,004 1,63 1,22 DNA
7 [7.X:3 17/03/2016 1516 7292 ngqal 14,585 10,359 | 1.41 0,66 DNA
IAB 17/03/2016 15:18 | 713,0 inghd 14,259 /9,586 (1,49 0,80 DA
9 IAB 17/03/2016 1520  B06,2 ng/pl 16,124 (11,102 | 1.45 0,84 DNA
Y4
Sampie L reas
12
" Type [BNANNNN - 50,00
s Conc.  WIIINE43E [nana
B A260 (10 mm path) | 10.87
& AZ80 (10 mm path) 6,38
2607280 | 1.7
‘ 260 /230 1.0
=
= & #] Baseline correction 340 n
4
3
2
1
o
220 230 240 250 260 270 280 250 300 310
\Wavelength (nm)
== =
i Senple D LUSscramne ot Dete st Tiome: Bluciolc SekECONe, s LR oo VASOD o OB SOONID e L2000 Sy
7 | AB [17/03/2016 15:16 | 729.2 Ingnat  |14.585 [10359 [1.41 0,66 |DNA
8 | a8 |17/03/2016 15:18 | 713,0 ng/sl 14,250 | 9.586 1,49 0,80 |DNA
9 | AaB |17/03/2016 15:20 |806.2 ng/ul 16,124 11,102 1,45 0,84 |DNA
10 | AB 17/03/2016 15:21 9526 | ng/uil 19.051 12564 152 0.74 | DNA
LV,
2z Sampile 1L Fede:
Tye [BNANNNNN - 50.00
18 Conc.  ENNNNNNNEEE (nona -
16 A260 (10 mm path) | 0,693
1.4 AZ80 (10 mm path) | 0,386
1.2 260/ 280 | 1,54
10 2607230 | 1.21
! o8 ¥] Baseline correction 340 nn
06
04
02
0.0
22 230 240 2%0 260 2% 280 2%0 75 afo ado ) 340 3%0
wvalengsh (ren) (€€
2850m 0138405
. Sample ID _Usernm Date and Time ‘NucbocA:ldOonc _Unit A260 A280 '260f280 260/230 Samp!
13 A8 17/03/2016 1527 2849 | 3624 157 1,01 DNA
14 aB 17/03/2016 1529 328 0,471 |1,39 0,57 DNA
15 A8 17/03/2016 1530 359 0518 |1 0,61 DNA
16 IAB 17/03/2016 1532 38,6 0477 |1 0,93 DNA

T, op
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Darnipee s reae
as
Type BNANNNNNN - s0.00
30 conc. IS g
A260 (10 mm path) | C
25 A280 (10 mm path) |
o 260/280 | 1.5
2607230 | 1,47
r
s 15 ¥ Baseline correction 340 nr
10
os

Date and Time

17/03/2016 1529
17/03/2016 1530
17/03/2016 15:32

17/03/2016 1533
e oo onag o £ op

Sampe . reae

0

Type: [BEANNNNN - so.00

as
Conc  IIIIINTEEE (nonu -
a0 A260 (10 mm path) = 185,103
A280 (10 mm path) | 9,611
g = 2607280 | 1.5¢
§ & 2607230 | 1.3t
5 ¥ Baseline correction 340 nr

2z 230 230 2%0 260 270 280 230 300 310 320 330 3do 350

Wavelength (nm) £3)
285nm 3.664Abs - - =
## Sample ID User name Date and Time
8 aB _|17/03r2016 15.18
9 - 1AB 17/03/2016 16:20
10 17/03/2016 1521

17/03/2016 1523

EsS; IBN

12 ST W reaw

" Type: [DNANNNNN - so0.00

0 Conc.  IN2sas

. A260 (10 mm path)

i A280 (10 mm path) |
2607280 | 1,67
2607230 | 101

[¥] Baseline correction 340 nr

10mm Absorbance
LI ]

4

3

2

1

o

296" 230 240 280 260 200 280  2%0 300  3lo  ajo 330 3o 380

Wevslength (nem) (es)]

285nm 1,464Abs @
# Sample ID  User name Date and Time  Nucleic Acid Conc.  Unit  A260 A2B0O 260/280 260/230  Samp
e laB 17/03/2016 15:20 | 806,2 \nghal 116,124 11,102 :1,45 0,84 . DNA
10 “IAB 17/03/2016 1521 |952.5 |ng/al | 19,051 12,564 1,52 10,74 | DNA
11 laB 17/03/2016 1523 543 8 \ng/ul 10,877 | 6,386 1,70 | 1,06 | DNA
12 IAB 17/03/2016 15:25 |755.2 | 15103 19,511 1,59 11,35 DNA

TB,op
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Publication

Boukhtache H., Reffas FZI., LarbiDaouadji K., Hassaine O., Boussouar F., Allem R.,

Laradj Zazou K., Boudjemaa H and Abbouni B. Production of Protease by Enterococcus

faecium E745 and Enterococcus faecium PSBS5 isolated from protein rich soils. Der Pharmacia

Lettre, (2017), 9 (5):177-187.
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Séminaire international des Biotechnologie. Constantine, le 19, 20, et 21 Octobre 2015.
Communication affiché, intitulé «Isolement et identification de quelques souches de
bacillus productrices de protéases a partir des sols riches en  protéinesy. Auteurs :
Boukhtache H, Abbouni B, Allem R.

Premier Séminaire National ‘Biologie et Santé’ (ler SNBS) le 14 décembre 2015,
Université Djillali Liabes de Sidi-Bel-Abbes, intitulé : «Production et étude des
protéases produites par quelques souches bactériennes isolées a partir des sols riches en
protéinesy. Auteurs : Boukhtache H, Abbouni B, Allem R.

Premiere conférence international sur 1’écologie microbienne (The 1st International
Conference Microbial Ecology:An important Challenge for future Sétif-Algeria, le 12 et
15 Décembre, 2015, intitulé : «Research of the proteolyticpotentialfromstrains of Bacillus
genusisolated in soilsrich in proteiny. Auteurs : Boukhtache H, Abbouni B, Allem R.
VII émes journées scientifiques de la faculté des sciences de la nature et de la vie
organisées, les 26 et 27 Avril 2017, intitulé « Optimisation des conditions de culture pour
la production des protéases extracellulaire a partir de quelques souches bactériennes

isolées des sols riches en protéines. Auteurs : Boukhtache H, Abbouni B, Allem R.
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