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RESUME 

Une souche bactérienne TBS09 protéolytique isolée à partir d’un sédiment marin du port de 

pêche d’Arzew (Wilaya d’Oran, Algérie), a été identifiée en tant que Pseudomonas fluorecens 

moyennant les techniques de taxonomie classique (galléries API 50 CH & API 20 E) et 

moléculaire (séquençage du gène de l’ARNr 16S). Une nouvelle protéase (nommée MPDZ) 

produite par cette souche a été purifiée et caractérisée. Le protocole expérimental de purification 

comprend deux étapes : une précipitation fractionnée par l’acétone (60-80%) suivie d’une 

chromatographie échangeuse de cations sur Mono S-Sepharose. L’analyse sur gel de 

polyacrylamide dans les conditions dénaturantes (SDS-PAGE) montre que l’enzyme purifiée 

présente une masse moléculaire apparente de 50 kDa. L’activité spécifique, mesurée sur la 

caséine comme substrat, est de 33250 U/mg à pH 7 et à 60 °C. Il s’agit d’une enzyme 

appartenant à la famille des métalloprotéases du fait qu’elle est inhibée essentiellement par 

l’EGDA, l’EDTA et le 1-10-Phenanthroline. Sa thermoactivité et sa thermostabilité sont 

considérablement améliorées par le zinc à 2 mM. Cependant, le nickel, le cadmium et le 

mercure inhibent totalement cette activité enzymatique. Le degré d’hydrolyse de la caséine par 

la MPDZ (30%) est plus important que celui de la Chymosine (25%) et la Mucorpepsine (17%). 

La protéase MPDZ est une vraie enzyme coagulante qui précipite efficacement le lait. En effet, 

le maximum de coagulation avec formation du coagulum est atteint après 4, 6 à 8 h d’incubation 

à 37 °C respectivement avec la MPDZ, la Mucorpepsine et la Chymosine générant un 

lactosérum clair dans le cas de la protéase MPDZ contre trouble dans le cas des enzymes 

commerciales. Ainsi, la nouvelle enzyme extracellulaire MPDZ de la souche Pseudomonas 

fluorecens semble être intéressante et pourrait être utilisée dans des applications 

biotechnologiques notamment dans la coagulation du lait pour la fabrication de fromage.  

 

Mots-clés : Pseudomonas fluorecens, Protéases, Purification, Coagulation du lait, fromage. 

 

 

 

 



 

Abstract 

Strain of bacterial TBS09 protein newly isolated summary of the sediments of marine fishing 

evaporative port Borzio (state of Oran, Algeria), known as pseudo Pseudomonas fluorecens 

through classification techniques classic (exhibitions API 50 CH & API 20 E) and molecular 

(sequence RNAi 16S genes). 

 The new proteins that have been purified named (Mpdz), which was characterized by these 

circumstances the strain produced.  It features an experimental protocol for the purification of 

two steps: fractional precipitation with acetone (60-80%), followed by the exchange of positive 

ion chromatography on Mono S- Sevaros.  The analysis showed a polyacrylamide gel in 

changing the nature of the conditions (SDS-PAGE) that the enzyme purified has a molecular 

weight of a clear 50 kDa.  Specific activity is measured on casein as the substrate, is 33250 U / 

mg at pH 7 and 60 ° C, and this is an enzyme belonging to the family of metalloproteinases in 

it is prevented, mainly through EGDA, IEDTA and 1-10-phenanthroline.  Ventilation and 

thermal stability is greatly improved by Zain, where mercury completely prevents this enzyme 

activity. 

 The degree of decomposition of casein by Mpdz (30%) greater than those chymosin (25%) and 

Mucorpepsine (17%).  Mpdz protease enzyme is the real blood clot is precipitated milk 

efficiently.  In fact, access to a maximum of coagulation with the formation of thrombus after 

4, 6-8 hours of incubation at 37 ° C respectively with Mpdz, and Mucorpepsine and chymosin 

generate total. 

 Mucorpepsin and Chymosin However, nickel and cadmium whey clear in the case of MPDZ 

proteases versus cloudy in the case of commercial enzymes.  Thus, it seems that the new outside 

of the cell MPDZ of Pseudomonas fluorecens strain interesting enzyme can be used in 

biotechnology applications, particularly in the curd milk to manufacture cheese. 

 

 

 Keywords: Pseudomonas fluorecens, Protease, Purification, Milk Clotting, Cheeses. 

 



 

 الملخص

وهران، الجزائر(، بأرزيو )ولاية  ريحبروتينية معزولة حديثا من الرواسب البحرية من ميناء الصيد الب TBS09 ملخص سلالة بكتيرية
 & API 50 CH من خلال تقنيات التصنيف الكلاسيكي )المعارضPseudomonas fluorecens  عرف بأنه الزائفة
API 20 E)  16والجزيئي )تسلسل رنيS  الجينات( 

التجريبي للتنقية ويضم البروتوكول   والتي تميزت هاته السلالة بإنتاجها .  (Mpdz )البروتينات الجديد التي تمت تنقيتها سميت
وأظهر   سيفاروز.-S بادل الأيونات الموجبة اللوني على مونو٪(، يليه ت80-60خطوتين: هطول الأمطار كسور مع الأسيتون )

  50ن الإنزيم المنقى لديه الوزن الجزيئي واضح من أ (SDS-PAGE) التحليل على هلام بولي أكريلاميد في تغيير طبيعة الظروف
مئوية  درجة 60و  7ملغ في درجة الحموضة  / U 33250المحدد يقاس على الكازين كما الركيزة، هو   النشاط  كيلو دالتون.

، EGDA  عن طريق الأساسفي ذلك هو تحول دون ذلك   metalloproteiases وهذا هو انزيم تنتمي إلى عائلة
IEDTA  ع تماما هذا النشاط حيث يمن الزئبقبشكل كبير من قبل تم تحسين التهوية والاستقرار الحراري ي  فينانثرولين. -10-1 و

  .الانزيمي

 Mucorpepsine٪( و25أكبر من تلك التي كيموسين ) Mpdz (30٪) درجة التحلل من الكازين قبل  
(17٪).  Mpdz  الأقصى  الواقع، يتم الوصول إلى الحد في  ب بكفاءة.البروتيني هو انزيم تجلط الدم الحقيقي هو الذي عجل الحلي

، Mpdz  درجة مئوية على التوالي مع 37ساعة من الحضانة عند  8-6، 4من التخثر مع تشكيل خثرة بعد 
  .وكيموسين توليد كلي  Mucorpepsineو

  Mucorpepsin و Chymosin    ، إن النيكل والكادميوم مصل اللبن واضح في حالةفومع ذلك MPDZ   البروتياز
 Pseudomonas من سلالة  MPDZ بالتالي ، يبدو أن الإنزيم الجديد خارج الخليةو   الإنزيمات التجارية.مقابل غائم في حالة 

fluorecens ر الحليب لتصنيع الجبنمثير للاهتمام ويمكن استخدامه في تطبيقات التكنولوجيا الحيوية ، لاسيما في تخث.   

 

 

 .الجبن ,تخثر الحليب ,تنقية ,بروتياز  ةىقءانت الز سو لالف كلمات مفتاحية:
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INTRODUCTION GENERALE 

Les biocatalyseurs demeurent les outils clés de la biotechnologie. Parmi ceux-ci, les enzymes, 

qui sont des protéines extraites à partir de microorganismes, de végétaux et d’animaux. Elles 

peuvent être utilisées pour catalyser biologiquement des réactions chimiques avec beaucoup 

d’efficacité et de spécificité (Boulkour Touioui, 2016). 

 Ainsi, par rapport aux procédés chimiques conventionnels, les procédés biocatalytiques 

consomment normalement moins d’énergie et sont moins polluants puisqu’ils utilisent moins 

de solvants organiques. Le marché global des enzymes industrielles et de spécialité à été  estimé 

à 7 milliards de dollars en 2017 selon (Cleveland, USA). Moins de 30 enzymes comptent pour 

plus de 90% des enzymes industrielles utilisées.  

La grande majorité de celles-ci sont cependant fragiles et peu résistantes dans les conditions 

d’usage industriel, d’où la recherche d’enzymes de substitution plus robustes (température, pH 

et pression). Cependant, les protéases représentent le groupe d’enzymes le plus commercialisé 

et le plus utilisé en biotechnologie industrielle grâce aux avantages qu’elles présentent surtout 

dans la substitution des agents chimiques toxiques (Boulkour Touioui et al., 2015).  

 En effet, ce groupe des hydrolases couvre 65% du marché total des enzymes (Fujinami et 

Fujisawa, 2010). Toutefois, la part de ces protéases dans le marché mondial est essentiellement 

dominée par les protéases alcalines microbiennes, particulièrement du genre Bacillus, avec 40% 

de ce marché (Gupta et al., 2002).  

La coagulation du lait est l’étape déterminante dans la production fromagère, assurée par des 

enzymes protéolytiques possédant des propriétés coagulantes, dont la présure animale qui 

renferme essentiellement de la chymosine, est le principal agent coagulant appliqué à l’échelle 

industrielle. Elle joue également un rôle crucial dans le développement équilibré de l’odeur et 

la texture du fromage produit ( Kumar et al., 2006; Jiang et al., 2007; Vishwanatha et al., 

2010). En effet, l’extraction de la présure à partir des caillettes des veaux en sevrage, 

demanderait des sacrifices trop onéreux. En plus, la demande accrue de la production mondiale 

du fromage combinée à l’insuffisance des quantités de caillettes disponibles et leurs prix élevés 

ont provoqué une pénurie remarquable de cette enzyme protéolytique.  

Afin de remédier à cette situation, plusieurs recherches ont été activement poussées ces 

dernières années, visant à la mise en évidence des enzymes de remplacement dites succédanés 
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de la présure de différentes origines (animale, végétale et microbienne), capables de coaguler 

le lait et d’assurer des meilleurs rendements fromagers (Mohamed Ahmed et al., 2010; 

Vishwanatha et al., 2010). L’industrie est à présent capable de produire, en quantité 

pratiquement illimitée, ces succédanés à des prix concurrentiels, où la fabrication des différents 

types de fromage est déjà réalisée (Bruno et al., 2010).  

De l’ensemble des travaux publiés, il en ressort que les recherches menées sur les substituts 

d’origine microbienne sont jusqu’à présent les plus fructueuses, ayant la capacité de produire 

les différents types de fromages avec une haute qualité comparable à celle obtenue par la caillé 

présure. La majorité de ces enzymes microbiennes sont produites principalement par des genres 

d’Aspergillus, Bacillus, Mucor, Entothia, Rhizopus, Penicillium et Fusarium (Ageitos et al., 

2007; Vishwanatha et al., 2010; Zhang et al., 2013). Ces espèces microbiennes sont 

caractérisées par leur adaptation aux cultures solides à base des substrats bon marché, facilitant 

ainsi l’extraction et la récupération des protéases extracellulaires à partir des milieux de 

fermentation avec des rendements rentables tout en réduisant les coûts d’exploitation (Sathya 

et al., 2009).  

Par ailleurs, plusieurs protéases de différentes origines ont la capacité de coaguler le lait mais 

peu d’entre elles sont utilisées comme succédanés de la présure. Cela est dû à leur activité 

protéolytique élevée qui s’exprime par une action excessive et non spécifique sur les caséines. 

En effet, la coagulation enzymatique du lait nécessite l’hydrolyse d’une seule liaison peptidique 

(Phe105-Met106) au niveau de la caséine κ (Creamer, 2002; Dalgleish et Corredig, 2012; 

Konuklar et Gunasekaran, 2002; Malacarne et al., 2008).  

Toute action non spécifique sur la caséine κ ou les autres types de caséine entraîne une perte 

dans le rendement fromager par libération de peptides dans le lactosérum (Abdel-Fattah et al., 

1974; Emmons et Modler, 2010; Jensen et al., 2015; Srinivasan et al., 1964). En outre, une 

action protéolytique due à la quantité d’enzyme retenue par le caillé se poursuit au cours de 

l’affinage et peut donner lieu à des défauts de goût et de texture (Kim et al., 2004; Luerce et 

al., 2014; Spelzini et al., 2005).  

Ainsi l’étude d’une enzyme en vue de son utilisation dans la coagulation du lait doit concerner, 

d’une part, son activité coagulante et, d’autre part, son activité protéolytique. L’étude de 

l’activité coagulante d’une protéase consiste, essentiellement, à la mesure de la vitesse avec 

laquelle cette enzyme provoque la coagulation du lait (Berridge, 1955; Gustavsson et al., 
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2014) et l’appréciation de la dépendance de cette opération vis-à-vis de certains facteurs tels 

que le pH et la température. Cela renseigne sur les conditions optimales d’utilisation de la 

protéase employée et situe l’effet de ces facteurs dans les conditions de coagulation du lait 

(Creen et Foster, 1974; Fererici, 1982; Nájera et al., 2003; Ong et Shah, 2009). L’étude de 

l’activité protéolytique au cours de la phase de coagulation consiste principalement à la mise 

en évidence de l’action de la protéase sur les caséines (Esteves et al., 2003; Kumar et al., 

2010; Wedholm et al., 2008). 

Notre objectif porte essentiellement sur l’étude des quatre points principaux :  

 L’optimisation des conditions de la production, à l’échelle Erlenmeyer, de protéase 

produite par la souche TBS09 de Pseudomonas fluoresens, nouvellement isolée d’un 

sédiment marin du port de pêche d’Arzew (Wilaya d’Oran, Algérie). 

 La purification à homogénéité de la protéase (MPDZ) à partir de la souche TBS09. 

 La caractérisation biochimique de l’enzyme native pure. 

 L’évaluation des performances enzymatique de la protéase MPDZ, par rapport aux 

enzymes coagulantes (Rénines) commerciales de sigma (Chymosine : de l’estomac de 

veau et Mucorpapsine : enzyme extraite du champignon basidiomycète Mucor meihei). 
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I-GENERALITE SUR LA SOUCHE DE Pseudomonas fluorescens  

I-1- Introduction 

Pseudomonas fluorescens est une bactérie Gram négatif, fermentant le glucose mais pas le lactose, 

oxydase positive en forme de bâtonnet avec des flagelles polaires qui lui assurent la mobilité. C’est 

une bactérie ubiquitaire rencontrée dans les sols, sur les racines des végétaux, sur les plantes, ainsi que 

dans les eaux douces et marines (Chierici et al., 2016 ; Garrido-Sanz et al., 2016). Elle appartient à 

la classe des Gammaproteobacteria, famille des Pseudomonadaceae et au genre Pseudomonas. La 

fluorescence est due à la production d’un pigment fluorescent jaune-vert appelé pyoverdine, soluble 

dans l’eau et insoluble dans le chloroforme (Trogl et al., 2012). Sa température de croissance optimale 

se situe entre 25 et 30 °C. 

I-2- Description taxonomique 

Les bactéries du groupe Pseudomonas fluorescens appartiennent à la famille des  

Pseudomonadaceae et au genre Pseudomonas. Le genre Pseudomonas est un grand groupe bactérien 

particulièrement important qui appartient à la sous-classe γ des protéobactéries et comprend plus d’une 

centaine d’espèces ubiquitaires (Hotta et al., 2010 ; Boulkour Touioui et al., 2018). Cependant, 

depuis la découverte du genre Pseudomonas, beaucoup de noms d’espèces lui ont été assignés. Le 

nombre d’espèces a subi de nombreuses variations principalement dues à la description de nouvelles 

espèces et à divers changements de la définition du genre (Fig. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 :Relations phylogénétiques entre les différents groupes des protéobactéries contenant les genres bactériens 

actuellement ou anciennement (en gras) associés aux Pseudomonas (Garrido-Sanz et al., 2017) 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Pseudomonadaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pseudomonadaceae
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Le genre Pseudomonas est caractérisé par un métabolisme oxydatif et non fermentatif, utilisant 

l’oxygène comme accepteur final d’électrons, et même quelques souches utilisent la dénitrification (les 

nitrates sont parfois utilisés comme accepteur d’électrons ce qui permet une croissance en anaérobiose). 

Elle est mobile grâce à ses multiples flagelles. De plus, elles tiennent la deuxième partie de son nom 

(fluorescens) du fait qu’elles sont fluorescentes. Cette fluorescence est due à la production d’un 

pigment appelé pyoverdine 3. Leur température de croissances optimales se situe entre 25 et 30 °C. En 

industrie agro-alimentaire elles ont une grande importance sanitaire et économique. 

Le groupe Pseudomonas fluorescens regroupe 9 souches selon NCBI  : Pseudomonas fluorescens 

A506, Pseudomonas fluorescens BBc6R8, Pseudomonas fluorescens HK44, Pseudomonas fluorescens 

NZ007, Pseudomonas fluorescens NZ011, Pseudomonas fluorescens NZ052, Pseudomonas 

fluorescens NZ17, Pseudomonas fluorescens SS101 et Pseudomonas fluorescens WH6. Il a été montré 

que ces espèces sont très proches les unes des autres au niveau génomique (Guinebretiere et al., 2008). 

Ce point a compliqué la tâche des chercheurs pour faire une classification précise au sein du groupe. 

Ainsi, la première classification au sein du groupe Pseudomonas fluorescens n’est pas essentiellement 

basée sur les différences génomiques mais plutôt selon trois caractères phénotypiques spécifiques ; la 

virulence, la physiologie et la morphologie. 

I-3- Écologie 

Pseudomonas fluorescens est une espèce commensale chez les plantes, leur permettant d’atteindre les 

éléments nutritifs indispensables à leur croissance. Cette espèce est connue pour son aptitude à réduire 

l’incidence des maladies racinaires des plantes, ainsi qu’à inhiber la croissance d’un grand nombre 

d’agents phytopathogènes (Gao et al., 2012). Les modes d’action de Pseudomonas fluorescens dans 

la suppression des maladies des plantes incluent la production de sidérophores (molécules de faibles 

poids moléculaires ayant une très forte affinité pour l’ion Fe2+) pour la compétition du fer disponible, 

l’antibiose, la production d’enzymes lytiques et le Système de Résistance Induit (ISR) (Ongena et al., 

2005). Dans la plupart des cas d’inhibition, le facteur déterminant est la production d’antibiotiques 

agissant directement sur l’agent pathogène (Gobbetti et Fox, 1996).  

Pseudomonas fluorescens fait partie de la flore d’altération des aliments, elle se développe également 

en biofilm, ce qui peut poser de sérieux problèmes dans de nombreux domaines (hospitalier et agro-

alimentaire), car le biofilm protège les bactéries contre les agents désinfectants. Sa température 

optimale de croissance est de 29 ± 2 °C à un pH ± 7 (Sillankorva et al., 2008). 

https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Pseudomonas_fluorescens_HK44&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Pseudomonas_fluorescens_NZ007&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Pseudomonas_fluorescens_NZ007&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Pseudomonas_fluorescens_NZ011&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Pseudomonas_fluorescens_NZ052&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Pseudomonas_fluorescens_NZ052&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Pseudomonas_fluorescens_NZ17&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Pseudomonas_fluorescens_SS101&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Pseudomonas_fluorescens_WH6&action=edit&redlink=1


Chapitre I : Synthèse Bibliographique  

 

4 

 

1-4- Métabolisme 

Pseudomonas fluorescens a des besoins nutritionnels simples et peut facilement se développer dans 

des milieux minéraux complétés par une variété de sources de carbone, certaines souches peuvent 

utiliser l’ion nitrate (NO3
-) comme accepteur d’électrons en lieu et place de l’O2. Elle dégrade les 

polluants et produit des substances telles que : 

 la pyoverdine, l’un des sidérophores les plus importants, responsable de la chélation de fer (Trapet et 

al., 2016), 

 certains antibiotiques (2,4-diacetylphloroglucinol, phenazines, pyrrolnitrine, HCN, etc.) qui 

contribuent à la protection contre les pathogènes (Kilani-Feki et al., 2010; Zhang et al., 2016). 

I-5- Caractéristiques de la bactérie Gram négatif : sa structure membranaire 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Différences entre les parois des bactéries Gram négatifs et Gram positifs (Tripathi et al., 2012). 

La paroi cellulaire des bactéries Gram négatif est fine et élastique ; elle est couverte d’une membrane 

externe contenant les lipides liés de manière covalente à des polysaccharides, tandis que celle des 

bactéries Gram positif est épaisse et rigide. Les bactéries Gram- ont une couche de peptidoglycane 

d’environ 5 à 10 nm d’épaisseur entre les membranes plasmiques intérieure et extérieure, tandis que 

l’épaisseur de cette couche est d’environ 20 à 80 nm chez les bactéries Gram positif  (Fig. 2) (Tripathi 

et al., 2012).  
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Les parois cellulaires des bactéries Gram négatif , avec une couche plus mince de peptidoglycane que 

celle des bactéries Gram positif , ont tendance à se rompre plus facilement pendant les processus de 

dessiccation et de réhydratation (Pembrey et al., 1999). L’absence d’acide teichoïque chez les 

bactéries Gram négatif  réduit encore leur résistance au séchage par rapport aux bactéries Gram positif. 

Enfin, la plupart des bactéries Gram- ont des lipopolysaccharides sur leur surface, ces 

lipopolysaccharides peuvent piéger des molécules d’eau, entrainant une baisse des taux de survie au 

cours du stockage à long terme (Miyamoto-Shinohara et al., 2008). 

 

I-6- Description physiologique 

Pseudomanas fluorecens est caractérisé par une grande résistance à de nombreux facteurs (milieux 

nutritionnellement pauvres, températures très variées, antibiotiques, etc.), et donc par une forte 

adaptabilité métabolique. Bactéries aérobies, catalases positives, et avec un métabolisme chimio-

organotrophes pour la plupart, elles sont cependant lactose négatives, incapables d’utiliser le glucose 

comme substrat (utilisé pour leur identification) mais sont parfois aptes à utiliser l’acide lactique 

produit par les bactéries du même nom. Les Pseudomonas fluorescens sont des bactéries non seulement 

mésophiles mais aussi psychrotrophes, ce qui explique leur développement à des températures de 30°C 

(température optimale de croissance (Trudgill, 1969) et allant jusqu’à 4°C. Par ailleurs, un pH compris 

entre 4 et 5 ralentit leur développement, tout comme une activité de l’eau inférieure à 0,98 ; en effet, 

les Pseudomonas sont très exigeants en eau libre. Une étude montre qu’une température élevée de 

prématuration (ensemencement de lait de la traite du soir, refroidi, puis emprésurage du lait de mélange 

après ajout de la traite du matin) favorise leur prolifération. 

I-7- Applications de Pseudomonas fluorescens 

Pseudomonas fluorescens à plusieurs applications, les plus connues concernent l’agriculture où elle est 

utilisée en lutte biologique et comme stimulateur de croissance des plantes PGPB (Plant Growth 

Promoting Bacteria) (Garcia-Seco et al., 2015). Pseudomonas fluorescens est également utilisée 

comme catalyseur dans la réaction de transestérification de l’huile de Jatropha pour la production de 

biodiesel (Luo et al., 2006; Lima et al., 2015). Pseudomonas fluorescens joue aussi un rôle dans la 

protection de l’environnement par la dégradation des hydrocarbures et d’autres types de polluants 

(Hack et al., 2015). Elle est actuellement étudiée en médecine car elle produit un antibiotique 

particulier (mupirocine) qui a prouvé son efficacité dans le traitement de certaines maladies de la peau, 

des troubles oculaires et auditifs (Sakthipriya et al., 2016;  Carles et al., 2017). Les enzymes issues 
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de Pseudomonas fluorescens sont également utilisées dans la coagulation du lait (Lin et al., 2016; 

Stuknyte et al., 2016). 

 

II-Les enzymes protéolytiques  

II-1 Généralités sur les protéases  

Les protéases ou enzymes protéolytiques peuvent être rencontrées chez tous les organismes vivants, 

elles occupent une place privilégiée tant sur le plan physiologique que commercial (Rao et al., 1998a ; 

Lalmanach, 2008 ; Moftah et al., 2012 ; Zaferanloo et al., 2014 ). Ces enzymes participent à un 

grand nombre de processus biologiques dont le clivage de pro-hormones permettant leur activation, la 

coagulation sanguine et la fibrinolyse, l’assemblage de structures macromoléculaires comme les fibres 

de collagène, la fertilisation, le "turnover" des protéi es cellulaires, le contrôle de l’équilibre entre la 

synthèse et la dégradation des protéines. 

Les protéases ne sont pas seulement une nécessité physiologique, elles peuvent également devenir un 

problème si elles ne sont pas contrôlées, pouvant ainsi détruire les composants protéiques des cellules 

et des tissus. L’action de ces enzymes a donc besoin d’être régulée ( Gupta et al., 2002b; Bayot et al., 

2008; Joo et al., 2013). 

II-1-1 Origine des protéases  

Les protéases sont produites par divers organismes telles que : les plantes, les animaux et les 

microorganismes (Boulkour Touioui et al., 2018 ).  

Les protéases d’origine microbienne représentent 40% des enzymes du marché mondial (Agasthya et 

al., 2013). Le grand succès de ces protéases microbiennes dans les systèmes biotechnologiques est 

attribué à leur diversité biochimique très large, à la faisabilité de la culture de masse et la facilité des 

manipulations génétiques (Bezawada et al., 2010). Une large proportion des protéases commerciales 

disponibles, principalement les protéases neutres et alcalines sont dérivées de bactéries, 

particulièrement de souches de Streptomyces et Bacillus (Agrahari et Wadhwa, 2012 ; Agasthya et 

al., 2013). D’autre part, une large variété de protéases est également élaborée par les moisissures 

(Tronchin et al., 2002). Les enzymes d’origine fongique sont des enzymes extracellulaires, ce qui 

permet une séparation du mycélium du milieu de fermentation par une simple filtration (Hajji et al., 

2007 ; Hajji et al., 2010).  
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II-1-2 Nomenclature et classification des protéases  

Les recommandations pour la nomenclature des enzymes ont été regroupées dans une liste EC « 

Enzyme Commission », publiée la première fois en 1954 puis en 1992 par l’union internationale de 

biochimie et de biologie moléculaire, IUBMB, (NC-IUBMB, 1992). Depuis, cette liste est 

régulièrement actualisée dans les revues scientifiques de biochimie et sur le site internet 

http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/index.html. Selon le comité de nomenclature de 

l’IUBMB, les protéases appartiennent au sous-groupe 4 du groupe 3 (hydrolases) d’où l’adoption de la 

nomenclature EC 3.4. D’une manière générale, les protéases sont classées selon plusieurs critères 

majeurs tout en se basant sur ; leur mode d’action, la nature du résidu nucléophile de leur site actif, 

leur structure tridimensionnelle (3D) et leur origine évolutive (nouvelle approche). 

II-1-3  Différentes classes de protéases  

 Peptidases à sérine  

Les endopeptidases et les exopeptidases à sérine représentent le groupe d’enzymes le plus 

répandu aussi bien chez les procaryotes que chez les eucaryotes. Ceci prouve qu’elles sont vitales 

pour l’organisme (Rao et al., 1998a). De plus elles sont d’un intérêt considérable en industrie du 

fait de leur activité et stabilité à des pH alcalins. Les peptidases à sérine possèdent un mécanisme 

catalytique qui dépend du groupement hydroxyle d’un résidu sérine. Ce dernier agit comme un 

nucléophile qui attaque la liaison peptidique. Les peptidases à sérine étaient classées en deux 

super-familles, chymotrypsine et subtilisine (Barrett, 1979 ; Barrett, 1986). Ces peptidases ont 

une faible masse moléculaire (MM) entre 18 et 35 kDa à l’exception de la protéase de Bacillus 

subtilis qui fait 90 kDa et ont un optimum de pH de 7 à 12. Elles sont inhibées par le 

phénylméthylsulphonyl fluoride (PMSF) et le diisopropylfluorophosphate (DFP). Certaines 

peptidases à sérine sont également inhibées par le réactif à thiol p-chloromercuribenzoate 

(pCMB), du fait de la présence d’un résidu cystéine à proximité du site catalytique (Kalisz, 1988; 

Rawlings et al., 1991; Siezen et al., 1991) 

 

 Peptidases à cystéine 

On rencontre les protéases à cystéine chez les micro-organismes, les plantes et les animaux. Elles sont 

des composées d’au moins 4 super-familles (Barrett, 1986). La plus étudiée de ces protéinases est la 
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papaïne (EC 3.4.22.2), présente dans le latex de la plante Carica papaya et qui appartient à la super-

famille à qui elle a donné son nom.  

 Peptidases à acide aspartique 

Les protéases à acide aspartique (EC 3.4.23) étaient divisées en deux super-familles, eucaryotes et 

rétrovirales, distinguées en fonction de leur taille et de leur source d’origine. La plupart de ces protéases 

atteignent un maximum d’activité à des pH bas (pH 3 à 4), leurs masses moléculaires (MM) varient de 

30 à 45 kDa et elles sont inhibées par la pepstatine A (Kumar et al., 2008; Wang et al., 2008b).  

Les peptidases à acide aspartique (mais aussi à métal) sont très différentes des peptidases à sérine, à 

cystéine et à thréonine, dans la mesure où le nucléophile qui attaque la liaison peptidique est une 

molécule d’eau activée.  

 Peptidases à métal 

Les protéases à métal (EC 3.4.24) sont largement distribuées parmi les bactéries, champignons et 

organismes supérieurs. Ces peptidases font partie des hydrolases pour lesquelles l’attaque 

nucléophilique d’une liaison peptidique est réalisée par une molécule d’eau (caractéristique partagée 

avec les peptidases à acide aspartique). C’est un cation métallique bivalent, le plus souvent le zinc mais 

aussi parfois le cobalt ou le manganèse, qui active la molécule d’eau. Les collagénases des organismes 

supérieurs, les toxines hémorragiques de venin de serpent et la thermolysine de Bacillus 

thermoproteolyticus appartiennent à ce groupe. Les métalloprotéases les plus étudiées sont actives dans 

des conditions de pH légèrement alcalins (7,0 à 9,0), leur MM sont comprises entre 35 et 45 kDa 

(Ghorbel-Frikha et al., 2005; Manni et al., 2008; Wang et al., 2008a, Jaouadi et al, 2009). 

 Peptidases à thréonine 

Ce nouveau type catalytique est le dernier à être découvert à l’occasion des recherches effectuées sur 

les protéasomes. Un protéasome est un complexe de protéases impliquées dans la dégradation protéique 

cellulaire. Il est d’une grande importance pour la croissance et la viabilité de la cellule en raison de ses 

fonctions dans le cycle mitotique et dans le contrôle de la demi-vie de la plupart des protéines 

cellulaires. 

La recherche chez les procaryotes de particules ressemblant au protéasome eucaryote a conduit à la 

découverte d’un complexe protéolytique chez Thermoplasma acidophilum (Zwickl et al., 1992; 

Seemuller et al., 1995b). Dans un premier moment, la particule était dénommée protéinase 
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multicatalytique (prosome) puis, le nom protéasome, a été ensuite adopté. Ce nom a été choisi pour 

décrire son activité protéolytique (« protéa-») mais aussi sa taille et sa complexité («-some »).  

Les premières recherches sur les activités protéolytiques du protéasome ont conduit à des résultats 

controversés. Ceci découle du fait que même après les mutations de tous les résidus conservés du 

protéasome de Thermoplasma, à savoir les sérines, les deux résidus d’histidine, l’unique résidu de 

cystéine et les deux résidus d’acide aspartique, ce dernier présentait toujours une activité enzymatique. 

Cependant, la suppression de la thréonine N-terminale ou sa mutation par une alanine a conduit à 

l’inactivation totale de l’enzyme ( Seemuller et al., 1995a; Orlowski et Wilk, 2000; Orlowski, 2001; 

Orlowski et Wilk, 2003). Cela semblait indiquer que le protéasome n’appartient pas aux groupes de 

peptidases “classiques” et qu’il fait partie d’une nouvelle classe de peptidases où le résidu de la 

thréonine N-terminale fonctionne comme un nucléophile. 

II-2- Nomenclature et classification 

Les recommandations pour la nomenclature des enzymes ont été regroupées dans une liste EC, publiée 

la première fois en 1954 puis en 1992 par l’Union internationale de biochimie et de biologie 

moléculaire (IUBMB), (NC-IUBMB, 1992). Depuis, cette liste est régulièrement actualisée dans les 

revues scientifiques de biochimie et sur le site internet. Les protéases ou peptidases sont des enzymes 

protéolytiques susceptibles de catalyser l’hydrolyse de protéines en peptides et acides aminés plus 

solubles. Dans certains cas, les enzymes sont hautement spécifiques et hydrolysent une unique liaison 

peptidique d’une protéine donnée. Dans d’autres cas, les peptidases hydrolysent plusieurs liaisons 

peptidiques qui présentent une séquence ou une conformation déterminée. Les peptidases sont 

nombreuses, représentant environ 2% de tous les produits géniques (Rawlings et al., 2008) et environ 

10% des enzymes réunies dans la liste EC.  

Selon le comité de nomenclature de l’IUBMB, les protéases appartiennent au sous-groupe 4 du groupe 

3 (hydrolases) d’où l’adoption de nomenclature EC 3.4. D’une manière générale, les protéases sont 

classées selon plusieurs critères majeurs tout en se basant sur ; leur mode d’action, la nature du résidu 

nucléophile de leur site actif, leur structure tridimensionnelle (3D) et leur origine évolutive (nouvelle 

approche). 
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II-2-1- Classification selon le mode d’action 

En se basant sur leur site d’action, les protéases sont divisées en deux groupes : 

 Les exopeptidases : 

 qui réalisent une hydrolyse à partir soit de l’extrémité N-terminale (aminopeptidases), soit de 

l’extrémité C-terminale (carboxypeptidases) (Fig. 2).  

 Les endopeptidases : 

 ou protéinases qui hydrolysent les liaisons peptidiques à l’intérieur de la chaîne peptidique (Cavasin 

et al., 2004; Szeltner & Polgar, 2008). Cette nomenclature est schématisée dans la figure 3.  

 

 

                                                     

                                               

 

                                               

Figure 3 : Schéma représentant la nomenclature des peptidases selon Barrett (1998) en endo et exopetidases. 

Les exopeptidases qui agissent au niveau d’une extrémité N-terminale peuvent libérer soit, un 

unique résidu d’acide aminé et sont alors dénommées aminopeptidases (EC 3.4.11) soit, un 

dipeptide ou un tripeptide et sont alors dénommées dipeptidyl-peptidases et tripeptidyl-

peptidases (EC 3.4.14). Celles qui agissent au niveau d’une extrémité C-terminale peuvent de la 

même manière libérer soit, un unique résidu et sont alors dénommées carboxypeptidases (EC 

3.4.16, EC 3.4.17 et EC 3.4.18) soit, un dipeptide et sont alors dénommées peptidyl-dipeptidases 

(EC 3.4.15). Certaines exopeptidases sont spécifiques de dipeptides particuliers et portent le nom 

de dipeptidases (EC 3.4.13). Enfin, les omega peptidases (EC 3.4.19) hydrolysent des liaisons 

peptidiques impliquant un résidu terminal d’acide aminé qui est modifié, cyclisé ou lié par des 

ponts isopeptidiques (liaisons peptidiques différentes de celles entre un groupement -carboxyle 

et un groupement -amine). Les endopeptidases qui coupent les liaisons peptidiques à l’intérieur 

de la chaîne peptidique, sont subdivisées en sept sous-sous-classes distinctes en fonction de leurs 

Exopeptidases 

(Ou peptidases) 

(EC 3.4.11-19)  

Endopeptidases 

(Ou protéinases) 

(EC 3.4.21-25 + EC 3.4.99)  

N-t C-t 

Peptidases 

  

 

http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3411p.html#14
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3416p.html#16
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3416p.html#16
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3416p.html#17
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3416p.html#18
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3411p.html#15
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3411p.html#13
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3416p.html#19
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mécanismes catalytiques : les endopeptidases à sérine (EC 3.4.21), les endopeptidases à cystéine 

(EC 3.4.22), les endopeptidases à acide aspartique (EC 3.4.23), endopeptidases à acide 

glutamique (EC 3.4.23), endopeptidases à asparagine (EC 3.4.23), les endopeptidases à métal 

(EC 3.4.24) et les endopeptidases mixtes (EC 3.4.25) (van der Hoorn, 2008). A côté de ces sept 

sous-sous-classes définies, d’autres endopeptidases, dont leurs mécanismes catalytiques sont 

inconnus, sont regroupées dans une classe à part (sous-sous-classe EC 3.4.99). 

II-2-2- Classification selon la nature du résidu du site catalytique  

Certains auteurs ont proposé de regrouper les peptidases qui sont similaires à la fois dans leur structure 

3D et dans leur origine d’un point de vue évolutif (Barrett et al., 2001; Rawlings et al., 2008). Ce 

nouveau système de classification des peptidases est à la base de la banque de données MEROPS qui 

est disponible sur internet depuis 1996 (http://www.merops.sanger.ac.uk/). D’après ces auteurs, les 

peptidases sont classées en familles en fonction de l’homologie de séquences et de structure en aa et 

les familles sont regroupées en clans dans la mesure où il existe l’évidence qu’elles partagent une 

origine ancestrale commune. Ainsi, en se basant sur leur mécanisme catalytique, les endopeptidases 

sont subdivisées en sept sous-sous-classes distincts : les endopeptidases à sérine (EC 3.4.21) (36 

familles regroupées en 12 clans), les endopeptidases à cystéine (EC 3.4.22) (65 familles regroupées en 

9 clans), les endopeptidases à acide aspartique (EC 3.4.23) (16 familles regroupées en 5 clans), 

endopeptidases à acide glutamique (EC 3.4.23) (2 familles regroupées en 2 clans), endopeptidases à 

asparagine (EC 3.4.23) (7 familles regroupées en 5 clans), les endopeptidases à métal (EC 3.4.24) (71 

familles regroupées en 14 clans) et les endopeptidases mixtes (EC 3.4.25) (45 familles regroupées en 

5 clans). 

II-3- Applications biotechnologiques 

Le marché mondial des enzymes est en nette progression essentiellement du fait de l’intérêt que porte 

ces dernières à l’environnement et aux industries dites propres. Dans ce marché, les protéases 

représentent approximativement 40% (Gupta et al., 2002) dont la plus grande part est représentée par 

les protéases alcalines (Godfrey & Reichelt, 1985; Schafer et al., 2007). Les protéases alcalines 

bactériennes, notamment celles produites par le genre Bacillus, trouvent de nombreuses applications 

dans divers secteurs industriels (Gupta et al., 2002; Rao et al., 1998). Ce type d’enzymes est utilisé 

essentiellement dans les détergents pour les lessives, les tanneries pour le traitement de cuir, l’industrie 

alimentaire pour la fabrication des fromages et ses dérivés (Efimenko et al., 2008; Lalmanach, 2008), 

l’industrie pharmaceutique pour la synthèse peptidique, le traitement des rejets industriels (Ouoba et 

al., 2004; Toledo et al., 2006) et dans le traitement de la soie (Chen et al., 1991). 

http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3421.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3422.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3423.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3423.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3423.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3424.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3425.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3499.html
http://www.merops.sanger.ac.uk/
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3421.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3422.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3423.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3423.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3423.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3424.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/3425.html
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II-3-1- Détergence 

La détergence, est définie comme étant un processus de nettoyage durant lequel des salissures sont 

séparées d’un milieu solide par mise en suspension ou en solution dans un bain de nature aqueuse au 

moyen d’un détergent. Ce dernier assure trois fonctions : La fonction d’usage principale est 

l’élimination de tous les types de salissures et les odeurs corporelles adsorbées sur les fibres textiles ; 

les fonctions secondaires correspondent à la conservation ou la restauration de la souplesse du linge et 

au ravivage des couleurs et les fonctions tertiaires associées à la satisfaction du consommateur et au 

respect de l’environnement (Nardello-Rataj et al., 2003; Richards et al., 2007). 

Les protéases utilisées dans les détergents de lessives comptent environ 40% du total des ventes 

mondiales d’enzymes (Maurer, 2004). Les protéases détergentes idéales devraient posséder : 

 Une large spécificité au substrat pour faciliter l’élimination d’une grande variété de tâches dues aux 

aliments, au sang et aux secrétions du corps. 

 Une activité et une stabilité à des pH alcalins et des températures élevées. 

 Une compatibilité avec les agents chélateurs et oxydants ajoutés aux détergents. 

II-3-2- Tannerie 

Une tannerie est un atelier où des peaux d’animaux (bœuf, mouton, chèvre, cochon) sont traitées 

chimiquement et mécaniquement pour la production de cuir. Le produit utilisé dans l’opération de 

tannage peut avoir une origine naturelle (tanin en provenance de certaines essences forestières comme 

le chêne), ou bien être un produit chimique de synthèse. Dans la tannerie le nettoyage de la peau 

consiste à enlever la face extérieure (les poils et crasses) ainsi que la face intérieure. Par la suite, les 

peaux sont trempées dans des bassins contenant du tanin pendant une certaine période, puis elles sont 

retirées, lavées puis séchées.  

Le traitement enzymatique en tannerie a été préféré aux méthodes conventionnelles qui requièrent 

l’utilisation de grandes quantités de produits chimiques polluants. Cette approche enzymatique 

présente de nombreux autres avantages: notamment, le contrôle facile et rapide du processus avec 

réduction des pertes (Gupta et al., 2002; Tang et al., 2004). Les protéases qui possèdent des activités 

élastolytiques et kératinolytiques peuvent être utilisées dans ce type d’industries. Les enzymes 

protéolytiques sont employées dans les trois étapes du traitement des cuirs : trempage, épilage ou 

pelanage et confitage (Gupta et al., 2002) et doivent présenter une bonne activité enzymatique à 

des températures allant de 25 °C à 35 °C (Lageiro et al., 2007). Elles permettent l’hydrolyse 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Peau
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cuir
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tanin
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ch%C3%AAne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Poil
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tanin
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sélective du constituant non collagèneux de la peau et la transformation des protéines non 

fibrillaires comme l’albumine et la globuline. Lors de l’étape de trempage les protéases sont 

employées pour la dégradation des protéines inter fibrillaires au niveau des peaux séchées, ce qui 

facilite l’absorption de l’eau et raccourcit le temps nécessaire à cette étape. L’utilisation des 

protéases durant l’étape d’épilage permet quant à lui d’améliorer les propriétés physiques de la peau 

et de réduire presque de moitié le temps de pelanage. Le dernier traitement protéolytique qui précède 

le tannage permet d’assouplir le cuir (Zaraî Jaouadi et al. 2014). 

II-3-3- Industrie alimentaire  

La coagulation et la formation du coagulum :  

Le principe de la coagulation est le changement d’état du lait de liquide à semi solide qui est appelé 

gel ou coagulum (Fig. 4). Le produit se sépare alors en deux phases : le lactosérum et le coagulum 

(Rivas et al., 2010). Le lait possède des caséines responsables de la coagulation puisqu’elles sont 

responsables de la stabilité de la micelle ( Shun-Tang et al., 1999; Lopez & Dufour, 2001). 

   

 

 

 

 

Figure 4: Schéma représentant le coagulum. 

La micelle :  

La micelle est un attroupement de caséines alpha 1, alpha 2, bêta, kappa et upsilon. Elle se représente 

en forme de sphère qui possède une tête polaire hydrophile dirigée vers le solvant (ici l’eau) et une 

partie hydrophobe dirigée vers l’intérieur de cet agrégat (Fig. 5). La partie hydrophile est la partie 

glycosylée de la caséine kappa avec en plus du phosphate. La partie hydrophobe est composée des 

caséines alpha 1, alpha 2, bêta et upsilon reliées entre elles par des ponts de phosphate de calcium. 

Nous savons que les solutions colloïdales sont riches en micelles, ce qui est le cas pour le lait. Une 

micelle mesure de 20 à 300 nm ( Slattery, 1976; Holt et al., 2013; Raynes et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 



Chapitre I : Synthèse Bibliographique  

 

14 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

Figure 5: Représentation schématique d’une micelle et sous-micelle de caséine. 

Le colloïde :  

Un colloïde est une substance sous forme de liquide semi-solide où les particules présentes sont en 

suspension et suffisamment petites pour que le liquide soit homogène. La cinétique ou vitesse de 

coagulation varient suivant plusieurs facteurs : les saisons, le pH du liquide, le stade de lactation, les 

facteurs génétiques et les techniques thermiques (Moore et al., 1912; Payens, 1979). Les micelles des 

caséines au pH du lait sont électriquement négatives. Elles entraînent donc une répulsion 

électrostatique due à leurs pôles non complémentaires. En étant le plus éloignées possibles, ces caséines 

assurent la neutralité du lait. Mais la coagulation est le résultat d’une diminution des forces 

électrostatiques et elle est produite de deux manières : par un élément acide ou par un agent coagulant 

comme les enzymes. 

La coagulation acide :  

Grâce à un élément chargé positivement et contenant des ions H+, les charges négatives des caséines 

sont neutralisées. L’acide va déshydrater la micelle, ces micelles vont donc se rapprocher. Elles se 

soudent entre elles avec des liaisons fortes et irréversibles. Ces liaisons sont le résultat d’interactions 

hydrophobes contenant dans ce réseau des globules gras, des microorganismes, des vitamines, du 

calcium, etc. On obtient un gel grâce à ces interactions. On note également que le sel diminue les 

répulsions électrostatiques ( Revis & Payne, 1907; Gustavsson et al., 2014). Les particules peuvent 

donc entrer en contact, ce qui donne lieu à la floculation, et au mieux à la coagulation. La floculation 

est un rassemblement sous forme de petits flocons des particules d’une suspension colloïdale. Ce sont 

donc dans notre cas le rassemblement des micelles de caséine.    

La coagulation enzymatique :  

Elle est réalisée grâce à un agent coagulant comme les agents biologiques qui sont les enzymes. Prenons 

l’exemple de la présure, enzyme constituée de chymosine et de pepsine recueillie dans le suc gastrique 

du veau, de l’agneau ou du chevreau. La pepsine est une enzyme du suc gastrique qui décompose les 
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protéines en peptides ( Marth & Hussong, 1965;Brughera & Salvadori, 1969). La présure hydrolyse 

la caséine kappa de charge négative et hydrophile. On obtient avec cette réaction deux dérivés : la 

caséino-macro-peptide hydrophobe et électriquement neutre, et le para-caséine-kappa hydrophile et 

électriquement négative. Les caséino-macro-peptides vont se lier entre eux avec des liaisons fortes 

grâce aux interactions électrostatiques dues à leur hydrophobie. Cette réaction est irréversible et donne 

un gel souple : le caillé présure. Dans cette technique, la vitesse de formation et de durcissement du 

coagulum augmente avec la température. Ce principe physique quant à la coagulation du lait est la 

première partie de la synérèse ( Carlson et al., 1987; Brakoniecka Sikorska et al., 2003). 

L’utilisation des protéases d’origine animale dans l’industrie alimentaire remonte à l’antiquité. 

Elles ont été fréquemment employées pour différents buts tels que la fabrication du fromage, la 

préparation des hydrolysats de soja, et l’attendrissage de la viande. La majeure application des ces 

enzymes protéolytiques en industrie laitière demeure la fabrication du fromage. En effet, l’industrie 

fromagère emploie une quantité importante de protéases (Rao et al., 1998). Elles sont utiles pour la 

coagulation des protéines du lait. La présure de veau a longtemps été l’enzyme de choix pour cette 

procédure. Cependant, elle est de moins en moins utilisée car elle provient du système digestif de 

très jeunes veaux. Comme il n’est pas économiquement viable de tuer les veaux aussi jeunes, elle 

tend à être remplacée par des protéases microbiennes produites essentiellement par Rhizomucor 

miehei, Rhizomucor pusillus, Mucor miehei, Endothica parasitica Penicillium camemberti, 

Penicillium roqueforti et Bacillus subtilis. Les coagulants d’origine microbienne sont des enzymes 

protéolytiques produites par des microorganismes capables d’induire la coagulation du lait de manière 

similaire aux coagulants d’origine animale. Dans la fabrication du fromage, la fonction primaire des 

protéases est l’hydrolyse spécifique de la liaison peptidique entre les résidus de Phe105 et de Met106 

de la caséine, pour générer la paracaséine κ insoluble et un macropeptide (Fig. 6), provoquant ainsi la 

coagulation du lait (Chitpinityol et al., 1998). 

 

 

 

 

 

 

Figure 6: Schéma représentant la coagulation du lait. 
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II-3-4- Industrie pharmaceutique 

Diverses protéases sont utilisées pour la production d’agents à usage thérapeutique. En effet, 

l’administration orale des protéases Luzym et Nortase produites par Aspergillus oryzae permet de 

corriger le syndrome lié aux déficits en enzymes lytiques. De même, la collagénase clostridiale est 

utilisée en combinaison avec un large spectre d’antibiotiques dans le traitement des brûlures et des 

blessures (Atsumi & Ueha, 1983). L’activité élastase de certains microorganismes a été exploitée pour 

la préparation d’élastotérase qui est utilisée dans le traitement des brûlures, de plaies infectées (Suzuki 

et al., 2005). L’utilisation des protéases alcalines, ayant une activité fibrinolytique, dans le traitement 

des thromboses a été également rapportée (Kim et al., 1996). 

II-3-5- Traitement des rejets industriels 

Les protéases solubilisent les ordures de nature protéique et contribuent à la diminution de la demande 

biologique en oxygène dans les systèmes aquatiques. C’est pourquoi, les protéases alcalines ont été 

récemment utilisées dans la gestion des ordures de diverses industries et activités ménagères. Plusieurs 

chercheurs ont utilisé des protéases alcalines de microorganismes pour le traitement des déchets de 

volailles (plumes) qui représentent environ 5% de leur poids et qui représentent une source importante 

de protéines pour l’alimentation animale (Anbu et al., 2004; Jain & Jain, 2010). 

II-3-6- Traitement de la soie 

L’une des plus récentes exploitations des protéases concerne le traitement de la soie. Celle-ci est formée 

de deux types de fibres : les fibres de fibroïne (substance protéique blanche, douce et brillante) et les 

fibres de séricine (substance protéique raide et terne), ces dernières doivent être éliminées pour rendre 

la soie plus soyeuse (Gupta et al., 2002). Les fibres de séricines représentent 25% de la soie brute, 

elles sont d’ordinaire éliminées par immersion des fibres dans l’eau chaude savonneuse et légèrement 

alcaline (Prasong et al., 2009). Ce processus étant généralement coûteux, une méthode alternative 

suggérant l’utilisation des préparations enzymatiques, telles que les protéases, a été mis au point. Le 

traitement enzymatique consiste à placer les fibres dans une solution contenant l’Alcalase de 

Novozymes A/S à pH 8-9 et à une température de l’ordre de 55 °C à 60 °C ( Smith et al., 1966; Guang 

& Phillips, 2009).
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MATERIEL ET METHODES 

A- Matériel 

I- MICROORGANISME 

La souche bactérienne TBS09 sujet du présent travail a été nouvellement isolée a partir d’un 

sédiment marin du port de pêche d’Arzew (Wilaya d’Oran, Algérie) (coordonnés GPS: 0° 18' 

15.4" Est, 35° 50' 38.29" Nord). Elle a été identifiée entant que Pseudomonas fluoresens. 

II- MILIEUX DE CULTURE 

Tous les milieux utilisés dans ce travail sont stérilisés à 120 °C pendant 20 min. 

II-1- Milieu Luria-Bertani 

Le milieu Luria-Bertani (LB) est composé de 10 g peptone; 5 g NaCl ; 5 g extrait de levure et 

0,3 ml NaOH 10 N dans un litre d’eau distillée (LB liquide) et s’il s’agit d’un milieu solide on 

doit ajouter 20 g/l d’agar (LB solide), dans les deux cas le pH est ajusté à 7,4. Ces milieux ont 

été utilisés, respectivement pour les précultures sur milieu liquide et les cultures sur boites de 

la souche de TBS09 de Pseudomonas fluoresens. 

II-2- Milieu gélose nutritive au lait 

Le milieu gélose nutritive au lait (GNL) est composé de : 5 g peptone ; 3 g extrait de levure et 

15 g d’agar dans 750 ml d’eau distillée. Le pH est ajusté avec du NaOH à une valeur désirée. 

Après stérilisation et refroidissement, 250 ml du lait écrémé ont été ajoutés et le milieu est 

homogénéisé puis coulé dans des boites de Pétri. Le milieu GNL est utilisé pour le criblage des 

clones producteurs de protéases. En effet c’est un test semi-qualitatif qui repose sur le fait que 

les protéases, secrétées par les souches protéolytiques, vont diffuser dans le milieu gélosé 

environnant et vont aussi hydrolyser les protéines du lait (caséines). L’activité protéolytique 

des enzymes se traduit par l’apparition d’halos transparents autour des colonies qui produisent 

des protéases. 

II-3- Milieu optimisé de production de protéases 

Ce milieu est composé de 10 g caséine ; 2 g extrait de bœuf; 2 g glucose ; 1 g K2HPO4 ; 1 g 

KH2PO4 ; 5 g NaCl et 1% (v/v) d’oligoéléments (en g/l : ZnCl2, 0,4 ; FeSO4 7H2O, 2 ; H3BO3, 

0,065 et MoNa2O4 2H2O, 0,135) dans un litre d’eau distillée et le pH est ajusté à 7,4.  
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B- Méthodes 

I- CULTURE ET CONSERVATION DES BACTERIES 

I-1- Conditions de culture 

La pré-culture de la souche TBS09 de Pseudomonas fluorecens sur milieu optimisé de protéases 

est effectuée dans un Erlenmeyer de 250 ml avec un volume utile de 25 ml. L’incubation de la 

pré-culture se fait pendant une nuit à 30 °C et sous agitation de 160 rpm. Les cultures de la 

souche TBS09 de Pseudomonas fluorecens sont réalisées dans des Erlenmeyers de 1000 ml 

avec un volume utile de 100 ml inoculés par un volume approprié ml de la pré-culture ayant 

une valeur de DO initial de 0,1. L’incubation de la culture se fait pendant 36 h à une température 

optimisée de 30 °C et sous agitation de 160 rpm. 

I-2- Conservation 

Pour la conservation, les meilleures souches retenues (TBS01, TBS03, TBS09, TBS11, TBS25 

et TBS30) sont mises en culture dans un milieu liquide approprié, additionné ou pas 

d’antibiotique. La suspension cellulaire de chaque souche est mélangée avec du glycérol stérile 

à une concentration finale de 20% puis répartie dans des cryotubes pour être conservée à -80 

°C pour la suite du travail. 

II- DOSAGE DE L’ACTIVITE PROTEOLYTIQUE 

L’activité protéolytique particulièrement l’activité caséinolytique, est mesurée dans le 

surnageant de culture de la souche TBS09 de Pseudomonas fluorecens, ou de l’enzyme pure, 

en déterminant la concentration des peptides solubles dans l’acide trichloro-acétique (TCA) à 

la concentration finale de 66 g/l (Kembhavi et al., 1993). L’activité protéolytique est 

déterminée selon le protocole suivant : 

 mélanger 0,5 ml d’une solution de caséine (10 g/l) dans le tampon acide 4-(2-

hydroxy éthyl)-1-piperazine éthane sulfonique (HEPES) 100 mM à pH 7 en présence de 

2 mM CaCl2 (tampon A) avec 0,5 ml de la solution enzymatique préalablement diluée. 

 incuber la réaction enzymatique à 60 °C pendant 15 min. 

 arrêter la réaction par addition de 0,5 ml de TCA à 200 g/l (le TCA précipite la 

caséine non hydrolysée). 

 incuber à température ambiante pendant 15 min. 
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 centrifuger le milieu réactionnel à 14000 rpm pendant 15 min. 

 mesurer l’absorbance à 280 nm (correspond au maximum d’absorbance des aa). 

Une unité (1 U) d’activité protéolytique est définie comme étant la quantité d’enzyme qui libère 

1 µg de tyrosine/ml/min dans ces conditions expérimentales.  

Une courbe d’étalonnage, de 0 à 100 µg/ml, de tyrosine est réalisée dans les mêmes conditions 

à partir de laquelle nous avons déduit que 1 µg/ml de tyrosine correspond à une DO 280 nm de 

0,0022. L’activité protéasique (U/ml) est déduite à partir de l’équation ci-dessous : 

 

 

 

 

 

III- PURIFICATION DE LA PROTEASE MPDZ 

III-1- Extrait protéolytique à partir de la souche TBS09 de Pseudomonas fluorecens  

Les cellules bactériennes issues des cultures de 48 h de la souche TBS09 de Pseudomonas 

fluorecens sont éliminées par centrifugation à 9000 rpm pendant 30 min et à 4 °C. Le surnageant 

récupéré, contenant l’activité protéolytique, est clarifié par filtration à travers une membrane de 

0,45 µm et gardé en vue de la purification selon la procédure convenable. 

III-2- Précipitation par l’acétone   

L’addition de l’acétone dans l’eau à une solution protéiques aqueuse entraîne la diminution de 

la constante diélectrique et donc de la solubilité des protéines. La précipitation par les solvants 

organiques est avantageuse par rapport à celle par les sels surtout dans l’étape de la migration 

sur gel. Pour éviter la dénaturation des protéines par l’acétone, la précipitation a été effectuée à 

basse température (-20°C). L’opération consiste à ajouter progressivement au surnageant 

préalablement centrifugé (13000 rpm, 15 min), de l’acétone fractionner (60-80 % v/v) sous une 

agitation lente à -20° C suivie d’une centrifugation pendant 30 min à 13000 rpm. Le culot est 

repris immédiatement dans le minimum du tampon A (Tris-HCl 100 mM, pH 8). La 

précipitation est une technique sélective utilisée pour purifier partiellement et concentrer les 

protéines solubles dans un surnageant.  

DO × D × d 

t × 0,0022 

Activité (U) = 

d : dilution de l’enzyme dans le volume final du milieu 

réactionnel. 

D : dilution de l’enzyme. 

t : temps de la réaction en minutes. 
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III-3- Chromatographie échangeuse de cations sur Mono S-Sepharose  

C’est une méthode de séparation des protéines en fonction de leurs propriétés ioniques. Dans 

notre travail on a utilisé une colonne de Mono S-Sepharose (Pharmacia, Uppsala, Suède) ayant : 

un diamètre de 2,5 cm et une longueur de 50 cm, il s’agit d’une échangeuse de cations qui est 

capable de fixer des molécules chargées positivement, permettant de séparer des molécules 

chargées négativement qui vont passer à travers la colonne sans être retenues. Les molécules 

restées accrochées sur le gel ont été éluées par une solution de chlorure de sodium. 

Chaque surnageant récupéré après l’étape de précipitation à l’acétone est alors déposé sur une 

colonne de Mono S-Sepharose, préalablement équilibrée avec le tampon C (50 mM MES + 2 

mM ZnCl2 à pH 6,2). L’élution des protéines, avec le même tampon contenant une 

concentration croissante de NaCl de 0 à 500 mM, se fait à un débit de 40 ml/h et est suivie par 

la lecture de la DO à 280 nm (dosage de protéines) et le test d’activité protéasique.  
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Figure 7: Protocole expérimental de la production, extraction de purification et la caractérisation des  protéases. 
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IV- METHODES ANALYTIQUES 

IV-1- Dosage des protéines par la méthode de Bradford 

Les protéines ont été dosées par la méthode de Bradford. Nous avons utilisé le kit (« Bio-Rad 

Protein Assay ») Bio-Rad, France, en mélangeant à chaque fois 200 µl de colorant, le bleu de 

Coomassie G250, à 800 µl d’une solution diluée de la protéine. La densité optique est mesurée 

à 595 nm contre un blanc qui ne contient pas d’extrait enzymatique (Bradford, 1976). Afin 

d’obtenir des résultats fiables, la densité optique des échantillons étudiés doit être comprise 

entre 0,2 et 0,7. Cette méthode nécessite aussi une courbe de référence (étalon) établie en 

utilisant l’albumine du sérum bovin comme protéine standard, ce qui nous permet d’estimer la 

quantité de protéine. 

IV-2- Séparation des protéines sur gel d’acrylamide  

La pureté des deux enzymes est estimée par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en 

présence de sodium dodécyl sulfate (SDS-PAGE) à 10%. Cette analyse des préparations 

enzymatiques par électrophorèse dans des conditions dénaturantes est réalisée selon la 

technique de (Laemmli, 1970). On dépose dans le puits 50 µg de protéines. L’électrophorèse 

est menée à 100 mV et à ampérage constant. 

IV-3- Coloration au bleu de Coomassie 

Cette méthode colore les protéines de façon à peu près indépendante de la séquence. Après 

migration électrophorétique, le gel est plongé dans une solution de coloration [1 g de bleu de 

Coomassie R250 (BioRad, USA) dans 50 ml d’acide acétique, 250 ml d’éthanol et 200 ml H2O], 

le gel est ensuite transféré dans une solution de décoloration (acide acétique 100 ml ; éthanol 

350 ml et 650 ml H2O). Le gel est stocké dans de l’eau avec 20% d’éthanol, ce qui achève la 

décoloration et évite l’apparition de bactéries, puis séché ou scanné. 

V- CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DE LA PROTEASE MPDZ  

V-1- Effet des inhibiteurs et des agents réducteurs spécifiques de protéases sur l’activité 

de la protéase MPDZ 

La MPDZ est incubée en présence de différents inhibiteurs spécifiques pendant 30 min et à 

température ambiante avec un rapport ratio inhibiteur/enzyme égale à 100. Les activités 
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résiduelles sont mesurées aux conditions optimales de l’enzyme. Les inhibiteurs de protéases 

utilisés sont : l’acide éthylène diamine tétra-acétique (EDTA) ; l’acide éthylène glycol tétra-

acétique (EGTA), le 1-10-Phenanthroline monohydrate, le phénylméthylsulphonyl fluoride 

(PMSF) ; le diisopropylfluorophosphate (DFP); l’inhibiteur trypsine de Soja (SBTI) ; le N-p-

tosyl L-phenylalanine chlorométhyl cétone (TPCK), le N-p-tosyl L-lysine chlorométhyl cétone 

(TLCK), la benzamidine, l’acide 5,5-dithio-bis-(2-nitro benzoïque) (DTNB), le N-

éthylmalémide (NEM), le iodoacétamide, LD-dithiothreitol (LD-DTT) ; le 2-mercaptoethanol 

(2-ME) ; et la leupeptine et la pepstatine A. 

V-2- Effet du pH sur l’activité et la stabilité de la protéase MPDZ 

Les réactions d’hydrolyse de la caséine, par la protéase MPDZ, sont réalisées à des pH allant 

de 2 à 13 à 60 °C. Tous les tampons sont utilisés à des concentrations de 100 mM et en présence 

de 2 mM CaCl2 : glycine-HCl pour les pH 2 à 5 ; HEPES pour les pH 6 à 8 ; Tris-HCl ou acide 

2-(N-morpholino) éthane sulfonique (MES) pour les pH 8 à 9 ; glycine-NaOH pour les pH 9 à 

11 ; bicarbonate-NaOH pour les pH 11 à 11,5 ; et Na2HPO4-NaOH pour les pH 11,5 à 13. La 

protéase MPDZ purifiée est pré-incubée pendant 24 h à 60 °C à des pH variant de 4 à 11. Les 

activités résiduelles sont mesurées aux optima de pH et de température de l’enzyme. 

V-3- Effet de la température sur l’activité et la stabilité de la protéase MPDZ  

Le milieu réactionnel est maintenu à une valeur optimale de pH (7) et en faisant varier la 

température de 40 à 80 °C en présence ou en absence du zinc (2 mM).  

La MPDZ a été incubée à 50, 60, 70 et 80 °C pendant 24 h, en présence ou en absence du zinc 

(2 mM). Un échantillon est prélevé à des intervalles de temps réguliers pour doser les activités 

résiduelles dans les conditions standard de dosage de l’enzyme. 

V-4- Effet des ions métalliques sur la stabilité enzymatique 

L’activité protéolytique est testée à pH 7 et à 50 °C pendant 1 h, en absence (contrôle contenant 

1 mM EGTA, agent chélateur) ou en présence de 2 mM de sels de métaux bivalents: Zn2+ 

(ZnCl2) ; Ca2+ (CaCl2) ; Co2+ (CoCl2) ; Mn2+ (MnCl2) ; Mg2+ (MgCl2) ; Ba2+ (BaCl2) ; Cu2+ 

(CuCl2) ; Fe2+ (FeCl2) ; Hg2+ (HgCl2) ; Ni2+ (NiCl2), Cd2+ (CdCl2) et monovalent : Na+ (NaCl) ; 

K+ (KCl) et Li+ (LiSO4) puis les activités résiduelles sont mesurées aux conditions optimales de 

l’enzyme MPDZ. 
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V-5- Détermination du degré d’hydrolyse des protéases MPDZ, chymosine et 

Mucorpepsine 

L’hydrolyse des protéines, contenues dans la caséine, est réalisée à 50 °C et à pH 7. Le pH est 

maintenu constant pendant l’hydrolyse par ajout de NaOH 4 N. 4 g de caséine sont dissout dans 

100 ml de tampon A (100 mM HEPES + 2 mM CaCl2 à pH 7) puis traités par la MPDZ, 

chymosine et Mucorpepsine (500 U). La quantité de soude nécessaire pour maintenir le pH 

constant est proportionnelle au degré d’hydrolyse (DH). La digestion enzymatique est arrêtée 

quand le DH devient constant. Le degré d’hydrolyse DH est défini comme étant le pourcentage 

de liaisons peptidiques coupées par rapport au nombre total de liaisons peptidiques (Adler-

Nissen, 1986). 

                   100
 speptidique liaisons de  totalNombre

coupées speptidique liaisons de Nombre
DH      ou   

toth
hDH  

La relation entre le DH et la consommation de base est donnée par l’équation suivante : 

                                          %100
htot

11
MP

NbBDH 


  

  où :   B    : consommation de la base, en litres ;                    Nb : Normalité de la base ; 

          MP : Masse de protéines (N  facteur Kjeldahl) en Kg ;     : degré de dissociation ;  

        htot est défini comme étant le nombre total de liaisons peptidiques de la protéine (en 

grammes équivalent par Kg). 

Les valeurs de  et htot sont données par les fiches techniques des enzymes "Novo". 

V-6- Propriétés physico-chimiques de coagulum issu de MPDZ, chymosine et 

Mucorpepsine 

V-6-1- Coagulation du lait par les protéases MPDZ, chymosine et Mucorpepsine 

Différentes concentrations des protéases MPDZ, cgymosine et Mucorpepsine ont été ajouté 

dans 5 ml de lait écrémé Vitalait et ont été incubés à l’étuve 37 °C pendant 24 h pour déterminé 

leurs activités coagulantes. Des observations du processus de la coagulation ont été effectuées 

au cours du temps d’incubation.  
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V-6-2- Propriétés physico-chimique des coagulums issues de traitement par les enzymes 

MPDZ, chymosine et Mucorpepsine 

Les caractéristiques organoleptiques des échantillons anonymes de pâte molle étaient jugées 

individuellement par 3 ou 4 experts après 20 jours d'affinage, puis tous les 10 jours, jusqu’à 50 

jours. Les jugements portaient sur la fleur, la coupe, la texture et la flaveur, notées en fonction 

d'une grille .Les caractéristiques organoleptiques des emmentals étaient notées après un mois 

de stockage en cave froide par un jury de 8 à 9 experts suivant la forme, le croûtage, l'ouverture, 

la pâte et la flaveur étaient notés sur les fromages coupés (De plus, il était demandé aux mêmes 

experts de noter à nouveau comparativement la texture et la flaveur de chaque fromage sur les 

échantillons réduits en cubes.(Perrod and Quiblier 1987) 
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RESULTATS ET DISCUSSION 

Les résultats présentés dans notre travail sont tirés des travaux précédents de Boulkour 

Touioui et al. (2017) et (Boulkour Touioui, 2018). 

I- RAPPEL DES RESULTATS ANTERIEURS  

Plusieurs souches microbiennes ont été nouvellement isolées à partir de différent biotopes de la 

Tunisie et de l’Algérie. Parmi cette collection microbienne, la souche TBS09 nouvellement 

isolée du port de pêche d’Arzew à Oran (Algérie) à été retenu pour son activité protéolytique 

intéressante (Fig. 8). La souche TBS09 a été identifiée moyennant les techniques de taxonomie 

classique (galléries API 20 E et API 50 CH) et moléculaire (séquençage du gène de l’ARNr 

16S, sous le numéro d’accès GenBank : KY490089) en tant que Pseudomonas fluorescens. Le 

gène, nommé mpDZ (2 kb), codant pour la protéase MPDZ a été cloné, séquencé et exprimé au 

niveau de l’espace extracellulaire chez E. coli HB101. L’analyse de la séquence nucléotidique  

(sous le numéro d’accés GenBank : KY490090) montre une phase de lecture ouverte (ORF) de 

1431 pb (477 aa) qui code pour un pro-peptide de 39 pb (13 aa) et une protéase mature de 1392 

pb (464 aa), biologiquement active. Ce travail a été effectué par Dr. Souraya BOUKOUK 

TOUIOUI (LCSN-BIoMol-Université Blida 1) (Boulkour Touioui et al., 2018 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8: Site d’échantillonnage de la souche TBS09 (A) et mise en évidence d’activité protéolytique produite par la souche 

bactérienne TBS09 sur gélose nutritive au lait (test-semi qualitatif) (B). 

 

 

A B 
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II- OPTIMISATION DE LA PRODUCTION DE PROTEASES PAR LA 

SOUCHE TBS09 DE PSEUDOMONAS FLUORECENS 

La production des protéases par les souches protéolytiques est influencée d’une part, par les 

conditions physiques à savoir la température, le pH et l’aération et d’autre part, par la 

composition chimique des milieux de culture (Souissi et al., 2008; Zaraî Jaouadi et al., 2012). 

En fait, un milieu de culture doit contenir une source de carbone, une source d’azote et des sels 

minéraux exigés pour la croissance et pour l’induction de l’enzyme (Ku et al., 2009; Jaouadi 

et al., 2013). Il doit également contenir des substances inductrices de la production d’enzymes 

et des facteurs de croissance, susceptibles d’intervenir dans le métabolisme des substrats utilisés 

(Akolkar et al., 2009; Zaraî Jaouadi et al., 2013). 

Au cours de cette partie, nous nous sommes proposé d’évaluer la production de protéase(s) par 

la souche TBS09 de Pseudomonas fluorescens. Au fait nous avons commencé par un milieu 

initial (non optimisé) composé de : 5 g/l source de carbone ; 1 g/l source d’azote ; 0,5 g/l 

K2HPO4 et 0,5 g/l KH2PO4 à pH 7,4. A partir de ce milieu nous avons alors cherché à optimiser 

les différents composants. 

II-1- Effet de différentes sources de carbone sur la production de protéase(s) 

La production de protéases par la souche TBS09 de Pseudomonas fluorescens a été testée sur 

le milieu de base additionné de différentes sources de carbone : caséine, gélatine, glucose, 

galactose, fructose et lactose à raison de 5 g/l. Le niveau de production de protéases, de la 

croissance de la souche ainsi que le pH final de la culture ont été déterminés et l’ensemble des 

résultats sont consignés dans le (tableau 1). 

Tableau 1: Effet de différentes sources de carbone sur la croissance bactérienne et sur la production de protéase(s) par la 

souche TBS09 de Pseudomonas fluorecens. 

Source de carbone 

(5 g/l) 

Témoin sans 

addition 

Caséine Glucose Galactose Gélatine Fructose Lactose 

Activité protéase 

(U/ml) 
295 1910 500 1100 1322 544 500 

Absorbance à 600 

nm 
2,88 5,22 4,01 5,80 4,23 5,10 6,10 

pH final 5,45 6,75 6,01 6,25 7,10 5,02 6,32 
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L’analyse des résultats présentés sur ce tableau, met en évidence une bonne croissance de la 

souche TBS09 sur les différents substrats carbonés testés. En effet, une meilleure production 

(environ 1910 U/ml et 1322 U/ml) et une croissance significative (absorbance à 600 nm de 6,75 

et 7,10) sont observées sur milieu à base, respectivement, de caséine et de gélatine. Par 

conséquent, la caséine et la gélatine constituent les meilleures sources de carbone et d’énergie, 

respectivement les plus adéquates pour une telle production et croissance. Ce qui nous amène 

à supposer l’existence de substances bioactives et d’induction dans la caséine et la gélatine 

favorisant la production de protéases par la souche TBS09 de Pseudomonas fluorescens.  

II-2- Effet de la concentration de la caséine sur la production de protéase(s) 

Etant donné, que la meilleure production est obtenue sur le milieu initial additionné de caséine, 

nous étions amenés à optimiser la concentration en caséine (de 0 à 15 g/l) afin de déterminer la 

concentration optimale pour la production de protéase(s) sur milieu contenant : 1 g/l d’extrait 

de levure; 1 g/l K2HPO4 et 1 g/l KH2PO4  à pH 7,4 (Tableau 2). 

Tableau 2 : Optimisation de la concentration de caséine sur la croissance bactérienne et sur la production de protéase(s) 

par la souche TBS09 de Pseudomonas fluorescens. 

Concentration de la caséine (g/l) 0 2 5 8 10 12 15 

Activité protéase (U/ml) 296 904 1200 2150 2750 2400 1800 

Absorbance à 600 nm 2,70 4,89 5,56 6,01 6,98 6,05 5,86 

pH final 5,91 6,84 6,90 7,08 7,17 7,66 7,33 

Rendement (U protéase/g de caséine ajouté)  0 452 240 268 275 240 120 

 

Les résultats présentés sur ce tableau montrent que la croissance bactérienne et la production 

de protéases augmentent avec la concentration en caséine jusqu’à 10 g/l. En effet, 

l’augmentation de la production est significative pour des concentrations supérieures à 5 g/l et 

atteint un maximum de 2750 U/ml à 10 g/l. 

Donc la meilleure concentration de caséine pour la production de protéase(s) par la souche 

TBS09 de Pseudomonas fluorescens est de 10 g/l. 

II-3- Effet de différentes sources d’azote sur la production de protéase(s) 

L’effet de différentes sources d’azote organique (extrait de bœuf, extrait de levure et peptone 

de soja) et inorganique [sulfate d’ammonium (NH4)2SO2, nitrate de sodium (NaNO3) et chlorure 

d’ammonium (NH4Cl)] sur la croissance et la production de la protéase par la souche TBS09 
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de Pseudomonas fluorescens a été étudié, à une concentration de 1 g/l, en comparaison à une 

culture témoin sans source d’azote (Tableau 3). 

Tableau 3: Effet de différentes sources d’azote sur la croissance bactérienne et sur la production de protéase(s) par la souche 

TBS09 de Pseudomonas fluorescens. 

Source d’azote 

(1 g/l) 

Témoin sans 

addition 

Extrait de 

bœuf 

Extrait de 

levure 

Peptone 

de soja 

(NH4)2SO4 NH4Cl NaNO3 

Activité 

protéase (U/ml) 
301 952 2852 3580 2000 1263 569 

Absorbance à 

600 nm 
3,11 5,23 5,85 7,55 5,13 6,07 4,25 

pH final 6,42 7,28 6,45 7,80 7,02 7,56 5,25 

L’analyse des résultats présentés sur ce tableau 3 montre que la meilleure production de 

protéase(s) par la souche TBS09 de Pseudomonas fluorescens (3580 U/ml) est obtenue lorsque 

la peptone de soja est utilisée comme source d’azote.  

Ainsi, le peptone de soja sera utilisé comme source d’azote dans la suite de ce travail. 

II-4- Effet de la concentration d’extrait de bœuf sur la production de protéase(s) 

La concentration de peptone de soja comme source d’azote a été optimisée sur milieu initial à 

des concentrations allant de 0 à 5 g/l (Tableau 4). 

Tableau 4: Optimisation de la concentration d’extrait de bœuf sur la croissance bactérienne et sur la production de 

protéase(s) par la souche TBS09 de Pseudomonas fluorescens. 

Concentration 

d’extrait de 

bœuf (g/l) 

0 1 2 3 4 5 

Activité protéase 

(U/ml) 
299 3585 4250 3927 3104 2861 

Absorbance à 

600 nm 
3,02 7,57 7,78 7,56 7,01 6,95 

pH final 6,50 7,84 7,92 7,22 6,56 7,01 

Rendement (U 

protéase/g de 

d’extrait de 

bœuf ajouté)  

0 3585 2125 1309 776 572 

L’analyse des résultats montre qu’il ya une meilleure production de protéase(s) avec la 

concentration en extrait de bœuf et atteint 4250 U/ml pour une concentration de 2 g/l. Ces 

résultats montrent également une augmentation de la biomasse (DO à 600 nm = 7,92) avec la 

concentration en extrait de bœuf jusqu’à 2 g/l. 
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II-5- Optimisation de la concentration en K2HPO4, KH2PO4 NaCl et en oligoéléments sur 

la production de protéase(s)  

Afin de mettre en évidence l’importance du calcium, de magnésium, du phosphore, du 

potassium et d’oligoéléments nous avons étudié l’effet de concentrations croissantes en 

glucose, en K2HPO4 en KH2PO4 et NaCl de 0 à 10 g/l et d’oligoéléments de 0 à 10% sur la 

production de l’activité protéase par la souche TBS09 de Pseudomonas fluorescens. Cette étude 

a montré, que la production de l’activité protéase est optimale (5000 U/ml) pour les 

concentrations de 1 g/l en K2HPO4 ; 1 g/l en KH2PO4, 5 g/l en NaCl et de 1% d’oligoéléments. 

Au-delà de ces concentrations, le niveau de production et de biomasse diminuent 

comparativement avec les travaux sur la production de protéases a partir de la souche 

CTM50182 de Pseudomonas aeruginosa (Jaouadi et al., 2013), de la souche MCM B-326 de 

Bacillus cereus (Nilegaonkar et al., 2007), de la souche SV1 de Bacillus cereus (Manni et al., 

2008), de la souche VITSN04 de Bacillus cereus (Sundararajan et al., 2011) et de la souche 

CBS de Bacillus pumilus (Jaouadi et al., 2009; Jaouadi et al., 2008).  

A la lumière de cette optimisation, un nouveau milieu de composition (en g/l) : 10 caséine ; 2 

extrait de bœuf; 2 glucose ; 1 K2HPO4 ; 1 KH2PO4 ; 5 NaCl et 1% (v/v) d’oligoéléments [en 

(g/l): ZnCl2, 0.4; FeSO4·7H2O, 2; H3BO3, 0.065 et MoNa2O4·2H2O, 0.135] à pH 7,4 a été retenu 

pour la suite du travail puisqu’il permet une meilleure croissance (DO à 600 nm = 8,1) et une 

meilleure production de protéase(s) (5000 U/ml). 

III_CINETIQUE DE PRODUCTION DE PROTEASES ET DE 

CROISSANCE BACTERIENNE DE LA SOUCHE TBS09 

La culture de la souche TBS09 de Pseudomonas fluorescens a été incubée à une température 

optimisée de 30 °C dans des Erlenmeyer de 1000 ml avec un volume utile de 100 ml et sous 

une agitation optimisée de 160 rpm. Des dosages d’activité protéolytique et de l’absorbance 

sont effectués chaque 2 h (Fig. 9).  

Le suivi de production de protéases et de la croissance bactérienne de la souche TBS09 de 

Pseudomonas fluorescens en fonction du temps, montre que la sécrétion de protéases 

commence après une phase de latence de 4 h et dès le début de la phase de croissance 

exponentielle. Elle évolue par la suite de façon concomitante avec la croissance bactérienne et 

atteint son maximum d’activité (5000 U/ml) après 48 h de culture avec une DO à 600 nm 

d’environ 8,1. Ainsi, le maximum de croissance coïncide avec le maximum d’activité 
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enzymatique. Au-delà de cette période, la production commence à diminuer légèrement (Fig. 

9). Cette diminution est probablement due à l’action protéolytique d’autres protéases libérées 

lors de la lyse cellulaire et/ou la sporulation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: Cinétique de production de protéases et de croissance bactérienne de la souche TBS09 de Pseudomonas 

fluorescens. 

IV- PURIFICATION DE LA PROTEASE MPDZ PRODUITE PAR LA 

SOUCHE TBS09 DE PSEUDOMONAS FLUORECENS 

IV-1- Extrait protéolytique à partir de la souche TBS09 de Pseudomonas fluorecens  

Le surnageant de culture de 500 ml de la souche TBS09 de Pseudomonas fluorecens après 48 

h de croissance sur le milieu optimisé constitue l’extrait enzymatique brut. Ce surnageant 

présente une activité protéolytique spécifique de 427 U/mg. Le protocole expérimental de 

purification de cette protéase comporte deux étapes : une précipitation fractionnée par l’acétone 

(60-80%) suivie d’une chromatographie échangeuse de cations sur Mono S-Sepharose. 

IV-2- Précipitation fractionnée par l’acétone 

Le surnageant récupéré, contenant l’activité protéolytique, est clarifié par filtration à travers 
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une membrane de 0,45 µm. Les protéines contenues dans le surnageant récupéré sont 

précipitées au sulfate d’ammonium entre 60 et 80%. Les protéines précipitées à 60% ne 

contiennent pas l’activité protéolytique alors que le culot obtenu à 80%, contenant l’activité, 

est récupéré dans le minimum du tampon Tris-HCl 100 mM (pH 8) contenant 2 mM ZnCl2 

(Tampon B) puis dialysé contre le même tampon pendant une nuit à 4 °C. Le rendement 

d’activité protéolytique de cette étape est de 85% avec un facteur de purification de 3,4 fois et 

une AS = 1482 U/mg (Tableau 5). 

IV-3- Chromatographie échangeuse de cations sur Mono S-Sepharose  

Le surnageant récupéré après l’étape de précipitation à l’acétone est alors déposé sur une 

colonne de Mono S-Sepharose, préalablement équilibrée avec le tampon C (50 mM MES + 2 

mM ZnCl2 à pH 6,2). L’élution des protéines est effectuée avec le même tampon avec un débit 

de 40 ml/h. Des fractions de 5 ml sont collectées et analysées par spectrophotométrie à 280 nm 

et de l’activité protéolytique sur la caséine. L’ensemble des résultats est illustré sur la ( figure 

10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10: Profils d’élution de la fraction active après sortie d’une chromatographie échangeuse de cations sur Mono S-

Sepharose de l’activité protéase de l’enzyme MPDZ produite par la souche TBS09 de Pseudomonas fluorecens. La colonne 

Mono S-Sepharose (2.6 cm × 50 cm) est pré-équilibrée par le tampon B. Le débit d’élution est de 40 ml/h et la 

détection des protéines se fait à 280 nm. 
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Le profil d’élution, présenté sur la figure 10, montre que l’enzyme pure MPDZ est éluée à une 

concentration de 140 – 200 mM NaCl. Les fractions actives sont rassemblées et utilisées pour 

la caractérisation biochimique de cette enzyme. Le rendement en activité protéolytique est de 

53%. Les fractions de ce pic sont rassemblées et passées sur une unité d’ultrafiltration de 30 

kDa ce qui a pour but la concentration et le dessallement de l’échantillon. Les fractions, 

contenant l’activité protéase, sont rassemblées et utilisées pour la caractérisation biochimique 

de cette enzyme.  

IV-4- Electrophorèse sur gel de polyacrylamide dans les conditions dénaturantes 

Afin d’évaluer le degré de pureté de la protéase MPDZ et de déterminer sa masse moléculaire, 

nous avons analysé des aliquotes qui ont été conservées après chaque étape de purification et 

ont servi pour l’analyse par électrophorèse de protéines sur gel de polyacrylamide (10%) dans 

les conditions dénaturantes (SDS-PAGE) (Fig. 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11: (A) Profil des étapes de purification, dans les conditions dénaturantes (50 µg) sur SDS-PAGE à 10%, de la 

protéase MPDZ à partir de la culture de la souche TBS09 de Pseudomonas fluorecens. Piste 1: Marqueur de taille LMW 

(Amersham). Piste 2: Extrait brut. Piste 3: Fraction du culot (précipité) après précipitation par l’acétone de 60 à 80%. Piste 
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4: Pic de la fraction pure de la protéase MPDZ éluée entre 140 à 200 mM de la sortie Mono S-Sepharose. (B) Zymogramme 

sur caséine de la fraction de la protéase MPDZ pure (50 µg). 

 

Le profil électrophorétique ci-dessus montre que la protéase se présente sous une seule bande 

majoritaire et homogène de masse moléculaire apparente de 50 kDa. Ce qui confirme qu’il 

s’agit d’une protéine monomérique comme il a été trouvé chez d’autres protéases de la souche 

CTM50182 de Pseudomonas aeruginosa (Jaouadi et al., 2013), de la souche SV1 de Bacillus 

cereus (Manni et al., 2008), de la souche DZ100 de Bacillus circulans (Benkiar et al., 2013) 

et de la souche CBS de Bacillus pumilus (Jaouadi et al., 2008) et de la souche US575 de 

Brevibacillus brevis (Zaraî Jaouadi et al., 2013).  

IV-6- Bilan de purification 

Le bilan de purification de la MPDZ est représenté dans le tableau ci-dessous. 

D’après ces résultats, la protéase MPDZ produite par la souche TBS09 de Pseudomonas 

fluorecens, a été purifiée à homogénéité à partir du milieu de culture en trois étapes, avec un 

facteur de purification de 77,8 fois et un rendement de 53%. L’activité spécifique de l’enzyme 

pure, sur la caséine, est de 33250 U/mg.  

Tableau 5: Bilan de purification à homogénéité de la protéase MPDZ produite par la souche Bacillus cereus BX35 après 36 

h de culture sur milieu optimisé. 

Etape de purification Activité 

totale 

(U) × 104 

Quantité 

totale de 

protéines 

(mg) 

Activité 

spécifique 

(U/mg) 

Rendement de 

purification 

(%) 

Facteur de 

purification 

(fois) 

Extrait brut 250 ± 14 5850 ± 90 427 100 1 

Précipitation 

fractionnée par 

l’acétone (60-80%) 

212 ± 12 1430 ± 27 1482 85 3,4 

Mono S-Sepharose  133 ± 10 40 ± 27 33250 53 77,8 

 

Cette activité spécifique est supérieure à celle trouvée dans les mêmes conditions que la 

protéase SAPB produite par la souche CBS de Bacillus pumilus qui est de 21500 U/mg 

(Jaouadi et al., 2008) et moins inferieur à celle trouvée pour la protéase de la souche SV1 de 

Bacillus cereus (Manni et al., 2008) qui est de 246612 U/mg et la souche CTM50182 de 

Pseudomonas aeruginosa (Jaouadi et al., 2013) qui est de 97526 U/mg.  
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IV-7- Séquençage de l’extrémité NH2-terminale 

La séquence de l’extrémité NH2-terminale est en cours de réalisation à l’Unité de Service 

Commun pour la Recherche (USCR) "Séquenceur de Protéines" à la Faculté des Sciences de 

Sfax, sous la direction du Pr. Hafedh MEJDOUB. 

V- CARACTERISATION DE LA PROTEASE MPDZ A PARTIR DE LA 

SOUCHE DE TBS09 DE PSEUDOMONAS FLUORECENS 

L’utilisation des protéases qui catalysent les réactions dans des conditions extrêmes (haute 

température, pH élevé, etc) présente une grande importance pour plusieurs applications 

industrielles. Ainsi, on est amené à déterminer aussi bien l’effet des inhibiteurs et de quelques 

ions métalliques sur cette activité et stabilité de la protéase pure MPDZ et à étudier la 

température que le pH optimum d’action de cette enzyme. Nous avons également étudié l’effet 

de certains polyols et solvants organiques sur la stabilité protéolytique ainsi que la 

détermination des paramètres cinétiques et d’autres propriétés de cette nouvelle protéase 

coagulante du lait. 

V-1- Effet des inhibiteurs et des agents réducteurs spécifiques des protéases sur l’activité 

protéolytique 

On s’est intéressé à connaître le résidu clé impliqué dans l’activité catalytique de la protéase 

MPDZ. Pour cela, on a testé l’effet de plusieurs réactifs chimiques spécifiques sur l’activité de 

la protéase MPDZ (Tableau 6).  

Tableau 6: Effet de différents inhibiteurs et des agents réducteurs sur la stabilité de la protéase MPDZ purifiée à partir de 

la souche TBS09 de Pseudomonas fluorecens (en respectant un rapport molaire inhibiteur/protéase = 100). 

Inhibiteur/agent 

réducteur 

Spécificité Concentration Activité résiduelle 

(%) 

Témoin  – 100 ± 2,5 

EGTA Inhibiteur spécifique des 

métalloprotéases 
2 mM     3 ± 0,2 

EDTA 10 mM   15 ± 0,7 

1,10-Phenanthroline 

monohydrate 

Inhibiteur spécifique de zinc 
10 mM     2 ± 0,1 

Sel disodique de 

phosphoramidon 
10 µM   45 ± 1,1 

PMSF 5 mM 101 ± 2,5 
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Les résultats présentés dans le tableau permettent de tirer les conclusions suivantes : 

 l’EDTA, l’EGTA et le 1-10-Phenanthroline monohydrate, qui sont des inhibiteurs 

potentiels des métalloprotéases, inhibent complètement l’activité protéolytique. Ceci confirme 

que la protéase MPDZ appartient à la famille des métalloprotéases.  

 l’activité protéasique n’est pas inhibée par les inhibiteurs à cystéine de types DTNP, 

NEM et iodoacétamide, ce qui témoigne l’absence d’un groupement thiol (-SH) dans la 

structure de cette protéine. 

 le autres inhibiteurs n’ont pas d’effet ou à effet négligeable. A la lumière de ces 

résultats, nous pouvons déduire que l’enzyme MPDZ est un membre de la famille des 

métalloprotéases.  

DFP 
Inhibiteurs spécifiques des protéases 

à sérine 
5 mM   99 ± 2,5 

TLCK 
Inhibiteur spécifique des protéases 

trypsine-like  
1 mM   97 ± 2,4 

TPCK 
Inhibiteur spécifique de la 

chymotrypsine 
1 mM   96 ± 2,4 

Benzamidine 

Inhibiteur compétitive des protéases 

à sérine 

2 mM 100 ± 2,5 

Aprotinine bovine 30 µM   98 ± 2,5 

MIA 30 µM 101 ± 2,5 

SBTI Inhibiteur spécifique de la trypsine     2 mg/ml   99 ± 2,5 

DTNB 

Inhibiteurs de protéases à cystéine 

ou à groupement thiol 

10 mM   90 ± 2,2 

EPNP 5 mM   97 ± 2,4 

NEM 2 mM   63 ± 1,8 

Iodoacétamide 5 mM   54 ± 1,5 

Glutathione 5 mM   97 ± 2,5 

L-Cystéine  5 mM   96 ± 2,4 

2-ME Agents réducteurs des ponts 

disulfures  

2 mM   91 ± 2,2 

LD-DTT 5 mM   93 ± 2,3 

Leupeptine 
Inhibiteurs de protéases à acides 
aspartiques 

50 µg/ml 100 ± 2,5 

Pepstatine A   1 µg/ml   98 ± 2,5 
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V-2- Effet des ions métalliques sur la stabilité de la MPDZ 

Plusieurs travaux ont montré que l’activité enzymatique de certaines protéases de 

microorganismes exige la présence de certains ions, tels que le calcium ou le magnésium 

(Boulkour Touioui et al., 2018; Jaouadi et al., 2013; Marquart et al., 2005). Ainsi, l’effet 

de quelques ions métalliques sur l’activité protéase a été étudié à pH 7 et à 60 °C. Les résultats 

sont consignés dans le tableau 7. 

Tableau 7: Effet de différents ions métalliques (à 2 mM) sur la stabilité de la protéase MPDZ purifiée à partir de la souche 

TBS09 de Pseudomonas fluorecens. 

 

 

 

 

 

 

Les résultats présentés 

dans le tableau 7 

montrent que la 

protéase MPDZ est 

totalement inactivée en 

présence de nickel 

(NiCl2), de cadmium (CdCl2) et de mercure (HgCl2) à une concentration de 2 mM. Alors que 

la présence de calcium (CaCl2), magnésium (MgCl2) et baryum (BaCl2) améliorent l’activité 

donc ils s’agissent des activateurs. On remarque également que le cuivre (CuCl2) et le zinc 

(ZnCl2) affecte considérablement. 

l’activité protéasique alors que le nickel, le cadmium et le mercure l’inhibent totalement. Des 

résultats similaires ont été observés avec les protéases produites par des souches de 

Pseudemonas (Jaoaudi et al., 2013) et de Bacillus (Benkiar et al., 2013; Jaouadi et al., 2008; 

Zaraî Jaouadi et al., 2013). 

Ion métallique (2 mM) Activité protéase résiduelle (%) 

Témoin  100 ± 2,5 

Zn2+ (ZnCl2) 250 ± 5,1 

Ca2+ (CaCl2) 190 ± 4,2 

Co2+ (CoCl2) 125 ± 3,0 

Mn2+ (MnCl2) 116 ± 2,7 

Mg2+ (MgCl2) 110 ± 2,6 

Ba2+ (BaCl2) 99 ± 2,5 

Cu2+ (CuCl2) 81 ± 1,7 

Fe2+ (FeCl2) 41 ± 1,1 

Hg2+ (HgCl2) 0 ± 0,0 

Ni2+ (NiCl2) 0 ± 0,0 

Cd2+ (CdCl2) 0 ± 0,0 

Na+ (NaCl) 100 ± 2,5 

K+ (KCl) 100 ± 2,5 

Li+ (LiSO4) 100 ± 2,5 
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V-3- Effet du pH sur l’activité et la stabilité de l’enzyme 

L’activité de l’enzyme purifiée a été testée à différentes valeurs de pH (du 3 à 12). Les activités 

relatives comparées à l’activité optimale obtenue à pH 7, sont portées sur la figure 11A. Les 

résultats présentés ci-dessous montrent que la protéase MPDZ est active dans une large gamme 

de pH entre 3 et 12 et que l’optimum d’activité est obtenu à pH 7. En effet, les activités relatives 

à pH 4 et 11 sont respectivement de 70% et 69%. Pour des pH supérieurs à 11, l’activité 

enzymatique décroît considérablement.  

 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 12: (A) Effet du pH sur l’activité de l’enzyme MPDZ. (B) Effet du pH sur la stabilité de l’enzyme MPDZ. Il est à 

noter que le 100% d’activité correspond au maximum d’activité protéolytique. 

La stabilité de la protéase MPDZ a été étudiée en pré-incubant l’enzyme à des pH allant de 4 à 

11 à 40 °C pendant 24 h. L’ensemble des résultats est porté sur la figure 11B. On note que la 

protéase MPDZ semble être pratiquement stable à des pH allant de 4 à 8 puisqu’elle montre des 

temps de demi-vie > à 18 h. Alors que, les temps de demi-vie de la MPDZ à pH 9, 10 et 11 sont 

respectivement de 16, 12 et 8 h.  

A la lumière de ces résultats la protéase MPDZ s’est révélée une enzyme neutre-basique, étant 

donné que l’optimum est observé à pH 7 et quelle demeure pratiquement stable aux pH 4-8 

pendant 24 h. Ces résultats sont en faveur d’une excellente protéase pourrait être appliquée dans 

la coagulation du lait.  

V-4- Détermination de la température optimale 

Le dosage de l’activité protéolytique a été effectué à des températures allant de 40 °C à 80 °C 

et les activités relatives ont été déterminées en absence et en présence de zinc à une 

concentration de 2 mM. Les résultats obtenus sont mentionnés sur la (figure 13).  
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Figure 13: Effet de la température sur l’activité protéase produite par la souche TBS09 de Pseudomonas fluorecens. 

On remarque que pour des températures inférieures à 45 °C, les activités relatives sont 

comparables en absence ou en présence de ZnCl2. Cependant, pour des températures 

supérieures à 45 °C, le zinc à une concentration optimale de 2 mM améliore l’activité 

protéolytique. En absence de calcium, l’optimum est observé pour une température de 50 °C, 

alors qu’en présence de zinc, l’activité optimale est déplacée à 60 °C. A 65 °C, l’activité relative 

est de 175% quand le zinc est ajouté, et elle n’est que de 75% en son absence. Ceci peut être 

expliqué par la tendance des protéases à subir une autoprotéolyse à des températures élevées 

(Jang et al., 2001). Ceci suggère fortement que le zinc à 2 mM est nécessaire pour la 

thermoactivité de l’enzyme. 

V-5- Etude de la thermostabilité de l’enzyme MPDZ  

Plusieurs travaux ont montré que la thermostabilité des enzymes pourrait être améliorée par 

l’addition de certains ions tels que les ions calcium et zinc, qui sont connus comme éléments 

stabilisateurs de plusieurs enzymes aux températures élevées (Ghorbel-Frikha et al., 2005; 

Manni et al., 2008). 

La stabilité thermique de l’enzyme produite par la souche TBS09 de Pseudomonas fluorecens 

a été étudiée par pré-incubation de l’enzyme à différentes températures (50 °C, 60 °C, 70 °C et 

80 °C) pendant 24 h en présence du ZnCl2 (2 mM). Des prélèvements réguliers (chaque 2 h) 

ont été effectués et les activités protéolytiques résiduelles ont été déterminées. L’ensemble des 

résultats est illustré dans la (figure 14). 
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Figure 14:  Etude de la thermostabilité de l’enzyme MPDZ produite par la souche TBS09 de Pseudomonas fluorecens. 

L’étude de la stabilité thermique de la MPDZ à différentes températures nous a permis de 

déduire que cette enzyme est totalement stable pendant 14 h à des températures inférieures ou 

égales à 40 °C avec ou sans ajout du zinc. A des températures supérieures à 50 °C, l’étude de 

la thermostabilité en absence des ions Zn2+ a montré que la MPDZ possède des temps de demi-

vie qui diminuent avec l’augmentation de la température. Ces valeurs se voient clairement 

augmenter avec l’ajout de 2 mM Zn2+ ; c’est ce qui prouve l’implication de ces ions divalents, 

également, dans l’amélioration de la thermostabilité de la MPDZ. En effet, les temps de demi-

vie de la MPDZ à 50, 60, 70 et 80°C sont respectivement de 14 h, 6 h, et 2 h en absence de 

Ca2+. Alors qu’en présence de 2 mM Ca2+ ces temps de demi-vie sont respectivement de l’ordre 

de 20, 14, 8 et 4 h. 

Des résultats comparables ont été retrouvés avec la protéase de la souche CBS de Bacillus 

pumilus, qui demeure stable pendant 1 h de 40 °C à 60 °C (Jaouadi et al., 2008). Alors la 

protéase de la souche SV1 de Bacillus cereus garde 58% de son activité à 60 °C (Manni et al., 

2008) contre la protéase de la souche US575 de Brevibacillus brevis qui a été affectée par des 

températures élevées (supérieures à 70 °C). Ainsi, son activité résiduelle n’est que 45% après 

une incubation de 30 min à 80 °C (Zaraî Jaouadi et al., 2013). 

V-6- Détermination du degré d’hydrolyse des protéases MPDZ, Chymosine et 

Mucorpepsine 

Le degré d’hydrolyse est défini comme étant le pourcentage de liaisons peptidiques coupées 

par rapport au nombre total de liaisons peptidiques. On dit que le degré d’hydrolyse est égal à 
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100% lorsque toutes les liaisons peptidiques d’une molécule protéique sont coupées ; en 

d’autres termes, la protéine est totalement décomposée en ses éléments constitutifs, formés 

d’acides aminés. Comme les enzymes sont des biocatalyseurs spécifiques, aucune enzyme n’est 

capable seule d’hydrolyser toutes les liaisons peptidiques d’une protéine jusqu’à un DH de 

100%. En effet, le DH d’une enzyme est un paramètre important de la réaction, car il a été 

démontré que la fonctionnalité de l’hydrolysat obtenu est largement dépendante du DH. Plus le 

DH est élevé plus la taille moyenne des peptides engendrés est réduite et plus l’hydrolysat est 

efficacement utilisé. Dans ce contexte, le DH des deux enzymes MPDZ, Chymosine et 

Mucorpepsine a été mesuré sur la caséine comme substrat naturel (Fig. 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15: Hydrolyse de la caséine par les protéases MPDZ, Chymosine et Mucorpepsine en raison de 500 U d’activité 

enzymatique. 

Le degré d’hydrolyse de la caséine par la protéase MPDZ a été mesuré et comparé à celui des 

protéases commerciales Chymosine et Mucorpepsine. Les résultats présentés sur la figure 17 

montrent que le DH varie en fonction du temps selon le système enzymatique étudié. La vitesse 
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de la réaction décroît avec le temps, et la réaction finit par s’arrêter à une valeur donnée de DH. 

Les DH des protéases MPDZ, Chymosine et Mucorpepsine sont de l’ordre de 30, 25 et 17%, 

respectivement. Par conséquence la protéase MPDZ est comparable aux enzymes commerciales 

et pourrait être considérer comme un candidate potentiel pour la coagulation du lait. 

V-7- Evaluation des performances enzymatique des protéases MPDZ, Chymosine et 

Mucorpepsine dans la coagulation du lait  

La fabrication de fromage par la méthode classique comporte trois phases successives : la 

coagulation, l’égouttage et l’affinage. La coagulation et l’égouttage constituent des étapes 

obligatoires : l’affinage est facultatif, et réservé aux seuls produits dits maturés. La coagulation 

du lait est réalisée en vue d’exploiter une propriété particulière des gels lactés, qui est de 

s’égoutter spontanément. Cette évolution se traduit par la séparation progressive de la majorité 

de l’eau constitutive du lait sous forme de lactosérum, et d’un substrat semi-solide constituant 

le fromage.  

Ce fromage est ensuite soumis le plus souvent à des transformations par voies enzymatiques 

destinées à modifier la flaveur, l’aspect, la texture du substrat séparé. Une caractéristique 

dominante de ces différentes phases est d’être d’une durée très différente. La phase de 

coagulation, comprise en quelques minutes à quelques heures, est la plus courte. L’égouttage 

est plus long et peut s’étaler de l à 48 h. L’affinage constitue l’étape la plus importante dans le 

temps et peut se situer de quelques jours à plusieurs années. Dans ce contexte, nous sous 

sommes intéressé à l’étude de la coagulation du lait de la protéase MPDZ en comparaissant 

avec les protéases commerciales Chymosine et Mucorpepsine. 

V-8- Evaluation des performances enzymatique des protéases MPDZ, Chymosine et 

Mucorpepsine dans la coagulation du lait  

La fabrication de fromage par la méthode classique comporte trois phases successives: la 

coagulation, l’égouttage et l’affinage. La coagulation et l’égouttage constituent des étapes 

obligatoires: l’affinage est facultatif, et réservé aux seuls produits dits maturés. La coagulation 

du lait est réalisée en vue d’exploiter une propriété particulière des gels lactés, qui est de 

s’égoutter spontanément. Cette évolution se traduit par la séparation progressive de la majorité 

de l’eau constitutive du lait sous forme de lactosérum, et d’un substrat semi-solide constituant 

le fromage.  
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Ce fromage est nsuite soumis le plus souvent à des transformations par voies enzymatiques 

destinées à modifier la flaveur, l’aspect, la texture du substrat séparé. Une caractéristique 

dominante de ces différentes phases est d’être d’une durée très différente. La phase de 

coagulation, comprise en quelques minutes à quelques heures, est la plus courte. L’égouttage 

est plus long et peut s’étaler de l à 48 h. L’affinage constitue l’étape la plus importante dans le 

temps et peut se situer de quelques jours à plusieurs années.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16: Coagulation du lait par les protéases MPDZ, Chymosine et Mucorpepsine. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Les protéases microbiennes, en particulier celles produites par le genre Bacillus 

dominent le marché mondial des enzymes. Ces biocatalyseurs sont d’une grande importance 

économique, en considérant les applications industrielles multiples dans lesquelles elles sont 

impliquées. Les protéases détergentes et celles impliquées dans la synthèse peptidique forment 

le groupe d’enzyme le plus recherché grâce aux avantages qu’elles présentent surtout dans la 

substitution des agents chimiques toxiques et la stabilité vis-à-vis divers solvants organiques. 

L’obtention de nouvelles protéases pourrait soit conduire à de nouvelles applications 

biotechnologiques, soit à une amélioration des performances des enzymes existantes. 

L’application éventuelle de ces protéases intéressantes au niveau industrielle, passe par la mise 

au point d’un procédé de production économique et reproductible. Ceci sera possible par la 

construction de souches hyperproductrices de ces enzymes et par l’optimisation des conditions 

de production à l’échelle laboratoire puis en fermenteur. En plus, la pénurie mondiale en présure 

à susciter le développement de la recherche des nouveaux succédanés capables de coaguler le 

lait, tout en assurant de bons rendements fromagers. 

La première partie du travail a porté sur l’optimisation des conditions de production de 

protéase(s) par la souche TBS09 de Pseudomonas fluorecens. Le niveau de production sur le 

milieu optimisé à base de caséine (10 g/l) et d’extrait de bœuf (2 g/l) est de 5000 U/ml après 48 

h de culture à 160 rpm. 

La deuxième partie a porté sur une purification à homogénéité et une caractérisation 

biochimique de l’enzyme purifiée produite par la souche TBS09 de Pseudomonas fluorecens : 

  La souche TBS09 de Pseudomonas fluorecens produit une seule 

protéase monomérique nommée MPDZ de masse moléculaire environ 50 kDa 

déterminée par SDS-PAGE. 

  L’enzyme présente une activité maximale à pH 7 et à une 

température de 60 °C. 

  L’activité enzymatique est complètement inhibée par l’ETDA, 

l’EDTA et le 1-10-Phenanthroline monohydrate, il s’agit donc d’une 

métallprotéase. 
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  Le zinc à 2 mM améliore considérablement la thermoactivité et 

la thermostabilité de l’enzyme. Cependant, le nickel, le cadmium et le mercure 

inhibent totalement cette activité enzymatique. 

  La protéase MPDZ est une vraie enzyme coagulante qui précipite 

efficacement le lait. On remarque aussi que le lactosérum obtenu dans le cas de 

la protéase MPDZ est clair alors que celui obtenu dans le cas de la Présurpara 

est trouble. Dans les deux cas, nous avons remarqué que le maximum de 

coagulation avec formation du coagulum est atteint après 6 à 8 h d’incubation à 

37 °C respectivement avec la MPDZ, la Chymosine et la Mucorpepsine. Ainsi, 

la protéase MPDZ produite par la nouvelle souche TBS09 de Pseudomonas 

fluorecens est une bonne candidate pour la coagulation du lait. 

En conclusion, la protéase neutre extracellulaire (nommée MPDZ) de la souche de 

TBS09 de Pseudomonas fluorecens semble être intéressante et pourrait être utilisée dans des 

applications biotechnologiques comme agent coagulant le lait en fromagerie et biocatalyseur 

en synthèse peptidique. Néanmoins, il existe encore des possibilités d’amélioration, non 

seulement au niveau de la recherche d’autres souches microbiennes plus performantes, mais 

également au niveau de l’enzyme elle-même et ses caractéristiques intrinsèques. Dans ce 

contexte, divers problèmes doivent être résolus pour que l’on puisse tirer parti de ces 

possibilités et atteindre efficacement l’objectif visé. 

La suite des travaux de recherche portera essentiellement sur : 

  L’achèvement du séquençage NH2-terminale de la protéase 

MPDZ moyennant la méthode d’Edman.  

  L’optimisation des conditions de culture et de production à 

l’échelle fermenteur. 

  L’évaluation des qualités organoleptiques et les performances de 

l’enzyme MPDZ dans la fabrication du fromage à grande échelle en 

collaboration avec un industriel local. 
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Composition Des Milieux De Culture : 

Annexe N° I : Les Milieux complexes  

Milieu Luria-Bertani Milieu gélose nutritive au 

lait 

Milieu optimisé de 

production de protéases 

Milieu liquide :  

composé de :  

_10 g peptone 

_5 g NaCl 

_5 g extrait de levure  

_0,3 ml NaOH 10 N dans un 

litre d’eau distillée 

 Milieu solide :  

_on doit ajouter 20 g/l d’agar 

(LB solide), dans les deux 

cas le pH est ajusté à 7,4. 

composé de :  

_5 g peptone  

_3 g extrait de levure  

_15 g d’agar dans 750 ml 

d’eau distillée.  

_Le pH est ajusté avec du 

NaOH à une valeur désirée. 

Après stérilisation et 

refroidissement, 250 ml du 

lait écrémé ont été ajoutés et 

le milieu est homogénéisé 

puis coulé dans des boites de 

Pétri 

composé de : 

 _10 g caséine   

_2 g extrait de bœuf  

_2 g glucose  

_1 g K2HPO4  

_1 g KH2PO4  

_5 g NaCl 

_1% (v/v) d’oligoéléments 

(en g/l : ZnCl2, 0,4 ; FeSO4 

7H2O, 2 ; H3BO3, 0,065 et 

MoNa2O4 2H2O, 0,135) dans 

un litre d’eau distillée et le 

pH est ajusté à 7,4.  

 

Annexe N° II : Appareillage et Verrerie  

 Fiole 

 Boite de petri 

 Lame en verre 

 Pipette pasteur 

 Tube Eppendorf 

 Micropipette 

 Autoclave 

 Balance électrique 

 pH-mètre 

 Agitateur 

 Etuve 
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 Centrifugeuse 

 Bain-marie 

 Microscope à immersion 

 Bec Bunsen 

Photos des appareils : 

  

 

 

 

 

Bain-marie                                  Agitateur magnétique                           Autoclave 

 

 

  Centrifugeuse                     

Etuve  

Balance électronique 

        

                      

 Microscope à immersion 

                                                pH-mètre 

      Photos de la verrerie :    
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Tube Eppendorf  
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Fiole  
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Erlenmeyer a baffle                                                                           

 

 


