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(3)

et où le produit final est P et kr, kz, et k3 sont les constantes de vitesse des râctions. Si e, c et S

expriment respectivement les concentrations en enzymes, en complexe ES et en substrat, la

vitesse de formation du complexe s'écrit alors :

d c  =  k t ( e - c ) S - k 2 c - k 3 c

ES P + E

dt

en supposant que S est beaucoup plus grand que c.

précédente est égal à 0 d'où :

k 2 + k 3  +

kr

La vitesse de formation v du produit final peut alors s'écrire :

eS

kfsk c

(4)

Au repoq le second membre de l'équation

V*S

+ S K + + S

S

k2l*3
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et I'equation de Michaelis devient :

dans laquelle :

Vr*tS

K_+S

vitesse madmale de production

pour la formation du complexe) ;

Vrrr*=Ckg = (toute l'enryme est utilisee



K:f f i1 : constante d'équilibre intervenant dans la dissociation du

complexe ES ;

constante de Mchaelis-Menten.K*: K + (k/kr):

Si ks est voisin de k1, alors K- : K. K* étant inversement proportionnel à I'affnité de

I'en4rme pour le substrat donc, un faible K- indique de grandes affnités entre l'enzyme et le

substrat. Dans la plupart des reactions enzymatiques K- est de I'ordre de l0'2 à l0'5 mole par

litre. La constante de Michaelis-Menterq K," est determinée par la concentration en substrat

pour laquelle la vitesse de réaction est égale à la moitié de la vitesse ma:<imum V Mchaelis et

Menterl l9l3). Cependant, il est difrcile de tracer une courbe facilement interprétable avec

cette équation. C'est pourquoi, une autre représentatioq celle de Lineweaver-Burk est plus

souvent utilisée. À cet efet, on utilise les valeurs réciproques de l'equation de Michaelis-

Menten sous la forme :

Vr*"

Si on porte les valeurs de l/v en ordonnée et les valeurs de l/S en abscissg on obtient une

représentation linéaire ou la pente de la droite est égale à Km/v (Simon et Meunieq 1970;

Arnaud et al., 1993).

Par ailleurs, certains substrats sont capables d'inhiber partiellement ou totalement des reactions

enzymatiques. En effeq si plusieurs composés sont présentg ils peuvent empêcher la reaction

en occupant dtune façon plus ou moins complète les sites actifs de l'enryme.Ils existent trois

sortes d'inhibiteurg soit les inhibiteurs compétitifs, les inhibiteurs non-competitifs et les

inhibiteurs mixtes.

Dans le cas d'une inhibition compétitivg l'équation de Lineweaver-Burke devient :

K_ +

(8)

(e)
Ç  ( l + i / K )  I

Vr*"
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dans laquelle i représente la concentration d'inhibiteur et K;, la constante d'équilibre au cours

de la réaction entre I'enryme et I'inhibiteur (Simon et Meunier, 1970).

Origine des enzymes industrielles

Les enzymes industrielles peuvent avoir plusieurs origines dont les planteq les animaux et les

microorganismes (Aviron-Violet et al.,1982; Arnaud et al., 1993).

La synthèse d'enzymes à partir des plantes et des animaux est cependant limitée par de

nombreux paramètres difficiles à contrôler. Dès lors, la production d'enzlrmes à partir de la

flore microbienne est I'avenue privilégiée par les producteurs puisqu'elle est plus facile à gérer

avec des rézultats plus constants. En fait, les principaux avantages des enzymes de production

par rapport aux en4/mes d'extraction sont une production indépendante des contraintes

saisonnières et géographiques, une possibilité d'utilisation de matières premières bon marchg

des rendements de production pouvant être augmentés de façon importante par I'amélioration

des souches microbiennes et I'optimisation des conditions de production (Arnaud et al., lgg3).

Cependant, parmi les milliers d'espèces de microorganismes connus, capables en principe de

sécréter des enzymeq un petit nombre seulement de ceux-ci ont jusqu'à ce jour été utilise à des

fins industrielles (Simon et Meunier, 1970; Aviron-Violet et al., 1982). De ces milliers de

microorganismes, environ 20 seulement sont actuellement commercialises sur une base qui a un

impact significatif sur l'industrie des enzymes et sur les utilisateurs d'enzymes. Ainsi, Bacillus

arnyloliEtefaciens et Bacillus lichenifurmis produisent environ 50Yo de I'ensemble des

enzymes de fermentation, alors que les moisissures du gewe Aspergillus, A. niger et A. oryzae,

en génèrent 30 % (Aviron'Violet et al., 1982). De plus, 16 enzrymes sont à l'heure actuelle

considérees comme enzymes industrielles et correspondent approximativement à 90Yo du

marché. Globalement, environ 60% de ces enrymes ont une application quelconque dans les

industries agro-alimentaires.

Enftt, puisque la production d'enzSrmes spécifiques varie largement avec les espèces utilisees,

le choix de la souche de microorganismes revêt une grande importance. En effet, les possibilités

d'utiliser ces germes sont liées aux critères suivants :
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o Croissance rapide sur des substrats organiques bon marché ;

o Culture facile et abondante;

o Foumiture de quantité abondante d'enzymes;

obtention des transformations recherchées d'une manière simple et rapide,

avec un rendement élevé et en utilisant le minimum d'énergie ;

o Conservation des propriétés secrétoires des souches dans le temps ;

. Elaboration de produits faciles à isoler.

Traditionnellement, les enzymes microbiennes étaient produites par culture en surface, soit en

couche mince de milieu liquide ou de milieu semi-solide. Les cultures séchées donnaient des

preparations suffisamment stables. Cette technique est encore utilisée pour quelques

productions, en particulier les enzymes d'origine fongique telles que les amylases

d'Aspergillus,les protéases d'Aspergillus et de Mucor ou les pectinases de Penicillium. Mais

les contrôles de températurg d'aération et d'humidité présentent des diffiçuk6r et les cultures

submergees sont maintenant préferees aux cultures de surface. En fait, dès que le

développement de la microbiologie a permis de mieux comprendre les systèmes qui président à

la synthèse des enzymes chez les microorganismes, la production industrielle d'enzymes s'est

orientee vers les processus fermentaires. Les cultures en milieu liquide profondes, agitées, sont

mieux adaptées aux diftrents contrôles par des méthodes modernes et réduisent les risques de

contamination. De plus, elles se prêtent mieux aux opérations d'extrapolation et d'optimisation

nécessaires pour le passage du fermenteur pilote de laboratoire au fermenteur industriel

(Aviron-Volet et al., 1982; Arnaud et al., 1993).

Développement de I'industrie des enzymes

Les connaissaûces acquises zur le rôle des diverses enzymes ont permis le développement de

nombreuses applications industrielles pour ces dernières. En effet, dès la fin du XDf siecle, la

production de la lewre de boulangerie en cuve profonde et aérée etait possible. De plus, la
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première production industrielle d'une enzyme, à partir de champignons, a été réussie dès

l9l l, par Takamine qui obtenait à partir de culture d'Aspergillus oryzoe,la Takadiastase, une

amylase susceptible d'applications industrielles. Boidin et Eftont en l9l7 produisirent des

enzymes d'origine bactérienne d'une façon industrielle et surmontèrent aussi les problèmes

d'extraction. En effet, les enzymes sont en général localisées à l'intérieur des microorganismes

et leur extraction présente certaines difficultés. Toutefois, dans le cas de microorganismes qui

produisent des enzymes exocellulaires, l'extraction de celles-ci s'efectue beaucoup plus

facilement. Pendant la première gueffe mondialg la production d'acétone nécessaire à la

fabrication des poudres fut mise au point en Angleterre tandis qu'en Allemagne, on I'obtenait

par fermentation du glycérol. En 1923, aux États-Unis, Pfizer créa la première usine

productrice d'acide citrique par Aspergillus niger, alors que d'autres usines furent érigees dans

divers pays afin de produire du butanol et des acides acétique, lactiqug oxalique, gluconique

ou fumarique. À parlir de 1928, avecla découverte de la pénicilline par Alexander Flemming

les recherches s'intensifièrent afin de produire des antibiotiques à partir de diverses souches de

microorganismes. Ainsi, à la pénicilline s'ajouta rapidement la streptomycine, les tétracyclines,

le chloroamphénicol, la bacitracinq l'érythnomycine, la novobiocing la nystatine, la kanamycine

et beaucoup d'autres. Dans le même tempg de nombreux producteurs preparèrent

industriellement à partir de bactéries ou de champignons, un grand nombre d'enrymes dont les

plus importantes sont I'amylase, la glucose-orydase, la lipase, la streptokinase, la catalase,

l'hemicellulase, Ia pectase, la cellulase, l'invertase et la protease (Simon et Meunier, 1970).

Plusieurs raisons sont responsables de I'accélération des travaux sur les enz,ymes après la

seconde guere mondiale dont, la découverte de plusieurs nouvelles enzymes, I'accroissement

des connaissances sur les proprietés de ces dernières, la possibilité de produire toutes les

enzlmtes utiles dans I'industrie à I'aide de microorganismes et finalement,les progrès accomplis

dans le domaine des technologies de fermentation @eed, 1966).

La culture des microorganismes producteurs d'enzyme est une tradition plus que millénaire

dans les pays d'Orient. Les especes appartenant utxMucorales et surtout Aspergiltus oryzae,

ont de tout temps été des auxiliaires dans la preparation par fermentation d'aliments et de

boissons variées. Par exemplg la fermentation du sake, une boisson alcoolisee, coilrmence par

une dégradation amylasique du riz, fournissant ainsi les éléments nécessaires aux fermentations

t 2



alcooliques pu Sacclwromyces cerevisiae, puis lactique par Leuconostoc mesenteroides et

Inctobacillus. Dans la preparation du shoyu ou sauce d. *j", on favorise également la

protéolyse. Chaque annég 3 à 4 millions de tonnes de ces produits sont ainsi preparés. Ces

industries de fermentation ont, dès la fin du l9itu siècle, suscité le développement des

recherches dans le domaine microbiologique et ont été à l'origine du formidable essor qui

permet encore au Japon d'occuper une place de choix parmi les nations les plus modemes dans

les industries biotechnologiques (Aviron-Violet et al., l9S2).

Par ailleurs, le genre Bacillus a connu un développement considérable pour la production

d'enzymes industrielle. Diverses raisons peuvent expliquer ce rôle majeur. D'abord le potentiel

génétique de ce groupe dont les espèces se rencontrent dans des habitats variés. En effet, y sont

représentés des psychroptrileq mésophiles, thermophiles, neutrophiles, acidophileq alcalophiles.

Ensuite, ces microorganismes s'adaptent parfaitement à un développement industriel, à cause

de leur facilité de culture et du fait qu'ils excrètent à I'extérieur des cellules une quantité

importante de leurs protéines enzymatiques. Enfiq ces enzymes exocellulaires sont des

hydrolaseg famille qui a connu le plus large développement pour les applications industrielles,

notamment les amylases pour le traitement de I'amidon et les proteases dans les detergents

(Aviron-Vi olet et ql., 1982).

Applicatons industrielles des enzymes

Jusqu'aux années 1960, les enzymes industrielles restent donc un créneau très étroit. De

nouvelles applications ont permis les plus récents développements; protéases dans les

détergents, enzymes coagulantes substifuantes de la présure animale, glucose isomérase et

amyloglucosidase en glucoserie (Aviron-Violet et al., 1982). Le Tableau 3 illustre quelques

exemples d'enzymes, des microorganismes qui les produisent et des applications industrielles

qui en sont issues tandis que les sections subsequentes présentent un bref résumé des diverses

applications des technologies enzymatiques.
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Tableau 3 Exemples d'enzymes industrielles et de microorganismes producteurs

Types d'enzymes Microorganismes utilisés Utilisation

Amylase

Invertases

Protéases

Cellulases

Pectinases

Lactases

Lipases

Penicillinase

Streptokynase

Streptodornase

Catalase

Aspergillus oryzae

Aspergillus Jlavus,
A spe rgi I lus roqueforti,

Aspergillus niger

Rhizopus spp.

Bacillus subtilis

Saccharomyces carlbergensis

A spe rgi I lus oryzae, Aspe rgi I lus Jlavus,
Aspergillus mucor

Bacillus subtilis

Pseunomodas Putida

Clostridium spp.

Baci llus licheniformis, Baci llus
subtilis

Trichoderma karungi,
Myro th e c i um v e mt c arium

Aspergillus spp.,
Penicillium spp.,

Botrytis psp.

Candi da speudotropi callis

Candida lipolytica

Bacillus subtilis, Bacillus anthracis

Aspegillus candidus, Bacillus cereus

S achh aromyce s h aemo lyti cu s

A ce to b ac t e r pe r oxy dan s

Saccharification de I'amidon

Boulangerie, conserve de fruits,
textiles, papeterie

Industries alimentaires

Industries alimentaires

Confiserie

Hydrolyse de protéines et
de la gélatine

Clarification de la bière

Tannerie

Blanchisserie

Détergents

Dégradation des aliments cellulosiques,
textiles

Clarification des jus de fruit et
des vins, industrie textile,
accélération des filtrations

Crèmes glacees

Fromagerie, laiterie

Destructon de la pénicilline

Usages médicarx

Usages médicaux

Fabrication de matériaux poreux

Lrsrl Alcools, bières, vins et boissons fruitées

Ce secteur alimentaire présente une très grande diversité de techniques et de produits. Ils

oftent aux enzrymes hydrolytiques un vaste champ d'utilisation étant donné la nature des

opérations habituellement pratiquees pour transforrner en liquides alimentùes des substances

d'origine vegétale. En efet, qu'il s'agisse de fermentatioq d'extractioq de clarificatiorg de

filtration ou de stabilisation, I'utilisation d'enzymes permet d'améliorer les rendements et la

qualité de ces produits.

Ainsi, la production d'alcool ethylique par fermentation est une industrie traditionnelle qui a
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récemment suscité un regain d'intérêt dans la mesure où I'alcool apparaît maintenant comme

un zubstitut possible d'une partie du pétrole consommé comme carburant. La fermentation

alcoolique peut être pratiquée à partir de deux types de matières premières soit le saccharose et

l'amidon. Contrairement au saccharose, qui est directement fermentescible, I'amidon doit être

dégradé en glucose et maltose. Actuellement, une liquéfaction enzymatique est pratiquée le

plus souvent avec de I'cr-amylase de Bacillus lq après quoi la saccharification est

effectuée au moyen d'amyloglucosidase d' Aspergillus niger.

La brasserie est I'une des industries alimentaires or1 en dépit de réglementations souvent

contraignanteg I'utilisation des enrymes est la plus repandue. Tout d'abord, on peut utiliser des

enrymes amylolytiques pour liquéfier l'amidon contenu dans la fraction de grains crus que I'on

ajoute généralement à l'extrait de malt pour augmenter la concentration du moût en sucres

fermentescibles. Ensuitg I'utilisation de B-glucanases bactériennes ou fongiques permet

d'abaisser de façon significative la viscosité du moût et d'améliorer la filtrabilité de la bière

@ivière, 1975 ; Rosg 196l). Puis, pour donner une bonne stabilité colloidale à fioid, des

enzymes provenant de la paparne sont ajoutees. Enfin, pour améliorer la stabilité de la bière, il

est possible d'éliminer l'orygène qui reste emprisonnee dans le col après embouteillage par

ajout de glucose-oxrydaæ d'Aspergillus niger.

Par ailleurg pour l'industrie vinicolg quel que soit le type de vin que l'on désire obtenir, le

problème principal auquel on se heurtq résulte de la présence dans le grain de raisin de

polysaccharides complexes, les pectines, surtout abondantes dans la pellicule et les parties

solides du raisin. Ces macromolecules sont responsables des diffculæs d''extraction du jus, de

sa turbidité et de sa mauvaise filtrabilité. Aussi fait-on appel à des enzymeq les pectinases, pour

les détruire. Les pectinases sont obtenues indusriellement par fermentation de moisissures

appartenant à l'espece .,4 spergillus niger.

Enfiq dans l'industrie des boissons sucrées non alcoolisées et des jus de fruit, où on fait

normalement appel à des extraits de fiuits, purs ou dilués, on est confronté au problème

précédent, avec les variantes résultant de la nature des fruits traités, du taux d'estérification de

leur pectine, de leur aciditg de la plus ou moins grande facilité avec laquelle ils libèrent leurs



pigments et leurs arômes. A côté des enrymes pectolytiques, des preparations cellulolytiques,

hémicellulolytiques ou amylolytiques peuvent être utilisées. D'ailleurs, ces diverses activités

accompagnent généralement les pectinases produites par Aspergitlus niger (Avtron-Yiolet et

al.,1982).

1,5,2 Aliments fermentés orientaux

Les enzymes protéolytiques d'origine fongique ont été utilisées depuis des siùles dans la

production de nombreux produits alimentaires orientaux dont la sauce tamari, la sauce soya et

le tofu (Tableau a) @ose, 196l). Comme les microorganismes utilisés pour la production des

en4/mes n'exigent pas, en géneral, une aération importante, les anciennes techniques de culture

en surface, sur sorL sur balle de iz en Orient ou sur milieu liquide, sont encore employees

(Simon et Meunieq 1970).

Tableau 4 Préparation d'aliments orientaux selon Ie produit ensemencé et les
moisissures utilisés

Aliments Produits ensemencés Moisissures

Hamanatto

Katsoubashi

Lao<hao

Meitanza

Miso

Ontjom

Sauce soya

Sutu
Tempeh

Soy4 blé, orge

Poisson

Riz

Soya

Soy4 riz, orge

Arachide

Soya, blé

Soya

Soya

Aspergillus oryzae

Aspergillus glaucus

Rhizopus chinensis

Actinomucor elegans

Aspergillus oryzae

Neurospora sitophila

A. oryzae,A. sojae

Actinomucor elegans, Mucor sp.

Rhizopus oligosporus, Rhizopus sp.

115,3 Glucoserie

L'industrie de la glucoserie est la principale industrie alimentaire utilisatrice d'enzymes, où elles

servent à produire du dextrose, du fructose et d'autres sirops spécialises utilisés en pâtisserie,

en confiserie et en production de liqueurs douces. L'utilisation de I'amidon pour la preparation

de substances édulcorantes remonte au début du l9itu siècle à une époque où, en Europe, la

pénurie de sucre de cannes incitait à trouver des produits de remplacement directement
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accessibles aux pays utilisateurs (Aviron-Violet et al., 1982). Selon le type de produit final

recherché, les transformations opérees en glucoserie à partir d'amidon natif (marq pommes de

terrg blé, etc.) peuvent faire appel à des combinaisons variées des enzymes suivantes : cr-

amylase bactérienne (Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Aspergillus oryzae), a-amylase

fongique (Rhinpus delemsr, Rhizopus oryzae), B-amylase vegetale ou bactérienne (Bacillus

subtilis), amyloglucosidase fongique (Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Rhizoptts

mrhizus, Rhizopus delemw), enzymes de débranchement, glucose isomérase bactérienne

(Bacillus coagulans, Streptomyces violaceoniger, Streptomyces albus) (Arnaud et al., 1993).

1,5,4 Alimentationanimale

L'industrie de I'alimentation animale intègre aussi des enrymes dans ses preparations afin de

dégrader les divers éléments nutritifs et d'améliorer l'assimilation et la digestion de ces derniers.

De plug elles favorisent les fermentations anaérobies qui contribuent à augmenter la valeur

alimentaire des ensilages. À cet effet, on utilise des mélanges des enzymes suivantes : amylases,

cellulases, pectinases, p-glucanases, hémicellulases et protéases. En généraf on emploie des

preparations enzrymatiques d'origine fongique en raison de leur polyvalence. Finalement, l'ajout

d'enzymes dans ces preparations permet de reduire le rejet d'azote, de phosphore et de

biomasse totale dans I'environnement (Aviron-Violet et al., 1982).

1r5r5 Boulangerie et pâtisserie

L'utilisation d'enzrymes exogènes dans la fabrication de pain vise le plus souvent à corriger

certaines des déficiences diastasiques inhérentes à l'emploi d'une matière première naturelle,

dont les qualités peuvent varier fortement d'une année à I'autre. Parmi ces enzymes, les

amylases sont évidemment les plus importantes car on les incorpore dans les farines de blé

hypodiastasiques. Par ailleurg l'addition d'enzymes telles que la lipoxygénease ou les protéases

permet de jouer sur les caractéristiques du gluten et sur les proprietés mécaniques de la pâte

(Aviron-Violet et al., 1982). Ainsi, l'addition de protéases à la pâte améliore sa manipulatiorq

de même que l'élasticité et la texture du gluterq tout en augmentant substantiellement le volume

de la mie (Rivière, 1975 ; Rose, 196l). À cette fiq il est possible d'utiliser une protéase

fongique provenant d'Aspergillus oryme. Dans un pays comme les États-Unis, près de deux

t 7



tiers du pain blanc contient un apport de proteases fongiques (Aviron-Violet et al.,1982).

1,5,6 Produitslaitiers

La transformation du lait en caillé est I'une des premières opérations de I'industrie alimentaire

pour laquelle une preparation enzymatique ayant des caractéristiques analogues à celles des

produits encore utilisés de nos jours, a été utilisee. Il y a un peu plus d'un siècle, le danois

Hansen réussit à obtenir une preparation liquide stable de présure de veau par extraction de

caillettes. Actuellement encore, la présure animale représente un marché important parmi les

enzymes dites d'extraction. Cependant, les fluctuations du prix des caillettes et leur pénurie

épisodique fait que I'on a cherché à s'aftanchir partiellement de la dépendance traditionnelle à

l'égard de cette enzyme en la remplaçant par d'autres enrymes animales ou vegétales et surtout

par des enzymes de fermentation. Dans la première catégorie, il faut placer la pepsine de porc

ou de bæut cette dernière donnant de meilleurs résultats, et la ficine. Dans la seconde catégorie

se rangent plusieurs protéases fongiques produites principalement par les espèces suivantes :

Mucor mihei, Mucor ptsillus et Endopathia parasitica (Aviron-Violet et al., 1982; Aunstrup

et al., 1980). Enfirtr la production d'enrymes proteolytiques par la technique orientale

d'ensemencement en surface est aussi utilisee pour la fabrication des fromages à pâtes molles

conrme le siltorq le roquefort et le camembert @osg 1961).

lr5r7 Protéines

L'industrie des protéines utilise des enrymes afin d'augmenter les propriétés fonctionnelles et

nutritionnelles des protéines animales et vegétales. Les effets recherchés visent à améliorer la

digestibilitg le pouvoir émulsifiant, le pouvoir gélifiant ou la solubilité. Parmi les protéases

utilisees figurent principalement la papaihe, la pepsine, les enrymes pancréatiques et les

protéases bactériennes. Il faut à ce sujet, citer les travaux de la firme danoise Novo Norsdih

compagnie creee en 1989 de la fusion de deux firmes danoiseq soit Novo Industri A/S et

Nordisk Gentofte A,/S, zur I'obtention d'hydrolysats de protéines végétales par utilisation soit

de la protéase neutre de Bacillus subtilis, soit de la protéase alcaline de Bacillus lichenformis

(Aviron-Vi olet et al., 1982).



1,5,8 Textiles

Le désencollage textile a eté, rl y a plus de cinquante ans, I'un des secteurs industriels où les

enzymes ont fait la démonstration indiscutable de leurs avantages specifiques. Ainsi, dans le

tissage du coton, afin d'augmenter leur résistance à la traction et à I'abrasio4 les fils de chaîne

sont encollés avec des prçarations de polymères présentant une affnité physico-chimique pour

la cellulose. Des colles d'amidorq de gélatine de CM-cellulose ou d'alcool polyvinylique sont

donc couramment utilisees. Cependant, si la colle qui enduit les fibres les protège au cours du

tissage, dès que l'on atteint le stade de l'ennoblissement, il faut l'éliminer sans endommager les

fibres et en conservant à celles-ci une hydrophilité uniforme. L'amylase et la protéase de

Baeillus subtilis ou de Bacillus licheniformls sont utilisees régulièrement dans l'industrie des

textiles pour leurs diverses proprietés. De même, des protéases bactériennes servent à

dégommer la soie brute en solubilisant la séricine, substance gommeuse qui entoure la fibre

protéique. Quand l'apprêt de la soie est constitué de gélatine ou de caséine, les proteases de ce

type peuvent l'éliminer au cours du désencollage.

Lr5r9 Tannerie

En tanneriq trois traitements de la peau sont susceptibles de tirer profit de solutions

enzyrnatiqueg soit le reverdissage, le délainage et le confitage (Rose, 196l). Le reverdissage a

pour effet de remettre la peau dans un état voisin de l'état frais. Il consiste donc essentiellement

à lui faire reprendre I'eau perdue au cours de la conservation, à la débarrasser du sang et des

impuretés, à éliminer les ingredients de conservation et enfin à éliminer les substances

interfibrillaires coflrme l'albumine, la globuline et les mucopolysaccharides. Le reverdissage

enzymatique fait appel à la protéase alcaline de Bacillus subtilis, moins active que celle de

Bacillus licheniformis. Cette enzyme permet d'hydrolyser le gel interfibrillaire de la peau qui

s'oppose à la pénétration de I'eau. Le délainage consiste à obtenir un relâchement du poil ou de

la laine par action de la protéase neutre de Bacillus subtilis. Par rapport à l'utilisation de la

chaux ou de sulfures atcatins, le délainage enzymatique ofte l'avantage de ménager la fleur de

la peau et de foumir des fibres de meilleure qualité. Le conftate des peaux est une opération

très importante mr elle liwg en final, un cuir permettant une meilleure fixation des substances
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tannantes et présentant une fleur de meilleure aspect. Traditionnellement, c'était un travail de

rivière au cours duquel la peau reverdie, épilée et pelanée était soumise à l'action d'agents

biologiques hydrolytiques permettant un bon decrassage des peaux (Aviron-Violet et al.,

1982). Des proteases produites par des souches Streptomyces fradiae sont aussi utilisées lors

de l'épilage et le délainage des peaux (Rivière, 1975).

1,5,10 Pâtes et papiers

Dans I'industrie des pâtes et papiers, les cr-amylases d'origine bactérienne sont utilisées pour

liquéfier les colles d'amidon couramment utilisees. La liquéfaction de I'amidon sert à preparer

des sauces de couchage renfermant en suspension des matières minérales finement divisées.

L'opération du couchage permet d'éliminer les inégularités superficielles de la feuille de papier

qui vient d'être formee, tout en substituant une microporosité artificielle à sa macroporosité

naturelle. Pour le carton ondulé, on utilise des colles d'amidon pour les joints de colle qui

permet de fixer la cannelure sur la couverture (Aviron-Violet et al., 1982). De plus, les

enzymes améliorent la consistance des pâtes et le blanchissement de ces dernières.

LrsrlL Détergents

Si le traitement enrymatique de fibres avant tissage occupe encore une place importante dans le

domaine textile, c'est cependant le secteur de la détergence qui a connu la plus forte expansion

depuis les années 1960 @llwood, 1968, Argtiello et al., 1998). En fait, l'emploi d'enz.ymes

dans les détergents est l'application la plus repandue de toutes les technologies enzymatiques.

Les enzymes servent à dégrader les protdrnes, les feculents et les chaînes d'acides gras dans les

lavages @ivière, 1975; Rose, 196l ; Aehle et al., 1993). De mêmg elles permettent

d'améliorer la clarification des couleurs et adoucissent les cotons. De plus, elles permettent de

laver les textiles à des températures plus basses et reduisent les quantite de produits chimiques

dangereux normalement retrouvés dans les savons.

Dès lors, à cause de leur très grande importance economique, la biosynthèse des protéases

alcalines de Bacillus a été largement étudiee. Ainsi, en 1959, une nouvelle preparatioq
" Bio 40 ", basée sur une protease de B. subtilis a été produite. Cette nouvelle protéase a
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marqué un changement important dans l'industrie des détergents, mais c'est en 1960 qu'une

autre protéase issue de B.licheniformis, couramment appelé Subtilisin Carlsberg, a

littéralement révolutionnee le marché des détergents. Cette enzyme a été étudiée

scientifiquement par Ottesen et ses collègues au laboratoire Carlsberg au Danemark et a été

introduite commercialement par la compagnie Danoise Novo Norsdik en 1960. Durant les

années subsequentes, les travaux de recherche de la compagnie Novo Norsdik et de la

compagnie Kortman et Schulte ont démontré I'intérêt grandissant des protéases produites à

partir de B. licheniformls. Ainsi, déjà en 1969, environ 50Yo des détergents manufacturés en

Europe et aux États-Unis contenaient des enzymes protéolytiques. D'ailleurs, les protéases

issues de B. licheniformls sont devenues très rapidement les enzymes microbiennes les plus

importantes du point de we économique (Aunstrup et al., 1980). En effet, les ventes totales de

protéases microbiennes en 1977 étaient estimés à 120 millions de dollars canadiens, dont 75 oÂ

venaient de I'industrie des détergents et l0 Yo des industries laitières. Les 15 o/o restants

provenaient de la somme de plusieurs applications mineures (Aunstrup et al.,1979).

Ir5rl2 Graisses et huiles, hygiène corporel et autres

Dans I'industrie des graisses et des huiles, les enzymes peuvent modifier la lécithine et

hydrolyser les gras et les esters. Elles contribuent à la synthèse de gras specialisés. L'industrie

des soins de beauté et de I'hygiène corporel se sert aussi des enzyrnes dans la préparation de

nombreux produits. Elles servent aussi à recupérer l'agent des films usagés après I'hydrolyse de

la gélatine.

l16 Importance économique de I'industrie enzymatique

Grâce aux progrès importants qui ont jalonné les trente dernières années de son existence,

I'industrie des enzymes est en pleine progression puisque son chifte d'affaires globat a connu

une importante augmentation depuis le début des années 80. Ainsi, au cours de la dernière

décennie, le marché des enzrymes industrielles a connu un volume annuel de croissance de 10 à

l\YuEn effet, en 1982 le marché des enzymes industrielles était de375 million de dollars

canadiens alors qu'en 1990, il était de 720 millions et de I milliard en 1994. Enftr, en 1996 il

atteignait 1,92 milliards de dollars canadiens (Arnaud et al., 1993; Aviron-Violet et al., 1982;
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China West Intemational, lnc.,l994;Novo Norsdilç 1997). Cette croissance est attribuable au

développement de nouveaux produits enzymatiques et à l'expansion géographique des nations

industrialisées. Au cours des anruies, Novo Nordis( le plus gand producteur d'enzrymes

industrielles, et l'ensemble des industries produisant des enrymes, ont noté un lien direct entre

les ventes d'enzymes et le développement économique des nations. Ainsi, dans les premières

étapes de développement économique d'un pays, il n'y pas d'augmentation significative dans

les ventes d'enzymes mais lorsqu'un pays rejoint un certain développement economique, il y a

une consoûrmation accrue et rapide des enrymes. Ce phénomène a été observé récemment en

Corée du Sud, au Brésil et en Chine. En 1996, de nouveaux marchés se développent pour les

enzymes, particulièrement en Chine.

La plus grande partie de ce marché est liee aux enzrymes de type hydrolytique comme les

protéases, les cellulases et les lipases. La plus grande partie de ces enzymes hydrolytiques

(80 %) se retrouvent dans I'industrie des détergents tandis que les 20 Yo restants sont

majoritairement dans l'industrie alimentaire et l'industrie textile. D'ailleurs, globalement,

I'industrie des detergents accapare 34Yo dumarché total des enzymes industrielles, soit plus du

double des industries alimentaires et de l'industrie des textiles (Tableau 4).

Tableau 5 Marché mondial des enzvmes industrielles en 1996

Industries Pourcentage (7o)

Détergent

Hydrates de carbone

Textile

Autres

34

L2

1 l

43

De plus, les protéases issues principalement de Bacillus subtilis et Bacillus licheniformis, et

utilisées principalement dans les détergents, sont les enzymes occupant la plus grande part du

marché mondial avec une production annuelle de 500 tonnes et 4Q Yo du marché des ventes

d'enzymes industrielles (Tableau 5).Enfin, la production mondiale de protéases, peu importe

l'origine, est environ de I 000 à 2 000 tonnes d'enzymes pures par annee (Aunstrup et al.,

1980). Aux États-Unig environ 50 % des détergents liquides, 25 Yo des détergents en poudre
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et la plupart des agents de blanchiment en poudre contiennent des enzymes susceptibles de

dissoudre les taches qui ne seraient pas enlevees autrement.

Tableau 6 Production d'enzymes industrielles (Aunstrup et aI,1979)

Enzymes Qté produite par année Proportion des ventes
(tonne d'enzymes pures) (%)

Amylase de Bacillus

Amylase fongique

Glucoamylase

Glucose isomérase

Pectinases

Protéases de Bacillus

Protéase fongique

Presure microbienne

Autres enzvmes

300

l0

300

50

l0

500

10

10

t0

12

3

t4

t2

l0

40

I

7

I

De très grands efforts de R&D sont présentement en cours afin de creer de nouveaux produits

brevetables qui assureraient une part importante du marché des enzymes. D'ailleurs, il faut

compter environ de 7 à l0 ans pour mettre au point un nouveau système enzymatique

industriel et assurer sa diftrsion (Aviron-Violet et a1.,1982). Actuellement, la competition est

très forte dans le monde des enzymes industrielles et les prix des enzymes sont en baisse

entraînant des coupes majeures dans les coûts de production. La capaaté de produire des

enzymes a un faible coût est donc essentielle.

Par ailleurs, dans la plupart des transformations où elles interviennent, les enzymes ne

représentent guère que 0,5 à 5 % de la valeur du produit sur lequel elles agissent, lequel peut, à

son tour, n'être qu'un intermediaire ou un constifuant ne représentant qu'une fraction limitee

d'un produit fini (Aviron-Violet et al.,1982).
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ENZYME S PROTÉOI,YUQUE S

Ce deuxième chapitre traite de manière détaillée de divers aspects associés à la production

industrielle des protéases. Dans un premier temps, une description sommaire de la nature de

ces enz)rmes est présentee, suivie d'une présentation systématique des diftrents types

d'enzymes proteolytiques. Par la zuite, les différentes applications industrielles des protéases

sont abordées, ainsi que les methodes de production de c€s enzymes employees à l'echelle

industrielle. Les milieux de culture utilisées pour l'étape de fermentation et les techniques

d'extraction et de purification des enzymes sont ensuite discutés, alors que les approches de

standardisation et de contrôle de I'activité protéolytique viennent compléter les aspects

theoriques. Ce deuxième chapitre se termine par la présentation de I'hypothèse de recherche

associée à ce projet, ainsi que des objectifs spécifiques de recherche.

Nature et provenance des proteases

Les protéases (ou protéinases ou enrymes proteolytiques) sont des enrymes hydrolysant les

protéines et les polypeptides. En généra\ toutes les enzymes protéolytiques sont capables

d'hydrolyser les liens peptidiques mais diftrent dans leur mode d'action sur les polypeptides.

Les endopepidases (ou protéinases) peuvent scinder les grosses chaînes de polypeptides des

protéines en plus petits fragments quelquefois appelés protéoses ou peptones. Les

exopeptidases altèrent ces petites molecules jusqu'à l'obtention d'acides aminés. Les

exopepidases sont également divisees en deux groupes dont l'un attaque le lien peptidique

près d'un groupe carboryle libre (COOH) (caôo>cypeptidases) et I'autre qui requiert la

présence d'un groupe aminé libre près du lien peptidique (-I.{Ht (aminopeptidases) (Rosq

1961 ; Arnaud et al., 1993). Grâce à I'action combinée des endopeptidases et des

exopeptidases, les protéines sont hydrolysees en leur constituant, les acides aminés.

Les enzymes d'origine végetale, et spécialement les proteases, sont par ordre d'intérêt

decroissant en technologie: la papaihe extraite d'une plante équatoriale et tropicale (Carica

papaya),la broméline isolée de I'ananas (Anonas comoxts Men) et la ficine issue de la figue

(Ficus glabrata). Ces enzymeq classées dans le groupe des protéases thiof exigent la présence
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du groupe -SH- libre dans leur site actif pour exercer une activité proteolytique (Arnud et al.,

1993;Aviron-Violet et al.,lgS2). Les utilisations de la papaure industrielle sont nombreuses

(environ 300 tonnes par annee) dont 75 o/o en brasserie où I'enzyme fait l'objet de tentative

d'immobilisation sur des zupports de type cellulose, l0 % dans les industries de la iande, 5 oÂ

dans la fabrication d'hydrolysats de poissons et de têtes de poulets destinés à I'alimentation

animale et2oÂdans I'industrie pharmaceutique (Arnaud et at., 1993).

Seules les pepsines bovines et porcines présentent actuellement un intérêt industriel. La pepsine

bovine est un des constifuants mineurs noilnaux de la présure (ou chymosine) mais dont la

sécrétion ne devient prçondérante qu'après le sewage. Elle est preparée à partir du quatrième

estomac des veaux non sewés. Les tissus sont alors découpés, et mis à tremper en solution

acide pour activer I'enzyme. Ensuite, le pH est reajusté à 5,5-6,0, conespondant à la stabilité

optimale. Après filtration clarifiante, la solution est additionnée de chlorure de sodium pour

prévenir les développements microbiens (Aviron-Violet et al., 1982). Par ailleurs, I'utilisation

de pepsine porcine a débuté pendant la seconde guerre mondialg mais ne s'est réellement

développee que depuis 1960. L'enzyme est produite à partir de la muqueuse gimtrique du porc

où elle se trouve sous la forme d'un précurseur, le pepsinogène, d'un poids moléculaire de

42AA0 Daltons. Le Tableau 7 présente les principales proteases d'origine végétale ou animale

de même que leur application industrielle.

Tableau 7 Utilisation des protéases d'origine vegétale et animale

Applications Protéases

Fabrication dufromage

Fabrication du pain

Protection des aliments congélés ou refroidis

Attendrissement des viandes

Brasserie

Hydrolyse des protéines

Rennine (présure)

Trypsine

Papaihe

Papaine

Proteases du malt

Pancréatine, pepsine
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212 Types de proteases microbiennes

Les proteases provenant de microorganismes sont d'origine bactériennes (Bacillus subtilis,

Bacillus licheniformlr, etc.) ou fongiques (Aspergillus niger, Aspergillus or)/zce, etc.). Les

enzymes protéo$ques provenant de microorganismes sont classées en quatre groupes

principaux selon leur mécanisme d'action; protéinase sering protéinase thiol,

metalloprotéinase et protéinase acide (Keay et Moser, 1969). Cependanq dans le présent

document, il ne sera pas fait mention des protéinases thiols issues de microorganismes puisque

ces dernières n'ont pas d'applications industrielles connues jusqu'à maintenant.

2,2,1 Protéasessérines

212r7rl Suhtilisin Carlsberg

C'est en 1952, qve Gtintelberg et Ottensen des Laboratoires Carlsberg @anemark) ont décrit,

pour la première fois, la preparation et la cristallisation d'une protéase ayant la capacité de

convertir l'ovalbumine en plakalbumine (Ouensen et Spectoql960; Aunstrup et al., 1980).

Cette enzyme a, plus tard, été appelée Sublilisin Carlsbæg et est rapidement devenue la

protéase la plus importante du point de we economique car elle est I'enzyme la plus utilisée

dans l'industrie des détergents. Elle est commercialement produite depuis 1960 alors que la

compagnie Novo Norsdik a développé une methode simple de production. La production

annuelle de cette enzryme représente approximativement 500 tonnes d'enzymes pures par

annee.

Si au début des travaux de Gintelberg et Ottenseq le microorganisme responsable de la

production de cette enzyme a d'abord eté classe comme Bacillas sbtilis, il est bien établi

maintenant qu'il s'agit plutôt de Bacillus licheniformls. Néanmoins, ils existent peu de

publications zur les travaux effectués sv Bacillus licheniformls puisque cette enryme est

extrêmement utilisée dans I'industrie des détergentq entre autreg et qu'elle a fait I'objet de

nombreux brevets. Cependant, il appert, selon la compagnie Novo Norsdilq que les protéases

connues de diftrentes souches de Bacillus lichenifurmls sont pratiquement identiques et donc

que la production de Subtilisin Cailsbug soit speciûque aux especes du genre Bacillus
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Iichenifurmrs (Ottensen et Spector, I 960).

Bocillus licheniformls est une espèce de Bacillus saprophyte étroitement relié à Bocillus

subtilis. Ce microorganisme peut être utilisé pour produire plusieurs metabolites d'intérêt

commercial (Tableau 8). Gtinielberg (1954) a rapporté que la production de protéases était de

2,5 g d'enzyme pure par litre de milieu de culture. Il n'existe pas de données sur les

productions industrielles mais il semble juste de présumer qu'elles soient supérieures.

Gintelberg (1954) mentionne également que la production de protéases commence à la fin de

la phase logarithmique de croissance et que la culture finale est asporogène. Cette absence de

spores est considérée comme un avantage puisque la sporulation complète arrête la croissance

et la formation d'enzymes (Aviron-Violet et al., 1982). De plus, il est très difficile de separer

les spores de la culture finale.

Tableau 8 Métabolites d'intérêt commercial produits par Bacillus licheniformis

Métabolites

Enzymes

Antbiotiques

Solvants

Polypeptides

Protéase

Alpha-amylase

Pénicillinase

Bacitracine

Butylène, glycole, glycérole

D-glutamylpolypeptide

Subtilisin Cailsberg est donc la première enzyme microbienne a avoir etépreparée sous forme

cristalline et ses propriétés ont eté largement étudiees. Ainsi, la protéase est constituée d'une

simple chaîne de peptide avec274 résidus d'acides aminés, et puisque la cystine et la cystéine

en sont absentes, il n'y pas de ponts disulfures. La structure tertiaire est sphérique avec un

diamètre de 4,2 nm. Le site actif est formé par les résidus : Ser 221, His 64 et Asp 32.

L'activité enzymatique est entravée par les reactifs qui interagissent avec le groupe sérine

comme le di-isopropylfluorophosphonate (DFP) et le fluorure de phénytnéthylsulphonyl

(PMSF).
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Subtilisin Carlsbog a une spécificité qui lui permet d'hydrolyser la plupart des liens peptides

et certains liens esters. Pour l'hydrolyse des protéines, aucun activateur n'est nécessaire et le

Ca2* n'est pas requis pour sa stabilité comparativement à plusieurs protéases serines. Dès lors,

les agents comme IEDTA et le tripolyphosphate n'inactivent pas l'enzyme. De plus, la protéase

est stable sur une vaste gamme d" pfl soit entre 5 et 11. Cependant, le pH optimum dépend

des conditions de culture. Enfiq la protéase est stable jusqu'à 50oC.

Par ailleurs, Subtilisin Caflsberg n'hydrolyse pas complètement les protéines en acides aminés

et la quantité d'hydrolyse atteinte dépend de la protdrne en questio4 des conditions de réaction

et de la quantité d'enzryme utilisee. Ainsi, pour la caséine de 30 à 40% des liens peptides sont

hydrolysés seulement (Aunstrup et al.,1980).

212r712 Subtilisin Novo

Subtilisin Novo est une protéase sérine alcaline qui est présente en tant qu'activité annexe lors

de la preparation d'a-amylase de Bacillus. Cette enzyme a été purifiée et cristallisée pour la

première fois en 1954 par tlagihara qui utilisait la preparation commerciale de protéase

bactérienne Nagarse (B P.N.) comme source de protéase. Il appela I'enzyme isolée Subtilisin

B,P.N, En 1960, Ottesen et Spector ont isolé une enryme similaire du produit commercial de

protéinase bactérienne Novo et I'ont appelé Sublilffin Nwo. Des travaux subsequents ont

démontré que les deux enzymes isolees avaient la même sequence d'acides aminés et étaient

donc identiques. Puisque les protéases constituent un sous-produit non-désiré des préparations

d'a-amylase, des travaux ont été effectués afin de minimiser le contenu en protéase.

Actuellement, la plupart des preparations d'cr-amylase sont exemptes de protéases. Par contre,

certaines prçarations ont été optimisées afin de produire des protéases en plus grandes

quantites mais elles présentent un intérêt très faible comparé au marché que détient Subtilisin

Carlsbæg (Aunstrup et al.,1980).

Subtilisin Novo est donc produite par la varieté de B. subtilis qui produit aussi l'cr-amylase.

Cette variété est maintenant classee selon le manuel Bergey's comme etant Bacillus

anryloliquefaciens. Ce microorganisme produit aussi d'autres enzymes d'intérêt commercial

dont l'ct-amylase, le p-glucanasg l'hémicellulase et des proteases neutres.
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La synthèse des proteases alcalines commence à la fin de la phase logarithmique de croissance

et est étroitement reliée au processus de sporulation. La productivité des souches est à peine de

l\Yo de celles retrouvéq dans le cas de B. lichendormls. Les protéases de Subtilisin Novo

sont produites lorsque les microorganismes sont dans un milieu riche présentant de bonnes

conditions d'aération de même qu'une température entre 30 et 40"C et un pH entre 6,0 et 7,0.

Subtitisin Nwocontient 275 acides aminés dans sa sequence. Il y a d'ailleurs une homologie

avec Subtilisin Corlsberg puisque seulement 58 des 275 résidus d'acides aminés sont

diftrents. EnfirL il n'y a pas de résidus cystéine et donc pas de ponts dizulftres. Le site actif

comprend : Ser (221), His (5a) et Asp (32). De plus, Subtilisin Novo est plus dépendante du

Ca2* pour sa stabilité que Subtilisin Carlsbug. Le Tableau 9 présente une comparaison de

certaines propriétés physiques de Subtilisin Carlsberg et Subtilisin Nwo

Tableau 9 Propriétés physiques de Subtilisin Carlsbæg et Subtilisin Novo

Propriétés Subtilisin Carlsberg Subtilisin Novo

Nombre d'acides aminés

Poids moléculaire selon la
sequence des acides aminés

Point isoelectrique

S26p (unités Svedberg)

Viscosité intrinseque

Etddzron*

274

27 277

9,4

2,85

3,2

0,95

275

27 537

9,1

2,8r
3,6

r , l7

2r2r713 Protéases de Bacillus alcalophilus

Le succès commercial des protéases dans l'industrie de la détergence au début des années 1960

a conduit à des recherches intensives afin de trouver d'autres protéases alcalines ayant une

activité supérieure à celle de Suhtilisin Carlsberg. Les proprietés recherchées étaient une

bonne stabilité primaire sous des conditions de lessivage, soient des pH entre 9,0 et 10,0, des

températures supérieures à 50"C et la tolérance à la présence de surfactants et d'agents

séquestrants. Ces travaux ont conduit à la decouverte des protéases alcalines issues de Bacillus

alcalophilus. Ces protéases ont des caractéristiques similaires à celles du groupe Subtilisin

mais peuvent avoir un mæcimum d'activité enzymatique allant jusqu'à pH 12.
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Les microorganismes utilisés dans la preparation de ces nouvelles protéases peuvent être

caractérisés comme etant des co-partenaires alcalophiles de B. subtilis et de B. Iicheniformis.

Ces microorganismes sont faciles à faire pousser lorsque le pH est maintenu zupérieur à'1,5 en

additionnant du caôonate de sodium ou des sels d'acides métabolisables au milieu de culture.

Plus de 90Yo dubouillon final sera ainsi constitué de protéases alcalines.

Enfi4 ces protéases alcalines sont des protéases sérines comme les SubtîIisin Elles sont

constituées de chaînes de peptides simples dépounnres de ponts disulfures et de carbohydrates.

Leurpoids moleculaire se situe entre 20000 et 30000 et leur point isoélectrique est de ll.

Elles sont stables et actives dans une gamme de pH variant entre 6 et 12 et peuvent être

utilisees à des températures supérieures à 60"C.

2r2r2 Métallo-protéases

Les métallo-protéases sont des enzymes endopeptidases qui contiennent un métal essentiel,

habituellement leZn, Leur pH optimum se situant autour deT,0, elles sont donc aussi appelees

les protéases neutres. Les metallo-protéases peuvent être retrouvées seules ou associées à

d'autres protéases chez plusieurs microorganismes. Ainsi, elles sont formées par plusieurs

especes de Bacillus, cofltme B. subtilis, B. cereus, B. megatherium et B. steqrothermophilus

(Keay et al., 1972). Elles sont égalernent présentes dans les preparations proteolytiques issues

des moisissures comme Aspergillus oryzae, où la metallo-protéase se retrouve présente avec

une protéase acide et une atrtre alcaline.

Les métallo-proteases issues de B. ænyloliquefaciens (BA) et B. thermoproteolyticus

(Thermolysin) sont couramment utilisees en industrie. Le marché pour ces enrymes n'est pas

très grand, mais il y a quelques applications dans I'industrie des protdnes et en d'autres cas

mineurs où il est intéressant d'hydrolyser les protéines. Les preparations commerciales de

protéases neutre de B. amyloliquefaciens contiennent habituellement une quantité appreciable

de protéases sérines et a-amylase. Un seul produit commercial, Neutrase@, de la compagnie

Novo Norsdik, est exempt d'activités de ces deux autres enzymes.
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Les metallo-protéases de B. arnyloliquefaciens peuvent être produite par les mêmes

organismes utilisés dans la production de Subtilisin Novo et a-amylase. Ces souches sont

souvent appelées B. subtilis dans la littérature mais I'organisme utilisé commercialement pour

la production de ces proteases et amylases est plutôt8. mtyloliryefaciens. Murray et Prince en

1970 (Aunstrup et a1.,1980) ont decrit I'isolement d'une bonne souche de production qui est

asporogène, qui ne produit pas de protéase serine et en même temps produit une meilleure

gamme de protéase neutre que la souche-mère. La proportion finale entre les protéases neutres

et alcalines dépend de la composition du milieu et des conditions de fermentation (Aunstrup el

al.,l98O). Puisque la protease neutre est moins stable dans les milieux de fermentation que la

protéase alcaline, un très court temps de fermentation favorisera la production de protéases

neutres.

Par ailleurg la source de Thumolysin, B. thermoproteolytians Roko, a été nommée par son

découweur Endo en 1962 (Aunstrup et a1.,1980), mais les espèces ne sont pas généralement

reconnues et I'organisme dewait plutôt être classifié cornme une variété de B.

steqrothermophilus (Aunstrup et al., 1980). Sidler et Zuber en 1977 (Aunstrup et al., 1980)

ont preparé un protéase neutre similaire en cultivant B. stearothermophilus NCOB 8924.

Thermolysinest donc produite en faisant croître le microorganisme durant 24 heures à 55"C et

à pH compris entre 6 et I dans des cultures submergées. Il n'existe pas de résultats publiés à

savoir si le microorganisme produit d'autres protéases ou amylases.

La sQuence d'acides aminés deThermolysin comprend 316 acides aminés (Tableau l0) en

une seule chaîne de peptide exempte de fiens disulfures. La molécule est repliee afin de former

deux lobes séparés par un profond creux dans le bas duquel un atome de Zn est lié à deux

résidus histidine et un résidu glutamate. L'atome deZn est essentiel pour l'activité et le site

actif comprend six acides aminés situés tout près de ce dernier. Quatre atomes de Ca sont

également liés à la molécule et sont importants pour la stabilité à la chaleur de l'enzyme.

Les proprietés de la protease neutre de B. ænyloliquefaciens, qui est constitué de 326 résidus

d'acides aminés, sont très proches de celles dela Thumolysin. La principale diftrence entre

les deux enrymes est la thermostabilité. En effet, la Thermolysin perd 50 Yo de son activité
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lorsque chatrfte durant 15 minutes à un pH de7,2 et une température de 84"C tandis que

B. amyloliquefaciens est sensible à une température de 59"C. Les causes de cette diftrence ne

sont pas encore clairement etablies mais elles pourraient être reliées au pourcentage plus gand

d'acides aminés hydrophobes et la présence de quatre atomes de Ca chez Thumolysin au lieu

de deux pour,B. arnyloliquefaciens.

Par ailleurs, les métallo-proteases ont une activité ma:<imum pour I'hydrolyse de la caseine à

des pH entreT et I (Aunstrup et al.,1980), et sont stables dans une gamme de pH de 5 à 10.

La stabilité augmente considérablement si du Ca2* est ajouté au milieu de culture et diminue

lorsque des agents séquestrants sont ajoutés. Ainsi, des agents chélateurs forts, comme I'acide

dinitriloéthylène tétraacetique @DTA), inhibe l'enzyme en enlevant I'atome de Zn alors que

I'enlèvement des atomes de Ca affecte seulement la thermostabilité de I'enzyme. EnfuL les

métallo-protéases hydrolysent de préference les peptides avec des chaînes hydrophobies

conrme la phénylalanine et la leucine et elles présentent une faible activité estérase.

Tableau 1,0 Propriétés des métallo-protéases de fucillus anryloliquefaciens et Bacillus
thumaprotcolyticus

Propriétés B. amyloliquefaeiens B. t h ermoproteo lyticus

Nombre d'acides aminés

Poids moléculaire

Acide aminé terminal-N

Acide aminé terminal-C

Nombre d'atomes de Zn
par molecule

Nombre d'atomes de Ca
par molecule

326

37 000

Ala

Leu

I

2

3 1 6

34 400

Ile

Lys

I

4

2,2,3 Protéases acides

Plusieurs moisiszures produisent des proteases avec des pH optimum entre 3,0 et 5,0. Ces

protéases acides ne sont pas inhibées par les agents inhibiteurs des protéases-sérines, les agents

séquenceurs ou les reactifs avec des groupes thiols. Ces proprietés sont etroitement reliées à

celles des enzymes digestives animaleg pepsine et rennine. Ces enzymes présentent donc un

intérêt industriel dans les secteurs où I'hydrolyse des protéines à faible pH est désiree. Deux
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applications prédominent dont l'hydrolyse des Êves de soya afin de produire de la sauce soya

et la coagulation du lait pour la preparation de fromage. D'atrtres applications se retrouvent

dans I'industrie boulangère, dans I'industrie pharmaceutique et la brasserie.

Plusieurs protéases acides sont disponibles commercialement mais la plupart de ces

preparations sont utilisées dans des travaux de laboratoire. L'utilisation industrielle est

pratiquement limitée arrx enzymes de Aspergillus niger, Aryergillus oryzae, Endothia

parasitica, Arlucor pusillus et Mucor miehei. Les ventes de ces protéases représentent de 5 à

l0 millions de dollars américains environ. Cependant, la valeur des protéases du groupe

Aspergillus est difrcile à évaluer puisque les microorganismes sont utilises directement par les

producteurs de sauce soya ou autres mets asiatiques.

21213rI Protéas es d' Aspergillus niger

La protease la plus connue est la protéase acide Aspergillopqtidase A@ produrte par

Aspergillus witoi (ou Aspergillus phoenicis). Cette enzyme a été isolée en 1956 par Yoshida

et est commercialement disponible depuis ce temps, mais ces applications industrielles sont

limitées. Ainsi, on la retrouve principalement dans les preparations digestives. De plug de

petites concentrations de proteases acides sont parfois retrouvées dans d'autres préparations

d'Aspergillus niger commela glucoamylase et la pectinase.

La production commerciale s'effectue sur des milieux semi-solides de son de blé contenant de

l'azote inorganique. Les methodes precises ne sont, en général, pas publiees. Ichishima en

1970 (Aunstnrp et aL,1980) a" cependant, décrit des methodes de cultures en laboratoire sur

milieu semi-solide ou liquide d'Aspergillus saitoi ATCC 14332. La culture est effectuée entre

30 et 35"C à un faible pH durant 60 à 96 heures. L'er:r�yme est recupéree par précipitation à

l'éthanol. Habituellement, une activité importante de la part d'une cartory-peptidase acide est

également retrouvée dans le précipité.

Aspergittopeptidase A@ est une protéase acide typiçe. Son pH optimum pour I'hydrolyse des

protéines à 30"C se situe entre 2,5 et 3,0, et sa gamme de pH s'étend entre 2,0 et 5,0. Elle a

une spécificité relativement etroite qui ressemble à celle de la pepsine puisque les liaisons
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peptides avec une chaîne hydrophobe sont préferentiellement attaquées. Elle a une faible

activité peptidase, amidase et estérase. La trypsinogène et la chymotrypsinogène sont activées

par l'enzyme. De plug la molecule contient de 283 à 259 acides aminés (poids moléculaire

entre 34 000 et 35 000) et est constituée d'une seule chaîne de peptide avec un résidu sérine à

son N-terminal et alanine à son C-terminal. La molecule contient aussi deux résidus cystéine

qui forment un lien disulfure. Enfu, il n'y a pas de méthionine présente dans la molécule et il

n'y pas de preuve qu'elle contienne du carbohydrate.

21213r2 Protéases d' Asp ergillus ory zae

Aspergillus oryzae et Aspergillus sojae sont d'importantes sources d'enzymes industrielles,

particulièrement pour I'industrie alimentaire. Ainsi, Aspergillus oryzae est utilisé pour produire

des preparations de takadiastase qui sont des preparations contenant de multiples enzrymes

préparées sur des milieux semi-solides de son de blé par des moisissures. Les plus importantes

enzymes de la takadiastase sont les a-amylase et les protéases et les preparations commerciales

contiennent habituellement les deux types d'enzymes en quantité appreciable de sorte qu'il est

parfois difficile de bien connaître une preparation quant à son contenu spécifique. Les protéases

retrouvées sont soit acide, soit neutre ou soit alcaline, ce qui leur conftre une activité

protéolytique sur une vaste gamme de pH. La takadiastase est utili#e principalement pour

fabriquer des preparations digestives et dans I'industrie boulangère. Les protéases

d'Aspergillus oryzoe sont aussi employees en medecine pour la dissolution des caillots

sanguins. Enfi4 les protéases issues d'Aspergillus sojae ne sont pas commercialement

disponibles puisqu'elles sont directement utilisees par les producteurs de sauce soya.

L'obtention industrielle de proteases d'Asryrgillas oryzae s'effectue donc sur milieu semi-

solide de son de blé. Les souches commerciales ne sont pas disponibles mais la souche

Aspergillus oryzqe NRLL 2160 est souvent utilisee pour la production en laboratoire de

protéases. Lorsque ces souches sont cultivees en milieu liquide, il y a seulement une production

de protéases sérines. En fait, la proportion entre les diverses protéases dépend des conditions

de culture et la production spfffique de protéase acide est favorisée par la croissance des

microorganismes à faible pH.
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Aspergillus oryzae produit des protéases acide, neutre et alcaline et il a été possible d'isoler

plusieurs isoenzymes de chaque type. Les protéases acides ont un optimum de pH pour

l'hydrolyse des protéines entre pH 4,0 et 4,5. Elles sont stables à des pH entre2,S et 6,0 et sont

inactivées àL 50% après l0 minutes à 60f. De plus, I'enzyme présente une faible activité

estérase. Elle active le trypsinogene, et son centre actif est similùe à celui de la pepsine.

Lorsque l'enzyme est produite en milieu semi-solide, deux composants de I'enzyme peuvent

être isolés, l'un etant une glycoprotéine avec environ50Yo d'hydrates de carbone alors que

l'autre n'en contient pas. Par ailleurs, lorsque I'enzyme est isolée de cultures liquides, tous ces

composants contiennent des hydrates de carbone. Par ailleurs, deux composants neutres ont

aussi été isolés. Ce sont des métallo-protéases types qui sont inhibés par des agents

séquestrants. L'une de ces protéases neutres a un pH optimum de 7,0, est stable entre 5,5 et

12, et est rapidement inactivee au-dessus de 50"C tandis que I'autre a pH optimum entre 5,5 et

6,0 et retient plus de 70Yo de son activité lorsque chaufte à 90'C durant l0 minutes. La

protease alcaling pour sa part, aun optimum de pH entre 7,0 et 8,5, est stable entre 4,5 et 9 et

est rapidement detruite à 60'C. Il s'agit d'une protéase serine et ses propriétés sont similùes

aux protéases serines de Bacillus spp. L'enzyme est stabilisee par I'ajout de Ct. et inhibée par

des reactifs sérines.

Les preparations de protéases d'Aspergillus ory)zne contiennent aussi des quantités

substantielles de peptidases qui sont importantes pour la production d'acides aminés libres dans

l'hydrolysat. Les composes protéolytiques d'Aspergillus soiae sont similaires à ceux

d'Aspergillus oryzæ même si il est possible de distinguer les enzymes des deux espèces par

électrophorèse.

2r21313 Protéases de Mucor spp.

Les deux souches thermophiles de Mucor, Mucor pusillus et Mucor miehei sont importantes

par leur production de prézure microbienne . L'enryme de M. pusillus a été introduite en 1969

et celle de M. miehei en 1972. Les ventes de ces deux enzymes représentent environ 5 millions

de dollars américains par année.
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Les deux microorganismes et les enzymes qu'ils produisent sont étroitement reliés même s'il

existe des diftrences importantes dans les deux enrymes qui sont decisives pour leur

production de même que pour leurs applications. Ces proteases sont principalement utilisées

pour la coagulation du lait et la fabrication de fromage.

La souche de Mucor ptsilus isolee par fuima en 1964 (Aunstrup et al., 1980), lorsqu'il a

découvert I'enzlme, n'est pas disponible au publig mais les souches ATCC 16458 et NRRL

2543 sont utilisables pour produire I'enzyme. La souche NRLL 2543 a été étudiee

principalement par Somkuti et Baloil (Aunstrup et a1.,1980) qui ont découvert, en 1968, qu'ils

pouvaient produire la protéase en culture liquide dans un milieu contenant 5 Yo de son de blé en

suspension. Les quantités obtenues sont cependant très faibles par rapport à celles issues de

culture sur milieu semi-solide ce qui confere à cette dernière méthode une intérêt industriel

beaucoup plus grand. Les détails de la méthode de production utilisée sont peu connus mais on

peut supposer que les moisissures sont cultivées sur un milieu humide de son de blé avec des

additifs variés à une température de 30'C, tel que décrit par fuima en 1964 (Aunstrup et al.,

1930). Après une incubation de trois jourg l'enzyme est extraite du son avec de I'eau et est

récupérée par precipitation à l'éthanol. Durant la culture, quelques activités parallèles peuvent

se former dont la cellulase, la lipase et une protéase non-spéciûée. Ces enzymes peuvent être

éliminées par des traitements à I'acide, par I'absorption sur du dioxide de silicium ou d'autres

absorbants. En général, les prorparations commerciales ne contiennent qu'une seule protéase

acide.

L'enzyme est donc une protéase acide typique avec un résidu aspartate sur son site actif Elle

constituée d'une simple chaîne de peptide et son poids moleculaire est d'environ 30 000

Daltons. Même si la molecule contient deux groupes cystéineq il n'y a pas de liens dizulfures et

pas de carbohydrate. Son pH optimum pour I'hydrolyse de l'hémoglobine est de 4,0 alors que

pour la caséine il est de 4,5. L'ervyme est specifiquement active sur les liens peptides

impliquant une chaîne aromatique. Elle est stable entre des pH de 3,0 à 6,0 et perd 90 7o de son

activité lorsque chaufte durant 15 minutes à 65"C et à pH 5,5. Ces propriétés sont similaires à

celles de la pepsine et de la présure, mais sont diftrentes dans les activités de coagulation du

lut.
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Par ailleurs, plusieurs souches de Mucor miehei sont zusceptibles d'être utilisées pour la

production commerciale de protéase acidg dont CBS 370,65 (Aunstrup et al., 1980), NRRL

3420 et NRRL 13042. Ces souches peuvent produire des protéases acides dans les mêmes

proportions

Mucor miehei est, en outre, bien adaptee pour la culture en milieu liquide. Ainsi, de bonnes

quantités d'enzymes sont obtenues dans un milieu contenant 4Yo d'afirrdon de pommes de

terre, 3 Yo de déivés de soja et l\yo d'orge (Aunstrup et a1.,1980). Le microorganisme est

incubé entre 30 et 35"C et le pH est maintenu entre 5,0 et7,O. Durant la culture, des lipases

sont formées et doivent être enlevées avant que la protéase acide soit utilisee pour la

production de fromage. La formation de protéase non-spécifique est négligeable et il n'est donc

pas nécessùe d'inclure une autre étape d'élimination de cette enzyme. La protéase acide est,

par ailleurs, vendue sous une forme liquide, et le procedé de récupération consiste tout

simplement à enlever le mycelium du bouillon de culture et à concentrer le liquide contenant

I'enzyme par évaporation ou ultraûltration.

La protéase de Mucor miehei est une protéase acide-aspartate avec un poids moléculaire de

38 000 Daltons. La molecule est constituée d'une chaîne simple de peptides et contiens environ

6Yo d'hydrate de carbone. Elle est stable à 38"C entre des pH de 3,0 à 6,0 avec un optimum à

4,5 pour la stabilité et pour l'activité à dénaturer I'hémoglobine. L'enzyme hydrolyse

spécifiquement les liens peptides impliquant une chaîne aromatique et hydrophobe. Dans son

action à oxyder la chaîne d'insuline B, elle montre des similarités avec la pepsine, la présure et

la protéase de Mucor pusillus. Ces propriétés pour la coagulation du lait sont aussi similaires,

mais elles sont diftrentes pour sa dépendance à la température et aux concentrations en Ca2*.

2r21314 hotéas es d' E ndop athia p arasitic a

Cette enzyme a été découverte en 1965 par Sardinas (Aunstrup et al., 1980) et a été

commercialement utilisee comme présure microbienne à partir de 1969. Elle comporte une

activité protéolytique supérieure à celles issues de Mucor spp., mais néanmoins n'est pas très

utilisée. Elle a ainsi montré de bons rézultats pour la production de fromage emmental.
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Une souche appropriée d'8. parasitica (ATCC 14729) est cultivee dans un milieu de culture

contenant 30Â d'extrut de soja, loÂ de glucose, O,3yo de nitrate de sodiurq lYo delut

écrémé, 0,05 yo de phosphate dihydrogène de potassium et 0,025 % de sulfate de magnésium.

La période d'incubation est de 48 heures à un pH entre 6,0 et 7,0 et une température de 28"C.

L'enzyme étant très instable, il est nécessaire de la recupérer rapidement à de faibles

températures et de préference en absence d'oxygène. L'enzyme est toujours commercialisee

sous forme solide.

La protéase acide d'Erdapathia pæasitica a un poids moléculaire entre 34 000 et

39 000 Daltons. Elle est constituée d'une chaîne simple de peptides sans caôohydrate. Elle est

stable à des pH entre 4,0 et 4,5 avec un optimum ù 4,5. Elle est inactivée en moins de 5

minutes à 60"C. Son point isoélectrique est de 5,5, et son optimum pour l'hydrolyse de

I'hémoglobine dénaturée est à pH 2,0. L'hydrolyse de I'insuline B orydée montre une plus

grande spécificité que la pepsine, la présure ou que les protéases de Mucor spp. L'activité de

coagulation du lait est moins dependante de la température et du contenu en C** que la

présure et les protéaæs deMucor spp.

213 Applications industrielles des protéases

Tel que mentionné dans les sections précedenteq les protéases occupent une grande part du

marché des enzymes industrielles. Ces protéases produites à partir de diftrentes sources

microbiennes sont commercialisées sous plusieurs noms par quelques compagnies hautement

spécialisees. Le Tableau l1 présentent les principales protéases utilisees commercialement

selon leur nom commercial, leur source microbienne et leur fabricant.
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Tableau ll Protéases utilisées commercialement selon leur nom commercial, leur

source microbienne et leur fabricant (Aunstrup d ù, f980)

Microorganismes Noms commerciaux Fabricants

Aspergillus niger Proctase@

Pamprosin@

Novo Norsdik (Danemark)

Yakult Biochemicals (Japon)

Aspergillus oryzae Veron P@

Panasyme@

Prozyme@, Biozyme A@

Sanzyme@

Sumyzyme AP@

Protéases fongiques

Newlase@

Rôhm GmbH @anemark)

Associated British Maltsters
(Angleterre)

Amano (Japon)

Sankyo (Japon)

Shin Nihon (Japon)

Miles (Etats-Unis)

Amano (Japon)Rhizopus sp.

B aci I lus amylo liquefaciens
(Bacillus subtilis)

Neutrase@

Rapidermase@

Proteinase 18@

Protin@

Bioprase@, Nagase@

Rhosyme@

Novo Norsdik @anemark)

Société Rapidase (France)

Associated British Maltsters
(Angletene)

DaiwaKasei (Japon)

Nagase (Japon)

Rohm and llaâs (Etâts-Unis)

B aci I lus I i cheniformi s

B aci I lus thennoprote olyti cas

Alcalase@

Optimase@

Maxatase P@

Termoase@, Thermolysin@

Novo Norsdik (Danemark)

MilesKali-Chemie GmbH
(Allemagne)

Gist Brocades N.V. (Hollande)

Daiwa Kasei (Japon)

Bacillus alcalophilus

Endothia parasitica

Esperase@, Savinase@

Proteases lnutement alcalines

Surecurd@, Suparen@

Novo Norsdik @anemark)

Gist Brocades N.V. (Hollande)

tEzer @tats-Unis)

Mucor miehei Rennilase@

Fromase@

Morcurd@

Novo Norsdik (Danemark)

Gist Brocades N.V. (Hollande)

Plizer @tats-Unis)

Mucor pusillus Marzyme@

Emporase@, Meito rennet@,
Noury lab@

Miles (Etats-Unis)

Meito Sangyo (Japon)
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2r3rl Détergents

Les procédés de buanderies sont destinés à enlever les taches sur les tissus de la façon la plus

simple possible. Dans la plupart des procedés, un agent de lavage est utilisé. Cet agent peut être

constitué d'un ou de plusieurs surfactants, d'agents sequestrantg alcalins et autres. En Europe,

il est commun d'incorporer du peôoratg qui agtt alors comme un agent blanchissant en

libérant du peroryde d'hydrogène à des températures supérieures à 50"C. Dans d'autres pays,

comme bs États-Unis, le blanchiment est obtenu par addition d'agents blanchissants de façon

séparée sous la forme d'hypochlorite après la phase de lavage (souvent au rinçage).

Les tissus deviennent sales lorsqu'ils absorbent des particules ou des solutions des matériaux

qui nous entourent ou qui sont excrétés par le corps. La nature de la saleté est évidemment très

variable mais peut être classée en général comme etant de la terrg de petites particules inertes,

des lipides, des hydrates de carbong des protéines et autres. Dans les procédés de lavage, la

chaleur, les conditions alcalines et la présence de surfactants et d'agents séquestrants vont

dissoudre ou disperser la plupart de ces composés, et les agents blanchissants vont decomposer

les autres particules non-dissoutes. Cependant, les saletés d'origine protéinique ne seront pas

toujours enlevées par ces traitements, et les protéines toujours accrochées aux tissus seront

capables de retenir d'autres composés. En effet, les protéines peuvent coaguler sur les tissus

d'une telle façon qu'elles ne peuvent être dissoutes aux pH uzuels (entre 9,0 et 10,0) des

proces$rs de lavage. Cette coagulation serait causee par le pH alcalfu\ la températurg les

procédés enzymatiques, comme la coagulation du sang et par l'action des agents oxydants

comme le peroryde d'hydrogène formé par les détergents contenant du perborate lorsque

soumis à des températures supérieures à 50"C. Cette dernière action revêt une importance

particulière puisque les taches protéiniques qui ne seront pas enlevées à 50"C précipiteront sur

les tissus et seront d'autant plus diffciles à enlever.

L'utilisation d'enzymes proteolytiques permet de résoudre ce problème. Ainsi, les protéases

hydrolyseront les protéines dissoutes ou coagulées et les composés solubles dégradés seront

facilement rincés hors du tissu. Il est, dès lors, facile de comprendre que ces enzymes

permettent d'enlever les taches de sang même s'il est souvent mentionné que les particules de
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sang sont plutôt rares et qu'il semble superflu d'ajouter des protéases pour cette seule raison.

Néanmoins, les protéases peuvent dissoudre un très nombre d'autres taches qui ne sont pas

nécessairement apparentes mais qui, après plusieurs lavages donneraient des vêtements ayant

une apparence terne. Ces taches incluent les protéines des secrétions corporelles et des

particules de peau, de même que de la nourriture comme le lait, les æufs, la viande, le poissorl

ainsi que le matériel vegétal c,oûrme l'herbe. L'habilité des protéases à enlever ces divers

composés a eté prouvée lors de nombreux tests impliquant à la fois des tissus ordinùes et des

tissus sur lesquels des composes précis ont été appliqués. Ainsi, des tests effectués par les

fabricants de détergents ont clairement démontrés que les protéases sont des composés très

efficaces dans la plupart des procédés de lavage.

En généra[ les enzrymes sont appliquees à l'étape de préJavage où les vêtements sont imbibés

de la solution de détergents à de faibles températures pour une période de temps considérable

avant le lavage final. De cette façon, I'enzyme a suffisamment de temps pour accomplir son

travail et, dès lorg un meilleur résultat est obtenu. Par contre, cette methode requiert de longs

temps de sejour et augmente le risque d'une croissance microbienne à cause des

microorganismes présents dans les vêtements souillés, ce qui donnerait aux vêtements des

odeurs plutôt déplaisantes. Dans une procédure courante en Europe, le lavage consiste en un

préJavage entre 20 et 30"C durant l0 à 12 minutes suivi par un lavage principal où les

éléments sont chaufts à la température désiree (40, 60 ou 95oC selon le tissu) durant une

période de 30 à 60 minutes. De cette façoq les protéases agiront très bien car le préJavage et

le lavage principal à des températures jusqu'à 60'C augmenteront leur activité. Aux États-Unis,

le lavage est souvent accompli en ajoutant de l'eau chaufte entre 50 et 60'C aux vêtements et

on procede au lavage après un refroidissement de l0 à 15 minutes. De cette façoq les

protéases bénéficient de moins de conditions favorables à leur action même si ce traitement

améliore aussi considérablement le traitement des taches protéiniques.

L'action des enzymes protéolytiques est dépendante des autres composantes du détergent.

Ainsi, les agents orydants vont inactiver les proteases rapidement. De même, quelques

surfactants dénatureront les enzymes. Ceci est particulièrement wai pour les surfactants

cationiques alors que les surfactants anioniques seront moins néfastes et les non-ioniques
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n'auront aucun effet sur la stabilité de I'enzyme. De plug la plupart des détergents contiennent

du tripolyphosphate comme agent séquestrant, ce qui implique que les protéases des détergents

ne doivent pas être dépendantes du contenu en Ca2* pour leur stabilité. Enfiq à cause des

risques de pollutiorq d'autres agents sequestrants ont eté proposés conrme I'acide

nitrilotriacetique ou I'acide citrique. Les propriétés de ces agents ne sont en général pas aussi

bonnes que celles du tripolyphosphate, mais il a été démontré, qu'avec ces agents, l'utilisation

des enzymes protéolytiques améliorent I'efficacite du lavage d'une façon significativement plus

grande que lorsque le tripolyphosphate est I'agent sequestrant.

Habituellement le contenu en protéases d'un detergent est de 0,5 yo d'une preparation

contenant 3 Yo d'atzyme protéolytique active. Ainsi, si 5 g de detergent par litre est utilisé, la

concentration en enzymes sera de0,75 ppm. Cette concentration peut sembler très faible mais il

faut se souvenir que l'affnité entre l'enzyme et son substrat est très grande et que I'enzyme est

actifjusqu'à épuisement du substrat.

Les enzymes proteolytiques forment un composé important des detergents depuis plus de 35

ans. Les habitudes de lavage du futur détermineront si les protéases seront encore une option

valable. Cependant, en raison des tendances actuelles à minimiser le contenu en phosphate et à

abaisser les températures de lavage, il est facile de prévoir que I'emploi des enzymes

proteolytiques sera en augmentation dans les compositions lessivielles.

2r3r2 Présuresmicrobiennes

Depuis l'origine de la production de fiomage, les procedés manufacturés ont été adaptés aux

propriétés de la présure de veatr' qui est une enzyme ideale à cette fin. Cette enryme est

facilement disponible dans les communautés agricoles, et elle coagule le lait rapidement à son

pH naturel avec très peu de dégradation subsequente des protéines du lait. Le principal

désavantage relié à l'utilisation de cette enzyme est qu'elle peut être extraite seulement du

quatriàne estomac des veaux non-sewés, une ressource qui se fait de plus en plus rare, car il

n'est pas rentable economiquement de fuer d'aussi jeunes veaux. Les enzymes microbiennes

ont donc été introduites graduellement comme alternative à la présure de veau.
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Les propriétés des trois enrymes microbiennes qui ont obtenu un succès commercial sont

voisines de celles de la présurg mais certaines diftrences sont importantes dans le processus

de fabrication du fromage. Ainsi" le rapport entre I'activité coagulante du lait et l'activité

protéolytique est inferieure dans le cas des enzrymes microbiennes à celle de la présure de veau.

De plus, la variation de I'activité coagulante du lait avec la température, le pH et la

concentration en Ca2* diffère également de la pepsine de veau. En effet, les enrymes

protéolytiques provenant des especes deMucor sont plus dépendantes de la température que la

celles extraites du veau, de même que les proteases de M. pusillus sont plus affectées par la

concentration en Ca2*.

Les protéase s de Mucor se sont avérees excellentes pour la preparation de la plupart des types

de fromage après I'ajustement des techniques de production. Puisqu'il semble important de

réduire la concentration en enzymes durant le procédé, particulièrement quand les enzymes

proviennent deM. Trusillus,il est souvent recommandé d'augmenter le contenu en Ca2* dans le

lait. D'autres modifications dans les techniques de production incluent I'ajustement du

brassage, la réduction du temps et la variation des températures. De plug le type et le dosage

de la culture de départ peut être adapté en fonction des présures microbiennes. Le principal

désavantage des protéases deMucor est la température élevée nécessaire pour son inactivatior\

ce qui a des répercutions importantes dans la fabrication de fromages au lait cru.

Les présures microbiennes, principalement dutypeMucor, couwait en 1978, lÙYo du marché

des présures directement en compétition avec les présures animales. De plus, les présures

microbiennes ont jusqu'à maintenant une position importante comme substitut à la rénnine

même si cette dernière demeure I'option la plus populaire. Par contre, il semble bien

improbable que les présures microbiennes supplantent les preparations animales quoique leur

prix plus faible, leur stabilité de qualité et une disponibilité illimitee feront en sorte d'augmenter

considérablement leur part du marché des prézures.

2r3r3 Tannerie

Dans la tannerig le délainage enzymatique est utilisé depuis le début du siècle et plusieurs

sources microbiennes et méthodes ont été suggérees. Jusqu'à présent, quelques usages limités
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avec les enzymes ont été faits à cette fin car les procédés enzymatiques s'avèrent plus coûteux

et plus difficiles d'utilisation que les methodes chimiques.

La méthode de délainage la plus employee actuellement consiste à effectuer des traitements

avec de la chaux contenant du sulfite de sodium. L'action de délainage est alors rapide et

efrcace e! au même momen! la peau est assouplie à carse de I'effet alcali4 un phénomene qui

rend les manipulations subséquentes plus faciles. Le poil est plus ou moins endommagé durant

ce procédé mais cela n'a guère d'importance puisqu'il a très peu ou pas du tout de valeur

commercial. Cependant, si le poil doit être récupéré, c,omme dans le cas de la laine d'agneau, la

chaux et le sulfite de sodium sont appliqués sur le côté chair de la peau et le poil est alors

relargué sans dommages subsequents.

Par contre, plusieurs désavantages sont associés à l'emploi de ces produits chimiques dont en

premier lieu des impacts majeurs sur la securité des travailleurs et I'environnement. Des

accidents, souvent néfastes, à cause de la formation de sulf.rre d'hydrogène ne sont pas rares,

et en raison de ces circonstances la présence de sulfures dans I'usine rend le travail désagréable.

De même, le traitement des eaux usees issues de ces industries cause de sérieux problèmes. Par

conséquen! l'emploi de méthodes enzymatiques semble une alternative intéressante à tous ces

inconvénients.

Ainsi, des enzymes protéolytiques de tous les types ont la capacité de libérer les poils et la laine

selon les conditions sous lesquelles elles sont actives. Les peatrx peuvent être traitées avec une

solution enzrymatique dans une cuve ou être aspergees sur le côté chair. Puisque la reaction

enzymatique est directement dépendante de la température, il est usuel de chauffer les

charnbres de conditionnement entre 30 et 35'C. Iæs proteases agissent bien à des pH

modérément alcaling conrme celles produites par.B. licheniformls. Une méthode particulière

fait appel à des protéases hautement alcalines provenant d'une espèce de Bacillus en

combinaison avec de la chaux. Dans ce cas, où les pH sont de 12 à 12,5, un délainage

satisfaisant est obtenu.

Dans un procedé typique de ce type, les peaux sont traitees avec de 1,5 à l0 fois leur propre

poids avec un liquide contenant 8 Yo de chaux et 0,1 Yo d'enzymes proteolytiques durant une
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période de 18 à 24 heures à une température de 20 à 30'C.

Après I'enlèvement des poils, les peaux subissent le reverdissage afin de rendre la peau douce

et élastique. Autrefois, des enzymes etaient ajoutees dans ce but aux peaux sous la forme

d'excréments de chiens ou d'oiseaux mais en 1910, Rohm a decouvert qu'il était possible

d'utiliser les enzymes proteolytiques du pancreas en remplacement des produits usuels qui

causaient des problèmes d'odeurs. Le comportement chimique exact qui induit cette

méthodologie n'est pas encore bien défini et le résultat final est encore une question

d'apparence et de texture du cuir ainsi obtenu. Néanmoins, il a été clairement démontré que les

enz,ymes protéolytiques seules peuvent être utilisees dans l'étape de reverdissage. Les détails

associés à cette opératiorq incluant le pI{, la températurg la concentration en enrymes et la

durée, sont fonction de I'expérience et sont développés individuellement par les tanneurs.

Les préparations enzymatiques servant pour le reverdissage peuvent contenir de la trypsine

pancréatique ou des proteases de A. oryzae, B. ænyloliquefaciens ou B. licheniformrs ou un

mélange de ces diftrentes enzymes. La sciure de bois est un ingredient fort populaire dans la

preparation de ces enzJmes puisqu'il facilite I'application des enzymes sur les peaux et la

récupération de ces derniers. Il est néanmoins plus economique d'asperger directement les

pearx avec les solutions enzymatiques. De plus, I'ajout d'enzymes proteolytiques dans I'eau de

lavage favorise I'absorption de l'eau par les peaux ce qui est particulièrement pratique lorsque

des peaux sechees sont utilisees.

Le développement futur de l'enzymologie dans l'industrie du tannage est difrcile à évaluer.

Ainsi, le délainage enzymatique est prêt à utiliser et pourrait même être amélioré mais des

problèmes de dispersion forment présentement une barrière economique. Cependant, l'emploi

d'enzymes dans le reverdissage fera de plus en plus appel aux protéases microbiennes de

préference à la trypsine pancréatique en raison des coûts de fabrication du cuir qui sont à la

hausse.

46



2r3r4 Boulangerie

Les enzymes amylolytiques sont utilisées pour ajuster les propriétés de la farine depuis plus de

50 ans. La source initiale était le malt, mais plus tard les enzymes de l. oryzae ont été

graduellement employees à ces fins. L'objectif principal de ces ajouts est d'aider à la formation

de sucres fermentescibles et ainsi de donner aux levures de meilleures possibilités pour faire

lever la pâte à pain (Aunstrup et al., 1980).

La première preparation fongique utilisee était relativement pauvre en activité amylolytique,

mais plutôt haute en activité protéolytiqug ce qui causa un effet parallèle déplaisant puisque la

protéase attaquait le gluten de la farine et détruisait sa capacite à retenir le dioxide de carbone

produit par les levures. Le pain devenait alors plat et gluant (Reed, 1966). Ce problème a

depuis été résolu par le développement d'amylase fongique contenant peu ou pas du tout de

protéases. Néanmoins, les protéases fongiques ont maintenant trouvé une application de plus

grande importance en boulangerie, soit pour ajuster les proprietés du gluten.

Ainsi, lors de la preparation de la pâte, un mélange mécanique combiné à des périodes de repos

est nécessaire afin de preparer la pâte pour le boulanger et ce à cause du comportement

élastico-visqueux du gluten. En effeq les propriétés du gluten varient constarnment ce qui a un

impact direct sur les qualités de la pâte. Il s'agit d'un inconvénient majeur dans I'industrie

boulangère et il est maintenant usuel d'ajuster les propriétés de la farine avant de commencer à

I'utiliser. Ceci peut être effectué avec des agents orydants qui vont accroître la force du gluteq

en réagissant avec les groupements thiols du gluten et en créant des ponts disulfures, ou par des

agents réducteurs qui auront I'effet oppose. Ces agents peuvent être du bromate, du peroxyde,

du sulfite ou de la cystéine. Cependan! ils sont indésirables dans la nourriture et par

conséquent interdit dans plusieurs pays.

Une autre façon d'affaiblir le gluten à un niveau constant est d'qiouter des protéases et ainsi

d'ajuster la preparation de la pâte selon les proprietés amendées, ce qui implique des temps de

mélange et de repos inferieurs, soit un avantage pour l'industrie boulangère. Les protéases

issues de A. oryme sont les favorites pour ces usages, car elles ont une bonne activité aux pH

usuels de la pâte, soit entre 5,0 et 6,0, et qu'elles sont rapidement inactivées durant la cuisson.
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Les protéases de B. ænyloliquefaciens peuvent aussi être utilisees si la préparation ne contient

pas d'alpha-amylase. Mais, jusqu'à présent, elles sont très peu employées, par conservatisme,

de même que par le fait qu'aux États-Unis seules les proteases de.,4. oryzqe sont autorisées

pour cette usage.

Dans la fabrication de biscuits et de craquelins, la pâte doit être très souple afin de prévenir le

morcellement et le craquement des biscuits lors de la cuisson. Aussi, I'impression précise de

lettres et de décorations, qui sont très coûlmunes dans les biscuits, requièrent une pâte très

souple et très élastique. Dans ce cas, les protéases bactériennes s'avèrent un excellent choix et

particulièrement les proteases neutres. La quantité d'enrymes ajoutée à la farine est

extrêmement faible, soit environ 0,01 ppm de protéine enqymatique active. La plupart des

preparations enzymatiques employées à ces fins sont standardisées à une activité faible avec la

farine.

2r3r1 Brasserie

L'application traditionnelle des proteases dans I'industrie de la brasserie est la protection de la

stabilité colloidale à froid, soit d'empêcher la formation d'un précipite de protéine et de tannine

causé par l'entreposage à froid de la bière. Les protéases bactériennes et fongiques peuvent être

utilisees à cette fin, avec néanmoins une préference envers les enzymes proteolytiques de la

papaye (papaihe) et de I'ananas (broméline). Les protéases microbiennes n'ont pas été utilisées

de façon extensive commercialement à cette fin car, dans plusieurs pays, ces enzymes n'ont pas

encore été approuvées pour cet usage. Par ailleurq elles n'oftaient pas d'avantages supérieures

aux enzymes des plantes.

Aux cours des dernières années (début des années 1980), il y a eu un intérêt croissant afin de

substifuer au malt traditionnel de I'orge cru ou d'accroître les quantites d'adducteurs de

brasserie. Lorsque ces modifications sont effectuées, il devient alors nécessaire d'ajouter des

enrymes microbiennes coûrme I'alpha-amylase afin d'obtenir une fermentation suffisante et du

béta-glucanase microbien pour abaisser la viscosité du magma formé par le complexe orge-

béta-glucose. Par ailleurq I'abaissement de la concentration en malt a un impact negatif sur la

quantite d'acides aminés libres formés durant la fermentation. Il est alors devenu essentiel
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d'introduire une protéase afin de contrer ces effets. Ainsi, la meilleure enzyme commerciale à

cette fin est la métallo-protéase neutre de B. amyloliquefaciens puisque son pH d'activité

ma:<imum est tres proche des pH de brassage, entre 5,0 et 6,0, et qu'elle n'est pas affectee par

la présence des inhibiteurs de proteases de I'orge, qui perturbent les protéases sérines. Cette

métallo-protéase neutre a aussi le très grand avantage d'activer la béta-amylase de I'orge et

donc d'accroître I'activité amylotique lors de la fermentation. De plus, l'addition de protéases

doit toujours être effectuée lorsqu'une grande proportion d'orge est utilisee au broyage, mais

aussi pour compenser les effets d'une preparation de malt ayant une activité protéolytique

faible ou pour accroître la concentration en acides aminés dans le mélange lorsqu'un

pourcentage élevé d'adducteurs de brasserie est ajouté. La quantité de protéinase utilisee en

brasserie est faible, ainsi elle est habituellement inferieure à 0,001 Yo del'orge c,oûlme enzyme

protéinique active ou moins de I ppm de tout le mélange (Aunstrup et al.,1980).

2,3,6 Attendrissement des viandes

Le traitement des viandes avec des protéases pour améliorer ses qualités est une ancienne

pratique dans les pays tropicaux où des ananas frais étaient servis avec les viandes ou bien

celles-ci étaient conservées dans des feuilles de papayer afin que les enzymes protéolytiques de

ces deux plantes puissent les attendrir. Les effets recherchés sont une dégradation primaire des

tissus connecteurs de collagène et d'élasting et la majeure partie de I'action enrymatique

s'efechre dans une gamme de température entre 40 et 60"C.

La papame a eté largement utilisée à cette fin. Ainsi, il est possible de l'appliquer sur la viande

immédiatement avant la preparation ou bien I'enzyme peut être injectee à I'animal juste avant

l'abattage. Ceci est possible, car I'enzyme est alors inoculee sous sa forme oxydee inactivg

laquelle devient active par réduction dans le corps de l'animal. L'eruyme attendrisseur idéal

doit attaquer les tissus connecteurs à de faibles températures et être inactivee à 50"C. Elle doit

aussi avoir une bonne activité aux pH usuels de la viande, soit entre 4,0 et 5,0.

Jusqu'à maintenant, plusieurs essais ont eté effectués afin d'introduire des enzymes

microbienneq bactériennes ou fongiques, pour cette application. Mais aucune des enzymes

utilisées n'a pu être commercialisées avec succrès. L'activité sus-jacente aux tissus connecteurs
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est trop faible, et de plus il n'a pas eté possible de trouver une enzyme microbienne ayant les

mêmes propriétés que la papaihe, soit sa désactivation par orydation et sa réactivation par

réduction (Aunstrup et a1.,1980).

2,3,7 Hydrolyse des protéines

La plus importante application des protéases microbiennes pour la production d'hydrolysats de

protéines, est la fabrication de la sauce soya. Par ailleurs, l'emploi de preparations

protéolytiques commerciales pour l'hydrolyse des protéines est relativement restreint. Ainsr,

elles sont fréquemment utilisées pour changer les propriétés fonctionnelles des protéines et non

pour leur effet hydrolyttque qui résulte en I'obtention d'acides aminés libres. L'objectif de

I'hydrolyse peut être d'abaisser la viscosité, comme dans le traitement des composés solubles

du poissorq ou de rendre la protéine soluble à des pH isoélectriques. Par exemple, le traitement

des protéines de soya ou de la caséine pour faire des produits protéiniques solubles utilisables

pour la preparation de liqueurs douces ou de boissons nourrissantes. Le principal problème à

éviter est la formation de peptides à goûts amers. Ces peptides contiennent habituellement des

résidus d'acides aminés hydrophobes. La quantité formee dépend de la source de protéine et du

degré d'hydrolyse atteint. Généralement, la formation de ces peptides amers peut être évitée si

le degré d'hydrolyse est maintenu très bas comme dans le cas des protéines de soya où il doit

être inferieur à10%. Un autre exemple de I'emploi de I'hydrolyse enzymatique se retrouve

dans le traitement du gluten du maig une protéine avec une très faible rétention en eau. Par

action des protéases, il est possible d'augmenter de façon significative l'absoqption de l'eau par

cette protéine afin de former une suspension homogène.

23,8 Autres applications

À travers les âges, les protéases d'origine microbienne ont eté employees pour une variété

d'applications d'importance économique mineurg coûrme la recupération des sels d'argent en

photographie par hydrolyse de la gélating le dégommage des soieg I'amélioration de la

rectrpération du caoutchouc par la digestion de protéines indésirables dans les peatx de latex et

divers procédés de nettoyage spéciaux comme le nettoyage des membranes pour

l'ultrafiltration ou les instruments médicaux vitaux comme les equipements de dialyse. Aussi,
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2'4

les protéases sont utilisés pour dissoudre les tissus humains lors des autopsies afin d'améliorer

les possibilités de détection d'intoxication ou d'empoisonnement chez les cadawes. Quelques

autres applications mineures existent et en fait les protéases microbiennes représentent des

outils intéressants lorsque I'enlèvement ou la dégradation des protéines sont requis.

Méthodes de production des protéases

Les méthodes de fermentation utilisées pour la production de protéases microbiennes sont

similaires à celles employées pour fabriquer d'autres produits de fermentation. Les methodes

générales sont bien decrites dans la littérature existante sur le zujet et ne feront donc pas I'objet

d'une description détaillee dans le présent ouwage. Cependant, il est nécessùe d'en préciser

certains détails relatifs aux protéases microbiennes.

Ainsi, les méthodes de production de protéases microbiennes ont eté développees en vertu de

trois objectifs principaua soit de minimiser les coûts de productiorl de satisfaire les exigences

du marché en regard aux propriétés catalytiques, à la pureté et la stabilité et enfin de respecter

les nornes des autorités gouvernementales. En généraf la production de protéases

microbiennes n'est pas très compliquee sauf quelques etapes plus sophistiquees.

2,4,1 Fermentation semi-solide

Les proteases issues d'Aspergillus et de M. pusillus sont produites sur des milieux semi-

solides. Dans ces procedéq un mélange de son et d'amidon est humidifié avec une solution

contenant des éléments nutritifs et de l'acide chlorhydrique destiné à assurer I'hydrolyse

partielle de l'amidorq au cours de la stérilisation. La masse humide est disposee en couche

mince sur des plateaux metalliques places dans une étuve à température et humidité contrôlées.

Après stérilisation par la vapeur vive, les plateaux sont ensemencés avec des spores

d'Aspergillus tmtffiii ou Aspergillusflmnts-oryzae. Lorsqutrn mycelium se forme à la surface

des graineg ces derniers sont recouverts de saumure durant plusieurs mois afin de permettre à

la digestion proteolytique de s'accomplir @ose, 196l; Simon et Meunieq 1970). Les

diftrences biochimiques entre les cultures zur milieu semi-solide ou liquide n'ont pas été

étudiées en d&ailg mais plusieurs effets indiquent que ces variations sont profondes et
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fondamentales. Ainsi, il y a une diftrence importante dans la concentration en eau mais aussi le

fait que le mycéliun1 dans le milieu semi-solide, est expose à I'air atmosphérique et peut croître

sans être dérangé sous sa forme naturellg une condition qui lui permet de produire des spores

et des cellules normales en quantite supérieure à celles retrouvées en milieu liquide (Aunstrup

et al., 1980). D'ailleurg de façon générale, en fermentation semi-solide, les quantités

d'enzrymes produites sont supérieures à celles issues de fermentations submergees. Par

exemplg la production d'alpha-amylase de A. oryzae sur milieu semi-solidg s'accompagne

d'une production substantielle de protéases et d'aminopeptidases alors que ces enzymes sont

absentes lors de la production en fermentation liquide.

Les fermentations semi-solides présentent, cependant, un très gand désavantage, puisqu'il

n'est pas possible d'ajouter des éléments nutritifs pendant le processus. Les changements de

pH et les teneurs en hydrate de carbone sont donc predéterminés lorsque le milieu est inoculé.

Par ailleurs, il semble que la fermentation se poursuit de façon beaucoup plus stable quand le

problème de contrôle de l'humidité du milieu est résolu.

De plus, la récupération des enzymes preparées par fermentation semi-solide s'effectue

simplement. Ainsi, les enzymes sont extraites du magma fermenté par addition d'eau etlou de

tampon à un pH pré-déterminé, habituellement dans un système mixte afin d'obtenir une

concentration élevée d'enzymes récupérees. La solution est alors filtré et concentrée par

ultrafiltration ou évaporation et ce concæntré est utilise comme preparation enzymatique après

standardisation et ajout de préservatifs, ou l'enryme est precipitée avec des solvants ou plus

rarement avec des sels.

2r4rT Fermentationliquide

Les protéases issues de M. miehei, E. puasitica et toutes celles du genre Bacillus sont

produites en fermentation liquide. Plusieurs des composantes des milieux de fermentation sont

des produits d'agriculture commun et peu coûteux qui peuvent être obtenus en quantité

appreciable et de qualité uniforme. Ces milieux sont généralement assez concentrés puisqu'une

teneur en matières seches de l0 à 15 % est assez courante. Le contenu en protéines du milieu

de culture est aussi généralement assez élevé. llabituellement, des concentrations élevées en
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acides aminés libres sont à éviteq car leur présence inhibe la formation de protéases.

La consommation des hydrates de carbone durant la fermentation est élevée, et il est courant

d'en ajouter en quantités croissantes afin de garder la concentration basse en tout temps. Il n'y

a pas de donnees sur une possible inhibition de la production de protéases en présence de

grandes quantités d'hydrates de carbone mais il a aé observé que l'utilisation des hydrates de

carbone est meilleure lorsque ce principe d'alimentation est respecté. Les hydrates de carbone

peuvent être utilisés sous forme de glucose, sucrose ou hydrolysat d'amidon. Cependant,

lorsque ce dernier est utilise, son assimilation par,B. amyloliryefaciens est incomplète puisque

ce microorganisme ne produit pas I'enzyme nécessaire à I'hydrolyse complète de l'amidon. Il y

a plusieurs annéeg les farines de poisson étaient fortement recommandées comme source de

protéine pour ces fermentations. Néanmoins, leur utilisation a été graduellement abandonnée

car les odeurs des protéines de poissons etaient transferées au produit enzymatique final, un

défaut particulièrement encombrant dans les preparations lessivielles.

Dans les pratiques commercialeg la composition des milieux est optimisée de façon continuelle

afin de maintenir I'equilibre entre les diftrents composés et, dès lors, de maximiser la

production des microorganismes et de minimiser les quantités de produits inutilisés à la fin de la

fermentation. Cet equilibre est hautement dépendant des interactions entre les diverses souches

de microorganismeg les composants du milieu de culture, l'équipement de fermentation et les

conditions d'opération de la fermentation.

Le temps de fermentation est aussi très important puisque le milieu de culture utilisé pour une

longue fermentation avec une production élevée d'enzymes est diftrent de celui requis pour

une courte fermentation. En fait, il faut toujours se rappeler que l'objectif principal de la

microbiologie industrielle n'est pas d'obtenir la plus grande concentration possible d'enzymes

par unité de masse cellulaire ou la concentration la plus élevee d'enzymes dans le bouillon final,

mais de minimiser les coûts totzux de production tout en maintenant une grande qualité au

niveau du produit désiré (Aunstrup et al.,1980).
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Enfin, les procedés en continu ou en semi-continu pour la production de protéases ne sont pas

des pratiques commerciales courantes, même si certains auteurs ont démontré qu'il était

possible de maintenir des productions élevées de protéases sur de longues périodes de temps

(Jensen, 1972). En effet, il est plus intéressant d'utiliser les procédés en mode cuvée

puisqu'économiquement ils permettent un meilleur épuisement des éléments nutritifs du milieu

de culture par rapport à un procédé en continu ou en semi-continu. L'amélioration des souches

de microorganismes représente aussi une partie importante des travaux effectués dans

I'industrie mais peu de données sont disponibles sur le sujet. Ainsi, il est de notoriété publique

que les souches mutantes asporogènes de Bacillus sont très prisees. Elles sont avantageuses

puisqu'elles donnent de meilleures quantités de protéases comparativement aux souches

sporulantes. De plug elles éliminent les risques de sporulation soudaine qui cause l'arrêt de la

production enzymatique. Par ailleurs, aucun problème de bactériophage n'a eté rapporté dans

la production de protéases.

La formation de sous-produits est souvent problématique dans la fermentation d'enzymeg et

les protéases ne sont pas une exceptiorq même si certaines sont excretées de façon assez pures.

Ainsi, dans le cas de Subtilisin Carlsberg, plus de 60 % des composes protéiniques des

préparations commerciales de base se retrouvent sous la forme de protéases et sans la présence

d'autres enzrymes en quantité appréciable. Avec d'autres espèces de Bacillus, plusieurs

enzymes sont produites en même temps et sont généralement laissees dans les preparations

commerciales. Néanmoins, elles peuvent être supprimees par modiûcation génétique des

microorganismes utilisés. Un exemple réussi de cette sorte de modification est I'enlèvement des

protéases sérines produites par la souche de B. ættyloliquefaciens employee dans la production

de proteases neutres. Cependant, dans d'autres cas, rl a eté impossible jusqu'à maintenant

d'enlever les composés indésirés par la génétique, par exemple, dans le cas de la production de

présure à partir des espèces de Mucor, où la secrétion de protéases est imm#iatement suivie

de celle de lipases, qui doivent être enlevees afin que la preparation puisse être utilisee pour la

fabrication de fromages. Dans ce cas, il semble que la lipase soit particulièrement importante

pour le métabolisme des lipides du microorganisme dont les mutants ne peuvent surviwe sans

cette enzvme.
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Idéalement le bouillon de fermentation à la fin du processus de production dewait être une

solution claire de protéases avec un precipité formé des microorganismes producteurs. En

pratique, le bouillon contiendra souvent lYo de matières cellulaires sèches, 0,1 à 0,5yo

d'enzymes, | à2o/o de résidus d'éléments nutritifs et de composes du milieu de fermentation.

La quantité de protéines enzrymatique basee sur I'addition de protéines peut atteindre l0 %

(Aunstrup et al.,1980).

2r5 Milieux de culfure pour la production de protéases

Les matières premières comptent pour 60 à 80 % du prix de revient dans une production

d'enzymes par fermentation (Arnaud et al., 1993). Les matières premières, qui vont apporter

aux microorganismes leurs éléments nutritifs (energg carbone, az.ote, phosphore, soufre, sels

minéraux, vitamines, etc.) sont donc choisies en fonction des critères suivants :

o Compatibilité avec les réglementations en vigueur dans les pays modernes

en ce qui concerne les normes des produits destinés à I'alimentation:

absence d'antiseptiqueg d'antibiotiqueq de pesticides, de métaux lourds,

etc;

. Approvisionnement stable en quantite et en qualité tout au long de I'année ;

o Coûts aussi peu élevés que possible, y compi'is stockage et transport.

Pratiquement tous les produits régulièrement utilises proviennent des industries agricoles et

alimentaires (Aviron-Violet et al., I 982).

La source d'énergie se trouve dans les hydrates de carbone choisis parmi :

o Des produits nobles tels qu'amidons de maig de cérfules, de pommes de

terre, etc;

o Des sous-produits riches en oligosaccharides. Le lactosérum comporte

environ 80 % de lactose et 10 à 15 oÂ d'az.ote organique. Iæs mélasses, de

canne ou de betteravg dont les qualites varient en fonction de leur origine
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et du procédé mis en æuwe pour les obtenir, contiennent de 35 à 65 Yo de

saccharose et, selon leur nature, de I'acide glutamique et de la betarne.

L'azote est apporté sous forme minérale, sels d'ammoniunl ou organique par des protéines

animales ou végetales: la caséine (13% d'aznte),les farines de poissons, les protéines de

pomme de terrg de coton, d'arachidg dr *jq de mars obtenu à panir des eaux de trempage (3

à 4% d'azote, 20 à 25Yo d'acrde lactique) (Aviron-Violet et al., 1982). Le Tableau 12

présente des compositions typiques de milieux de culture utilisés lors de la production

d' enzymes proteolytiques.

Tableau 12 Milieux de culture utilisés à I'echelle industrielle pour la production de
protéases (composition en g/L)

Protéases deBacîllus (Aunstrup et alrl9SO\

Hydrolysat d'amidon

Lactose

Farine de coton

Levure de bière

Protéine de soja

KzHPOT

MgSO+.HzO

Métaux traces

150

4,3

30

7,2

3,65

4,3

r,25

Protéases fongiques (Iæhmann et aL, 1977)

Amidon de blé

Liqueur de trempage du mais

Farine de soja

Caséine

Gélatine
" Distiller's dried solubles 2 "

NazHPOa

Nitrate de sodium

Chlorure d'ammonium

Sulfate ferreux

30
)

20
12
f

)

2,4

1

I

0,01

Protéases île Mucor (Aunstmp 4 aL, 1980)

Amidon de patates

Farine de soja
" Ground barley 2"

Carbonate de calcium

40

30

100

)
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216 Extraction et purification des protéases

Les enzymes sont actuellement les catalyseurs les plus efficaces et les plus recherchés dans des

domaines extrêmement variés : biocatalyse industrielle (synthèse d'acides aminés, de peptides,

de nucléotides, d'antibiotiques, etc.), technologie alimentaire, applications pharmaceutiques et

cliniques, bioconversion et potentialités énergétiques, etc. Ceci necessite des besoins de plus en

plus élevés en enzrymes de degré de pureté variable selon leurs utilisations. Ces applications ont

été longtemps limitées pour des raisons techniques et economiques ; mais grâce au remarquable

développement des recherches fondamentales en enzymologie et à l'extrême diversité des

méthodes de puriûcations et de contrôle apparues durant ces vingt demières années, cette

situation semble se débloquer (Aviron-Violet et al., L982).

Cependan! dans la majorité des cas, la matière premiere de départ est extrêmement hétérogène

et il est pratiquement impossible d'isoler une molâcule sufEsamment purifiée, en une seule

étape. Il faut faire appel, souvent de manière empiriqug à la combinaison d'un certain nombre

d'opérations successives, adaptees au produit visé et en fonction de contraintes technico-

économiques. Ainsi, il existe toute une panoplie de techniques de separation et de purification

selon les proprietés globales des biomolécules et selon leurs propriétés zurfaciques. La première

catégorie donnera un mélange de molécules possédant des proprietés physico-chimiques très

voisines. Puis, les procedés biospecifiques reposant sur la formation d'un complexe réversible

entre la molécule à purifier et un compose appelé ligand, permettront d'isoler selectivement et

spécifiquement toute molecule possédant une affnité pour ce ligand (Aviron-Violet et al.,

le82).

Dès lors, il est possible de représenter en trois étapes la ligne directrice d'un processus

d'isolement d'une enzyme, selon le stade de pureté recherchee :

liæ etape : L'extraction donnant un mélange de molécules, sous forme

solublg possedant un même comportement physico-chimique ;

Fractionnement du mélange en jouant sur les diftrences de

solubilité pour obtenir une famille moléculaire ;

2ih" étape :
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3ih" étape : Purification par des méthodes physico-chimiques ou

biospecifiques plus fines conduisant à une molécule pure.

Dans la pratique industrielle, le terme " enzymes purifiees " recouwe communément des

preparations enrichies par un simple fractionnement de I'extrait de départ. Les enzymes

peuvent être purifiees par des procédés mecaniques et non-mécaniques. Parmi les procédés

mécaniqueg on retrouve la sonificatiorq la congélation-decongélatiorl le broyage ou agitation

avec des abrasifs, la désintégration à haute pression et l'homogénéisation à haute pression.

Pour les procédés non-mécaniques, il y ala dessicatiorq la lyse chimique et physique et la lyse

enzymatique. Enfirr' il est possible d'extraire les enzymes à l'aide de solvants. Le Tableau 13

résume, d'ailleurs, quelques methodes d'extraction des enzymes (Aviron-Violet et al., 1982).

Tableau 13 Différentes méthodes d'extraction des enzymes (Aviron-Violet et ùr1982)

Méthodes Traitement

Désintégration des tssus et
des particules cellulaires

Extraction avec des
solutions aqueuses

Méthodes speciales
d'extraction

Utilisation de détergents

Extraction par des enzymes

o Mécanique : découpage, hachage, homogénéisation

o Oscillations à haute fréquence : sonification, turmix

e Broyage avec microbilles de verre

o Désintégration et homogénéisation à haute pression

. TemÉrature : choc par le ftoid

. pH : choc alcalin ou acide

o Concentration saline : choc osmotique

o Effets specifiques des substrats

o Par le butanol

o Par l'acétone

r Par des solvants lipidiques

. Congélation - decongélation

o Désoxycholate de sodium, tween 20, teepol XL,
triton X 100, etc.

o Autolyse @rotéolyse, lipolyse)

o Utlisation d'enzymes purifiées (trypsine, lipase, etc.)

La première étape d'une chaîne d'extraction et de purification simple, est d'abaisser la

température du bouillon de culture final à 5"C. Ensuitg les matériaux solides contenus dans le

bouillon sont enlevés par centrifugation et filtration. Des floculants peuvent être ajoutés au
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mélange afin d'améliorer la séparation solide-liquide. La précipitation avec des selg comme le

phosphate de calciunr, dans le bouillon permettra d'enlever les colloides. Cependant,

I'agglomérat ainsi produit est souvent gluant et difrcile à disposer. Dès lors, les agents

floculants utilisés dans le traitement des eaux usées, sont souvent utilises dans la bio-industrie.

Ainsi, divers poly-électolytes et la terre de diatomee sont souvent utilisés pour clarifier les

bouillons de fermentation.

Plusieurs méthodes peuvent être employees pour convertir le bouillon pretraité en produit

enzrymatique commercial.La concentration par évaporation ou par ultratltration est I'une de

ces méthodes. De même, il est important, une fois le produit concentré, d'en préserver la

qualité enzymatiçe par addition de préservatifs, très souvent du chlorure de sodium à une

concentration de l0 à20%. Apres l'addition des préservatifs, l'activité enzymatique est ajustée

aux valeurs spécifiques désirees par des dilutions avec de I'eau contenant aussi des préservatifs.

Dans certains cas, ils est necessaire d'ajouter des stabilisateurs d'enzymes à ces preparations'

Généralement ces stabilisateurs sont sous la forme de sels comme les sels de calcium pour les

métallo-protéases ou de protéines comme la caséine.

Les preparations de protéases sous forme liquide oftent un grand nombre d'avantages puisque

les coûts de fabrication sont bas, la manipulation est facile et les risques associés à la formation

de poussière sont évités. Dans quelques applications, il est cependant préferable d'utiliser des

preparations enzymatiques seches comme dans I'industrie des détergents ou de la boulangerie.

Les preparations enzymatiques seches peuvent être preparees par simple sechage à I'air.

Cependan! les coûts associés à cette pratique sont très élevés et le concentré obtenu doit avoir

le plus haut taux en substance seche. D'autres techniques plus economiques impliquent I'ajout

de diftrents sels qui vont précipiter les enzymes. Il sera ensuite aise de récupérer le produit

enzymatique par filtration ou centrifugation et de le faire secher (Aunstrup et al., 1980). De

plus, afin d'éliminer les risques d'intolérance, les producteurs ont mis au point des produits qui

ne libèrent pas de poussières protéolytiques. Diverses methodes ont eté proposées, basees

essentiellement sur l'enrobage dans des cires. Par exemple, les preparations enzymatiques

utilisées dans I'industrie des detergents produiront moins de 0,5 pg de poussière enzymatique

par kilogramme (Aunstrup et a|.,1980).
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2r7 Standardisation et contrôle de I'activité protéolytique

Les etapes finales dans les procédés de fabrication sont la standardisation de I'activité

enzymatique et l'assurance que les proprietés des preparations rencontrent les spécifications

désirées (Aunstrup et a1.,1980). Ces étapes sont importantes du point de we economique,

technique et securitaire, et le nombre de tests effectuég particulièrement ceux concernant la

securité, sont en pleine croissance.

Les enrymes sont toujours vendues sur la base de leur activité et donc la méthodologie pour

déterminer l'activité enzymatique est d'une importance economique essentielle.

Malheureusement,l'activité protéolytique n'est pas facile à évaluer de façon précise puisque les

substrats protéiniques connus ne sont pas bien définis. La plupart du temps, plusieurs liens

peptidiques diftrents sont hydrolysés et il n'y a aucun moyen de déterminer directement quels

liens et combien ont été hydrolyses. Pour quelques enzymes, des substrats simples bien définis

peuvent être utilisés comme les esters du type benzoyl-arginine ethyl ester pour la

détermination de l'activité de Subtilïsin Cadsberg ou de simples peptides avec un groupe

chromophore conrme Bz-Phe-Vol-fug-p-nitroaniline. Néanmoins, I'emploi de tels systèmes

n'est pas recommandé puisque la contamination par d'autres enzymes, comme les peptidases et

les esterases, peuvent influencer les rézultats et, dès lorq donner une fausse activité.

En général, le principe appliqué pour déterminer I'activité enzymatique d'une preparation

commerciale consiste à traiter un substrat relativement bien défini avec I'enzyme durant un

certain temps, d'inactiver I'enzyme et d'évaluer les produits de la reaction avec une méthode

appropriée. Afin d'obtenir des valeurs comparables pour une enzyme donnée, " I-a

Commission sur les Enzrymes de l'Union Internationale des Biochimistes " a défini l'unité

internationale (UJ.) comme etant la quantité d'enzyme qui catalyse la conversion de I UM de

substrat par minute sous des conditions standardisees de concentration de zubstrat, de pH

optimunq d'absence d'inhibiteur et de présence d'activateurs. De plus, pour éviter les écarts

dans la définition des unités, il est habituel d'utiliser une preparation standard de l'enzyme en

question comme réference. Le standard de réference est alors analysé en comparaison avec

chaque cuvée d'enzymes produites. Cependant, cette définition ne s'applique pas dans le cas de
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la plupart des enzymes conrmercialles puisque les methodes utilisees ne rassemblent pas

I'ensemble des conditions decrites ci-dessus. Dès lors, les producteurs d'enzrymes et les

utilsateurs s'entendent sur des methodes qui rencontrent les besoins de I'utilisateur. Dans la

plupart des cas,. les tests enzymatiques sont choisis par le manufacturier plutôt que par

l'utilisateur. La pureté enzymatique sera vérifiee par la mesure de I'activité specifique de

I'enzyme (activité biologique/poids en protéines). Celle-ci doit être constante pendant une

période raisonnable et être aussi forte que possible. À ceh" il faut donner des informations sur

les activités des enzrymes contaminantes exprimées en Yo de l'activité spécifique de I'enzyme

" pure " (Aviron-Violetet al.,1982).

Pour les protéases, les tests d'activité proteolytique sont effectués avec les zubstrats suivants;

poudre de cuir, azocoll, viande crug poudre de lait, caséine, azocaséing N'-diméthylcaséine,

gélatine, aceryl-gélatine, hémoglobinq peptone et peptide. Les produits de I'hydrolyse

protéolytique sont déterminés par la précipitation des protéines hydrolysées avec de I'acide

trichloroacétique et en mesurant I'absorption ultraviolet ù275 mn conrme dans la méthode de

Anson (1939). Puisque les acides aminés aromatiques sont souvent responsables pour la plus

grande partie de I'absorption à I'ultraviolet, les résultats sont habituellement reliés à la quantité

de tyrosine dissoute.

2r8 Procédés brevetés de production de proteass alcalines

Plusieurs brevets ont été deposes afin de protéger des procedés de production de protéases

alcalines. La présente section résume un ensemble de brevets importants dans ce domaine

technologique.

2,8,1 Brevet américain no.3 838 009

o Fukumoto J., Takarazuk4 Yamamoto T., Amagasaki et Tsuru D. (1974)

Process for producing detergent resisting alkakine protease.

Le milieu de culfure doit contenir une source de caôone del'amte et d'autres nutriments sous

diftrentes formes afin que Bacillus licheniformls puisse croître. l,es sources de carbone

peuvent être des hydrates de cartone comme I'amidorq la dextrine, le sucre de canne, le
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lactose, le maltose, le dextrose, le fiuctose, la mélasse, etc. Les sources d'azote peuvent être les

sels d'ammoniunç I'urée, le peptong les extraits de viande, I'acide casaminé, la liqueur de

trempage du mars, la farine de soya" la casdure, le son de ble, etc. De plus, de I'extrait de levure,

de la levure seche, des vitamineg etc. peuvent être ajoutés au milieu de fermentation, de même

que des sels inorganiques conrme les sels de phophate et de magnésiunr, les sels de calciunr, les

sels de potassiurrl les sels de sodiunq les sels feneu4 les sels de manganèse, de ànc, etc. La

température optimum de fermentation se situe entre25 et 40"C alors que le pH optimum est de

5,5 à 8,5. Le temps de fermentation est de 20 à 72 heures.

Les protéases alcalines produites par cette methode peuvent être precipitées et concentrées par

addition de solvants organiques conrme l'acétone et I'alcool dans une proportion de 50 à 65 yo

(v/v), ou par ajout de sels conrme le sulfate d'ammoniunr, le chlorure de calcium ou le chlorure

de sodium en proportion de 40 àL 70% (vlv). Les protéases peuvent être purifiees par les

méthodes usuelles comme I'adsorption et la désorption, ou par des résines echangeuses d'ions,

etc.

Les auteurs du brevet ont comparé quatre souches bactériennes qu'ils ont fait croître selon

diftrentes conditions. Le Tableau 14 résume les résultats obtenus selon les conditions

opératoires testees pour ces quatre souches bactériennes.

Tableau 14 Résumé des résultets obtenus parFukumoto 4 uI (1974)

Exemple I Exemple2 Exemple 3 Exemple 4

Souche Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis

numéroATCC 21415 21416 21417 21418

milieudec'ultwe 5%farine&soya l%gluæse I %glucose l%gluoose

3%&xEtute 5 %amidon 5 %amidon 5 %amidon

l% (N}I4)H2PO4 I % exfait de soya I % exûait de soya I % extrait de soya

0,03% KCI 0,5 % (NII4)H2PO4 0,5 % (NI{4)H2PO4 0,5 % (N}Ir)HzPOa

0,02%MgSOa 0,05 %MgSOa 0,05 %MgSOa 0,05 %MgSOc

Activité enzymatique 7,18

(U.I.imL) (50 h)

5,53 4,42 3,87

(40 h)
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2r8r2 Brevet américain no.3748233

o Viccaro J.P. (1973) Alkaline protease, method for its productioq and

detergent composition.

Cette invention relate la production de proteases alcalines à I'aide de Bacillus lichenifurmis

ATCC 21424. Le milieu de culture utilisé consiste en I à 4Yo de protéineq de I à l7Yo de

glucose et quelques zuppléments minéraux afin de permettre une croissance du

microorganisme. La production mildmale d'enzymes est atteinte à un pH de7,6. La plupart de

l'activité enzymatique se retrouve dans le surnageant après centrifugation. L'enzyme peut alors

être récupéree par les methodes conventionnelles. Néanmoing dans une procédure

préferentielle, un sel de calciurq comme I'acétate de calciurq est ajouté au milieu de culture

avant la centrifugation. Le surnageant de la centrifugation contient alors 98 Yo de I'activité

enzrymatique totale retrouvée dans le bouillon de culture. Par la suitq l'enzyme peut être

récupérée par ajout de ll3 de volume d'acetone à 2"C au sumageant de centrifugation. Le

précipité ainsi formé est alors enlevé par centrifugation. De I'acetone supplémentaire est ajouté

au surnageant jusqu'à ce qu'une saturation de75Yo dans le fluide soit atteinte. La suspension

est alors maintenue à une température de -20'C durant trois heures. Le precipité est récupéré et

séché sous vide. La protéase alcaline peut alors être utilisé comme un ingredient actif dans les

compositions enzymatiques pour les détergents à des niveaux variants entre 0,02 et 0,l0Yo de

la poudre lessivielle. L'activité est déterminee en unités glycine (U.G.) et une unité

internationale (U.I.) equivaut à I 551 unités glycines. Lorsque I'enzyme est diluee cinq fois

avec du phosphate de sodiunq son activité est d'environ I 300 unités glycine/mg (1 300 / | 551

:0,838 U.I./mg). Le Tableau 15 résume les rézultats obtenus selon les conditions opératoires.
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Tableau L5 Résumé des résultats obtenus par Viccaro (1973)

Exemple 1 Exemple 2

Souche

numéroATCC

milieude cultue

Activité enzymatique avant
extraction et purification

(U.I./mL)

B aci I lu s li ch e n iformi s

21424

6 %glucose

2 % exnait de soja

A,04/oC:iC,lz

0,O2Yoio,dgC,l2

13,35

(48 h)

B ac i I lu s I i che niformi s

21424

3 Yode gluoose

1%exbaitdesoya

0,040ÂCztclz

0,2Yo&Ie,{fLgCb

I 1,15

(48 h)

2,8,3 Brevet américain no.3 576719

o Murao S. (1971) Alkaline proteinase.

Ce brevet décrit la production d'une protéase alcaline avec une souche de Bacillus subtilis.

Cette protéinase est particulière puisqu'elle atteint son ma:<imum d'activité à pH I1,0 et qu'elle

retient pratiquement toute son activité même lorsque maintenue durant l0 minutes entre 60 et

65'C. Elle est stable durant 20 heures à 30"C à des pH entre 8,0 et 12,0 mais est inactivee à

50% à pH 7,0 pour la même période et la même température. De plug elle ne perd pas son

activité lorsque conservée à 5oC durant 24 heures dans un tampon borate à pH 8,5.

La souche utilisee est Bacillus wbtilis ATCC 21225 et elle est inoculee dans un milieu de

fermentation contenant des sources complexes de caôone et d'azote, et de préference des

protéines animales ou végétales digérees. Le milieu de choix contient du polypeptong des

farines de poissorq du CaClz, et de la farine de soja. De pluq I'incorporation d'amidon

hydrolyse (dexrine) accroît les quantités d'en4ymes de 25 fois. Des conditions aérobies sont

nécessaires de même que des températures entre 30 et 33"C durant 48 à 96 heures. La

récupération des enrymes s'effectre en ajustant le pH entre 9,0 et 10,0 avec l0 % d'hydroxyde

d'ammoniunr" et en ajoutant du sulfate d'ammonium jusqu'à une saturation de 50%. I-e

mélange est maintenu à 5"C durant 16 heures. Le precipité est alors enlevé par filtration ou

centrifugation. L'ajout de l/10 de volume de tampon borate ô (tampon borate ô : I partie lW5
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d'acide borique, I partie i:|l'f4/.�20 de chlorure de sodiunq I partie W20 de borate de sodiunr"

diluée en I partie de tampon par 9 parties d'eau distillee) par volume de bouillon de culture à

pH entre 8,5 et 9,5 avec l0 % d'hydroxyde d'ammonium permet d'enlever les solides restants

dans le sumageant par une centrifugation à 14 000 x g. Le nouveau surnageant est maintenu

durant 1 à 2 heures à température ambiante puis refroidit à 5'C durant 16 heures. Les cristaux

d'enzymes sont alors recupéres et lavés avec le tampon borate D. Les cristaux peuvent être

séchés sous vide. Le Tableau 16 rézume les principaux résultats obtenus par Murao (1971).

Tableau 16 Résumé des résultats obtenus par Murao (1971)

Exemple I Exemple 2

Souche

numéro ATCC

milieu de c-ultue

Activite enzymatique avant
extraction et puification

(U.I./mL)

Bacillus strbtilis

21228

l% exb:ait de poisson

l%peptone

0,3%NaCl

4,00

(18-22 h)

Bacillus subtilis

21228

l% extrait de soya

1olo peptone

0,3%NaCl

27,50

(e6 h)

2,8,4 Brevet américain no.4A52262

o Horikoshi K. et Ikeda Y. (tg77)Preparation of an alkaline protease

Les protéases alcalines de cette invention sont produites par les souches Bacillus subtilis

ATCC 21522, Bacillus subtilis ATCC 21536 et Bacillus subtilis ATCC 21537. Ils existent

deux milieux de culture principaux. Le premier contient cornme source de carbone du glucose,

de l'amidon, de la dextrine, du maltose ou du fructose et comme source d'aznte, de I'extrait de

lewreg du peptone ou de I'extrait de mais. Des sels inorganiques conrme le carbonate de

potassiurq le carbonate de sodium ou le bicarbonate de sodium sont également ajoutés. Le

second milieu de cultures est caractérise par l'élimination du glucose et de I'amidon et

l'utilisation de sels inorganiques à base de carbonate. Dans les deux cas le pH de départ est

ajusté à 7,0.
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