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Introduction générale

L’Homme a toujours utilisé, et parfois sans le sgwtes réactions enzymatiques pour
transformer des molécules. Les enzymes sont dettipes fonctionnelles dotées de

propriétés catalytiques capables de transformeubatrat en un produit.

Les cellules animales, végétales et microbienneserment des milliers de molécules
enzymatiques différentes. Ces molécules peuvesmt @itisées dans differents domaines

industriels tels que les industries du cosmétiged;alimentaire, du pharmaceutique..etc.

Parmi ces enzymes, les protéases représentensypiusearges groupes avec environ
50% a 60% du marché total des enzymes industrigdieikuset al, 1998 ; Racet al, 1998 ;
Singhet al, 2001; Nascimento et Martins, 2004).

Les protéases sont omniprésentes chez les difésréotmes de vie (Rast al 1998 ;
Hamza, 2017), mais celles des microorganismes; eadiculier des bactéries, sont les plus
significatives comparées aux protéases des animales plantes et des autres
microorganismes (Ward, 1985 ; Reioal.,1998; Bullet al.,2000 ; Adsukt al.,2007; Das et
Prasad, 2010 ; Padmapriga al., 2012). En effet, ces enzymes bactériennes présamen
large spécificité de substrats, sont stables éstaddes aux conditions extrémes nécessaires

aux différents procédés industriels (Banerjee gt R@17).

Pour cela I'objectif de notre travail est d’isotdgs bactéries produisant des protéases
avec des propriétés et des tolérances a des anrgligxtrémes utilisées dans des processus
industriels tels que la température et le pH. Gststont été effectués sur des protéases
d’extraits bruts d’'une souche de référeiseherichia coli(E.coli) et de 5 isolats récupérés a
partir du yaourt (IYT), de I'ceuf (IOE), du sol (ISJe la rhizosphéere (IRS) et de la cavité
buccale d’un nourrissant (ICB).

Les résultats obtenus montrent un fort potentietilisation industrielle des protéases
de certains isolats qui possédent des propriét@éestolérances a des conditions utilisées

dans des processus industriels.
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1. Les enzymes

Les enzymes sont des protéines fonctionnellespedsables a la vie cellulaire. Selon le
NC-IlUBMB (Nomenclature Committee of the InternagbnUnion of Biochemistry and
Molecular Biology), les enzymes sont classées xlasses, les Oxydoréductases (EC1), les
Transférases (EC2), les Hydrolases (EC3), les Isy#d&€4), les Isomérases (EC5H) et les
Ligases (ECB6).

Les cellules contiennent des milliers d’enzymedéd#ntes qui sont impliquées dans
divers processus tels que la régulation géniqueligastion, la transformation de substrat,
production de molécules,...etc. (Teetaal 1996; Racet al, 1998 ; Wolfenden et Snider, 2001;
Boddeyet al, 2010).

Les enzymes sont dotées de propriétés catalytiguiggermettent d’augmenter la vitesse
des réactions chimiques. On absence de catalygenatigue, les réactions biochimiques sont
treés lentes et nécessitent des conditions de tetypéret de pression extrémes incompatibles

avec la vie cellulaire (Cooper, 2000).

Lors de la réaction catalytique les enzymes doigeriter a leurs substrats au niveau d'un
site spécifique qui se trouve sur I'enzyme appe&actif ou site catalytique pour former un
complexe enzyme-substrat. Ce complexe permet deedimle substrat en un produit selon la

réaction suivante:
S+E~—~ES—P

Actuellement, les procédés industriels utilisentréf@grablement, les méthodes

enzymatiques que les méthodes chimiques (Hamza).201

La Figure 1 montre la distribution des ventes dagymes, on remarque que les

hydrolases représentent la plus grandes part aessve



Synthese bibliographique
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Figure 1 : Distribution de ventes d’enzymes, la portion céomdique le total de ventes des
protéases (selon Rabal.,1998).

2. Les hydrolases

Selon le NC-IUBMB, les hydrolases sont classées dairoisieme classe (EC3) des
enzymes. Ces hydrolases, en présence d’'une mold'eale, clivent les liaisons chimiques de
différents substrats tels que les protéines, pedds, les sucres, les esters (Gaber, 2012), selon

la réaction générales suivante :

Hydrolases
RR'+ H,O — > ROH +R'H

Ces hydrolases occupent une position pivot par aip@ leurs importances
biologiques et industrielles (Ra al, 1998).)En effet, les hydrolases remplissent uaedg
variété de fonctions chez les différents organisuieants telles que la croissance cellulaire,
I'hydrolyse des substrats, la digestion, etc. (Baal, 1998 ).

De plus, les hydrolases représentent 75% des eszyestrielles (Raet al., 1998;
Leisolaet al ., 2001), ces hydrolases retrouvent leurs apphcatdans diverses industries
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telles que les industries du cosmétique, de I'alitmiee, du pharmaceutique, du textile, du
détergents... etc. (Maugard, 2003; Hoetlal, 2004 ; Balogh, 2004; Ribitscleaal, 2010).

Parmi les hydrolases on peut citer les amylasesgéactosidases, les lipases et les
protéases (Tokiwa et Suzuki, 1977 ; Samtioal., 1998 ; Testeet al, 2006 ; Tavano, 2013).

3. Les protéases

Les protéases, protéinases, peptidases ou enzyotéslptiques sont des enzymes qui
représentent un groupe trés important des hydmlase

Les enzymes protéolytiques appartiennent a laeldss hydrolases (EC3) et la sous
classe des peptidases (EC3.4) (Saizd, 2014).

Ces enzymes catalysent le clivage des protéinelypiaolyse des liaisons peptidiques
ce qui conduit a la production des acides aminée®tpeptides (voir réaction suivante) (Rao
et al ,1998 ; Nascimento et Martins, 2004 ; Mitchellal, 2007 ; Oyelekeet al, 2010 ;
Fulzeleet al 2011 ; Ali et Ghulam Muhammad, 2017).

Protéines + HO = Acides Aminés

Chez les différents organismes vivants, les pretgsient un role tres important dans
divers processus biologiques tels que la digestoratabolisme, la nutrition,...etc. (Rab
al., 1998 ; Sikandar et Yasmeen, 2017). Chez I'éaradin plus de 500 de ces enzymes ont
étaient identifiees (Puenét al, 2003 ; Hamza, 2017).

Au plan industriel les protéases représentent enva% a 60% du marché total des
enzymes (Zeikugt al, 1998 ; Racet al, 1998 ; Singlet al, 2001; Nascimento et Martins,

2004) et elles sont utilisées dans diverses ingsivoir partie importance des protéases).
3.1. Classification des protéases

Les protéases peuvent étre classées, entre as@les, la nature chimique de leurs
sites actifs et selon leur site d’action (Rawling Barrett, 1994; Kumawet al , 1999 ;
Nascimento, 2003).
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3.1.1. Selon la nature chimique de leurs sites actifs

En fonction du groupement fonctionnel du site adés protéases sont classées en

guatre groupes (Hartley, 1960 ; Souza et Marti®12 Nascimento et Martins, 2004).

3.1.1.1. Les protéases a Serine (EC. 3.4.21)

Ces protéases sont caractérisées par la présantgrdupement serine au niveau de
leur site actif, elles sont ubiquitaires et indisgables pour différents organismes. Chez I'étre
humain par exemple elles sont impliquées dansdastion des aliments, la coagulation du
sang, elles combattent les infections et aidentspegmatozoides a pénétrer I'ovule. Elles

aident aussi les bactéries a digérer les matér@ubes virus a infecter les cellules (ex :
hépatite C) (Stroud, 1974 ; Rabal.,1998 ; Kremet al.,2000 ; Ekiciet al, 2008).

3.1.1.2. Les protéases a Cystéine (EC 3.4.22)

Appelées aussi protéases a thiol, elles sont éamrséts par la présence d'un
groupement cystéine au niveau de leur site actif,les retrouve aussi bien chez les
procaryotes que chez les eucaryotes.

Les protéases a Cystéine sont impliquées dansratitiEs réactions protéolytiques,
comme par exemple celles impliquées dans les deaxcegsus métaboliques (anabolisme et
catabolisme), elles jouent également un réle esdatans le développement et la maturation
des plantes, et peuvent intervenir dans la sigatadis et dans les réponses des plantes aux
facteurs biotiques et abiotiques (Miller, 1997 u@owska et Zagdska, 2004).

3.1.1.3. Les protéases aspartiques (EC 3.4.23)

Appelées aussi protéases acides, elles sont aasaete par la présence d'un acide
aspartique au niveau de leur site actif, elles sdmdjuitaires et peuvent étre utilisées en
industrie. Par exemple, protéase aspartique descespde champignons comnvucor
pusilluset Mucor miehej possede la possibilité de coaguler le lait, depgumet de l'utiliser
dans l'industrie du fromage (Andraglieal,, 2002).

3.1.1.4. Les métalloprotéases (EC 3.4.24)
Ces protéases sont caractérisées par leur beswmiriai métallique divalent pour leur
activité (Rao et al, 1998). Elles incluent diverses protéases praverage différents
organismes telles que les collagénases des orgamisapérieurs, les toxines hémorragiques
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des venins de serpents et la thermolysine des riesct@Veaveret al., 1977 ; Okadaeet
al.,1986 ; Wilhelmet al.,1987 ; Shannoat al, 1989 ; Barett, 1995).

3.1.2. Selon leurs sites d’action

Selon leurs sites d’action, les protéases peuveat stibdivisées en deux groupes
principaux : les exopeptidases 3.4.21-99) et ledopeptidases (EC 3.4.11-19) (Lopez et
Bond, 2008 ; Métyaet al, 2013 ; Souzat al, 2014).

3.1.2.1. Les exopeptidases

Sont des peptidases qui clivent seulement lesohaispeptidiques se trouvant a
proximité des extrémités amino-terminal (N-termjral carboxyle-terminal (C-terminal) de
la chaine polypeptidique ou de la protéine (Harte360 ; Racet al, 1998). Basés sur leurs
sites d’action N-terminal ou C-terminal, ces exdses sont classées, respectivement, en

Aminopeptidases et Carboxypeptidase (Baal., 1998).

Aminopeptidase ® -0 N-terminal
Carboxypeptidase - - HHHDH D - C-terminal

3.1.2.2. Les endopeptidases

Sont des peptidases qui clivent les liaisons pepted se trouvant a l'intérieur de la
chaine polypeptidique ou de la protéine (Hartl©®6Q ; Racet al, 1998).

- 000%000 --

Ces différents groupes de protéases se trouvens@as forme intracellulaire ou une
forme extracellulaire (Volkeét al, 1996). La forme intracellulaire jouent un r&hepiortant
dans la régulation du métabolisme et hydrolyseftestines qui se trouvent a l'intérieur des

cellules (Racet al, 1998 ; Kumaet al, 1999). La forme extracellulaire hydrolyse leargtes

6
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molécules protéiques, a I'extérieur de la celldr, molécules plus petites pour permettre

ensuite leur absorption et leur utilisation pacddule (Racet al, 1998 ; Kumaet al, 1999).

3.2. Importance des protéases

Les protéases occupent une position pivot par ragpteurs importances aussi bien

au niveau cellulaire qu’au niveau industriel (Ra@l.,1998).
3.2.1. Au niveau cellulaire

Les protéases sont omniprésentes, leur fonctiosiplogique est nécessaire pour tous
les organismes vivants, ces enzymes sont impostatdaas plusieurs processus (Rsoal
1998 ; Métyanet al, 2013) tels que le catabolisme des protéinea géhération de petits
peptides et des acides aminés. Elles régulent Bastvité de plusieurs protéines, créent de
nouvelles molécules bioactives, contribuent auwcessus d’information cellulaire, génerent
et amplifient les signaux moléculaire et participdans la division cellulaire (Neurath et
Walsh, 1976 ; Lopez-Otin et Bond, 2008). Comme inant précédemment (partie protéases
a Serine), ces enzymes protéolytiques prennené mlans les processus anaboligues, jouent
un rble essentiel dans le développement et la aiatardes plantes, et interviennent dans le

signal et les réponses biotiques et abiotiquesdkanuska et Zagdeska, 2004).

3.2.2. Au niveau industriel

Les protéases représentent un des plus largesagad@s enzymes industriels, avec
environ 60% du total de ces enzymes vendues danerde (Raet al, 1998 ; Guptat al,
2002 ; Madhavet al, 2011 ; Hamza, 2017).

Avec les avancés récentes des biotechnologiesérBhet la demande en enzymes
avec de nouvelles propriétés ont augmenté en raiorieurs avantages économiques,
écologiques et industriels (Banerjee et Ray, 20R@Wr cela, des efforts considérables ont été
dirigés vers la sélection d’organismes produisa# e@nzymes avec de nouvelles propriétés
physiologiques et des tolérances a des conditior€rees utilisées dans des processus
industriels tels que la température, la salinitiegtH (Fulzeleet al, 2011 ; Umayaparvatei
al., 2013).

Les protéases sont produites par plusieurs endeepriravers le monde (Tableau 1) et

peuvent trouver leur application dans diverses strtks, notamment [industrie
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pharmaceutique et l'industrie des médicaments (forih, 1994 ; Nascimento et Martins,
2004 ; Craiket al, 2011 ; Ghasenet al, 2011), dans l'industrie alimentaire, I'industdes
détergents, du textile, de tannerie (Raal, 1998 ; Sahet al ,2011 ; Younest al, 2011) et
du traitement des déchets (Pastbal,2001).

Tableau 1 :Principales entreprises productrices de proté@&mset al., 1998).

Producteurs (Entreprise) Pays Part du marché%
Novo Industries Danemark 40
Gist-Brocades Pays-Bas 20

Genencor International Les Etats Unis 10
Miles Laboratories Les Etats Unis 10
autres 20

3.3. Les différentes sources des protéases

Comme on lI'a vu précédemment, les protéases sgrighbgiqguement importantes
pour la vie des organismes, elles sont présentas ttaites les formes de vie: plantes,

animaux et microorganismes (Reatoal, 1998 ; Hamza, 2017).
3.3.1. Les protéases d’'origines végétales

Les protéases végétales les plus connues sonbr@laine, la ficine et la papaine
extraites respectivement Atianascomosus Ficus caricaet Carica papaya(Singh et al.,
2016).

Les protéases des plantes sont utilisées danssds/endustries telle que 'industrie
alimentaires et I'industrie pharmaceutique (Sieghl.,2016).

Par contre, pour utiliser les plantes comme sodecgrotéases il faut prendre en
considération certains facteurs comme la dispatéldles terres et I'adéquation des conditions
climatiques pour la culture végétale (Rabal., 1998 ; Singhet al., 2016). De plus, la
production des protéases a partir des plantesneptacessus qui peut étre long (Raaal,
1998).

3.3.2. Les protéases d’origines animales

Les protéases d'origine animale les plus connwed k& trypsine pancréatique,
chymotrypsin, pepsine et chymosine (rennin) (BoyE®7/1; Hoffman, 1974 ; Raet
al.,1998 ; Sawant et Nagendran, 2014). La productioprdééases animales dépend de la
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disponibilité des bétails pour l'abattage. (Deti al., 2008 ; Divakaret al., 2006). Les
protéases animales peuvent étre appliguées awsentmlical etalimentaire (Racet al,
1998 ; Singhet al.,2016).

3.3.3. Les protéases d’origines microbiennes

L’incapacité des protéases animales et végétalesemendre aux fortes demandes

mondiales a augmenté I'intérét porté aux protéds@gyine microbiennes (Ragt al.,1998).

D’'une fagcon générale, les microorganismes sontidérées comme une excellente
source d’enzymes grace a leur croissance rapidgaee a leur capacité a étre cultivés et
manipulés génétiquement au laboratoire (Rtaal.,1998).

Les protéases sont considérées comme l'une demesZgs plus recherchées chez les
microorganismes (Souzat al., 2014). Ces protéases microbiennes ont trouvées leur
applications dans diverses industries telles qodustrie des détergents, I'industrie du textile,
industrie pharmaceutique et I'industrie boulangefKumar et Takagi, 1999 ; Benmrad
al., 2016).

Grace a l'intérét porté a ces protéases, des efforisidérables ont été effectués dans
le but de rechercher et de trouver de nouveauxoarganismes producteurs de protéases

appliguées au secteur industriel (Hamza., 2017).
3.3.3.1. Les champignons

Chez ces microorganismes producteurs de protéasesnombre considérable
d’especes de champignons sont utilisées commeesderprotéases alcaline, acide et neutre
(Singhet al, 2016). Parmi les genres de champignons utifigés produire les protéases on
peut citer Aspergillus, Humicola, Mucor, Penicillum, Rhizopd$iermomycegWu et al,
2006).

Les protéases des champignons retrouvent leurgcafphs dans divers secteurs tels
gue la boulangerie, la brasserie, les détergemdustrie du cuir et 'agroalimentaires (Haki
et Rakshit, 2003; Halaoudt al.,2005 ; Merhelet al.,2007). C6té inconvénient, les protéases
des champignons sont généralement intracellulaiserdg produites en quantités insuffisantes
(Maheshwariet al, 2000 ; Souzeet al., 2014), ce qui peut poser probleme lors de leur

récupération et purification.
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3.3.3.2. LesBactéries

Parmi les différentes protéases provenant desreliffe organismes, les protéases des
bactéries sont les plus significatives comparéaspantéases des animaux, des plantes et des
champignons (Ward, 1985 ; Raob al., 1998; Bullet al., 2000 ; Adsulet al., 2007; Das et
Prasad, 2010 ; Padmaprigtal.,2012).

Plusieurs études ont été effectuées sur des enzgriexcellulaires récupérés des
différents organismes, mais celles obtenues arpdes bactéries sont trés demandées
(Banerjee et Ray, 2017). En effet, ces enzymes glust stables et plus actives que les
enzymes d’autres organismes (Betllal, 2000) et possedent des caractéristiques intérnessa
pour des applications industrielles (Betlal, 2000 ; Umayaparvatlat al, 2013), telle que le
maintien d’activité méme au froid (Kulakoeaal, 1999),la stabilité élevée aux températures
extrémes, au pH, a la salinité, aux solvants oogyss, aux détergents et aux composes
oxydants (Priest, 1977 ; Jacobs, 1995¢kal, 1998; Kumaet al 1998; Yanget al., 2000 ;
Contesini et al.,, 2017). De plus, les bactériest smmsidérées comme les principales
productrices d’enzymes extracellulaires (Jensseh., 1994 ; Wellingta et Meire, 2003).

Les protéases des bactéries représentent 40% du dot marché des enzymes
(Godfrey et Swest, 1996). Les bactéries sont famglet cultivables et avec un co(t réduit, leur
croissance est rapide et peuvent étre génétiguemanipulées (Adsuét al., 2007; Das et
Prasad, 2010 ; Umayaparvastial.,2013). Leurs enzymes sont produites en quangtéé|
présentent une large spécificité de substrats, staliles et résistantes aux conditions
extrémes nécessaires aux différents procédés melsgBanerjee et Ray, 2017). En effet, les
protéases de certaines bactéries possedent umeosiabilité élevée (Umayaparvatti al.,
2013). Cette thermostabilité est avantageuse @snapplications industrielles qui demandent
des températures élevées pour accélérer les néa¢Bonnleitner et Fiechter, 1983 ; Rahman
et al.,1994 ; Adams et Kelly, 1998 ; Singhal.,2001).

Les différentes applications industrielles ont liesbune gamme variée de pH. Pour
répondre a ce besoin, des protéases de bactériesrnpettre utilisées. En effet, les travaux
ont montré que les protéases des bactéries peawent des optimums (Nascimento et
Martins, 2004) d’activité a des pH acides (Zeveatal.,1974), des pH neutres (Desmazeaud
et Hermier, 1968 ; Fulzekt al.,2011) et des pH basiques (Horikoshi, 2014).

Certaines protéases présentent aussi une toléetnage stabilité face aux solvants

organiques et aux détergents (Ogetoal., 1995 ; Sareen et Mishra, 2008). De plus, des
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manipulations génétiques ont été effectuées stmioes bactéries comme le geacillus
afin d'obtenir des protéases plus actives, plusetaet mieux sécréter (Priest, 1977 ; Jacobs
1995 ; ltoet al, 1998 ; Kumaet al.,1998 ; Yanget al. 2000 ; Contesini , 2017).
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Ce travail a été réaliseé au niveau diboratoire de Microbiologie du Centre
Universitaire Belhadj Bouchaib- Ain Temouchent (CBASI) entre le mois de Février et le
mois de Mai 2019.

1. Préparation des milieux de culture

1.1. Préparation de la Gélose nutritive

Pour préparer la gélose nutritive (GN), 23g de dadve de ce milieu (Conda Nutrient

Agar) sont dissoutes dans 1L d’eau distillée.
1.2. Préparation du Bouillon nutritif

Pour préparer du Bouillon nutritif (BN), 8g de layare de ce milieu (Conda Nutrient

Broth) sont dissoutes dans 1L d’eau distillée.

2. Isolement, purification et sélection des isolats luteriens producteurs des
protéases extracellulaires

2.1. Isolement et purification

La recherche des isolats producteurs de protéases@lulaires a été effectuée sur des
bactéries isolées sur GN a partir de 5 échantillamssol vierge, une rhizosphére, un ceuf, un
yaourt et une cavité buccale d’'un nourrissant daoss et d'un adulte. La purification des

isolats est effectuée par des repiquages succdssifslionies sur GN.

La souche de référendecoli (ATCC 25922), fournit par le Laboratoire de Chindie
Centre Universitaire Belhadj Bouchaib-Ain Temoudh@UBBAT), a été aussi testé pour
son activité protéolytique. En effet, des activitpsotéolytiques ont été étudiées et
caractérisées chézcoli. (Phizicky et Roberts, 1981 ; Lazdunski, 1989 uki#, 1992). Des
différentes classes de protéases (les protéasedride Sles protéases Aspartique et les
Métalloprotéases) ont été trouvée chez cette bac{Straus et al., 1987 ; Lehnherr et
Yarmolinsky , 1995 ; Brundest al.,1997 ; Lathem et al., 2002 ).

2.1.1. 1lsolement des bactéries a partir du sol vierge eeda rhizosphere

Les deux échantillons du sol (sol vierge et rhib@sp) ont été prélevés d’un site situé
au niveau du CUBBAT, la récolte de I'échantillon slol est effectuée a environ 5 cm de

profondeur. Les sols recueillis sont, ensuite, gdatans des boite de Pétri stériles.
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Dés l'arrivé au laboratoire, I'isolement des baetgr est effectué selon la méthode
décrite par Rapilly, (1968). Afin de faciliter loafement des bactéries, une série de dilution est

effectuée a partir d’'une solution mere.

Pour préparer la solution mére (dilution®01g de chaque échantillon est mélangé
avec 9 mL d’eau distillée stérile. Ensuite, undeséle dilution allant de Ib a 10° est
réalisée dans des tubes & essai contenant dedigtillée stérile. 100 pL de la dilution 0

sont étalés a la surface de la gélose nutritive.

Les boites de Pétri ensemencées sont incubéeCapgdilant 24 a 48 h. Les colonies

obtenues sont ensuite purifiées.
2.1.2. 1solement des bactéries a partir dyaourt

L'isolement des bactéries a été réalisé a partin @ot de yaourt nature (la marque

Soummam).

Afin de faciliter l'isolement des bactéries, la n&ntechnique, dilution-étalement
(Kouomegneet al., 1986 ; Gardan et Devaux, 1987), utilisée pdaolement a partir du sol a

été réalisée.

Une série de dilution est effectuée & partir deolation mére (dilution 18). Pour cela
1mL du yaourt est ajouté aseptiquement a 9 mL dtbsiillée stérile. Ensuite une série de
dilution allant de 18 210° est réalisée dans des tubes a essai contenatetadedistillée
stérile. 100 pL de la dilution TGont étalés a la surface de la gélose nutritive.

Les boites de Pétri ensemencées sont incubéeLCapgdilant 24 a 48 h. Les colonies

obtenues sont ensuite purifiées.
2.1.3. 1lsolement des bactéries a partir de I'ceuf

Cet isolement est effectué a partir du blanc d’'aduf poulet. Afin de faciliter
l'isolement des bactéries, la technique, dilutiteement (Kouomegnet al, 1986 ; Gardan
et Devaux, 1987), a été utilisée pour l'isolemees thactéries a partir du blanc d’ceuf du

poulet.

1 mL du blanc d’ceuf est prélevé aseptiquement parseringue et mélangé avec 9 mL

d’'eau distillée stérile. A partir de cette solutimére une série de dilution allant de*&10°

13



Matériels et méthodes

est réalisée dans des tubes & essai contenaetdedistillée stérile. 100 pL de la dilution.0

sont étalés a la surface de la gélose nutritive.

Les boites de Pétri ensemencées sont incubéeLCapgdilant 24 a 48 h. Les colonies

obtenues sont ensuite purifiées.
2.1.4. Isolement des bactéries a partir de la cavité bucta

Les isolats ont été récupérés a partir de la céiteale d'un nourrisson de 3 mois et
d’un adulte. Cet isolement est effectué en se basara technique d’écouvillonnage (Doutre
et al., 1975 Agbo-Godeau et Guedj, 2005).

Pour cela, un écouvillon stérile est introduit ttécet tourné a I'intérieur de la bouche.
Une fois le prélevement effectué, des boites dei Réntenant la gélose nutritive sont
ensemencées par cet écouvillon. Les boites de Bésg@mencées sont ensuite incubées

pendant 24h a température 37°C.
3. Vérification de la pureté des isolats
3.1. Observation macroscopique

Apres isolement et purification des différents asl sur Gélose Nutritive, une
observation macroscopique permet de déterminesdkear, la taille, la forme, la coupe et le

contour des colonies ainsi que la pureté des &olat
3.2. Observation microscopique

Apres coloration de Gram, I'observation microscogigpermet de déterminer le

Gram, la morphologie et la pureté des isolats.
4. Criblage des isolats a protéases extracellulaire®pitives (gélatinase positive)

Ce test permet de faire le criblage entre lesisgrotéases positifs et négatifs. Son
principe se base sur la détection d'activité gétete. Les gélatinase sont des protéases
extracellulaires secrétées par certaines bactétiepli hydrolysent la gélatine (Leboffe et
Pierce, 2010).

L'activité gélatinase dégrade la gélatine en peptjmles qui seront par la suite

converti en acides aminés (Leboffe et Pierce, 2010)
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H,0
Gélatinase Gélatinase

H,0

Gélatine x » Polypeptides K‘ » Acides aminés

L’hydrolyse de la gélatine est détectée par isdtion du Bouillon Nutritif gélatiné
(Harley, 2005 ; Leboffe et Pierce, 2010). La géktsert a la fois comme agent solidifiant et
un substrat pour I'activité gélatinase.
Afin de détecter I'activité gélatinase, le Bouilldlutritif gélatiné a 15% sera ensemenceé avec
1 mL de pré-culture de chacun des isolats a testercubé a 30 °C (ou 37°C selon ['isolat),
contre un blanc incubé dans les mémes conditiomsles 1 mL de la pré-culture qui seront
remplacés par 1 mL du milieu BN stérile.

Si les isolats sont gélatinase positive, la gétasera hydrolysée par la gélatinase

secrétée et le milieu devient liquide (Leboffe etrrée, 2010).

Lorsque le milieu gélatiné devient liquide, ceciupetre du a la température
d’'incubation (réaction réversible) ou bien a la raélgtion de la gélatine (réaction

irréversible).

Si le milieu gélatiné devient liquide sous l'infhee de la température d’incubation, il
sera capable de se re-solidifier lorsqu’il subinatiaitement au froid a 4°C pendant 30 min.
Par contre, si le milieu gélatiné devient liquide raison de I'hydrolyse de la gélatine par
l'activité gélatinase, il sera incapable de sedl@dier et reste liquide lorsqu’il sera placé a
4°C pendant 30 min (Harley, 2005).

Le milieu gélatiné inoculé avec les isolats gékmsim négatives reste solide apres le

traitement froid (dela Cruz et Torres, 2012).
5. Récupération de I'extrait brut bactérien pour testde I'activité protéases +

Apres criblage, des pré-cultures des isolats &épsats positifs sont préparées sur milieu
BN (10 ml dans des tubes a essai) et incubées’@ 8u 37°C selon l'isolat) pendant 24h.

Ensuite, les DO de ces pré-cultures sont mesuré@9rm et des flacons contenants 50
mL de BN sont ensemencés avec ces pré-culturesrtiegs avoir une DRkiae @ 600 nm de
0,01.
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Apres incubation, a 30 °C (ou 37°C selon lisolggndant 24h les cultures sont

centrifugées a 6000 rpm pendant 10 min. Le surmagesh récupéré et conserveé a 4 °C.
6. Dosage des protéines dans I'extrait brut des isokf protéases +

La méthode utilisée dans ce travail pour le dogshgeprotéines totales, est une méthode
qui a été développé péFujita, et al, 1983 ; Watanabet al, 1986) pour la détermination des

concentrations en protéines des liquides biologique

Il s’agit d’'une méthode colorimétrique qui utilide rouge de Pyrogallo et l'acide
molybdique. Lorsque le complexe rouge de Pyrogatiole molybdique est combiné aux

protéines, une coloration bleue-violette est ob¢enu

L’absorbance a 598 nm est proportionnelle a la eotmation en protéines de

I’échantillon.

Le milieu réactionnel est comme indiqué dans lel@ab 2 et selon les instructions du
fabricant du Kit SPINREACT.

Tableau?2 : Milieu réactionnel pour dosage des protéines

Blanc Etalon Echantillon
R (ml) 1 1 1
Rouge de pyrogallol- Molybdate de Sodium
Etalon (ul) Albumin/Globulin 2000 mg/mL -- 20 --
Echantillon (ul) -- -- 20

Le mélange est, ensuite, incubé pendant 5 min & 8i°bien 10 min a température

ambiante puis les DO sont mesurées a 598 nm.

Une fois les differentes DO mesurées, les concimisades protéines totales sont

calculées selon les instructions du fabricant duSRINREACT.
[(DOgchantiton— DOslang)/ (DOktaion— DOslang] X 1000 = mg/mL
7. Caractérisation de 'activité protéolytique de I'extrait brut des isolats

L’activité protéolytique est mesurée en se basantestest caséinolytique (Dreyfus et
Iglewski, 1986 ; Ramakrishna et Pandit, 1988; tkwan, 2003) avec quelques

modifications.
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Ce test permet de mesurer les acides aminés liséitesa I'’hydrolyse de la caséine
par les protéases extracellulaires des extraitts.bhe test de I'activité protéolytique a été

effectué en un a plusieurs réplicas techniques.

Ces tests ont été effectués par étude de linfle@hctemps d’incubation, du pH, de la

température et du Cal3ur l'activité et la stabilité des protéases.
7.1. Influence du temps d’incubation sur l'activitéprotéolytique

Pour déterminer l'influence du temps sur I'activiigotéolytique (Umayaparvatlet al,
2013), le milieu réactionnel est incubé a 30 °Qufdes extraits bruts des isolats récupérés du
sol, du Yaourt et de I'ceuf) ou 37°C (pour les atdrbruts de la souche de référende.doli

et des isolats de la cavité buccale) a difféerempte(0 min, 3min, 6min, 10min).

L’activité protéolytique est déterminée suivantriathode de Kembhawet al. (1993). Le
milieu réactionnel est constitué de 0,5ml de tamptosphate a 0,2 M pH7, 0,25ml de

solution caséine a 2% et 0,25 ml d’extrait brut.

Apreés incubation, la réaction est stoppée et legpres non hydrolysées sont précipitées
par ajout au milieu réactionnel de 1ml de TCA (Hhi@oacetic Acid) a 10 %. Le mélange est
placé a 4°C pendant 10 min puis centrifugé a 6@o0 pendant 10min. Le surnageant est
récupéré, sa DO est mesurée, contre un blanc, ank8fans des cuves en Quartz
(Balachandraet al.,2012 ; Umayaparvatlet al.,2013).

7.2. Influence de la température sur I'activité preéolytique.

Pour déterminer I'effet de la température sur Raig protéolytique, le milieu réactionnel
(décrit précédemment) est incubé a différente teatpees (4°C, 20°C, 30°C, 37°C et 45°C)
(Nascimento et Martins, 2004 ; Fulzefeal, 2011 ; Umayaparvatleit al, 2013).

Le temps d’incubation optimal déterminé lors ddautke de I'influence du temps sur

I'activité protéolytique sera utilisé pour ce test.

Ensuite, la réaction est stoppée par ajout au uniliéactionnel de 1ml de TCA
(TriChloroacetic Acid) a 10 %. Le mélange est plac€’C pendant 10 min puis centrifugé a
6000 rpm pendant 10min. Le surnageant est récuparBO est mesurée contre un blanc a
280nm dans des cuves en Quartz (Balacharetrah 2012).
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7.3. Influence du pH sur la croissance bactérienneet sur [lactivité

protéolytique

L'influence du pH sur la croissance bactérgeearété testée sur 50 mL de BN inoculé avec
une pré-culture de 24h a une R@minitiale de 0 ,01. Apres 24 h d’incubation, la §6mde

croissance, de chaque isolat, en fonction du pkhesurée et comparée entre elles.

Pour déterminer 'influence du pH sur I'activitéopgolytique, le tampon phosphate a 0,2
M et pH 7 (neutre) du milieu réactionnel (décriégEdemment) sera remplacé par un tampon
phosphate a 0,2 M et pH 5 (acide) et du tamponrgyaOH a 0,2 M et pH 9 (basique). Le
temps d’incubation optimal déterminé lors de I'éudke I'influence du temps sur l'activité
protéolytique sera utilisé pour ce test. La temjpgead’incubation est de 30 °C (ou 37°C

selon l'isolat).

Ensuite, la réaction est stoppée par ajout au uniliéactionnel de 1ml de TCA
(TriChloroacetic Acid) a 10 %. Le mélange est plac€C pendant 10 min puis centrifugé a
6000 rpm pendant 10min. Le surnageant est récupg@i®O est mesurée, contre un blanc, a
280nm dans des cuves en Quartz (Balacharetrah 2012).

7.4. Influence du CaC} sur I'activité protéolytique

Pour déterminer I'effet du CagLur I'activité protéolytique, le tampon phosphalkté7 du
milieu réactionnel décrit précédemment est remplpaé le tampon phosphate pH 7
additionné de 1% de Calte qui donne une concentration finale de Ga@hsle milieu

réactionnelde 0,5%.

Le milieu réactionnel est ensuite incubé a 30 °C 83°C selon lisolat) et le temps
d’incubation optimal déterminé lors de I'étude dmfluence du temps sur l'activité

protéolytique sera utilisé pour ce test.

Ensuite, la réaction est stoppée par ajout au uniliéactionnel de 1ml de TCA
(TriChloroacetic Acid) a 10 %. Le mélange est placé’C pendant 10 min puis centrifugé a
6000 rpm pendant 10min. Le surnageant est récuparBO est mesurée contre un blanc a

280nm dans des cuves en Quartz (Balacharetrah 2012).
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8. Effet de différents traitements, thermique, pH et @QCl, sur la stabilité de
'enzyme

8.1. Effet du traitement thermique sur la stabilitéde I'enzyme

La thermostabilité de I'enzyme est déterminée paulation, dans un bain-marie, des
extraits bruts a 90°C pendant 2h (Padmapgeyaal, 2012). Aprés traitement thermique,
l'activité résiduelle de I'enzyme est mesurée elivasu le protocole standard utilisé
préecédemment pour tester I'activité protéolytiqeauf que I'extrait brut non-traité est
remplacé par I'extrait brut traité.

8.2.Effet du pH sur la stabilité de I'enzyme

L’effet du pH sur la stabilité de I'enzyme est &spar pré-incubation des extraits bruts,
sans substrat, dans un tampon a pH 5, pH 7 et penflant 2 h a température ambiante
(Frankenberger et Johanson, 2002). Apres traitememH, I'activité résiduelle de I'enzyme
est mesurée en suivant le protocole standard autpiecédemment pour tester l'activité

protéolytique, sauf que I'extrait brut non-trais# eemplacé par I'extrait brut traité.
8.3. Effet du CaCl sur la stabilité de I'enzyme

L’effet du CaC} sur la stabilité de I'enzyme (Liao et McCallus, 8p@st testé par pré-
incubation des extraits bruts dans un tampon a pHdtionné de 1% de CaCpendant 2 h a
température ambiante. Aprés traitement au &alGictivité résiduelle de I'enzyme est
mesurée en suivant le protocole standard utilisécgaemment pour tester l'activité

protéolytique, sauf que [I'extrait brut non-traitét eremplacé par I'extrait brut traité.
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1. Isolement des bactéries a partir des échantillons

Pour rechercher des isolats présentant une acpixiti&olytique extracellulaire positive,
des isolements de bactéries ont été effectuéstia gfan sol vierge, d’'une rhizosphere, d’'un

ceuf, d’'un yaourt et a partir d'une cavité buccalemdnourrissant de 3 mois et d’'un adulte.

La Figure 2 montre le nombre d’isolat récupérérdimpde chaque échantillon.

H Sol vierge

M Rhizosphére

m CEuf

M Yaourt

M Cavité buccale d’un
nourrissant de 3 mois

m Cavité buccale d’un adulte

m Souche de référence

Figure 2: nombre d’isolat récupéré a partir de chaque édlmanfles nombres a I'intérieur de

chaque portion indiquent le nombre d’isolats réecépéle chaque échantillon).
2. Vérification de la pureté des souches

L'observation des colonies sur Gélose Nutritive j@Nrés incubation confirme la pureté
des isolats : les colonies présentent un aspeetcomleur, une taille, une forme, une coupe et
un contour homogenes. L'examen au microscope optigues coloration de Gram confirme
aussi la pureté des isolats et révele un aspeabdpme pour toutes les cellules.

3. Criblage des isolats a protéases extracellulaireopitives (gélatinase positive)

Sur les isolats récupérés des difféerents échamsill@n sol vierge, une rhizosphére, un

ceuf, un yaourt et une cavité buccale d’'un noumissa 3 mois et d’'un adulte), le test de
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recherche d’activité protéolytique extracellulaste le Bouillon gélatiné a révélé la présence

de 5 isolats possédant une activité protéasesceltriires positives (gélatinase positive).

La souche de Référenke colia révélée aussi un résultat positif pour ce taguge 3).

Le milieu devient liquide
hydrolyse de

apres

gélatine.

Figure 3 : Exemple de résultat gélatinase positive (Sodeheférenc&.coli).

Le tableau 3 regroupe les isolats possédant unét@gélatinase positive ainsi que leurs

caractéristiques microscopiques et macroscopiques.

Tableau 3 : Résultats de I'observation macroscopique et mizoisiue des isolats possédant

une activité gélatinase positive.

Observation macroscopique Observation
Isolats microscopique
Couleur Taille Forme | Coupe | Contour| Gram Forme
(E.coli) Beige Moyenng Ronde | Bombée Régulier Négat|f Bacille
Sol (1S) Blanchatre| Petite Ronde| Bombée Régulier Négatif Coccobacille
Rhizosphere | Blanchatrel Moyenne| Ronde | Bombég Régulier Négat/ff Coccobac
(IRS)
CEuf (IOE) Blanchétre| Petite Ronde| Bombée Régulier Négatif Cocci
Yaourt (IYT) | Blanchatre, Grande | Ronde| Bombége Régulier Négatif  Diplocoq
Cavité Blanchatre Moyenne| Ronde | Bombée Réguligr  Négat|f Coccobacille
buccale (ICB)

lle

ue

Ces isolats sont retenus pour la caractérisatidawteactivité protéolytique.

21

la
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4. Etude de I'activité protéolytique des extraits brus

Les extraits bruts de la souche de référencesetliférents isolats ont été récupérés

a partir de culture présentant une dafan de 0,4 a 0,5. Ces extraits ont été testés pour leu
capacité a hydrolyser la caséine en fonction dysemniu pH et de la température.

La capacité a hydrolyser la caséine est mesurée déasant sur le test caséinolytique

(Dreyfus et Iglewski, 1986 ; Ramakrishna et Pariti88; Jayaraman, 2007) avec quelques

modifications.

Ce test permet de mesurer les acides aminés liséitesa I'’hydrolyse de la caséine

par les protéases extracellulaires des extraits.bru

Le milieu réactionnel est constitué de 0,5ml degamPhosphate a 0,2 M pH7, 0,25ml de

solution caséine a 2% et 0,25 ml d’extrait brut.

Un dosage de protéines a été effectué et les exbmits ont été dilués pour rendre leur

concentration en protéine égale a 0,5 mg/mL.
4.1. Influence de la durée d’incubation sur I'actiité protéolytique

L’influence du temps d’incubation sur l'activitégiéolytique des différents isolats, a été

testée dans un intervalle de temps de 3 a 10 min.

L’extrait brut de la souche de référerieecoli, présente la meilleure activité suivi de
I'extrait brut de l'isolat récupéré a partir de lis€IOE). Ensuite, viennent respectivement, les
extraits bruts des isolats de la cavité buccal®)J@u yaourt (IYT), de la rhizosphére (IRS)

et du sol vierge (IS) (Figure 4).

22



Résultats et discussion
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Figure 4: Cinétique de I'hydrolyse de la caséine par l@&emnts extraits bruts. (A):
Hydrolyse de la caséine par les extraits brutsstgats IS, IRS, IYT et ICB. (B) : Hydrolyse

de la caséine par les extrait bruts des isolatsdtBcoli.
Selon la cinétique de I'activité protéolytique facaséine :

- Les extraits bruts des isolats récupérés a partsal vierge, de la rhizosphére et du
I'ceuf présentent un maximum d’activité protéolygcaprés 3 minutes d’incubation.

- L’extrait brut de l'isolat récupéré a partir du ygbprésente un maximum d’activité
protéolytique aprés 6 minutes d’incubation.

- Les extraits bruts de la souche de référdaceoli et de l'isolat de la cavité buccale
présentent un maximum d’activité protéolytigue aprB0 minutes d’'incubation

comparé au temps 3 min et 6 min.

Les résultats de ce test montrent que I'extrait bfi.coli est le plus performant pour
I'hydrolyse de la caséine suivi directement de tfaix de l'isolat IOE (Figure 4A). Des
activités d’hydrolyse de la caséine plus au mompadrtantes ont été détectées, par ordre
décroissant d'importance, chez les extraits deeausolats ICB, IYT, IRS, IS (Figure 4B).
- Le temps d’incubation de 10 minutes a été retenu |es différents tests de caractérisation

de I'activité protéolytique des extraits bruts dd&rents isolats.
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4.2.Influence de la température sur I'activité protéoltique

L’influence de la températL sur I'activité protéolytique des différents isolaaseté testé
en incubant le milieu réactionnel, pendant 10 na@aut différentes températures de 4 °C
°C, 30 (37°C) et45°C.

Les extraits bruts des différents isolats préseéniae activité protélytique relativemen
faible a 4°C, et les extraits des isolats IRS & fLésentent une activité relativement faib
45°C comparée aux autres températures testéesrdF5). La température de 4°C ¢
généralement utiliséeopr stocker les protéines fr ralentir et voir méme pour prévenir tot
activité enzymatique. Ce qui explique la faibleiat# protéolytique des différents extra

bruts.
DO 280nmr
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1 :I I:I] I I -
0 -
E.coli IS IRS IOE IYT ICB
Extraits bruts des isolats

B 4°c W 20°C 300u37°CH 45°C

Figure 5: Effet de la température sur I'hydrolyse de la aasépar les différent

extraits bruts.

Pour les extraits bruts des différents isolatsreanarque que la température optimale
l'activité protéolytique est identique a la tempére potentiellede croiisance bactérienne
E.coli, ICB (37°C),IRS, IOE, IYT (30°C) (Figur 5). Des résultats similaires ont été trou
chezE.coli, c'est-a-diraune protéase active eni30°C et 40°Cet un optimum de croissan
de 37°C (Baehaket al., 2015) etchez Yersinia ruckeriune protéase active a 37°C et
optimum de croissance de 37°C (Secades et GuiE988)

L’extrait de I'isolat ISprésente une température optimale (20 et 45°Cjidigcprotéolytique

différente dda température optimale de croisse bactérienne (30°C) (Figub).
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Des protéases extracellulaires avec des activipdgnales a 45 °C (différente de la
(Mckevitt et al, 1989) et chezBacillus horikoshii (Joo et al, 2002). Ces protéases
thermoactives avec des optimums d’activités de 4&@/ent étre utilisées dans les industries
des lessives et des détergents, comme c’est ldecdes protéase récupérées Rigcillus sp
(Singhet al,, 2001).

A la température de 20 °C, les extraits bruts dekis IS, ICB présentent leur optimum
d’activité protéolytigue et les extraits bruts dewlats IRS, IYT présentent, a cette
température, une activité protéolytique proche’ogtimum (Figure 5). Ceci a été démontré
pour les protéases d8tenotrophomonas maltophiliautiisées en industries et qui sont

activent & 20°C (Kuddus et Ramteke, 2011).
4.3. Influence du pH sur la croissance bactérienngt sur I'activité protéolytique

L’influence du pH sur l'activité protéolytiguainsi que sur la croissance des différents

isolats, a été testée a pH acide (pH 5), pH néptier) et pH basique (pH 9).

Les protéases sont classées en 3 groupes selfinefioe du pH sur leur activité en
protéases acides, protéases neutres ou protéesikses.

L’étude de l'influence du pH sur l'activité d’hydyse de la caséine a révélée les
résultats suivants (Figure 6B) :

Les différents extraits bruts présentent une aétpiotéolytique a pH 7. Des protéases
a pH neutre sont importantes pour les industriesealtaires (Sandhyat al, 2005 ;
Ahmetogluet al, 2015), les industries pharmaceutiques et l'itdisiu textile (Sumanthat
al., 2006 ; Bhaskaet al, 2007).

A pH 5, I'extrait brut de l'isolat IYT présente fmgue une activité protéolytique nulle.

Le pH 5 semble influencer I'activité protéolytiqde cet extrait brut.

A pH 9, I'extrait brut de l'isolat IOE présente prpie une activité protéolytique nulle.
Le pH 9 semble influencer I'activité protéolytiqde cet extrait brut.

Les extraits bruts récupérés a partir de I'isoiE | de I'isolat ICB et de la souche de
référencee. coli présentent une plus forte activité a pH 7 qu’aubpét pH 9. Des travaux ont

déemontré I'existence, chez des bactéries, desgmeséa pH neutre comme par exemple les
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protéases . coli (Baehakiet al.,, 2015), les protéases extracellulaires ldegionella
pneumophilaDreyfus et Iglewski, 1986) délostridium bifermentan@acfarlane, 1992), de
Bacillus stearothermophilu$Sfokkhecet al2000) et ddBacillussp (Ahmetoglet al, 2015).

Les extraits bruts récupérés a partir de l'isofaplésentent une plus forte activité a
pH 5 quau pH 7 et pH 9. Des protéases avec umaojpti d’activité a pH acide ont été
trouvées chez les bactérieactobacillus helveticugpH optimum égal a 5,5) (Hutkins et
Nannen, 1993) dBacillus acidocaldariugpH optimum de 2 a 6) (Darland et Brock, 1971).
L’existence d'une protéase avec un optimum daeivd pH acide (pH4) a été aussi
démontrée chez la levu@andida albicans(Germaine et Tellefson, 1981). Ces protéases
acides peuvent trouver leur application dans ldsistries de détergents (Ammar et Aggad.,
2018) et les industries alimentaires (Leroy et Deydf, 2004), comme par exemple en
fromagerie (Cerning, 1987).

Les extraits bruts récupérés a partir de I'isdRf lprésentent une plus forte activité a
pH 9 quau pH 5 et pH 7. Des travaux ont démontgidtence, chez des bactéries, de
protéases a pH alcalin comme celle\timligenes faecalisThangam et Rajkumar, 2002), de
Bacillus horikoshii(Jooet al, 2002) et déBacillus licheniformigYilmaz et al, 2015) qui ont
un optimum d’activité a pH 9. Les protéases alealisont tres demandées dans plusieurs
industries (Racet al, 2017), telles que l'industrie des détergents,lalgéannerie, de la
pharmacie, du cosmétique, du cuir, de la soie et a@nents (Kembhavet al, 1993 ;
Gessesse, 1997 ; Kumar et Takagi., 1999 ; Kumdriveari., 1999 ; Gupteet al, 2002 ;
Srinivasaret al, 2009 ; kharet al ., 2011).

Les différents pH testés, ne semblent pas influelagivité protéolytique de I'extrait
brut récupéré de lisolat IRS. De méme, les étutieBaoet al, (2008), ont montré que
l'activité protéolytique des especdlorphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Peptostreptococcus microst Prevotella nigrescenan’est pas influencée par des pH
différents. Aussi, les études de Kaminogawal, (1972) ont démontré que pour les protéases
se trouvant dans le lait, les pHs optimums peueart a la fois proches d’'un pH neutre et

d’'un pH basique (entre 7,5 et 8,5).
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Figure 6: Influence du pH sur la croissance bactérienne et'activité protéolytique.

(A) : Effet du pH sur la croissance des différents atdrbruts. (B: Effet du pH sur

I'hydrolyse de la caséine par les différents eidrharut..

Afin de trouver un lien entre le pH optimal de sga@nce et le pH optimal de I'activ

protéolytique des différents extraits, I'influende pH sur la croissance des différents isc

(Figure 6 B)a été testée ensuite comparée avec I'influenceHdsuy 'activité protéolytique

Le pH5 semble influencer a la f la croissance de l'isolat IOEt de la souche

référencek.coli et leur activité protéolytiqueFigure 6 A et B. L'isolat IOE présente ur

meilleure croissance et une meilleure activité d.pl

Pour les deux isolats let IRS, le pH 5 influence leur croissance mais [adivité

protéolytique de leur extrait brut. Ses deux isolatésentent une croisse et une activité

protéolytigue normale a pH7. Pour lisolat IRS, sgptimum de croissance et d’activ

protéolytique est situé a pH9.

Le pH5 est le pH optimal de croissance pour I'isd@B alors que ce pH5 affec

l'activité protéolytique de I'etrait brut de cet isola

Le pH5 ne semble pas affecter la croissance dadtisYT alors qu'’il affecte sévereme

I'activité protéolytique de son extre
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4.4. Influence du CaC} sur I'activité protéolytique

L’influence du CaGl sur I'activité protéolytique des difféerents isalatst testée par

addition au milieu réactionnel du Ca@ une concentration finale de 0,5%.

Le résultat de ce test (Figure 7), montre que iVaét protéolytique des différents

extraits bruts diminue en présence du GacCl

DO 280nm
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0,5 -

0,4 -

0,3 -

0,2 -

0,1 -

0_
E.coli s IRS IOE YT ICB

Extraits bruts des isolats

B Sans CaGl B Avec CaC}

Figure7 : Effet du CaC] sur I'hydrolyse de la caséine par les différemtsadts bruts.

L’activité protéolytique de I'extrait brut de lawche de référende.coli est la moins

affectée par la présence du Ca€imparé aux extraits bruts des autres isolats.

Les activités protéolytiques des extraits bruts idetats du sol (IS et ISR) sont les
plus affectées par la présence du Ga€imparé aux extraits bruts des autres isolats.

L’activité protéolytique de I'extrait brut IS estite en présence du CaCl

L’activité protéolytique des extraits bruts dedas® IOE, IYT et ICB, présentent une

activité protéolytique, en présence du Gaglfois inférieure qu’en absence du CacCl

L’influence du CaCl sur l'activité des enzymes a été étudiee. Lesatravde
kitemeyeret al (2005) ont montrée que les transglutaminasesigif@ microbienne
présentent une diminution de leur activité en présalu CaGl
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5. Etude de la stabilité des protéases des extraitsuits

5.1. Effet du traitement thermique sur la stabilitéde I'enzyme

La thermo-stabilité des protéases a été testéeesnrant I'activité résiduelle des extraits
bruts des différents isolats apres leur traiterderzh a 90° C.
Il a été démontré que le traitement thermique ellar structure des protéines et affecte
I'activité des enzymes (Zale et Klibanov, 1986 ;aftts, 1991 ; Dubegt al, 2010 ; Perdana
et al, 2012). Notre objectif est de tester l'influerdan traitement thermique sur la stabilité
et I'activité des protéases de nos extraits biitpufe 8).

D -
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=
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\9 :.9
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Extraits bruts des isolats

Figure 8: Effet du traitement thermique sur la stabilité’dazyme

D’aprés les résultats obtenus (Figure 8), les pe#g extracellulaires des isolats IRS
et IYT semblent étre plus stable au traitement @a®@@omparé aux extraits bruts des autres
isolats. En effet, I'activité résiduelle d’hydrobssle la caséine est de 90,90% pour I'extrait de
lisolat IRS et de 78,75% pour I'extrait de I'isble¥ T. Ces deux protéases sont considérées
comme des protéases thermostables, du fait quprd&sases utilisées en industrie telles que
celles dePseudomonaseruginosane retiennent que 85% de leurs activités apres 1h de
traitement a 65°C (Lu et chang, 1996) et les peeealeAspergillus nigeme retiennent que
48,4% de leur activité initiale apres traiteme®0a° C pendant 15 min ( Dubey al, 2010),
alors que celle de I'extrait brut de I'isolat IR&tient 90,90% de son activité apres 2 h de

traitement & 90°C et celle de I'extrait de I'isdMdT retient plus de 78% de son activité.

L’activité résiduelle de I'extrait brut de la sowdh.coli est la plus séverement affectée
apres traitement thermique, suivi de I'extrait Geolat IOE. En effet, ces deux extraits ne

retiennent, respectivement, que 6,31% et 21,56%ueactivité d’hydrolyse de la caséine
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apres traitement. Un résultat presque similairééatréuve pour la protéaskacillus sp. En
effet, apres traitement thermique de 2 h a 80°Q@rdaéase de cette bactérie n’'a retenu que
16% de son activité (Nascimento et Martins, 2004).

Les extraits bruts des isolats IS et ICB sont mlusmoins thermostables, ces deux
extraits ont retenus, respectivement, 48,07% e2282,de leur activité apres traitement
thermique a 90°C. ce résultat montre que les psetede ces deux extraits sont moins stables
gue ceux des extraits des isolats IRS et IYT, patre, elles peuvent étre considérées comme
plus stables (surtout celle de I'extrait de I'iddi@B) que la protéases drRenicillium duponti
qui ne retient que 65% de son activité apres tratd d'une heure a 70°C (Hashimetoal.,
1973), alors que la protéase de l'isolat ICB rdtiglns de 62% de son activité apres 2h de

traitement & 90°C.

L’intérét pour les enzymes thermostables a augmduotdait que la plupart des
processus industriels utilisant des enzymes néeassies températures élevées (Fulztle
al., 2011). De plus, les enzymes thermostables pegfseplusieurs avantages telles que la
vitesse de réaction élevée, la diminution des asqgle contamination et la durée de vie plus
longue de ces enzymes thermostables (Satval, 2007). Les principales applications des
enzymes thermostables sont dans les industrieermd@ines et les industries de détergents
(Zamostet al, 1991).

5.2.Effet du pH sur la stabilité de I'enzyme

L'influence du pH sur la stabilité des protéasedéatestée par pré-incubation des extraits
bruts pendant 2h dans des tampons a pH 5, 7, S@étature ambiante. Ensuite, I'activité

résiduelle d’hydrolyse de la caséine a éte te§igrie 9).
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Figure 9: Effet du pH sur la stabilité de I'enzy. (A) : Effet du ptb sur la stabilité de

'enzyme (B): effet du pt7 sur la stabilité de I'enzym€) : Effet du pH9 sula stabilité

de I'enzyme

Comme c’est le cas pour le traitement thermique,tiaitements acide ou basique peu

altérer la structure des protéines et jouer satdhilité des enzymeKundu et al, 1999.

L’activité protéolytique des extraits bruts deslas® IOE etE.coli sont sévérement

affectés par le traitement avec un tampon a pHb5eftat, ayres ce traitement, les extra

bruts de ces deuisolats ne retiennent, respectivement, que 12,81%,6¥% d’activité

protéolytique (Figure A). Des travaux effectués sur des protéaseBacillus sp ont montré

ausi que le traitement au pH Ediminue l'activité de cet enzymélasciment, 2003).
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Par contre, le traitement avec un tampon a pH Sengble pas affecter la stabilité des
protéases de ces deux isolats, bien au contragetraitement améliore leur activité
protéolytiqgue. En effet, I'activité protéolytiqueesl extraits bruts des isolats IOEEetoli,
augmente, respectivement, de 104,34% et 43,29% am@iéement avec un tampon a pH 9
(Figure 9 C). Cette augmentation peut étre duecanuwdification de la structure de I'enzyme
pour rendre son activité plus efficace.

Les protéases des isolats IOE Eetoli sont considérées, donc, comme protéases
stables au pH alcalin. En effet, Fulzeleal, (2011) a considéré la protéase extracellulaire de
Marinobactersp comme possédant une stabilité raisonnable aalgdtin, alors qu’elle n’a
retenu que 50% de son activité apres 1h de traiteanpH9.

Le traitement avec un tampon a pH 7 améliore de62a9'activité protéolytique de
I'extrait brut de lisolat IOE, ce qui n'est pasdas pour I'extrait brut de la souckecoli, ou
son activité protéolytique diminue de 24,34% apragement avec un tampon a pH7 (Figure
9B). Cette différence de stabilité vis-a-vis latement avec un pH neutre a été démontré. En
effet, les protéases d@enicillium caseicolunprésentent une stabilité face a un traitement a
pH7 (90% d’activité résiduelle) (Lenoir et Bissd§77), alors que les protéasesBi#illus
pumilusperdent 41% de leur activité apres ce traitemeatr(&, 2013).

Le traitement de I'extrait brut d’isolat IYT avea dampon a pH 7 ne modifie pas
l'activité protéolytique de cet extrait. Le traitent de cet extrait avec un tampon a pH 5 ou
pH 9 améliore son activité protéolytique, respemtient, de 35,7 % et de 36,5%. (Figures 9
A, B et C). Ce qui nous permet de les considérarnge des protéases extrémement stables
aux pH acide et pH alcalin. Des enzymes activesoeditions acides et alcaline indiquent un
fort potentiel d’'utilisation de ces enzymes, respement, en industries alimentaires (Leroy
et De Vuyst, 2004) et en industries des déterg@dsvan et Daniel, 1982 ; Towataatal,
1999).

Pour I'extrait brut de I'isolat IRS, le traitemesstec un pH acide améliore son activité
protéolytiqgue de 18,5%. Ce qui signifie que cedgases sont stables a un pH acide, ceci a
été démontré chez les protéaBexillus cohniiqui ont gardé 85% de leur activité apres 30
min de traitement au pH5 (Dudhagataal, 2015).

Le traitement de l'extrait brut de lisolat IRS &ven pH neutre fait diminuer son

activité protéolytique de 48,06%, ce qui a été oliseour les protéases 8acillus pumilus
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qui présente une diminution de 41% apres un traitérau pH{Gomaa2013). Le traitement
avec un pH alcalin annule carrément l'activité podytique de cet extrait.

Pour I'extrait brut de l'isolat ICB, les traitemenaux différents pH diminuent son
activité protéolytique. En effet, cette activitautd de 33,33% suite a un traitement a pH 5, de
87,41% pour le traitement a un pH 7 et de 84,13%6 [®otraitement a un pH 9.

Pour l'extrait brut de lisolat IS, le traitemenu goH 7 améliore son activité
protéolytigue de 125,69%, par contre le traitemavgc un pH 5 et pH 9 fait diminuer
I'activité protéolytique de cet extrait, respectivent, de 20% et de 34,83%. L'influence d’'un
traitement a pH acide ou alcalin a été démontrée tds protéases dacillus licheniformis
Ces protéases ne gardent que 20% de leur actpiés #&raitement a pH6 (Abu Sayanal.,
2006) et celles dBacillussp qui perdent environ 66% de leur activité apraiseiment a pH9
(Nascimento, 2003).

5.3. Effet du CaC} sur la stabilité de 'enzyme

L’effet du CaC} sur la stabilité de I'enzyme est testé par préhation des extraits bruts
dans un tampon phosphate pH 7 additionné de 1% adeh,pendant 2 h a température

ambiante.

A I'exception de I'activité protéolytique de I'exit brut IS (diminution de 5,77%), le
traitement avec du Cagfsemble affecter I'activité protéolytique des diéiBts extraits bruts
(Figure 10).
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Figure 10: Effet du CaCl sur la stabilité de I'enzyme
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L’activité protéolytique de I'extrait brut de lawscheE.coli est la plus affectée par ce
traitement avec une diminution de 87,59%, suivil'detivité de I'extrait de l'isolat IOE
(diminution de 69,42%) et de I'extrait de I'isol&S (diminution de 62,34%).

Pour les extraits bruts des isolats IYT et ICBy lactivité protéolytique présente une

diminution, respectivement de 42,5% et de 51,86%.

L’influence du CaC sur la stabilité des enzymes a été étudiée. lagux de
kitemeyeret al (2005) ont montrée que les transglutaminasesigif@ microbienne

présentent une diminution de leur stabilité engmés du CaGl
6. Discussion générale

Comme mentionné dans la partie synthése bibliognaph des efforts considérables
ont été dirigés vers la sélection d'organismes yiszht des enzymes avec de nouvelles
propriétés physiologiques et des tolérances a deditoons extrémes utilisées dans des
processus industriels tels que la températurealiaite et le pH (Fulzeleet al, 2011 ;
Umayaparvathiet al, 2013). L'objectif de notre travail été de redimr des activités
protéolytiques, chez des isolats, possédant cestéaistiques extrémes utilisées dans des
processus industriels et biotechnologiques.

Pour les isolats récupérés a partir du sol IS & (Rspectivement sol vierge et
rhizosphere), leurs extraits bruts semblent aeoméme profile d’hydrolyse de la caséine (un
optimum d’activité apres 3min d’incubation), de gldactivité protéolytique de ces deux
extraits est séverement affectée par la présenc&a@b. Cependant, I'activité protéolytique
de ces deux extraits, présentent un optimum de ématpe et de pH différents. L'activité
d’IS atteint son maximum a une température de 28°@e 45°C et a un pH5. Alors que

L’activité de IRS, a un maximum d’activité a 30°CagpH 9.

Concernant la stabilité des protéases, l'activitétgmlytique de ces extraits est
considérée comme plus ou moins thermostables peurdit de I'isolat IS, a thermostables
pour I'extrait de l'isolat IRS. Ces deux extraigtiennent, respectivement, 48,07% et 90,90%

d’activité résiduelle aprés 2 h traitement therreiquo0°C.

Les extraits bruts de ces deux isolats présenteromportement différent vis-a-vis
des traitements pH. Pour I'extrait de l'isolat IR&fraitement avec un pH acide améliore son

activité protéolytique de 18,5%, alors que pouxttait brut de I'isolat IS, c’est le traitement
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avec un pH neutre qui améliore son activité protémple de 125,69%. Cela veut dire que les
protéases de l'extrait brut de lisolat IRS sordb#s a un pH acide, alors que celles de
I'extrait brut de I'isolat IS sont stables a un peutre. Pour les autres pH ces protéases sont
plus moins stables.

Les protéases de I'extrait brut de I'isolat IS sordins affectées par le traitement au
CaChk que les protéases de l'extrait brut de lisolalSIRCes deux extraits retiennent,
respectivement, 94,23% et 37,66% apres 2 h dennaiit avec 0,5% de CaCl

Pour les isolats récupérés a partir des alimentseltYlOE (respectivement yaourt et
ceuf), les optimums d’activité de leurs extraitst®sont identiques, une température optimale
de 30°C, et un pH neutre (pH7).

L’activité protéolytique est affectée de la mémeofapour ces deux extraits et elle est
3 fois inférieure en présence du Ca@l'a son absence. Par contre, leur profile d’hiyde
de la caséine est différent, I'extrait de I'isOl@E atteint son maximum d’activité & 3min et
celuide IYT a 6min.

Concernant la stabilité des protéases, le traitetmenmique de 2 h a 90°C affecte la
stabilité des protéases de l'extrait brut de lasdiOE qui ne retient que 21,56% de sont
activité protéolytique, alors que l'extrait brut désolat IYT retient 78,75% apres ce
traitement. Les protéases de I'extrait brut deolas IYT sont plus thermostables que les
protéases de I'extrait brut de l'isolat IOE.

Pour les extraits des isolats IYT et IOE, les éraiénts aux différents pH n’affectent
pas la stabilité des protéases de ces deux exbmits, a I'exception de I'extrait brut de
lisolat IOE qui présente une diminution de soniaig protéolytique de 87,2% suite a un

traitement de 2 h au pH5.

Les protéases de l'extrait brut de I'isolat IYT sanoyennement affectées par le
traitement au Caglalors que celles de lisolat IOE ne maintient 0¢68% de son activité.

Pour les extraits bruts de la souche de référénamli et de lisolat ICB (cavité
buccale), I'hydrolyse de la caséine arrive a sotmopm aprés 10min d’incubation et a pH
neutre (pH7). Cependant, leur température optirdaetivité protéolytique est différente,
20°C pour ICB et 37°C pol .coli.
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Concernant les protéases de l'extrait brut de [BiSdCB sont plus stables, au
traitement thermique de 2h a 90°C, que les prosédse 'extrait brut de la souche de

référenceE.coli. Ces protéases retiennent, respectivement, 62,898% de leur activité.

Le traitement aux différents pH affecte la stadilites protéases des extraits bruts des
deux isolats, sauf pour le traitement au pH 9 daffecte pas la stabilité des protéases de

I'extrait brut de la souchE.coli.

La stabilité des protéases de ces deux extraitafesitée par Cagl I'extrait de la
soucheE.coli est plus affecté par rapport aux protéases deldtisiICB. Ces protéases

retiennent, respectivement, 12,41% et 48 ,14% whealetivité apres ce traitement.

Bien que les protéases de l'extrait brut.doli présentent la meilleure activité
d’hydrolyse de la caséine, ces protéases n'ontdgasolérances aux conditions extrémes
utilisées dans les processus industriels telsalilgé a des températures élevées. Pour cela,
ces protéases ne peuvent étre exploitées en irduSE méme pour les extraits bruts de

lisolat IOE (ceuf) qui ne présentent pas une stakal des températures élevées.

Pour les protéases de l'isolat de la cavité buc@@lB), bien qu’elles présentent une
bonne thermo-stabilité, elles sont sensibles aaikements pH 7 et pH 9, ce qui limite leur

utilisation dans les industries nécessitant deglitions de pH neutre ou alcalin.

Les protéases de l'extrait brut de lisolat IRS sarétent la meilleure stabilité au
traitement thermique et une bonne stabilité auxetreents pH 5 et pH 7, I'extrait brut de
lisolat IS présente une certaine stabilité autéraent thermique et elles sont stables aux
traitements aux pH5, 7 et 9. Ce qui fait des peEéaécupérées a partir du sol (sol vierge et
rhizosphere), des candidats potentiels pour désatitbns industrielles et biotechnologiques.
De plus, il a été démontré que les enzymes récepé&réartir des microorganismes du sol
sont les plus recherchées grace a leur capacititeauBlisées dans divers domaines de
recherche et peuvent étre exploitées en agriculauréndustrie et en biotechnologie (Reto
al., 2017). Les enzymes microbiennes les plus rebBercdans les sols sont les hydrolases et
en particulier les protéases (Kakireteal, 2010 ; Souzat al, 2018) grace a leur importance
biotechnologiques et a leur utilisation dans letustries des bio surfactants, des détergents,
du cosmétique, des aliments, des textiles, de danpécie,... etc. (Sindhet al, 2009 ; Saggu
et Mishra, 2017 ; Souzt al, 2018). C’est pour cette raison que l'intérétpdes enzymes

provenant des divers especes du solBasillus sp etAspergillug a augmenté (Sohagt al.,
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2009; Oyelekeet al, 2010; Padmapriyat al, 2012; Josephinet al, 2012; Naidu eDevi,

2005).

protéolytiques.

les différents isolats

Le tableau suivant (Tableau 4) récapitule les taibbtenus des différentes activités

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des résultats de la carasetibon des protéases chez

Activités protéolytiques

Stabilité des protéasegiyité résiduelle

pH Température Activité en Stabilité a | Stabilité | Stabilité en
optimal optimale présence de pH a 90°C | présence de
0,5% de CaC), 0,5% CacCl,
E.coli 7,0 37°C Faible diminution 7,0et9,0 Faible Faible
IS 5,0 20°C, 45°C Activité nulle 5 70et9,0 Moyenpe Forte
IRS 9,0 30°C Forte diminution 50et7,0 Forte Faible
IOE 7,0 30°C Forte diminution 7,0et9,0 Faible Faible
YT 7,0 30°C Forte diminution 5,7et9,0 Forte Moyenrie
ICB 7,0 20°C Forte diminution 5,0 Moyenne Moyenng
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Conclusion et perspectives

L’activité protéolytique extracellulaire d’'une sdwgc de référenceE(coli) et de 5
isolats récupérés a partir du yaourt (IYT), de F@OE), du sol (IS), de la rhizosphére (IRS)
et de la cavité buccale d’'un nourrissant (ICB) é@téstée, afin de récupérer des protéases a

intérét industriel.

Les résultats des tests de l'influence des tempé@mtsur l'activité protéolytique
révelent des températures optimales de 20°C et #5UC les protéases de l'isolat IS alors
gue les protéases des autres isolats présenteoptumum de température de 30°C ou de
37°C. L'influence du pH sur l'activité protéolytigules différents isolats a été testée a pH 5,
pH 7 et pH 9, les résultats de ce test montrentiemextraits bruts des isolats IS et IRS ont
une activité protéolytique optimale a pH acide (pH&s extraits bruts &.coli, IOE et ICB
ont une activité protéolytique optimale a pH ne(pid7) et les extraits bruts des isolats IYT,
IRS et IS ont une activité protéolytique optimaleth basique (pH9). L'influence du CaCl
sur l'activité protéolytigue a été aussi testéeng woncentration de 0,5%, les résultats
montrent que l'activité protéolytique des différensolats est affectée par la présence du
CacClb.

Concernant les tests de stabilité des protéasesanhtions extrémes, les résultats du
traitement thermique a 90°C pendant 2h ont monings grande stabilité des protéases des
isolats IRS et IYT avec maintien, respectivement,99,90% et de 78,75% de leur activité
apres ce traitement. Pour ce qui est stabilitépdetases a des traitements pH, les résultats
obtenus montrent que les protéases des isolatRE5,1YT et ICB sont stables au traitement
pH 5, les protéases des isolats IS, IOE, IYT &t abli sont stables au traitement pH 7 et les
protéases des isolats IYT, IOE, IS eEdoli sont stables au traitement pH 9. Pour le
traitement avec le Caglla stabilité des protéases des différents is@atsaffectée par la
présence du Cagh I'exception de celles de I'extrait brut IS quégentent une certaines
stabilité (94,23% d’activité résiduelle).

D’aprés ces différents résultats on peut conclurd’existence d’'une certaine stabilité
des protéases des isolats IS, IRS et IYT aux dondiextrémes de pH et de température. Ces
propriétés donnent un fort potentiel d’utilisatide ces protéases en industries et peuvent étre

donc exploitées commercialement.
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Afin de mieux les caractériser, les protéases plasgédes propriétés industrielles,
doivent étre purifiées et leur capacité a hydralyskautres substrats protéiques tels que
'azocaséine, I'azocoll, I'hnémoglobine...etc. doiteetestée, de plus, I'influence de certains
inhibiteurs (acide éthyléne-diamine-tétra acéti(fe®.T.A), Phénylméthanesulfonyl fluoride

(P.M.S.F) sur l'activité protéolytique sera aussitée.

Ensuite, les isolats possédant les protéasesuspplformantes seront identifiés et les
génes codant pour ces protéases seront isolésmbDd#ications génétiques peuvent étre
apportées a ces genes afin d’améliorer ces pratémae les rendre plus performantes vis-a-
vis des conditions extrémes utilisées en industid et températures extrémes, solvants, sels,

des inhibiteurs de protéases...etc.

Une fois ceci réalisé, des protocoles de produstindustrielles seront adapté afin de

produire ces protéases a échelle industrielle.
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Résumé

Il a été montré que les protéases des microorgasisont largement utilisées en industries et
en biotechnologie grace a leurs propriétés catplgs et leur résistance aux conditions
extrémes. Afin de sélectionner des bactéries ptodas de protéases a intérét industriel,
l'activité protéolytique extracellulaire d’'une sdwec de référenceE(col)) et de 5 isolats
récupérés a partir du yaourt (IYT), de I'ceuf (10&),sol (IS), de la rhizosphére (IRS) et de la
cavité buccale d’'un nourrissant (ICB) a été cara&#é. De plus I'influence des conditions
extrémes, de températures et de pH, sur la séal#itces protéases a été testée. Les résultats
obtenus montrent que, contrairement aux protéaseautres isolats, celles des isolats IRS et
IYT présentent une grande stabilité au traiteméetnhique de 2h a 90°C avec maintien,
respectivement, de 90,90% et de 78,75% de leuvitgctaprés ce traitement. De plus les
protéases de ces deux isolats sont stables aitemeat de 2h a pH 5, et celles de I'isolat
YT sont méme stables a des traitements au pHI7 Rour l'isolat IS, bien que ces protéases
soient plus sensibles au traitement thermique codrguax deux précédentes, elles sont stables
au traitement pH 5, 7 et 9. Ce qui donne aux pse®ades trois isolats IS, IRS et IYT un fort
potentiel d’utilisation industrielle.

Mots-clés : Enzymes industrielles, enzymes bactériennes, hgskes| activité protéolytique,
caractérisation des protéases.

Abstract

Microorganism proteases have been shown to be wvigsdd in industries and biotechnology due to
their catalytic properties and resistance to ex¢reonditions. In order to select protease-producing
bacteria of industrial interest, the extracellyfanteolitic activity of a reference strai.(col) and 5
isolates recovered from yogurt (IYT), egg (IOE)jl 4¢5), rhizosphere (IRS) and oral cavity of a
nutrient (ICB) was characterized. In addition, thBuence of extreme conditions, temperatures and
pH on the stability of these proteases was tedtkd.results obtained show that, unlike the protase
of the other isolates, those of the IRS and IYTat&s have a high stability to the heat treatméitto

at 90°C with 90.90% and 78.75% respectively ofrtimeaintenance activity after this treatment. In
addition, the proteases of these two isolates tatdesat a treatment of 2h at pH 5, and those ®f th
IYT isolate are even stable at pH 7 and 9 treatmdfar the isolate IS, although these proteases are
more sensitive to heat treatment compared to tlept@vious ones, they are stable to pH 5, 7 and 9
treatment. This gives the proteases of the thretRIS and IYT isolates a high potential for indigdtr
use.

Keywords: Industrial Enzymes, Bacterial Enzymes, HydrolasBsoteolytic Activity, Protease
Characterization.
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