République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou
Faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques

Département de Biochimie et Microbiologie

:3%

Mémoire de fin d’étude
En vue de I’obtention de diplome de Master
Filiére : Science alimentaire
Spécialité : Biochimie de la nutrition

Theme

Recherche bibliographique sur les données

recentes d’utilisation des enzymes en agro-
alimentaire

Travail réalise par :
M''® KANA Djouher
M'® LOUNICI Ghania
Soutenu le 02 octobre 2023

Devant le jury :

Présidente : M™ ZENNIAS. MCA Université Mouloud Mammeri
Examinatrice : M™ SENANI N. MCA Université Mouloud Mammeri
Promoteur : Mr BARIZ K. MCA Université Mouloud Mammeri

Année universitaire 2022/2023




¥
o>
2

)
"

(=

( Nous tenons a exprimer notre profonde gratitude a notre promoteur monsieur BARIZ.K pour

z

Nos remerciements les plus sincéres aux membres du jury qui nous ont fait honneur de juger

Remerciements ;

Nous tenons tout d'abord et avant tout a remercier "ALLAH" de tout puissant qui nous a
données durant toutes ces années le courage, la volonté, la patience et la foi en nous pour
arriver a ce jour.

T B MCCRIVE P

avoir encadré notre mémoire.

ITam

mon travail plus précisément pour Mme ZENNIA.S présidente du Jury et pour Mme :
SENANI.N, examinatrice. o




Dédicace

- Je dédie ce mémoire a mes chers parents ma mére et mon pere pour leur amour, leur
encouragement et leur soutien tout au long de mes études, que Allah les bénisse.

A mon frere Younes ainsi que sa merveilleuse femme Marwa
A mon frere M henni
A mes cheres sceurs Meriem et Safia.
A ma famille, mes proches qui m’ont toujours encouragé

A mes amis, qui m’ont accompagné tout au long de ces années et a tous ceux que j’aime

A ma bindme Ghania et tous ceux qui me sont chers.

Djouher




Dédicace

1/ J'ai le grand plaisir de dédier ce modeste travail a mes chers parents qui est sacrifié.
/ leur vie pour notre réussite, j'espére qu'un jour je pourrai leurs rendre un peu de ce
gu'ils ont fait pour moi, que dieu leur préte bonheur et longue vie.

)

A ma trés belle chers soeur « Djamila », qui m’a beaucoup encouragée a aller de
I’avant, je te dis aujourd’hui grand merci sceurette.

o A mes trés chers fréres « Ghiles et Youcef »
A tous les membres de ma famille
A mes trés chers amis
je dédie ce travail a tous ceux qui participé a ma réussite

® v v
Enfin, je remercie mon bindbme qui a contribué a la réalisation de ce modeste travail. « [

N

¥ ,°

Vi

Ghania

e
s




Sommaire

Liste des figures
Liste des tableaux

Liste des abréviations
INtrOdUCTION GENEFAIE.........eiiiieiiee e 01

Chapitre | Geénéralités sur les enzymes

L HIStOrIQUE AES BNZYIMES......eiiiieiiceie ettt ettt et ste et esbeesaesseesteenesraeareeneens 03
P ) i oV o] o PP 03
3.ONIQINE AES BNZYIMES ...ttt ettt b ettt e b nn et b enes 03
4. Nomenclature et classification des eNZYMES............ccevverieiieeieeie e 04
5. Proprietés 08S EBNZYIMES .......oiieiieiieiee it ete s ee et ste et e e et e e sreente s e raenbeaneesnaennas 05
6. Spécificité de ’activité enzymatique................ccooceieriiieniiiine e 06
7. Marché mondial des BNZYIMES.........ccciiiiiiiiieee e 07
8. IMPOrtanCe dES BNZYIMES ........eciuiiie ettt sre e s reesre e nraennas 08
9. IMmOoDbilisation deS ENZYMES ........c.ciieiiicieciece e nas 08
10.Contrdle de I'activité enzymatique dans les aliment...........cccccoceovininniniieneicnne 09
11 AMELIOration deS BNZYIMES ......coiuiiieiirieieeeierie ettt sne s 10
12.Les enzymes eX0genes €t ENAOGENES ......ccvcvuveieiiieiieiie s se e se e sre e e 10

Chapitre Il Application des enzymes dans I’industrie agro-alimentaire

I IS o] 0] (5= LTSS 13
I B ) 0 11 4o o SRS 13
1.2. Classification des ProtEASES .........ccciiieiiierieiie ittt sra e 13
1.3. OFigine dES PIOLEASES .....ecviiverieiiiieieieete sttt ettt sbe e nesne e 15
1.4, Mode d?aCtION ........cccooiiiiee et 17
1.5. Production de ProtEaSE ..........cccueiuieiieiieiie et s e et ae et sre e sra e 18
1.6. Application des protéases dans I’industrie agro-alimentaire ............c.cc.cccoue.e. 19

1.6.1. Dans Pindustrie [aitiere ...........cccoooo it 19
1.6.2. Dans [a DOUIANGETIE ........coiiiiee e 19
1.6.3. Dans ’industrie de la DIEre..........cooviiiiiiiiieee e 19
1.6.4. Dans la fabrication de produits d SOJa........cccccvveiviieiieiiieeiie e 20
1.6.5. Dans la synthése de ’aspartame ................c.cccooeiiiiiiiinic 20

1.6.6. Caractéristiques et application d'une nouvelle protéase EK4-1 adaptée au

froid et tolérante au sel produite par une bactérie arctique Mesonia algues K4-1 ....20



Sommaire

A S o T 1] = TSR 22
FZ2 R i T T o] o SO 22
2.2. OFIgiNe AES PECTINASES .......eivieiieiieieierieste sttt ettt b e bbb 22
2.3. STrUCTUIE deS PECLINASES. ... .eeveieeeiiieie ettt e e ste et e e sre e e e ns 23
2.4. Classification des PECTINASES .........uciuiiieieeieiie e ns 23
2.5. M0de d’ACHIOM ........ooiiiiiiiic e e e e e e b raeaeans 24
2.6. Application des pectinases en I’industrie agro-alimentaire .............ccccccocevee. 24

2.6.1. Dans la transformation des fruits et IéQUMES .........cccevvevievi e 24
2.6.2. Dans 1a VINITICATION .........cciiiiiiieie e 25
2.6.3. Dans la fermentation du café et du thé.............cooiiiiiiiiii e, 25
2.6.4. Dans Pextraction d’huile ...................ccco oo 26

3. LS CRIUIASES ...ttt ettt b e enes 26
K T0 O - T T o] o OSSR 26
3.2. 0rigine des CellUIASES ..o 27
3.3. Structure des CellUIASES ..o 28
3.4. Classification des CElIUIASES ..........ccoviiiiiiiiiieieee e 29
3.5. Caractéristique des enzymes CellUlOlYtIQUES...........ccooveiririiniieneiecne e 30
3.6. Mode A ACHIOMN ........oooviieiiiee e 31
3.7. Production de CellUIASse .........ccooviiiiiiiii e 32
3.8. Application des cellulases en I’industrie agro-alimentaire.............c..cccccccevenenn. 33

3.8.1. Dans I’industrie du ViD............cccoooiiiiiiii e 33
3.8.2. Dans I’extraction d'huile d'0OlIVE ..., 34
3.8.3. Dans I’extraction de CaroténoideS...........ccccvvevveiiiiicie e 34
3.8.4. Dans ’industrie des jus de fruits ................cccoooiiiiiiiii, 34

4. AIPNE-AMYIASE ...t 35
O I = T T o] o BSOS PRSP 35
4.2. Origine des a-aMYIASES ......ccoiiiiiiiiiieieieie et 35
4.3. Classification des a-amylases .........cccoririiiiiiiiie e 37
4.4. Caracteristiques et STFUCTUIE .........ooiiiiiiieieee e 38
4.5. Mode d’ACHIOMN .........ooeiieiiiiie e a e 39
4.6. Production de @-amylasesS........cccouiiiiiiiiiiieieie e 39

4.7. Application des alpha-amylases dans I’industrie agro-alimentaire................... 41



Sommaire

4.7.1. Dans la panifiCation............ccccoveiiiieiie i 41
4.7.2. Dans la liquéfaction de ’amidon et saccharification .................................. 42
4.7.3. Dans la valorisation des déchets agro-alimentaire..............ccoccocevvneninenen. 42

T TS T TSRS 43
TR B i T o] o SO PPR 43
5.2. OFIgINE AES HPASES ....c.vetiitiiiieiieeeiet ettt bbb 43
5.3. STrUCTUIe desS [IP@SES.......uiiieiiiieitiee et ns 44
5.4. Caractéristique des lIPASES ......ccccceviiiieiieie e 45
9.5, MOde d’ACLION ........vvviiiiiiiii e 45
5.6. Production des HPASES ........cuuieiiiieieriesie sttt 45
5.7. Amélioration de la production de 1a lipase .........cccccceveeviiieiicvieece e 46
5.8. Application des lipases dans I’industrie agro-alimentaire..............cc.ccocovevrennnn. 46
5.8.1. Dans Pindustrie laitiere ............cccoi i 47
5.8.2. Dans ’industrie des graisses et des huiles..................ccccooiiiiiiiiiinns 49
5.8.3. Dans la transformation du thé ............c.ccoiiiiiiiei e 49
5.8.4. Dans ’industrie de la viande et du poisson...............ccccocccevviiiiiiieniiieniinnns 50
5.8.5. Lipase utilisée comme biocapteur dans ’industrie alimentaire.................. 51
5.8.6. Dans la transformation des ceufs...................ccco o 52

B. LES XYIANASES........eeiveeieeie ettt ettt ettt e e e et et eenreer e e e ns 52
CTB O - T T o] o SR 52
6.2. Origine des XYIANASES .......ccuiiiieieieieiie sttt 53
6.3. STruCture des XYIanaSseS.......cceiveiiiiiiiiese et 53
6.4. Classification des XYIaNaSeS ...........cccveveiieiiiiieiiesie e 53
6.5. Caractéristiques des XYIanNaSES .........ccovierriiiiireiee e 55
6.6. Production des XYIanaSseS ...........cceiiiiriiiriiieieieee et 55
6.7. Stabilité de 1a XYIAN@SES ......cc.ccoveiieiicieceee e 56
6.8. Application des Xylanases dans I’industrie agro-alimentaire.................c.c....... 57
6.8.1. Dans 1a DOUIANGETIE ......c.oeeiie e 57
6.8.2. Dans la Clarification des jus de fruits .........ccccooeriiiiiiiniiice s 58

7. GlUCOSE-0XYUASE ....veeiereeiie ittt ettt e e et e et e e ae e e b e e be e e teesreeabeeanees 58

T L DAFINITION ..ot e e e e e et e e e e e e e e aaens 58



Sommaire

7.2. Origine de glUCOSE-OXYUASE .....cveiveeiiieieiiesieeie e se e e et e sae e sre e sneenns 58
7.3. Structure de glUCOSE-OXYUASE ........cveiiriiiiiiiniieieeieee et 59
7.4. Caractéristiques et production de la glucose 0Xydase...........ccocevrererereneneieniennnn. 60
17.5. MOOE d’ACHION...........ooiiiieiic et e et rs 60
11.7.6. Application de la glucose oxydase dans I'industrie agro-alimentaire .............. 62
CONCIUSION GENETAIE ... et 66

Références bibliographiques

Résumé



Sommaire




Liste des figures

Figure 01 : Schéma du mécanisme d’action d’une enzyme ............ccocvevvereeresreeseesieenenns 07
Figure 02 : Diagramme représentant la répartition d'enzymes selon la source.................. 08
Figure 03 : ENZYMe ProteOlYHIQUE.........covi ittt 13
Figure 04 : Structure tridimensionnelle d’une enzyme de pPectinase ...........cccceceevervrnnnns 23

Figure 05 : Mode de dégradation de la pectine par différentes pectinases. (A)
Polygalacturonase (B) pectine estérase (C) pecting Iyase ..........cccveveieerierieieiesesie e 24

Figure 06 : (A) : lllustration représentant les différents domaines dans la structure 3D des

CRIUIBSES ..o s 39

Figure 07 : Hydrolyse de la cellulose par les trois types de cellulases : I'endoglucanase, la

Cellobiohydrolase et 1a B-QIUCOSIAASE ........coveiuiiiiiiiriieiieieie e 32
Figure 08 : Structure tridimensionnelle d’une enzyme alpha-amylase..............cc.ccocvvvnens 39
Figure 09 : Structure de lipase MICrODIENNE. ... 44
Figure 10 : Structure tridimensionnelle d’une enzyme de Xylanase ..........cccocevvrervrennnns 53
Figure 11 : La structure de la glucose oxydase du penicillium amagasakiense................. 59

Figure 12 : Représentation du mécanisme d'action de la glucose oxydase dans I'oxydation du

glucose en d -gluCoNO-3-1aCtONE...........coviiiiii s 62



Liste des tableaux

Tableau I : Sources des prinCipales ENZYMES ........cccvevvviieeieeieiiee e 04
Tableau Il : principales classes d’enzymes dans le systéme CE .........cccccooeveiiniiinnnnnn 05
Tableau 111 : Stabilité au pH de Certaines BNZYMES ........ccoeiereireierieenene e 10
Tableau 1V : Quelques especes de levures productrices de la protéase..........c.ccoceveevruenns 18
Tableau V : Certaines bactéries cellulolytiques et 1eurs SOUICeS .........cccevvevverieeneerieseene. 29
Tableau VI : Caractéristiques des enzymes cellulolytiques .........cccccevvevveieiieiecce e, 32
Tableau VII : Sources animales de la production de l'a-amylase...........cccceevviveirciieseenne. 37
Tableau V111 : Sources de I'a-amylase chez les plantes ..., 38

Tableau IX : Production de xylanase par des souches bactériennes............ccoceeevevevriennns 57



Liste des abréviations

ADAMs: A Disintegrin and metalloprotéines.
AGPI : Acides Gras Polyinsaturés.

ALC : Acide Linoléique Conjugué.

AW : Activité d’eau.

CAGR : Taux de Croissance Annuel Composé.
EC : Enzyme Commission.

FML : Fermentation Submergée (Liquide).
FMS(SSF) : Fermentation a I’état solide.
Ox-Red : Oxydation-Réduction.

PH : Potentiel d’Hydrogéne.

Pl : Point Isoélectrique.

UIBMB : I'Union Internationale de Biochimie et de Biologie Moléculaire.

VIH-1 : Virus de I'lmmunodéficience Humaine.



Introduction générale

P —




Les enzymes sont définies comme des molécules organiques d'origine protéique,
congu pour catalyser des réactions biochimiques. lls sont essentiellement constitués de deux
parties : la partie protéines est appelée apoenzyme et la partie non protéique est appelée
cofacteur (peut-étre un ion métallique) ou coenzyme (molécule organique). Le procéde de
catalyse résulte la spécificité des enzymes qui considérée comme principale caractéristique
(MOTTA et al.,2023).

Les enzymes jouent un rdle important dans l'industrie alimentaire, tant dans les
produits traditionnels que dans les nouveaux produits (Binod et al, 2019). Elles peuvent
améliorer ou modifier les aliments et des composantes alimentaires. Leur utilisation dans les
aliments traditionnels est un processus ancien. Cependant, & mesure que la biotechnologie
s'est développée au fil des années, elles jouent un réle important dans la transformation et la
production des aliments, permettant des avantages dans de nombreux processus industriels,
notamment la modification de la composition, du got et de I'odeur des aliments (Collados et
al., 2020). L’industries alimentaire utilise principalement trois sources : les micro-organismes,
de plantes ou de tissus animaux (Ray et al., 2016 ; Ahmad et al., 2018), les enzymes sont
utilisées dans les produits laitiers, la boulangerie, et des boissons telles que des jus de fruits,
du vin et de la biére (Guerrand,2018 ; Taheri-Kavrani et al., 2021).

L'intérét de I'industrie agroalimentaire pour les enzymes vient de la recherche
constante d'aliments a longue durée de conservation, en plus a la recherche de réduction des
déchets et a améliorer la qualité des produits, transformer les matieres premieres en produit
principal ou agir comme additifs pour modifier les propriétés souhaitées telles que la saveur,
la texture etc... (Singh et al. 2016 Sanroman et Dave, 2017 ; Yushkova et al., 2019 ; Bilal et
Igbal, 2020).

Ainsi, des recherches ont été menées pour explorer les enzymes qui contribuent a la
qualité et a la stabilité des aliments. De plus, plusieurs études ont exploré 1’inactivation des
enzymes qui peuvent accélérer des processus indésirables tels que la dégradation des aliments.
Ces derniers peuvent étre affectées par des facteurs tels que le pH, l'activité de l'eau et la
température (MOTTA et al.,2023).

Objectif de travail

Dans ce travail, nous allons parler sur les enzymes et leur application en industrie agro-

alimentaire.
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Chapitre | Généralités sur les enzymes

. Généralités sur les enzymes
1.Historique des enzymes

Les enzymes font partie de la vie quotidienne de nombreuses civilisations. Le terme
"enzyme" a été utilisé pour la premiére fois par le physiologiste allemand Wilhelm Kdihne
en 1878 pour décrire la capacité de la levure a produire de I'alcool a partir de sucre. Bien
que la fin du XIXe siécle et le début du XXe siecle aient vu de grands progres dans
I’extraction, la caractérisation et [’utilisation commerciales de nombreuses enzymes,

(Robinson,2015).
2.Définition des enzymes

Les enzymes également appelées biocatalyseurs, sont une classe de Protéines a haute

spécificité et d’efficacité catalytique dans les cellules vivantes (Tan et al., 2019).

Apres des millions d'années d'évolution, ces macro- molécules sont capables de réaliser des
taches biochimiques trés spécifiques. Certaines enzymes sont congues par la nature pour
fabriquer des composés chimiques, tandis que d’autres ont un réle dans la modification ou la

décomposition de ces composés (Charnock et McCleary, 2005).

Elles sont trés spécifiques a la fois dans leurs réactions catalytiques et dans leur sélection de
réactifs appelés substrats, ces molécules présentes toutes les propriétés d’une protéine, Ses

dénaturants peuvent entrainer une perte totale de I'activité catalytique (Bhatia, 2018).
3. Origine des enzymes

Les enzymes sont présentes dans tous les organismes vivants, y compris les bactéries,

les champignons, les animaux, les plantes et les humains. (Nigam, 2013).

Les premieres enzymes microbiennes ont été découvertes au XXe siécle, et depuis
lors, des techniques pour leur isolement, leur caractérisation, leur production dans différents
types de bioréacteurs et leur application dans la bioindustrie ont toutes été développées. Les
caractéristiques spécifiques de ces enzymes représentent leur activité dans des conditions de

culture défavorables, notamment celles liées a la température et au pH (Nigam, 2013).
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Tableau I : Sources des principales enzymes (Subin, 2016).

Amylases
Pectinases
Protéases
"papaine,
bromélaine™

Protéases
""chymosine,
trypsine,
pepsine,
lysozyme™

Lipases

Cellulases
Pectinases
Pullulanases

Céréales, pomme de terre,
kiwi, papaye, pomme,
ananas

Végetales

Caillettes de veau Pancréas
bovin et porcin Caillette
bovine Blanc d'ceuf de
poule L'eesophage de
chévre et d'agneau, de
caillettes de veau et de
pancréas de porc

Animales

Aspergillus niger
Pénicillium fréquentans
Bacillus acidopollulyticus

Microorganismes :
champignons
bactéries, levures

4.Nomenclature et classification des enzymes

La fabrication du
pain, le brassage de la
biére et la production

de jus de fruits.
L'attendrissement de
la viande et
I'nydrolyse des
protéines animales,
laitieres et végétales.

Rehausser le golt
dans l'industrie
fromagére. Empécher
la détérioration des
aliments

Fermentation des
produits laitiers.
Fermentation des
vins. La
transformation du
sucre en alcool qui se
produit dans le vin.

La classification des enzymes suit la nomenclature CE (Enzyme Commission). Les

enzymes sont classées selon la réaction catalytique, ont été divisées en six catégories :

Oxydoréductases, transférases, hydrolases, lyases, isomérases et ligase. En Aodt 2018, une

septieme classe d'enzymes comprenant des translocases a été inclus dans le classement

géneral du CE. Les enzymes jouent un role essentiel dans plusieurs processus, notamment le

métabolisme, l'expression des genes, la division cellulaire et les réactions importantes du

systeme immunitaire. lls sont employés par l'industrie des biotechnologies et la médecine

diagnostique (Vandenberghe et al.,2020).
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La classification des séquences d’enzymes et structures a été soutenue par des modeéles
évolutifs et biophysiques, ce qui a permis la connaissance de séquence et similitude

structurelle. Le numéro d’EC, est composé de quatre (4) chiffres :

- Premier nombre indique la classe de I'enzyme ;

- Deuxiéme nombre donne la sous-classe ;

- Troisieme numéro indique la sous-sous-classe ;

- Quatrieme numéro est le numéro de série de I'enzyme dans sa sous-sous-classe ;

Tableau Il : principales classes d’enzymes dans le systéme CE (Singh et al.,2016 ;
Vandenberghe et al. ;2020).

Oxydoréductases Oxydases, oxygénases, Oxydation /réduction
Peroxydases
Transférases Transaminases, Transfert des groupes d’atomes
méthyltransférases d’une molécule a une autre
Hydrolases Protéases, amylases, Clivage hydrolytique des liaisons
lipases, phosphatases
Lyases Hydratases, déshydratases, Clivage non hydrolytique par
décarboxylases réaction d’élimination ou
d’addition
Isomérases Epimérases,racémases Transfert de groupe d’une
position a une autre dans une
molécule
Ligases Synthétases, ligases, Jonction de deux molécules
Carboxylase
Translocases Transporteur de type Translocation d’ions ou de
ABC molécules a travers les

membranes cellulaires

5.Propriétés des enzymes

Les enzymes sont des catalyseurs aux propriétés exceptionnelles (haute activité,
sélectivité et spécificité) qui permettent de réaliser les processus chimiques les plus
complexes dans les conditions expérimentales et environnementales les plus favorables.
(Simpson et al., 2012).

A ce jour, les propriétés des enzymes présentes sur le marché ont limité leur utilisation

dans certains procedés industriels. En fait, les enzymes ne sont actives que dans une trés petite
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plage de température ou de pH. Elles sont inactivées par une température élevée, la présence
de solvants ou des concentrations de sel inappropriées. De plus, les réactions chimiques
industrielles impliquent souvent des substrats distincts des substrats naturels qui sont
transformés par des enzymes dans les cellules vivantes. L'enjeu aujourdhui est donc de
découvrir des enzymes répondant tres précisément aux contraintes technico-économiques des
procedés biocatalytiques industriels modernes : enzymes plus stables (résistance aux solvants,
au température), plus actives (gain de temps, rendement), plus sélectives (chiralité, pureté et
élimination des sous-produits), ou catalysant des réactions que les enzymes actuelles ne

peuvent pas réaliser (Lefévre et al., 2002).

7

1.6.Spécificité de I’activité enzymatique

La réaction enzymatique se déroule schématiquement en deux étapes : La premiere
étape permet lI'immobilisation du substrats (S, la molécule a convertir) sur I'enzyme, et la
deuxiéme étape catalyse la conversion du substrat en composé P (le produit de la réaction)
(Cano et al.,2007).

Le groupe d'acides aminés impliqués dans la liaison au substrat et la catalyse est
appelé le «site actif de I'enzyme » est n'‘occupe qu'environ 5% de la surface de I'enzyme.
Etant donné que de nombreuses réactions sont réversibles, les produits de réaction peuvent

étre des substrats pour d’autres sens de réaction (Cano et al.,2007).

Deux principaux types de spécificité sont distingués :la spécificité de réaction et la spécificité

de substrat.

> La spécificité de substrat : correspond au fait qu’une enzyme fixe et convertit
certains substrats plutot que d’autres.
> La spécificité de réaction : correspond au fait que les enzymes catalysent certaines

réactions chimiques et pas d’autres.

Ainsi, les enzymes peuvent ouvrir des voies métaboliques en dirigeant le métabolisme
des substrats le long des cascades de réaction, compromettant d’autres réactions métaboliques
pour les mémes substrats. Notez que la spécificité de la réaction n’est pas aussi étroite que la

spécificité du substrat (Cano et al.,2007).

Cette double action de fixation du substrat est de catalyse a permis 1’introduction du
concept de spécificité enzymatique, qui a conduit a la classification actuelle des enzymes
(Cano et al.,2007).
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/ Substrates \

Figure 01 : Schéma du mécanisme d’action d’une enzyme (Smith et Pharm., 2019).
I.7.Marché mondial des enzymes

Un récent rapport de Research and Markets sur les enzymes industrielles a revélé que
le marché mondial des enzymes industrielles était évalué a 10,0 milliards USD en 2019 et
devrait atteindre 14,7 milliards de USD d'ici 2025. Le marché des enzymes est divisé en
segments (micro- organismes, plantes et animaux). Il a été estimé que le segment des
microorganismes représenterait la plus grande part du marché des enzymes car ils sont la
principale source en raison des propriétés biochimiques (nature active et stable et leur capacité

a dégrader divers substrats complexes comme sources d’énergie plus utiles) (Market Analysis
Report, 2020).

®  Plantes 8.33%

“  Animaux 5.55%

B Micro-organismes 86.11%

Figure 02 : Diagramme représentant la répartition d'enzymes selon la source (Market
Analysis Report, 2020).
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8.Importance des enzymes

Les enzymes sont des molécules trés importantes pour des écosystémes et des
organismes entiers sur tous les étres sensibles. Aucune opération cellulaire ne peut se faire
sans eux ; ils sont utilisés dans de nombreuses industries, notamment la boulangerie (amylase
de Peénicillium xpansum), fabrication de fromage (lipase de Penicillium camemberti) (El-
Gendi et al.2022), ils sont également tres utiles pour la santé humaine (enzymes digestives
comme l'amylase et les protéases de Penicillium. (Glover-Bondeau, 2020), et préparer la
nourriture pour animal (cellulase Penicillium simplissium) (Mukesh et al., 2018). Pour les
plantes, ils pour la transformation des fruits et légumes (par exemple Aspergillus sp) (Simon
et al., 2005).

9.Immobilisation des enzymes

C’est le processus technologique d'immobilisation d'une enzyme sur ou dans un support
solide pour produire un systeme enzymatique immobilisé hétérogéne. Les formes
immobilisées des enzymes imitent les schémas naturels des cellules vivantes, la plupart des
enzymes étant liées aux structures cellulaires du cytosquelette, des membranes et des

organites (Homaei et al., 2013).

e Supports d’immobilisation

La biocatalyse d'enzymes immobilisées fait I'objet de recherches depuis des décennies
car elle répond aux exigences du développement durable. Cette approche fournit également
une base théorique pour diverses applications d’enzymes immobilisées (Liu et al., 2020).

Par conséquent, le criblage d’inhibiteurs d’enzymes constitue une direction de développement
prometteuse dans les applications récentes des enzymes immobilisées. Dans ce processus, le
soutien a I’immobilisation des enzymes joue un role clé. Les supports les plus couramment

utilisés sont donc les nanofibres et les polymeéres (Liu et al., 2020).

Le principal motif de I’immobilisation des enzymes a toujours été d’augmenter leurs
performances. Ceci peut étre realisé en augmentant l'activité, la stéréoselectivité ou la
stabilité, I'enzyme sous une forme physique appropriée permettant de la recupérer en fin de
biotransformation et de la réutiliser. Cela conduit a une réduction du co(t du produit final en

réduisant la contribution au co(t du biocatalyseur (Federsel et al., 2011).
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Une enzyme immobilisée permet une fermentation moindre ou une séparation plus
facile du produit ou une qualité de produit supérieure avec moins d'étapes de traitement.
Récemment, I'immobilisation enzymatique a été examinée par plusieurs auteurs et constitue

un bon point de départ pour évaluer les développements récents (Federsel et al., 2011).

De maniére générale, deux thémes principaux peuvent étre identifiés. La premiere
consiste a développer de nouveaux supports, et cela peut inclure des supports solides qui n‘ont
pas éeté utilisés pour lI'immobilisation des enzymes ou des supports existants qui ont été
appliqués d’une autre maniére, le deuxiéme sujet concerne I’intégration de 1’immobilisation
d’enzymes avec des technologies biocatalytiques avancées en développement rapide (Federsel
et al., 2011). Cela inclut I’ingénierie des protéines, la biocatalyse en flux et les réactions en
plusieurs étapes dans lesquelles les processus de biotransformation séquentiels imitent la
biosynthése (Federsel et al., 2011).

10.Controéle de I'activité enzymatique dans les aliments

L'effet des enzymes dans les aliments n'est pas toujours souhaitable. Par exemple, la
poursuite de l'activité enzymatique dans les aliments aprés leur utilisation pour obtenir la

conversion souhaitée peut compromettre la qualité des aliments (Simpson et al., 2012).

La présence naturelle de certaines enzymes dans les matiéres agricoles peut provoquer
des changements indésirables dans les aliments (par exemple perte de couleur, taches brunes
et rancissement) et I'action de certaines enzymes (par exemple histidine décarboxylases) a des
effets négatifs sur la qualité des aliments, les histidine décarboxylases peuvent produire des
substances toxiques dans les composés alimentaires (amines biogenes) et d'autres enzymes
(par exemple la thiaminase et I'acide ascorbique oxydase) peuvent agir pour détruire des
composants alimentaires importants (par exemple les vitamines B1 et C). Par conséquent, il
est nécessaire de controler lI'activité enzymatique des aliments pour éviter les éventuels effets

indésirables qu'ils provoquent dans ces produits (Simpson et al., 2012).

Plusieurs facteurs sont connus pour influencer la fonction et le comportement des
enzymes dans les aliments. Ces facteurs comprennent la température, le pH selon le tableau
06, l'activité de I'eau (Aw) et les produits chimiques (inhibiteurs, agents chélatants et agents
réducteurs) et sont utilisés par les technologues et les fabricants alimentaires pour développer
ou améliorer les procédures de surveillance de I'activité enzymatique alimentaire (Simpson et
al., 2012).



Chapitre | Généralités sur les enzymes

Tableau I11 : Stabilité au pH de certaines enzymes (Simpson et al., 2012).

Pepsine 1.5
Amylase de malt 4.5-5.0
Lipase gastrique 4.0-5.0

Lipase pancréatique 8.0
Maltase 6.5
Catalase 7.0
Trypsine 8.0
Invertase 4.5

11.Amélioration des enzymes

L'utilisation d'enzymes dans I'industrie nécessite plusieurs améliorations pour
permettre I'obtention d'enzymes spécifiques a haute activité et haute enantiosélectivité
pour des substrats complexes afin de réduire les colts et les délais de production
(Sreiner et Schwab, 2012). Cette amélioration se fait a l'aide de deux techniques :

Une approche combinatoire de la conception rationnelle des biocatalyseurs existants et
de la recherche des fonctions souhaitées dans des bibliothéques générées aléatoirement
(Adrio et Demain, 2014).

Une approche hybride appelée « conception semi-rationnelle » a été développée qui
combine les deux approches précédentes. D'autres problemes pouvant survenir
incluent de manque de stabilité a long terme, rendant difficile la récupération et la
réutilisation de I'enzyme. Ces contraintes peuvent généralement étre surmontées en

immobilisant I'enzyme sur un support (Porteretal.,2016).

12.Les enzymes exogenes et endogenes

Les enzymes utilisées dans les aliments sont divisées en deux catégories : les enzymes

exogenes et les enzymes endogenes (Gomes et al., 2018).

Les enzymes exogenes sont celles qui sont intentionnellement ajoutées a un aliment ou

a une matiére premiére pour provoquer un changement souhaité. Dans ce contexte, la

compréhension des facteurs affectant I'activité enzymatique est cruciale pour atteindre une

10
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plus grande efficacité et un moindre colt (Damodaran et Parkine, 2017 ; Lajolo et
Mercadante, 2017).

Selon Ordonez et al. (2005) et Fernandes (2016) ont suggéré qu'il existe plusieurs
raisons a l'incorporation d'enzymes exogeénes dans les aliments. Le premier fait référence a la
possibilité d'analyser des propriétés uniques des aliments, en remplagant les techniques de
purification extrémement complexes par la possibilité de détecter de trés petites quantités de
composants, par exemple en utilisant des biocapteurs pour la détection de plusieurs analytes.
De plus, grace a la recherche avancée en nanotechnologie, les biocapteurs a base de
nanozyme, peuvent étre utilisés pour détecter les contaminants biologiques, tels que les agents
pathogenes et les biotoxines, qui peuvent compromettre la qualité et la sécurité alimentaire.
L'aflatoxine B1 (AFB1), un métabolite secondaire des especes d'Aspergillus, contamine
couramment les cultures céréalieres, en particulier le riz, les noix et le mais, et est responsable
de multiples épidémies I'aflatoxicose feetale dans le monde. (Wang et Gunasekaran, 2020 ;
Alvarado-Ramirez et al., 2021).

La deuxieme raison est le role des enzymes en tant qu'indicateurs. Un exemple tres
courant dans l'industrie alimentaire est I'utilisation de la catalase pour déterminer la qualité du
lait (Kaushal et al., 2018).

La raison finale et la plus importante pour l'utilisation d'enzymes exogeénes est que le
produit final fonctionnera comme prévu et présentera des caractéristiques suffisantes, car les
enzymes agissent pour améliorer les attributs sensoriels et d'autres facteurs tels que la
digestibilité, la viscosité et la tendreté. A titre d'exemple trés courant dans I'industrie de la
viande, l'incorporation d'enzymes exogeénes protéolytiques dans les produits carnés dans des
conditions contrélées peut réduire la dureté et améliorer la qualité de la sensation en bouche
des produits carnés (Madhusankha et Thilakarathna, 2021).

D'autre part, les enzymes endogénes sont naturellement présentes dans les aliments
(cellulesttissus) et peuvent avoir des effets a la fois souhaités et indésirables. Les enzymes de
ce type peuvent étre utilisées pour modifier les propriétés des produits végétaux post-récolte
et modifier le tissu animal, la couleur, I'aréme, la texture et la valeur nutritionnelle d'une
gamme de produits alimentaires. Cependant, les enzymes endogenes peuvent entrainer une
dégradation nutritionnelle et sensorielle des aliments (Ordonez et al., 2005 ; Okafor et al.,
2019).

11
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I. Application des enzymes dans I’industrie agro-alimentaire
1. Protéases
1.1. Définition

Les enzymes protéolytiques (protéases ou protéinases) appartiennent a la classe des
enzymes hydrolytiques. En fait, ces enzymes catalysent la protéolyse a des sites tres
spécifiques en clivant la liaison peptidique qui relie deux acides aminés dans la chaine
peptidique et sont produites a la fois de maniére extracellulaire et intracellulaire (Kumar et
al., 2008).

Les enzymes protéolytiques sont présentes dans tous les organismes vivants et
contribuent a la croissance et a la différenciation cellulaire. Les micro-organismes se sont
révelés étre une source efficace et peu colteuse de protéases, fournissant un
approvisionnement continu en produits souhaités. Les protéases sont largement utilisées dans

divers domaines industriels (Sharma et al., 2019).

N-terminale C-terminale

Acide aminé
du site actif

Acide aminé du
site catalvtique

Figure 03 : Enzyme protéolytique (Holliday et al., 2012).
1.2. Classification des protéases

Les protéases sont classées en protéases acides, neutres et alcalines selon la plage de

pH a la quelle leur activité est optimale (Kumar et al., 2008).

Ils sont également divisés en deux groupes selon le site d'action :
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* Les exopeptidases : agissent uniquement sur les liaisons peptidiques présentes aux
extrémités des chaines peptidiques. Ces exopeptidases sont classées en aminopeptidases et
carboxypeptidases, respectivement, selon la nature de leurs extrémités N- ou C-terminales
(Kumar et al., 2008).

* Les endopeptidases : elles sont caractérisées par des actions spécifiques au sein de la
chaine peptidique. La plupart des enzymes utilisées industriellement sont des

endopeptidases (Kumar et al., 2008).

Ce clivage correspond a une réaction chimique de type hydrolyse, permettant aux
molécules d'eau de rompre les liaisons covalentes (Rogers et Overall, 2013). Cependant, le
mécanisme d'action de ces enzymes a conduit a une nouvelle classification selon leurs sites
catalytiques, aboutissant a cinq familles distinctes chez les mammiferes (Badgujar, 2010 ;
Seidah et Prat, 2012) : les métalloprotéases, les protéases a cystéine, les protéases a

thréonine, les protéases aspartiques, et finalement les protéases a thréonine et de type serine.
= Meétalloprotéases

Caractérisé par la présence d'ions métalliques au niveau du site actif, cette famille se
divise en deux sous-groupes selon le site catalytique : les MMP (métallo protéases
matricielles) composées d'ions zinc sont impliquées dans la dégradation de la matrice
extracellulaire et l'inflammation (Khokha et al., 2013) ; les ADAMs (A Disintegrin and
métalloprotéines) est impliquée dans les protéines transmembranaires et sécrétées et régule la

migration et I'adhésion cellulaire (Edwards et al., 2008).
= Protéases a cystéine

Les cathepsines, les caspases et la papaine jouent principalement un réle dans
I'apoptose et la dégradation lysosomale dans le cytoplasme. Leur activité dépend du pH
(Vermaet al., 2016).

= Protéases a thréonine

Il 'y a une thréonine au centre de sa triade catalytique. Ce résidu nucléophile est
essentiel pour la premiére étape de la catalyse, car il attaque le substrat pour former un

intermédiaire, qui passe ensuite a la deuxiéme étape de I'hydrolyse (Klein et al., 2018).
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= Protéases aspartique

La rénine, les cathepsines D et E constituent la famille de protéases la moins
abondante. L'activité de cette famille favorise un environnement acide, mais dans certains cas,
comme l'aspartyl protéase du VIH-1 (virus de l'immunodéficience humaine), un

environnement neutre est requis (Durand, 2019).
= Protéases a sérine

Elle représente environ 1 % de toutes les protéines. Elle se divise en deux sous-
familles principales : les trypsines chymotrypsine et les subtilisés (Seidah et Prat, 2012). Ces
deux sous-familles utilisent la méme triade catalytique [sérine (Ser), histidine (His) et résidus
d’acide aspartique (Asp)], mais différent par la configuration de la structure secondaire du
module catalytique (Durand, 2019).

La sous-famille des subtilases tire son nom de son homologie de séquence avec la
triade catalytique de la subtilisine bactérienne de Bacillus subtilis (Durand, 2019). Plus de 200
subtilases sont actuellement répertoriées et regroupées en six familles (subtilisines,
thermitases, protéinase K, pyrolysines, peptidases antibiotiques et kexines) en fonction de leur
homologie de séquence. Les proprotéines convertases sont des exemples de protéases a sérine

protéases appartenant a la sous-famille des subtilases (Durand, 2019).
1.3. Origine des protéases

La distribution généralisée des protéases dans les plantes, les animaux et les micro-
organismes indique que ces enzymes sont essentielles a la survie des organismes, les
protéases jouent des rdles physiologiques importants dans différents processus biologiques
(Raimi et al., 2010).

Le marché des enzymes industrielles a considérablement augmenté dans les années
1960, lors que la protéase alcaline a été commercialisée pour la premiere fois pour étre

utilisée dans les détergents (Dos Santos Aguilar et Sato, 2018).
e Protéases d’origine animale

La plupart des protéases animales sont synthétisées sous forme de précurseurs parle
pancréas et peuvent étre activées de maniére auto catalytique dans des conditions définies
(Lakba et Soucha., 2015). Les protéases d'origine animale sont utilisées dans l'industrie

alimentaire (par exemple la présure) ou en médecine (par exemple la trypsine et la
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chymotrypsine). Ces derniers sont synthétisés sous forme de précurseurs inactifs (Genckal
et Tari, 2004).

e Protéases d’origine végétale

Les enzymes protéolytiques végetales sont impliquées dans des processus
physiologiques clés tels que la photo inhibition, la photo morphogenése des graines et la
sénescence (Dhillon et al., 2017). La papaine, la bromélaine, les cardosines, les cynarases et

la ficin représentent certaines des protéases dérivées de plantes (Bhunia et al., 2014).

Les protéases d'origine végétale trouvent des applications dans les industries
alimentaires et détergentes (Gaur et al., 2010).

e Protéases d’origine microbienne

L'incapacité des proteéases végétales et animales a répondre aux demandes de
I'industrie a conduit a un intérét accru pour les protéases microbiennes (Gaur et al., 2010).
Ces derniers sont issus de la fermentation de diverses bactéries, levures et champignons, et
comme ces peptides sont sécrétés dans un bouillon liquide, ils représentent environ 40 %

des ventes mondiales totales d'enzymes (Gimenes et al., 2019).

De plus, les micro-organismes industriels sont attractifs pour plusieurs raisons,
notamment des taux de croissance élevés entrainant des temps de fermentation courts, leur
capacité a sécréter des protéines dans I'environnement extracellulaire (Dos Santos Aguilar et
Sato, 2018).

— Protéases des bactéries

Les souches bactériennes les plus importantes pour la production de protéases sont
les espéces de Bacillus (Ward et al., 2009). Il s'agit essentiellement de subtilisine ou
subtilase, une protéase produite par Bacillus subtilis et certains genres apparentés
(Belmesikh, 2011). Il est treés stable et résiste tres bien a I'action des détergents. De plus, il
est naturellement excrété dans I'environnement, ce qui facilite sa purification (Loudjani et
Belmerabet, 2016).

Les bactéries du lait, en particulier Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas
putida, produisent des métalloproteases, utilisées particulierement pour la coagulation du
lait et lI'affinage des fromages, et des protéases extracellulaires produites par Streptococcus
lactis (Loudjani et Belmerabet, 2016).
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— Protéases des moisissures

Les enzymes fongiques représentent 40 % du marché mondial des enzymes
industrielles. Ces dernieres années, des tentatives sont été faites pour produire différents
types de protéases par SMF en utilisant plusieurs types de substrats différents. Un grand
nombre de souches fongiques ont été utilisées pour produire des protéases appartenant aux
genres Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Mucor, Humicola, Thermoascus, Thermomold,
etc. (Lakba et Soucha, 2015).

— Protéases des levures

Différentes levures produisent des enzymes protéolytiques (tableau 04),
principalement Saccharomyces, Rhodotorula, Candida, Debaryomyces. Saccharomyces
cerevisiae produit trois types de protéases : les aspartyl protéases, les sérine protéases et les
métalloprotéases. L'activité protéolytique de ces genres est particulierement utile pour

I'affinage des fromages (Loudjani et Belmerabet, 2016).

Tableau IV : Quelques especes de levures productrices de la protéase.

Saccharomyces Cerevisiae P. intracellulaires Léger, (2020)
Bayanus P. exocellulaires Younes, (2012)
Candida Albicans P. exocellulaires Kurtzman, (2011)
Buinensis Protéase De Araljo Viana et
al., (2010)
Metschnikowia Pulcherrima P. aspartique Parapouli et al., 2010
Aureobasidium Pullulans Protease Chi et al., (2007)

1. 4. Mode d’action des protéases

Le mode d'action des protéases varie selon la nature du site actif, bien qu'elles
partagent toutes le méme principe de base. Le processus catalytique peut étre résumé en

trois étapes (Boureghid et Brachene, 2016).
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v Dans les deux premieres étapes, I'enzyme déforme la liaison peptidique et augmente
la polarité du groupe carbonyle, ce qui favorise son attaque nucléophile, conduisant
a la formation d'une liaison covalente transitoire entre le fragment carbonyle du
substrat et I'enzyme et la libération d'un autre morceau (le premier produit) des
protons sont générés a partir de protons donnés par des résidus d'enzymes.
(Boureghid et Brachene, 2016).

v' Dans la troisieme étape, une nouvelle substitution nucléophile de I'OH" de la
molécule d'eau se produit et libere le deuxiéeme produit de la réaction, dans lequel le
site actif de I'enzyme est régénéré par des protons (a partir de H20) (Boureghid et
Brachene, 2016).

1. 5. Production de protéase

Actuellement, les protéases microbiennes sont produites par fermentation a I'état
solide (SMS) et fermentation submergée (SML) (Contesini et al., 2018 ; Razzaq et al.,
2019 ; dos Santos Aguilar et Sato 2018).

En général, les protéases sont produites par fermentation submergée (MLF), qui
représente pres de 90 % de toute la production industrielle d'enzymes (Hoélker et al., 2004).
Pour atteindre une production maximale d'enzymes, chaque souche microbienne a ses
propres exigences nutritionnelles et physico-chimiques. Par conséquent, il n'y a pas de
conditions culturelles et environnementales claires (Kasana et al., 2011 ; Contrera Gimenes
et al., 2019). Il existe plusieurs micro-organismes producteurs d'enzymes protéolytiques,
mais l'attention a été limitée a ceux qui ont des rendements significatifs et des
caractéristiques appropriées, de sorte que les conditions optimales pour la croissance
microbienne ne se traduisent pas nécessairement par de bons rendements (Kasana et al.,
2011).

La physiologie des milieux solides est la principale différence entre le FMS et le
FML pour la production d'enzymes, c'est-a-dire que les enzymes du FMS qui ne sont pas
sécrétées dans le milieu (enzymes intracellulaires) peuvent étre sécrétées dans le FML
(enzymes extracellulaires). Ainsi, les difféerences moléculaires dans I'expression des génes
biosynthétiques ont un impact direct sur la productivité des enzymes, conduisant a la
production et a la sécrétion de différentes protéases (Barrios-Gonzalez, 2012). Afin de

trouver les conditions optimales pour la production d'enzymes protéolytiques, de
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nombreuses sources de substrats ont été étudiées, de bons rendements sont obtenus lorsque
les sources souhaitées d'hydrates de carbone, de protéines et de minéraux nécessaires a la
croissance des micro-organismes et a la production de protéases sont présentes (Mukhtar et
Hag., 2013).Par exemple, les dechets de tomates peuvent étre utilisés comme source de
carbone ou d'azote pour la production de protéases par Aspergillus oryzae (boukhalfa-
lezzar, 2015).

1.6. Application des protéases dans I’industrie agro-alimentaire

Les protéases sont considérées comme I'un des groupes d'enzymes les plus
importants dans l'industrie des enzymes et ont diverses applications dans différentes
industries (Mamo et Assefa, 2018).

1.6.1. Dans l'industrie laitiére

La principale application de la protéase acide est la production de fromage dans
I'industrie laitiere. Le role principal des protéases acides dans la production de fromage est
d'hydrolyser des liaisons peptidiques spécifiques pour générer de la para caséine et des

macro peptides, permettant ainsi la coagulation du lait (Mamo et Assefa, 2018).
1.6.2. Dans I'industrie de la boulangerie

La farine de blé est le composant principal du processus de boulangerie. 1l contient
une protéine insoluble appelée "gluten" qui régule les propriétés de la pate. Des endo- et
exoprotéases ont été utilisées pour améliorer le gluten de blé grace a une protéolyse limitée.
De plus, les protéases aspartiques fongiques sont également largement utilisées dans la
production d'assaisonnements alimentaires et I'amélioration des aliments riches en protéines

tels que le pain et les aliments apparentés (Mamo et Assefa, 2018).
1.6.3. Dans I’industrie de la biére

Lors du brassage de la biere, les protéines et les polyphénols extraits des tissus
vegetaux interagissent et créent un trouble. La formation de trouble est un probléme majeur
dans la production de biere car elle affecte la qualité du produit final. Celles-ci incluent
I'hydrolyse des protéines indésirables lors des opérations de finition pour obtenir une biere

de bonne qualité (Mamo et Assefa, 2018).
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1.6.4. Dans la fabrication de produit a base de soja

Les protéases neutres et alcalines sont utilisées de puis long temps dans la
préparation de sauce soja et d'autres produits a base de soja. La modification de la protéine
de soja par la protéase contribue a améliorer ses propriétés fonctionnelles. Ainsi, le
traitement de ces protéines par une protéase alcaline a pH 8 a permis le développement
d'’hydrolysats de protéines solubles aux propriétés nutritionnelles trés intéressantes. Ces
hydrolysats sont utilisés comme additifs protéiques dans les jus de fruits et les boissons a

base de jus ainsi que dans les formulations d'aliments diététiques (Lakba et Soucha, 2015).
1.6.5. Dans la synthése de I’aspartame

Bien que les protéases soient des hydrolases, elles peuvent parfois aussi catalyser la
réaction inverse. Une préparation de thermolysine de Bacillus pyrolyticum a été utilisée
pour synthétiser de l'aspartame (un édulcorant faible en calories) a partir de I'acide L-
aspartique et de I'ester méthylique de L-phénylalanine dans certaines conditions
cinétiqguement controlées. Il est produit industriellement par Toya Soda (Japon) (Leisola et
al., 2001, Belmessikh, 2011, Zemmouri et Zemouri, 2017).

1.6.6. Caracteristiques et application d'une nouvelle protéase EK4-1 adaptée au froid et

tolérante au sel produite par une bactérie arctique Mesonia algues K4-1

Jusqu'a présent, il existe 273 familles d'enzymes protéolytiques différentes dans la
base de données MEROPS. La plupart de ces protéines sont d'origine microbienne (Rawlings
et al., 2018). Les protéases microbiennes jouent non seulement un réle important dans les
processus métaboliques cellulaires, mais sont également une source importante de protéases

industrielles.

IIs représentent environ les deux tiers de toutes les ventes d'enzymes dans le monde
(Kasana et al.,, 2011) et sont tres appréciés dans les industries des détergents, de la
transformation des aliments, de la production daliments pour animaux, de la synthese
peptidique, de la transformation du cuir et de la biodégradation. Cependant, il existe encore
certaines limitations pour I'application industrielle des protéases commerciales, telles qu'une
faible activité enzymatique a basse température, faible tolérance au sel, faible résistance aux
réactifs chimiques, site de clivage unique, prix élevé, etc. Par conséquent, trouver et
développer de nouvelles protéases qui résistent a une ou plusieurs conditions extrémes reste
un défi (Wang et al., 2008).
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Les protéases adaptées au froid sont une classe d'enzymes qui peuvent catalyser avec
une grande efficacité a basse température (optimum inférieur a 40 °C) et restent généralement
actives a 0 °C (Wang et al., 2008). La plupart des protéases adaptées au froid sont produites
par des microorganismes adaptés au froid, température de croissance optimale de ces micro-
organismes est d'environ 15°C, et ils peuvent survivre a 0°C et méme a -20°C (Chakrabarty et
al., 2019). Ces micro-organismes vivent genéralement dans les profondeurs marines et les
pbles Arctique et Sud, ainsi que dans les refrigérateurs, les entrepdts frigorifiques et autres

environnements artificiels a basse température (Margesin et al.,2019).

Les protéases extracellulaires produites par des micro-organismes adaptés au froid
présentent également des propriétés typiques de tolérance au froid, telles qu'une activité
catalytique plus élevée a basse température, une température catalytique optimale plus basse
et une thermosensibilité plus élevée, leur permettant de s'adapter aux milieux de vie froids
(Marx et al., 2007).

Au cours des trois derniéres décennies, une attention croissante a eté accordée a
I'utilisation de micro-organismes adaptés au froid et de leurs protéases adaptées au froid
extracellulaires sécrétées. Hao et al. Ont découvert qu'une protéase adaptée au froid purifiée a
partir de Pseudomonas aeruginosa HY1215 présentait une stabilité précieuse contre les
tensioactifs et les agents de blanchiment disponibles dans le commerce, qui peut étre évaluée
comme une enzyme détergente de lavage a froid (Hao et al., 2015). He et al. Ont montré que
la bactérie des profondeurs marines Pseudoaltermonas sp SM9913 peut améliorer la saveur
de la viande congelée mieux que les protéases mésophiles en fournissant une saveur

supplémentaire et en libérant des acides aminés essentiels (Lui et al., 2004).

La protéase adaptée au froid présentait des avantages incomparables par rapport a la
protéase mésophile dans les industries alimentaires, cosmétiques, de traitement des déchets,
pharmaceutiques et autres, et avait de bonnes perspectives d'application ; il est donc
nécessaire d'explorer et de développer de nouvelles protéases adaptées au froid (Huan et al.,
2019).

L'algue Mésonia K4-1 est une bactérie modérément halophile et psychrophile isolée de
I'océan Arctique. Pour s'adapter au milieu marin polaire particulier, I'algue Mesonia K4-1
synthétise un grand nombre d'exopolysaccharides et sécréte différentes familles
d'exoprotéases adaptées au froid (Huan et al., 2019). Le genre Mesonia a été créé par

Nedashkovskaya et al. L'algue Mesonia est utilisée comme espece modéle, qui appartient au
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phylum Bacteroidetes Flavobacteriaceae. En juillet 2022, le genre Mesonia se compose
actuellement de 10 espéces avec des noms publiés valides (Park et al., 2022). Dans cette
étude, la principale protéase extracellulaire EK4-1 sécrétée par I'algue Mesonia K4-1 a été
isolée et purifiée, et ses caractéristiques d'adaptation au froid et de tolérance au sel ont été
analysées en fonction de la composition en acides aminés et des caractéristiques de structure

tridimensionnelle.
2. Les pectinases
2.1. Définition

Les pectinases sont un groupe d'enzymes qui hydrolysent les substances pectiques par
des réactions de dépolymeérisation et de désestérification (Gomes et al., 2016). Elles sont
généralement classées en trois types selon leur mécanisme d'action : Les pectinestérases, les
hydrolases et les lyases (Garg et al, 2016). Elles sont produites par de nombreux micro-
organismes tels que les bactéries, les levures et certains actinomycétes. La production
microbienne de ces enzymes est répandue, principalement dérivée de sources fongiques,

principalement des especes d'Aspergillus (Khatri et al, 2015).

La pectinase est I'une des enzymes industrielles les plus importantes. Ils peuvent étre
utilisés pour I'extraction de jus, le traitement des fibres, la fabrication de papier et de produits
pharmaceutiques, l'alimentation humaine et animale et le traitement des eaux usées
industrielles (Adedayo et al, 2021 ; Rehman et al, 2021).

2.2. Origine des pectinases

La pectinase joue un role trés important dans divers processus biologiques a travers
I'organisme vivant. La pectinase est largement distribuée dans la nature et produite par divers
organismes vivants tels que les plantes, les micro-organismes, les insectes, les nématodes et
les protozoaires. Les micro-organismes tels que Aspergillus niger, Bacillus subtilis et Bacillus
licheniformis sont considérés comme la principale source de production d'importantes

enzymes industrielles (En ligne Ur Rehman, H., 2023).
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2.3. Structure des pectinases

Figure 04 : Structure tridimensionnelle d’une pectinase (Chares et Muthiah., 2021).

2.4. Classification des pectinases

Sur la base du mécanisme de dégradation de la pectine, les pectinases sont classées en

polygalacturonases, pectine lyase et pectinestérases. (En ligne, Ur Rehman.,2023).
e Polygalacturonase

La polygalacturonase catalyse I’hydrolyse des polymeéres de pectine en monomeéres
d’acide D-galacturonique en ajoutant des molécules d’eau aux liaisons a-1,4-glycosidiques.
La polygalacturonase est I’enzyme la plus étudiée parmi les diverses enzymes pectinolytiques,
clivant des liaisons glycosidiques a I’extérieur et a I’intérieur de la chaine polymeére pour
former respectivement 1’exo-polygalacturonase et 1’endo-polygalacturonase. (En ligne, Ur
Rehman, H.,2023).

e Pectine lyase

La pectine lyase catalyse le clivage des liaisons a-1,4-glycosidiques pour produire des
galacturonides contenant des acides galacturoniques insaturés. Les lyses de pectine sont
classées en lyase d’exopectine et en lyase endopectine en fonction de leur catalyse
séquentielle et aléatoire du clivage de la liaison a-1,4-glycosidique, respectivement. (En ligne,
Ur Rehman.,2023).

e Pectine estérase

La pectine estérase également connue sous le nom de pectine méthyl hydrolase,
catalyse la désestérification des molécules de pectine en acide pectique et en méthanol (En
ligne, Ur Rehman.,2023).
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2.5. Mode d’action

(C) Pectinlyase (A)Polygalacturonase
Catalyze trans-elimination of a-1, 4 glycosidic c"‘“"Y.“?_"“e hydrolysis O'G.- 1,4
linkages of pectin into disaccharides of 3'V<°5'dlf linkages of P'-‘.ﬂln.
galacturonide and rhamnose (B) Pectin Esterase polymerinto galacturonicacid
Catalyze the de-esterification of
pectin into methanol and pectin
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Figure 05 : Mode de dégradation de la pectine par différentes pectinases. (A)
Polygalacturonase (B) pectine estérase (C) pectine lyase (Rehman H, Baloch AH, Nawaz
MA., 2021).

2.6. Application des pectinases en industrie agroalimentaire

La pectinase est I'une des enzymes industrielles les plus importantes, qui peut étre
utilisée pour I'extraction de jus, le traitement des fibres, la nutrition humaine et animale ainsi

que le traitement des eaux usées industrielles (Abedayo et al., 2021 ; Rehman et al., 2021).
2.6.1. Dans la transformation des fruits et Ilégumes

Le traitement de la pulpe, I'extraction du jus et la clarté sont autant de facteurs dans
I'utilisation des pectinases microbiennes dans l'industrie des fruits et légumes. La pectinase
réduit la viscosité des légumes, la clarté du jus, la macération et raccourcit le temps de
fermentation. (Anand et al., 2020 ; Garg et al., 2016 ; Saharan et al., 2018).

Les pectinases sont largement utilisées dans I'industrie des jus de fruits et de légumes.
Ces industries produisent commercialement une variété de jus tels que des jus clairs pétillants,
des jus troubles et des produits unicellulaires pour I'nydrolyse sélective de polysaccharides en
couches intermédiaires afin de maintenir I'intégrité des cellules veégetales. (Rehman et al.,
2021). Les enzymes pectinolytiques sont I'une des enzymes émergentes et sont donc utilisées
dans la plupart des industries fruitiéres pour la transformation des jus. Les polysaccharides

pectiques contenus dans le jus rendent naturellement le jus trouble (Sharma et al., 2017).
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Tous les fruits contiennent naturellement des niveaux élevés de pectine. Cette
concentration élevée en pectine entraine la formation de colloides dans le jus, créant des
problémes lors du traitement des jus clairs. La turbidité du jus pose également un probléme
sur marché. Les méthodes traditionnelles de production de jus sont également peu attrayantes
et énergivores pour cette raison, les pectinases jouent un réle important dans la production,

I'extraction et I'extraction des jus de fruits (Roy et al., 2018).

Le traitement des purées de fruits et de légumes a l'aide de solutions enzymatiques a
donné des pulpes avec une extraction élevée du jus et de bonnes propriétés de pressage. Les
pectinases sont utilisées dans I'industrie des jus de fruit savant d'étre clarifiées pour empécher
I'agrégation et réduire la viscosité des protéines de pectine. Le traitement initial des jus de
fruits par ajout de pectinase a été largement étudié pour améliorer le flux de perméation en

microfiltration, ultrafiltration et osmose in verse. (Roosdiana et al., 2013).

La pectinase améliore la compressibilité de la pulpe tout en détruisant en méme temps
la structure de la gelée pour augmenter le rendement en jus. L'utilisation de pectinase dans la
préparation de jus de fruits améliore la libération de composés phénoliques des peaux de fruits
(Samanta.,2021).

2.6.2. Dans la vinification

Le réle principal des enzymes pectinolytiques dans le processus de vinification est de
faciliter I'extraction, de maximiser le rendement en jus, d'aider a la filtration et d'améliorer la

saveur et la couleur (Garg et al., 2016).

L'utilisation de la pectinase dans la vinification favorise la macération, augmente le
rendement en jus, facilite la filtration et améliore la saveur et la couleur. Les fruits ont été
macérés avec de la pectinase avant l'inoculation de la fermentation alcoolique. Cette

technologie améliore la qualité du vin (Samanta, 2021).

L'ajout d'enzymes pectines lors du broyage des fruits pendant la vinification augmente
la quantité de jus qui s'écoule librement et réduit le temps de pressage. Il améliore également
la filtration et la clarté du jus et améliore la variété de couleur et la stabilité des vins rouges
(Lavanya et al., 2021).

2.6.3. Dans la fermentation du café et du thé

Dans le processus de fermentation du thé, la poudre de thé instantanée joue un rdle

important dans la préparation du thé. Parce que ce thé instantané en poudre est fabriqué a
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partir de feuilles, il contient une forte concentration de pectine (Hassan et S. Ali., 2016 ;
Praveen et Suneetha., 2014).

Lors de Il'infusion du thé avec cette poudre, la forte concentration de pectine fait
mousser le thé. Les pectinases, telles que la polygalacturonase, sont utilisées dans le processus
de fabrication du thé pour détruire les propriétés moussantes de la poudre de thé instantanée
en détruisant la pectine, améliorant la qualité du thé et provoguant des changements de
couleur, et sont tres populaires sur le marché (Hassan et S. Ali., 2016 ; Praveen et Suneetha.,
2014).

La pectinase est egalement utilisée dans la fermentation du café. Les grains de café ont
une gaine qui entoure la structure interne. Ces coquilles dures sur le grain de cafée sont
appelées mucilage. Le mucilage a également des propriétés collantes et gélatineuses, ce qui le
rend impropre & la fabrication de boissons au café. Le café est fermenté a I'aide de micro-
organismes dégradant la pectine pour éliminer la couche de mucus des grains et améliorer la

fermentation et la mousse du thé (Sharma et al., 2012).

La pectinase alcaline a été utilisée pour décomposer la pectine et éliminer le
revétement  visqueux des grains de café pendant la fermentation (Bhardwaj et al., 2017)

empéchent le moussage des granules de thé instantané (KohlietGupta.,2015).
2.6.4. Dans I’extraction d’huile

Les pectinases et autres enzymes dégradant la paroi cellulaire ont été largement
étudiées pour I'extraction d'huile de diverses sources telles que les graines de lin, I’olive et les
dattes (Haile et al.,2022)

Une autre caractéristique est le raffinage des fibres végétales pendant le processus de
fabrication de I'amidon, comme le séchage du café, du cacao, du tabac, la mise en conserve

des parties d'orange et I'extraction du sucre des dattes (Al-Maqtariet al.,2019).
3. Cellulases
3.1. Définition

La cellulase est une enzyme clé qui convertit la cellulose en monosaccharides et
constitue une famille d'enzymes qui hydrolysent les liaisons glycosidiques [-1,4-

décellulosiques. L'action synergique de trois enzymes principales, a savoir. Les
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endoglucanases (EC 3.2.1.4), les exoglucanases (EC 3.2.1.91) et les B-glucosidases (EC

3.2.1.21) sont nécessaires pour parvenir & la dégradation de la cellulose (Sajith et al., 2016).
3.2. Origine des cellulases

Les cellulases sont largement distribuées dans les systemes vivants, notamment les
micro-organismes (gupta., 2016). Les cellulases sont produites naturellement par divers
organismes, notamment des bactéries, des champignons, des actinomycetes, des

protozoaires et certains insectes, mollusques et nématodes (Saini et al., 2017).
e Origine animale

Malgré leur incapacité a créer des cellulases endogenes, de nombreuses especes
animales (omnivores et herbivores) utilisent la cellulose comme source d'énergie, mais
cela est d0 a la vie symbiotique des micro-organismes dans leur systéeme digestif. En
conséquence, seules quelgues cellulases endogénes dans des organismes supérieurs ont
été identifiées (Elhadi, 2019).

e Origine végétale

Les cellulases jouent un role clé dans la maturation des fruits, ou elles aident a libérer
les ardbmes. La majorité de ces enzymes végétales sont obtenues en les extrayant des fruits.
Les exoglucanases sont absentes des préparations de cellulose d'origine végétale. La
production d'enzymes végétales, en revanche, est limitée par la disponibilité des matiéres
premiéres (Sebti et Deghdak, 2018).

e Origine microbienne

Les cellulases microbiennes sont principalement produites par les moisissures et les
bactéries (Touijer, 2019). Elles sont capables de décomposer la cellulose et de libérer le CO2
ainsi que des acides organiques comme l'acide formique, I'acide butyrique et I'acide acétique
(Atek et Benouali, 2016).

Trés peu de levures sont celluloltytiques. Néanmoins, Des souches appartenant aux
genres : Trichosporon, Cryptococcus, Candida, Debaryomyces, Kluyveromyces ont été

décrites comme des organismes producteurs de cellulases (Giese et al., 2017).

Les cellulases produites par les levures sont actives dans une large gamme de pH et a

haute temperature. De plus, elles présentent un degré raisonnable de stabilité au pH et a la
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température. Ces propriétés les rendent adaptées aux processus biotechnologiques (Korish,
2003 ; Touijer, 2019).

Tableau V : Certaines bactéries cellulolytiques et leurs sources. (Himmel et al., 2010
et Obeng et al., 2017).

Aérobies (cellulases libres, non Anaérobies (cellulases complexées ou
complexées) libres, non complexées)
Espéces Source Espéces Source
B. thuringiensis Intestin de chenille Bacteroides Eaux usées

cellulosolvens
Cellulomonas Fimia Terre Clostridium Fermenteur a bois
cellulovorans

Cellvibrio japonicus Terre Clostridium josui Compost

3.3. Structure des cellulases

Les cellulases ont des structures et des propriétés physico-chimiques différentes selon
leur origine. La plupart des cellulases microbiennes étudiées sont des protéines acides
présentant des niveaux élevés de glycosylation. La plupart des cellulases microbiennes
étudiées sont des glycoprotéines avec des niveaux élevés d'acides aminés acides, plutdt que

des métalloprotéines (Bahouli et Zidalmal ; 2020).

Ils ont une structure modulaire avec deux domaines fonctionnels : un site catalytique
et un site de liaison au substrat ou CBD (cellulose-binding domaine). Le CBD existe sous
forme de domaine unique, double domaine ou triple domaine, et peut étre situé au niveau du
C-terminal (carboxyl-terminal) ou du N-terminal (amine-terminal) de la protéine. Le CBD est
lié au domaine catalytique par un peptide riche en proline et thréonine appelé « Linker »
(Lakhundi et al. ; 2015).
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Domaine catalytique CBD

Figure 06 : (A) : lllustration représentant les différents domaines dans la structure 3D des
cellulases (Pirich et al.,2020).

3.4. Classification des cellulases

e Endo- p (1—4) glucanase (Endocellulase, EG) (EC 3.2.1.4)

Endoglucanase (endo-béta-1,4-D-glucanase, endo-béta-1,4-D-glucan-4-
glucanohydrolase) communément appelée CMCase —hydrolyses, le Carboxyméthyl cellulose
(CMC) ou cellulose qui gonfle de maniere aléatoire. En conséquence, la longueur du
polymere diminue, ce qui entraine une diminution accrue de la concentration en sucre. Les
endoglucanases hydrolysent de maniére préférentielle et aléatoire les régions amorphes
(internes) des fibrilles par clivage des liaisons B-glycosidiques. (Begum et al., 2009 ; Sajith et
al., 2016).

e EXo0- B-(1—4) glucanase (Cellobiohydrolase, CBH) (EC 3.2.1.91)

Les exoglucanases (exo-pB-1,4-D-glucanases, Cellobiohydrolase) dégradent la cellulose
en éliminant les unités cellobiose des extrémités non réductrices des chaines. Il est également
actif sur les substrats cellulosiques gonflés et partiellement dégradés et les cellodextrines
amorphes, mais n'hydrolyse pas les dérivés solubles de la cellulose tels que la Carboxyméthyl
cellulose et I'nydroxyéthylcellulose. Certains systéemes de cellulase contiennent également de
la glucohydrolase (exo-1,4-D-glucan-4-glucohydrolase) comme une composante mineure
(Joshi et al., 1999 et Sajith et al., 2016).
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e B- (1—4) glucosidase ou Cellobiase (EC 3.2.1.21)

Les B-glucosidases completent le processus d'hydrolyse de la cellulose en clivant le
cellobiose et en éliminant le glucose des extrémités non réductrices des oligosaccharides (par
exemple, ayant un groupe hydroxyle libre en C-4). L'enzyme hydrolyse également les groupes
alkyle et aryl B-glucoside (Kubicek et al., 1993 et Sajith et al., 2016).

e Cellobiose phosphorylase ou cellobiase

Orthophosphate -D-glucosyl transférase (EC 2.4.1.20) elle catalyse la phosphorolyse
réversible du cellobiose. Il a été découvert par Ayers dans les cellules de Ruminococcus

flavefacience :
Cellobiose + H 3 PO 4 alfa — D-glucose-1 P + glucose (Sadhu et al., 2013).

e Cellodextrine Phosphorylase ou 1,4-B-D-OligoglucanOrtho-phosphates Alfa — D-
glucosyl transférase (EC 2.4.1.49)

I1 n’agit pas sur le cellobiose mais catalyse le clivage phosphorylytic réversible de
cellodextrines allant de cellotriose a cellohexose : n (1,4 — B-D-glucosyl) + H3 PO 4 (1,4 —
B-D-glucosyl) n-1 + alfa-D-glucose-1-P (Sadhu et al., 2013).

e Cellobiose Eimerase (EC 5.1.3.11)

Il a été rapporté dans les cellules de Ruminococcus albus. Elle catalyse la réaction

suivante :
Cellobiose 4-O- B-D-glucosylmannose (Sadhu et al., 2013).
3.5. Caractéristiques des enzymes cellulolytiques

Des enzymes cellulolytiques sont récapituler dans le tableau suivant :
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Tableau VI : Caractéristiques des enzymes cellulolytiques (Lee et al., 2010 ; Raghuwanshi et
al., 2014)

Code chiffré (EC 3.2.1.4) (EC 3.2.1.91) (EC 3.2.1.21)
masse moléculaire 35 kDa -50 kDa 76kDa 98 kDa-124 kDa
Aspect Poudre soluble dans I'eau jaune clair
Humidité 10% ou moins
Température 40 °C-100 °C
optimale
pH optimum 4 a5 Ou proche a la neutralité
Site de coupure les liaisons internes agit sur les hydrolyse la liaison
de la chaine extrémités des B glucosidique du
cellulosique chaines de cellulose cellobiose
Produit final cellodextrines, Cellobiose deux molécules de
cellobiose, glucose. glucose

3.6. Mode d’action des cellulases

L'hydrolyse enzymatique de la cellulose est un processus complexe qui nécessite la
participation de nombreuses enzymes (Lynd et al., 2002). La dégradation enzymatique de la
cellulose en D-glucose nécessite I'action synergique de trois types de cellulase : exo-B-(1,4) -
D-glucanase, endo-B-(1,4) -D-glucanase et 3-D-glucosidase. Chacune de ces enzymes ne peut
pas hydrolyser efficacement les complexes de cellulose cristalline, mais leur combinaison
avec d'autres cellulases peut augmenter considérablement le taux d'hydrolyse. (Badruna,
2017).

e Les endo-B-(1,4) -D-glucanases ou les endocellulases hydrolysent les zones amorphes de la
chaine de cellulose. Elles attaquent les liaisons B-(1,4) -D-glycosidiques en interne de la
cellulose (endohydrolyse) (Badruna, 2017).
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e Les cellobiohydrolases ou les exo-B-(1,4) -glucanases vont hydrolyser les zones cristallines.
Elles libérent du cellobiose a partir des extrémités non réductrices ou des extrémitées

réductrices du polymére de cellulose selon la spécificité de ’enzyme (Badruna, 2017).

e Les B-(1,4) -D-glucosidases ou les cellobiases hydrolysent le cellobiose en libérant des

unités simples de B-D-glucose (Badruna, 2017).
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Figure 07 : Hydrolyse de la cellulose par les trois types de cellulases : I'endoglucanase, la

C}I—D Celioblose

Cellobiohydrolase et l1a B-glucosidase (Pulgar et Saadin, 2013).
3.7. Production de cellulase
Elle est produite par les différents microorganismes a savoir :
e Production bactérienne

La production de cellulase par fermentation solide a été fait par une souche
bactérienne Bacillus subtilis ,la culture est réalisée avec le son de riz comme substrat, de
cas¢ine et de chlorure de sodium, I’Incubation de ce mélange a été fait pendant 36 h a 37 ° C,
sous une agitation de 150 tr / min, les caractéristiques de I'enzyme ont éeté étudiees et les

résultats suivants ont été observés : sa température optimale était de 60 °C, son pH optimal
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¢tait de 7, la température stable était inférieure a <50 °C, le pH stable était de 6,5 et l'activité
enzymatique a été inhibée par Cd?*, Fe?*, Hg?*, cependant, elle est activée par CO2+ et Mn?*
(Yinetal., 2010).

e Production fongiques

La production de la cellulase sous fermentation solide a partir de la souche Rhizopus
oryzae UC2 a eté réalisé sur les feuilles de palmier a huile comme substrat la taille de
I’inoculum choisie a été de 2,0x 108 spores / g, la température optimale est de 30 ° C
I’humidité est de 40%, le pH initial de la fermentation est de 6, la température de la stabilité
est de 50 ° C et le pH optimale de la production est de 4,0 (Ezeilo et al., 2019).

3.8. Application des cellulases en industrie agro-alimentaire

Les cellulases sont utilisées dans l'industrie alimentaire pour l'extraction et la
clarification de I'huile d'olive, des jus de fruits et de légumes, a des fins de production et de
nectar de fruits. Les cellulases peuvent extraire les caroténoides utilisés comme colorants
alimentaires. Les cellulases ont été utilisées pour modifier la composition nutritionnelle en
ajoutant du Trichoderma cellulosique afin d'obtenir un fourrage de qualité, une meilleure

digestibilité et une meilleure conversion alimentaire des céréales (Imran et al., 2016).
3.8.1. Dans I’industrie du vin

Des études sont montré que I'application de cellulase peut produire un vin de haute
qualité. Dans la nature, la plupart des sucres existent sous forme d'hémicellulose et de
cellulose. Par conséquent, la biomasse cellulosique peut étre utilisée pour la production
d'alcool. Les biomatériaux cellulosiques peuvent étre transformés en sucres fermentescibles
parla cellulase, les sucres sont ensuite transformeés en alcool par la levure. L'utilisation de la
cellulase dans la vinification présente de nombreux avantages tels que la qualité et la
stabilité du vin, la clarification, un meilleur développement de la couleur et une macération

améliorée (Kumar et al., 2019).

La cellulase peut également réduire la viscosité du modt. L'utilisation dela B-
glucosidase peut améliorer I'aréme du vin en hydrolysant les précurseurs de la glycation en

glucose et en aglycones (Raveendran et al., 2018).

En 2018, Xue et al ont isolé une endoglucanase résistante a I'éthanol d'Aspergillus
niger provenant de fermenteurs de vin ; I'enzyme était stable a haute température et a pH

acide.
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3.8.2. Dans P’extraction d'huile d'olive

L'huile d'olive a de nombreux avantages pour la santé et est idéale pour un usage
domestique. La cellulase est utilisée pour extraire I'huile des olives. Leur application peut
réduire les déchets, réduire la tendance au rancissement, augmenter la teneur antioxydants,

améliorer la qualité et améliorer le rendement d'extraction (Kumar et al., 2015).

La préparation enzymatique commerciale Olivex (xylanase, cellulase et pectinase)
d'Aspergillus aculeatus a été le premier melange enzymatique utilisé pour I'extraction de
I'huile d'olive (Sharada et al., 2014).

3.8.3. Dans P’extraction de caroténoides

Les caroténoides sont les substances responsables de nombreuses couleurs végeétales,
du jaune au rouge. Le marché des caroténoides a usage commercial est en pleine croissance.
Les caroténoides sont généralement extraits a l'aide d'une combinaison d'enzymes

pectinolytiques et cellulolytiques.

Neagu et al ont utilisé la cellulase pour extraire les caroténoides de la tomate, qui ont
le potentiel d'étre utilises comme colorants dans I'industrie alimentaire et des boissons. Cinar a
extrait les pigments caroténoides des écorces de carotte, de patate douce et d'orange par

hydrolyse enzymatique combinée avec de la pectinase et de la cellulase (Ejaz, et al., 2021).
3.8.4. Dans I’industrie des jus de fruits

La sensibilisation a la santé publique a entrainé une demande accrue de jus de fruits.
Cependant, la présence de polysaccharides cellulosiques entrave les méthodes

traditionnelles d'extraction de jus (Raveendran et al., 2018).

L'ajout d'enzymes cellulases pendant la transformation des fruits réduit la résistance
de la paroi cellulaire et dissout les polysaccharides cellulosiques, ce qui entraine une

liquéfaction presque compléte (Raveendran et al., 2018).

Les enzymes cellulase réduisent la viscosité des purées et des nectars de fruits tels
que les péches, les poires, les papayes, les prunes, les mangues et les abricots, et peuvent
également étre utilisées pour extraire les flavonoides des graines et des fleurs (Raveendran
et al., 2018).

Les fibres des jus de fruits présentent un autre probleme pour l'industrie car elles

sont insolubles et plus denses. Ceux-ci peuvent obstruer la chaine de fabrication et causer
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d'énormes pertes a l'industrie (Kumar et al., 2019). La fibre étant de nature cellulosique,

I'ajout de cellulase élimine la fibre et facilite la filtration du jus.

Sharig et Sohail ont pu réduire la turbidité du jus d'orange et obtenir une réduction
substantielle de I'acidité et de la viscosité en utilisant une préparation multi-enzyme faite de

cellulase et de xylanase (Raveendran et al., 2018).

La cellulase peut également étre utilisée pour I'hydrolyse enzymatique du café
torréfie. Elle consomme moins d'énergie et est moins chére que I'hydrolyse thermique du café
(Baraldi et al., 2016).

L'ajout d'enzymes cellulases est également connu pour ajouter de la saveur et avoir des
avantages pour la santé tels qu'un risque réduit de certains types de cancer, de diabéte, de
maladies cardiaques et aide également & maintenir un poids corporel sain (Dhingra et al.,
2012). Cependant, trop de fibres dans I'alimentation peuvent avoir des effets néfastes sur la

santé. Par conséquent, les fibres doivent étre consommées avec modération.
4. Alpha-amylase
4.1. Définition

C’est une enzyme amylolytique importante impliquée dans 1'hydrolyse de I'amidon,

le glucide le plus abondant dans la nature (Zhang et al., 2017).

L’a-amylase (EC 3.2.1.1) est une endo-1,4-a-D-glucane glugohydrolase. On les
trouve chez les animaux, les plantes et les micro-organismes et catalysent I'hydrolyse des
liaisons glycosidiques a-1,4 des polysaccharides, tels que I'amidon, le glycogéne et certains

oligosaccharides (Prajapati et al., 2015).

L'a-amylase, I'une des enzymes industrielles les plus importantes, a de nhombreuses
applications industrielles. Ces enzymes représentent environ 30 % de la production

mondiale d’enzymes (Fincan et al., 2021).

Il s'agit d'une enzyme, généralement inductible, généralement produite en présence

d'amidon ou de son produit d'hydrolyse (Prajapati et al., 2015).
4.2. Origine d’a-amylase

Elle est largement présente dans la nature, provient des plantes, d’animaux, des

champignons, des bactéries et des archées (Kerényiova & Janecek, 2020).
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e D’origine animale

Chez les animaux, 1'a-amylase se trouve dans la salive et le pancréas des mammiféres
(Nouadri, 2011), mais n'est pas largement utilisée dans l'industrie en raison de son
approvisionnement limité et des codts élevés liés a I'environnement et aux espéeces animales
(Khairuddin et al., 2016).

Tableau VII : Sources animales de la production de 1'a-amylase.

Bacterocerra aleae Delkash-roudsari et al., 2014
Lutzomyia longipalpis Vale et al., 2012

Sparus aurata Ma et al., 2004

Salmo salar Froystadez et al., 2006
Scorpiones Louati et al., 2010

Suc sscrofa domesticus Tecles et al., 2011

e D’origine végétale

L’a-amylase joue un role important dans le métabolisme glucidique chez les plantes.
Elles sont impliquées dans 1’hydrolyse de I’amidon en sucres réducteurs (glucose, maltose),

I’énergie nécessaire a la germination peut étre directement absorbée (Laiche, 2019).

Les enzymes végétales sont généralement obtenues par extraction a partir des céréales,
elles sont souvent formées lors de la germination des graines et nécessite une activité
enzymatique trés importante pour la dégradation des réserves et le développement

embryonnaire (Laiche, 2019).
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Tableau VIII : Sources de 1'a-amylase chez les plantes.

Oryza sativa Dengqun., 2010
Carthamus tinctorius Ben el elarabi et al., 2009
Hylocereus polyrhizus Amid et al., 2014
Pachyrhizus erosus Noman et al. 2006
Triticum aestivum Singh et al., 2014

Malus pumila Kanwal et al., 2004

e D’origine microbienne

Les a-amylases microbiennes sont les plus largement utilisées dans diverses
industries car ce ne sont pas des matiéres premieres colteuses et bon marché qui ne
dépendent pas des limitations géographiques et saisonnieres. Elles sont facilement
transformées pour produire des enzymes extracellulaires, évitant ainsi des étapes telles que
I'extraction (Lim et Oslan, 2021 et Paula et Lopez, 2018).

Les amylases bactériennes les plus couramment utilisées sont Bacillus sp., telles que
Bacillus lichenformis (Vaseekaram, 2010 et Bano et al., 2011) et Bacillus Staphylothermus
(Li et al., 2010). Parmi les moisissures, Aspergillus sp., comme Aspergillus phoneonicis
(Bennasi, 2013) et Aspergillus tubingensis (Viktor et al., 2013), sont les plus utilisées pour
produire cette enzyme. Peniciluim sp (Saleem et Mohsen, 2014) et Cylindro cephalum

(Sunitha et al., 2012) se sont également révélés étre de bons producteurs d'a-amylase.
4.3. Classification des a-amylases

Selon Dakhmouche-Djekrif, (2016) & Zhang et al., (2017) et I'Union internationale
de biochimie et de biologie moléculaire (UIBMB), les amylases sont classées en trois

groupes selon leur mécanisme d'action.

e Les endoamylases : Elles hydrolysent les liaisons a-1,4 dans I’amidon et libérent
des oligosaccharides et des dextrines, on a principalement I’a-amylase (EC 3.2.1.1)
dans cette classe.
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Les exoamylases : Elles renferment la f-amylase (EC 3.2.1.3), I’a-glucosidase (EC
3.2.1.20) et la glucomylase (EC 3.2.1.3). Et en résume leur mécanisme d’action par

la libération des sucres simples a poids moléculaires faibles comme le glucose...etc.

Les enzymes débranchantes : a-1,6 de I’amylopectine. Parmi ces enzymes on a la
pullulanase (EC 3.2.1.41), et I’isoamylase (EC 3.2.1.68).

Ainsi, les résidus de glucose terminaux et les liaisons a (1-6) ne peuvent pas étre
clivés par l'a-amylase. Le substrat de I'action de l'alpha-amylase est I'amidon, un

polysaccharide composé de deux polymeéres, I'amylose et I'amylopectine.

4.4. Caractéristiques et structure

La plupart des o-amylases sont des métalloenzymes calciques. Ces ions sont

nécessaires a l'activité enzymatique et au maintien de la stabilité de la structure des acides

aminés des enzymes qui varient d'une souche a l'autre (Jani¢kova et Janecek, 2020).

Les a-amylases fongiques sont des glycoprotéines qui conservent une structure a trois

domaines composée des domaines A, B et C (Rane et al., 2020).

Domaine A : le plus long et le plus conserve, il contient un site catalytique contenant
deux molécules d'aspartate (ASP) et une molécule de glutamate (GLU) (Dakhmouche-
Djekrif, 2016a ; Nielsen et al., 2004 ; Rane et al., 2020 ; Roth et al., 2019).

Domaine B : a une structure et une topologie irrégulieres en raison de différences de
longueur et d'acides aminés, qui peuvent régir les changements de fonction et de
stabilité. Bien que le domaine B varie en fonction de la spécificité de I'enzyme. Il
posséde une courte séquence conserveée a l'extrémité C-terminale et participe a la
liaison aux ions de calcium Ca?* qui sont structuraux, et cette association avec le
domaine B facilite son interaction avec le domaine A (Dakhmouche-Djekrif, 2016a ;
Nielsen et al., 2004 ; Rane et al., 2020 ; Roth et al., 2019).

Domaine C :se compose de feuillets  formant un motif clé (B-sandwich). Les deux
domaines B et C sont situés du coté inverse de (p/a)8 (Dakhmouche-Djekrif, 2016a ;
Nielsen et al., 2004 ; Rane et al., 2020 ; Roth et al., 2019).
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Figure 08 : Structure tridimensionnelle d’une alpha-amylase (Atek et Benouali, 2016).
4.5. Mode d'action

Le mécanisme d'action de I'a-amylase nécessite I'implication de trois fonctions du site
actif impliquant I'attaquant nucléophile, le stabilisateur de charge positive de I'atome attaqué
et le donneur de protons pour le groupe déplacé (Park et al., 1997 & Toumi, 2018).

Cela signifie que la rupture des liaisons osidiques implique une série d’échanges
d’électrons et de protons entre certains radicaux de 1’enzyme et le substrat. Ce mécanisme est
une propriété enzymatique dépendant des conditions expérimentales telles que la température,
le pH, la taille et la structure du substrat (Park et al., 1997 & Toumi, 2018).

4.6. Production de I’a-amylase

Les enzymes d'origine microbienne sont imprenables dans I'industrie en raison de
leur faible codt, de leur rendement exceptionnel, de leur grande stabilité, de leur sécurité
environnementale et de leur disponibilité. L'a-amylase fait partie des enzymes essentielles et

importantes pour la biotechnologie (Priyadarshini et al., 2020).

De nombreuses études ont rapporté I’identification, la caractérisation et I’application
d’amylases d’origines différentes (végétale, animale et microbienne). En termes de faible
rendement, 1’a-amylase végétale et animale est assez limitée pour les industries de

transformation de 1’amidon (Wang et al., 2020).

Ces dernieres années, le nouveau potentiel d'utilisation des micro-organismes
comme source d'enzymes biotechnologiques d'intérét industriel a stimulé un regain d'intérét
pour I'exploration de I'activité des enzymes extracellulaires. Les levures les plus étudiées sont

celles d'importance biologique, alors qua ce jour seules quelques levures d'origine
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environnementale ont été etudiées pour leur valeur biotechnologique dans la production
d'enzymes. Bien que des études récentes aient mis en évidence le potentiel d'environnements
uniques et difficiles en tant que source naturelle de biodiversite pour I'isolement et la sélection

de micro-organismes bénéfiques (Buzzini & Martini, 2002).

La production d'enzymes microbiennes comprend a la fois la fermentation submergée
(FML) et la fermentation a I'état solide (FMS) (Melnichuk et al., 2020).

La fermentation a I'état solide (FMS) présente un grand potentiel pour la production
d'enzymes, non seulement pour le laboratoire mais également pour la production commerciale
(Kannan & Kanagaraj, 2019). Elle présente également les avantages suivants par rapport a la
fermentation liquide (FML) : les milieux solides sont plus similaires a I'habitat naturel des
champignons, moins colteux car le substrat est géneralement constitué de déchets agricoles
ou industriels, faible génération d'eaux usées, rendement en produit plus élevé et teneur en

oxygene fermée, apport nettement plus élevé (Melnichuk et al., 2020).

Cependant, la FMS n’est pas largement utilisée comme procédé industriel en raison du
manque de conditions appropriées a la croissance fongique ainsi qu’a la production et a la
récupération de biomolécules. Par conséquent, les connaissances doivent étre développées

dans cette direction, notamment en ¢largissant 1’expérience (Melnichuk et al., 2020).

Parmi les substrats utilisés, les déchets agricoles tels que le son de blé, les peaux de
pommes de terre séchées, les déchets de fruits secs, les tourteaux d'huile de pongamia (Kalia
etal., 2021).

La croissance de la production d'enzymes de I'organisme est fortement influencée par
la composition du milieu et I'optimisation de la composition du milieu peut donc conduire a

un rendement enzymatique amélioré (Prajapati et al., 2015). Par exemple :

Dakhmouche-Djekrif (2016) a étudié la production d'a-amylase par FML & partir de la levure
Clavispora lusitaniae. L'environnement de production a base de lactoserum a été amélioré
grace aux plans statistiques de Plackett et Burmann et aux plans de Box et Wilson. Les
conditions optimales de production sont : agitation a 136,56 tr/min, température 54,14°C,
concentration en amidon 2,66 g/l, levure en grande quantité 0,365 g/l, solution saline 8,75 ml/I
et solution d'oligoéléments 4,3 ml/l. L'activité a-amylase obtenue dans des conditions
optimales était de 13456,36 + 300 UI.
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Laiche (2019) a également étudié la possibilité de production d'a-amylase a partir de
deux espéces de levures, Candida glabrata et Schwanniomyces occidentalis, cultivés sur
différents types de lactosérum comme milieu de base. L'optimisation des conditions de
production des enzymes a montré que le lactosérum de chévre semblait étre le substrat le plus
adapté au processus de production, avec un pH optimal de 4 a 5 et une croissance maximale a
40°C. La concentration du substrat affecte I'activité enzymatique (meilleur rendement a 3,4 et
5%), ainsi l'extrait de levure améliore le rendement en biomasse et l'activité enzymatique
tandis que la concentration de I'inoculum n'affecte que la quantité de biomasse (meilleure

production a 3 et 4% inoculum).

Xie et al. (2014) ont étudié la production bactérienne d'a-amylase par SSF a partir de
Bacillus methylotrophicus a I'aide de FML. elle utilisent ’amidon comme source de carbone,
les peptones comme source d’azote et les extraits de levure comme source de vitamines. La
fermentation a été réalisée a 37°C, a pH 7,2 et sous agitation a 200 rpm. La production a été
initiée pendant la phase de croissance et a atteint un maximum de 144 U/ml aprés trois jours

de culture.

Malgré quelques recherches sur la production d’a-amylase, la demande de nouvelles

a-amylases continue de répondre aux exigences d’applications industrielles spécifiques

(Wang et al., 2020).
4.7. Application des alpha-amylases dans I’industrie agro-alimentaire

L’amylase est I’'une des enzymes les plus importantes de la biotechnologie actuelle.
L’industrie de I’amidon est ’une des applications les plus répandues dans le processus de
gélatinisation, la liquéfaction, la saccharification qui sont effectué a haute température, de
textile, des aliments, de patisserie, de brassage et de distillation (Ardhi et al., 2020 ; Gupta et
al., 2003).

4.7.1. Dans la panification

L’alpha-amylase extraite de champignons ou de grains maltés a été utilisée dans les
produits de boulangerie, car cette enzyme est utilisée a la fois dans la farine et dans la
préparation de la pate pour compléter le taux de fermentation et réduire la viscosité de la pate

et améliorant ainsi sa qualité, le volume et la texture du produit (MOTTA et al., 2023).
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Elle contribue également a former des additifs de sucre fermentescibles qui améliorent
certaines propriétés du pain, telles que la couleur, la saveur, la qualité et la croite (MOTTA et
al., 2023).

La réduction de la qualité du pain par le rassissement met en évidence le réle
enzymatique anti-rassissement. Il est rapporté que 1’ajout d’a-amylase réduisait ce processus
dans le pain (Sadeghian Motahar et al., 2021).

4.7.2. Dans la liquéfaction de ’amidon et saccharification

L’hydrolyse enzymatique de I’amidon en glucose a depuis longtemps remplacé la voie
d’hydrolyse acide par 1’acide chlorhydrique. Les processus enzymatiques produisent moins de
composés secondaires et n’impliquant pas d’acides corrosifs (Garske et al., 2017 ; Yoo et al.,
2017a ; Mohanan et Satyanarayana, 2019).

Dans la plupart des cas le produit final obtenu par hydrolyse de 1’amidon est un sirop
de sucres, la composition glucidique dépendent de leur utilisation prévue (Garske et al.,
2017 ; Yoo et al., 2017a ; Mohanan et Satyanarayana, 2019).

Les enzymes dans 1’hydrolyse de I’amidon Comprend principalement 1’a-amylase, la
B-amylase, I’lamyloglucosidase, la pullulanase et la glucose- isomérase. La composition finale
du sirop dépend uniquement du type/nature des enzymes ou de la combinaison d’enzymes et
la qualité des matieres premiéres utilisées dans la production de sirop de glucose, de fructose
ou de maltose (Yoo et al., 2017b ; Mohanan et Satyanarayana, 2019 ; Okafor et al., 2019 ;
Singh et al., 2019).

4.7.3. Dans la valorisation des déchets agro-alimentaire

L’amylase est également utilisée en décontamination et en recyclage des déchets
(Chen et al., 2007 ; Hmidet et al., 2009), notamment les déchets alimentaires, par exemple les
restes de produits de boulangerie, y compris pain, patisseries et autres féculents tels que les
déchets céréaliers (blé, mais, riz...) et les déchets agricoles (oranges, paille...), le contenu en
amidon de ces déchets est converti en sucres réducteurs ( glucose, du maltose et un mélange
de malto-oligosaccharides) (El-Aty et Mostafa, 2015 ; Rashid. et al., 2018).
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5. Lipases
5.1. Définition

Les lipases sont des enzymes qui catalysent I'nydrolyse des triglycérides en
glycérol et des acides gras libres et cela dans des conditions aqueuses (Ram et al.,
2019).

Au contraire, en fin de compte en conditions anhydres, des réactions inverses se
produisent (estérification et Trans estérification), créant des glycérides a partir du
glycérol et des acides gras. Ces enzymes ont une spécificité de substrat élevee et une
activité optimale sur une large gamme plage de température, cela fait des lipases des

biocatalyseurs polyvalents (Ram et al., 2019).

5.2. Origine des lipases

Parmi les différentes sources de lipases, les sources microbiennes de lipases ont
retenu l'attention de l'industrie en raison de leur sélectivité, de leur stabilité et de leur
large spécificité de substrat (Kumar et al., 2016 ; Mehta et al., 2017 ; Mahfoudhi et al.,
2022).

Plusieurs microbes sont identifiés comme sources potentielles de lipases, et ces

microbes sont regroupés en champignons, levures et bactéries (Kumar et al.,2023).

e L’origine fongiques des lipases

Plusieurs souches fongiques sont capables de produire de la lipase avec
différentes propriétés catalytiques, importantes pour différentes applications
commerciales (Pandey et al., 2016).
Dans le monde commercial et industriel, les espéces fongiques les plus importantes
produisant de la lipase sont Aspergillus sp., Penicillium sp., Rhizopus sp., Fusarium sp.,
Geotrichum sp., Trichoderma sp. Et Mucor sp. (Mohanasrinivasan et al., 2009 ;
Bharathi et Rajalakshmi, 2019 ; Joshi et al., 2019).

De plus certains champignons récemment isolés se sont révélés capables de
produire des enzymes lipases, tels que Rhizopus oryzae R1 (Helal et al., 2021),
Stemphylium lycopersici, Sordida sp. (Rocha et al., 2020), Aspergillus niger 13 F,
Fusarium solani 7 F (Patel et Shah, 2020), Aspergillus flavus (Ezema et al., 2022),
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Aspergillus terreurs AH-F2 (Shabbir et Mukhtar), 2018 Thermomyces lanuginosus
(TiSma et al., 2019).

La production de lipase fongique varie en fonction de la composition et du
milieu de croissance, de I'organisme fongique et des conditions physiques telles que la

source d'azote, la source de carbone, le pH et la température (Pandey et al., 2016).

Parmi les sources fongiques, les champignons filamenteux sont reconnus comme
d’importants producteurs de lipase, et les méthodes, notamment 1’extraction, la
purification et le traitement, sont relativement simples et directes par rapport a d’autres

source (Kumar, A et al.,2023).

Rocha et coll. (2020) ont isolé deux champignons endophytes, a savoir
Stemphylium lycopersici et Sordida sp., a partir des feuilles d'Humiria balsamifera et de
Tocoyena bullata et ont découvert que les deux champignons sont capables de produire
une enzyme lipase a un taux de 397 U/ml/min et 286 U/ml/min, respectivement.
Shabbir et Mukhtar (2018) ont également isolé Aspergillus terreus AH-F2 a partir
d'échantillons de sol et d'huile avec une production maximale de lipase de 5,0 U/ml/min
dans un milieu défini a pH 6,0. Dans une autre étude, Patel et Shah (2020) ont isolé
deux champignons, a savoir Fusarium solani 7 F et Aspergillus niger 13 F, et les deux
champignons sont capables de produire 5,95 U/ml/min de lipase brute apres4 jours
d'incubation & 30 °C.

5.3. Structure des lipases

Pseudomonas lipase (2LIP)  Bacilluslipase (11ISP)  Staphylococcal lipase (1KUO)

\_

J

Figure 09 : Structure de lipase microbienne (Liu et Kokare, 2017).
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5.4. Caractéristiques des lipases

Le poids moléculaire des lipases varie de 19 a 60 kDa et il a été rapporté qu'elles
sont des protéines monomeéres (Chandra et al., 2020).
Les lipases agissent sur les substrats insolubles émulsionnés dans I'eau et catalysent
I'nydrolyse de triacylglycérides (liaisons de clivage ester) constitues d'acides gras a

longue chaine (plus de dix atomes de carbone) (Fatima et al., 2020).

Elles peuvent également catalyser I'eau et les solvants organiques non miscibles,
synthese réversible et réaction d'échange de groupes ester et résolution miscible
racémates en acides et alcools optiqguement actifs. Certaines lipases peuvent hydrolyse
les phospholipides, les esters de cholestérol et parfois méme certains esters synthétique
(Pabai, 1997 ; Fickers et al., 2008).

Les lipases different des estérases en ce que ces derniéres agissent sur des
substrats solubles dans I'eau, sous forme d'esters simples d'acides gras a chaine courte

(moins de six atomes de carbone) (Fatima et al., 2020).

5.5. Mode d’action

Le mécanisme commence par l'acylation. Cette étape implique le transfert d'un proton
entre eux résidus d'aspartate de lipase, d'histidine et de sérine, provoquant l'activation du

groupe hydroxyle de la sérine catalytique (Casas-Godoy et al., 2018).

En conséquence, le résidu sérine hydroxyle avec une nucléophilie accrue, attaque le
groupe carbonyle du substrat. Le premier milieu tétraédrique formé par la charge négative de
I'oxygéne du groupe carbonyle. Le trou d'oxydation stabilise la répartition des charges et
réduit I'énergie spatiale du milieu tétraédrique formant au moins deux liaisons hydrogene.
Une étape de désacidification a ensuite lieu ou le nucléophile attaque I'enzyme libérant le
produit et une enzyme régénératrice. Ce nucléophile peut étre de I'eau ou un alcool lors de

I'nydrolyse en cas d'alcoololyse (Casas-Godoy et al., 2018).

5.6. Production des lipases
La fermentation est une approche de la transformation biologique de substrats

complexes des molécules plus simples a travers divers micro-organismes. Elle est
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largement utilisée pour la production industrielle de lipases et offre de grands avantages

par rapport aux approches traditionnel (Fatima et al., 2020).

La production de lipase est réalisée par fermentation solide (FMS ou en anglais
Solid-State Fermentation, SSF) et fermentation liquide (FML ou en anglais Submerged
Fermentation, SMF).

Plusieurs études ont été réalisées sur la production de lipase dans le FMS chez
Aspergillus niger MTCC 872 (Nema et coll., 2019) ; Yarrowia lipolytica (Dominguez et
al., 2003), Candida rugosa (Benjamin et Pandey, 2001) et Candida utilisés par FMS
(Grbavcic et al., 2007) et également dans FML Candida guilliermondii (Oliveira et al.,
2014) et Yarrowia lipolytica (Lopes et al., 2009).

5.7. Amélioration de la production de la lipase
Dans l'industrie, il serait intéressant d'améliorer le rendement de production de
lipase. Ceci peut étre effectué par diverses méthodes statistiques ou par la manipulation

de la souche par génie génétique (mutation, ADN recombinant) (Soleyman et al., 2017).

Plusieurs facteurs importants ont été testés pour améliorer la productivité de la
production de lipase. Il est bien connu que des rendements enzymatiques élevés ont été
obtenus grace a l'optimisation de milieu de culture pour augmenter la production de
lipase, différents schémas statistiques sont appliqués pour étudier et améliorer les effets
de diverses variables importantes, notamment substrat, inducteur, sources d’azote et de

carbone (Soleyman et al., 2017).

A l'échelle industrielle, la production de la lipase est produite a faible colt a
partir de sources de carbone et d'azote. Ceci permet de réduire les colts (Soleyman et
al., 2017).

5.8. Application des lipases dans I’industrie agro-alimentaire
Les lipases sont souvent considérées comme 'une des classes d’enzymes les
plus importantes dans le monde industrialise, cet interét est principalement di au fait

que les lipases ont des propriétés catalytiques atypiques d'une part et d'autre part

46



Chapitre 11 Application des enzymes dans I’industrie agro-alimentaire

technologies mises en ceuvre avec des produits relativement simples ; leurs domaines
sont donc tres larges et diversifiés (Maarouf et al., 2017).

Des lipases sont ajoutées pour améliorer et accélérer le développement des notes
aromatique, les lipases suscitent un grand intérét dans I’industrie agroalimentaire pour
améliorer les propriétés émulsifiantes de l'industrie de transformation des ceufs les
lipides et les lipases du jaune sont couramment utilisés en cuisine dans la production de
biscuits, de chocolat et de produits laitiers ou fermentés. Elles participent a I'affinage
des fromages et de certaines patisseries (Guerrand., 2017).

Les lipases commerciales sont principalement utilisées dans l'industrie laitiere,
elle améliore le godt du fromage et accélére l'affinage. Egalement utilisé pour
transformer des feuilles fraiches en thé noir en libérant les acides gras dans les feuilles
(Al-Zuhair, 2016).

5.8.1. Dans l'industrie laitiére
Les lipases sont largement utilisées dans l'industrie laitiere pour hydrolyser la
matiére grasse du lait, modifier la longueur des chaines d'acides gras et améliorer la

saveur des fromages (Chandra, P et al.,2020).

Aujourd’hui, cela s’applique également a 1’affinage des fromages et a
I’accélération de la lipolyse des graisses du beurre et de la creme. L’effet des lipases sur
les matieres grasses du lait, divers produits, notamment les fromages a pate molle, qui
possedent des propriétés aromatiques particulieres produites par les acides gras libres
(Hamdy et al., 2017, Chandra.,2020).

Pour la production fromagere a partir des Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,
etc..., toute une série de lipases microbiennes ont été¢ développées par I’industrie
technologique. L’utilisation des lipases microbiennes individuelles ou leurs mélanges
pour produire des produits fromagers de haute qualité. Des fromages modifiés par une
enzyme (FME) est produit a haute température en présence d'une enzyme et par
incubation du fromage pour accumuler une aréme concentrée en utilisant une catalyse
lipase. Comparé au fromage ordinaire, 'FME a une teneur en matieres grasses 10 fois
plus élevée et est utilisé comme ingrédient dans d'autres produits tels que les trempettes,

les sauces, les soupes et les collations. L'acétoacétate, les acides B-céto, les esters
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aromatiques, les méthylcétones et les lactones sont synthétises a partir d'acides gras

libres en initiant des réactions chimiques simples (Chandra.,2020).

Dans plusieurs types de fromages, comme le cheddar, le provolone et le ras, les
lipases gastriques sont utilisées pour accélérer le mdrissement et améliorer la saveur. Le
taux de libération des acides gras augmente apres l'ajout de lipase, ce qui accélere
¢galement le développement de I'arome La libération d’acides gras augmente
significativement avec 1’ajout de lipase de veau et la température de maturation des
agrégats (7-53 °C). La lipase reste active méme apres maturation et peut provoquer une
intensification du godQt rance, ce qui constitue un inconvénient. Les protéines hautement
solubles et les acides gras libres ont montré une appétence améliorée dans les 3 mois
suivant l'affinage dans l'industrie du fromage Cheddar en utilisant un cocktail de

protéase fongique et de lipase (Chandra.,2020).

Pendant la maturation, des niveaux élevés d'enzymes peuvent provoquer une
réaction excessive des enzymes, donnant une spécificité indésirable et réduisant la
productivité. La technologie des liposomes introduite pour un affinage plus rapide du
fromage réduit I'amertume et les pertes de productivité. Grace a la lyse cellulaire, les
enzymes intracellulaires bactériennes ne sont pas restreintes et soutiennent la saveur

grace a la lipolyse et a d'autres fonctions (Chandra.,2020).

Des microcapsules d'extraits acellulaires contenus dans la matiere grasse du lait
peuvent étre ajoutées pour coaguler le lait maternisé. Les fromages fabriqués avec des
capsules intactes contiennent plus de produits finaux enzymatiques que ceux obtenus
par ajout direct d'enzymes. En encapsulant une fraction grasse a point de fusion élevé, la
stabilité de la capsule peut étre améliorée. Dans le cas du fromage, l'activité lipolytiques
est significativement affectée par la lipase lactique préparée a partir de lait non
pasteurisé (Fraga et al.,2018, Chandra.,2020).

Les fromages bleus veiné et camembert sont lipolytiques et produisent des
lipases en utilisant la culture et la microflore secondaire telles que Pénicillium
roqueforti et Pénicillium camemberti, respectivement. Le Paramesan, le Provolone et le
Romano sont des fromages italiens congus pour améliorer leur saveur aprées l'ajout

général de lipases. Les acides gras progressifs et I'azote soluble total augmentent
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continuellement pendant la nitrification. Le déclenchement du développement des

lipases aromatiques du fromage libere les acides gras des triglycerides (Chandra.,2020).

Dans les produits laitiers, la synthese d'acide linoléique conjugué (ALC) a
permis I'immobilisation des lipases. Les lipases et les proteases accélerent I'affinage des
fromages individuels ainsi que du « cocktail ». En tant que telles, les enzymes peuvent
étre incorporées ou encapsulées. Au cours de l'affinage du fromage, des réactions
enzymatiques se sont produites trés progressivement, transformant le caillé frais auto-
transformé en la texture et la saveur finales attendues d'un fromage affiné
Les lipases, les protéases et les enzymes lactase hydrolysent respectivement les lipides, les
protéines et le lactose, augmentant ainsi le niveau de composants aromatiques (Dekker et
al.,2019, Chandra.,2020).

5.8.2. Dans I'industrie des graisses et des huiles

Dans la transformation des aliments, la conversion des huiles et des graisses est I’un
des principaux domaines qui nécessitent une technologie verte sur le plan économique et ce

sont des ingrédients trés importants dans les aliments (Titus D et al.,2018, Chandra.,2020).

La lipase peut modifier les composants actifs des lipides de la glycéride et échanger
I'un d'entre eux avec de nouveaux composants. Par conséquent, des lipides relativement
économiques et moins adaptés peuvent étre convertis en graisses plus précieuses.
L'estérification et l'interestérification sont utilisées pour obtenir des produits a valeur ajoutée
entre la lipolyse d'huiles et de graisses telles que des graisses spéciales et des glycérides
partielles a l'aide de lipases et d'acides gras détaillés, et ont en méme temps des perspectives
industrielles supérieures par rapport a la production d'acides gras en vrac par hydrolyse
(Chandra.,2020).

5.8.3. Dans la transformation du thé

Le thé (le thé vert et le thé oolong) est la boisson la plus populaire au monde a base de
I'arbre Camellia sinensis. Mais le processus est différent pour chacun : le thé vert non
fermenté, le thé oolong semi-fermenté et le thé bien fermenté sont appelés thé noir
(Chandra.,2020).

Le thé disponible dans le commerce est préparé a partir du bourgeon végétal et des

deux feuilles supérieures de la plante Camellia sinensis. Afin de compléter le the, le
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renouvellement des feuilles de thé fraiches depend de I'action de l'oxydase et de I'nydrolase
endogénes des feuilles vertes. Le traitement du thé peut étre effectué par un processus
traditionnel ou par un processus de coupe-déchirage-roulage (CTC) (Chandra.,2020).

L’essentiel du processus CTC est qu’il est plus simple, mais le résultat est plus de
ventouses et moins d’aromes. Pour ces raisons, le th¢ CTC est plus économique que le thé
conventionnel. Si la saveur du thé CTC peut étre élevée au niveau du thé orthodoxe, ce sera
une bonne combinaison d’avantages et d’économie. La dégradation enzymatique des lipides
membranaires déclenche la formation de produits volatils lors de la fabrication du thé noir,
dont les profils aromatiques spécifiques soulignent I'importance des lipides dans
I'amélioration de I'arbme (Chandra.,2020).

La qualité du thé noir dépend de la sécheresse des feuilles de thé, du broyage
mécanique et de la fermentation enzymatique. L'amélioration de la teneur en lipides totaux
par la lipase Rhizomucor miehei réduit les niveaux d'acides gras polyinsaturés détectés
(Chandra.,2020).

5.8.4. Dans I'industrie de la viande et du poisson

La lipase est également utilisée pour éliminer I’exces de graisse de I’industrie de la
viande et du poisson afin de produire de la viande maigre. Il est également utilisé pour
ameliorer sa saveur dans la fermentation des préparations de viande et pour augmenter la
qualité des saucisses fermentées. Les lipases microbiennes sont également utilisées pour
hydrolyser I'huile de poisson et les acides gras polyinsaturés agrégés (AGPIl n-3)
(Xiao.,2017).

Plusieurs sous-produits de la transformation du poisson contiennent des facteurs de
croissance qui apportent une contribution précieuse en tant que milieu de culture comme en
témoigne. L'utilisation des déchets de poisson pour la production de lipases microbiennes est
associée a un probleme majeur. L’utilisation de I’additif amaigrissant pour la viande de
poisson Staphylococcus epidermidis CMST Pi2 a permis une production maximale de lipase
(Chandra, .,2020).

Il existe donc un grand besoin d’améliorer la production de lipase microbienne, en
tenant compte de plusieurs facteurs, notamment la composition des déchets de poisson et les

besoins nutritionnels des souches microbiennes (Chandra.,2020).
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Le salage a sec était utilisé comme méthode de conservation de la viande en raison de
I'utilisation généralisée de la technologie du froid, qui a perdu de sa pertinence aujourd'hui.
Cependant, le processus a été mis a jour et modifié pour produire un produit carné savoureux
et beau (Wickramasinghe et al.,2019, Ribeiro et al.,2019).

Les lipides du tissu adipeux et du muscle participent également a une lipolyse intense,
qui produit des acides gras libres grace a Il'action des lipases, qui dans un deuxiéme temps
deviennent des substances volatiles aprés oxydation (Yang et al., 2019). Ces réactions
enzymatiques influencent fortement les profils sensoriels des jambons crus (Gligor et
al.,2019). Le niveau d'activité des enzymes musculaires dépend de maniere significative des
caractéristiques du jambon cru, telles que I'dge du croisement, et des facteurs
environnementaux de transformation tels que la température, le temps, I'activité de I'eau, le
potentiel ox-red et la salinité (Zhou et al., 2019, Lee et al., 2019).

Par conséquent, les lipases et les protéases sont généralement régulées par le systeme
enzymatique musculaire, qui sont essentielles pour normaliser la transformation et/ou

ameliorer la saveur du jambon sec (Chandra.,2020).
5.8.5. Lipase utilisée comme biocapteurs dans I'industrie alimentaire

Deux parties importantes des biocapteurs sont combinées avec leurs propriétés
uniques, puisque le capteur physico-chimique est utilisé comme signal mesurable et le
deuxiéme compartiment est d'origine biologique pour fournir une analyse spécifique, une des

parties d'origine biologique appelée lipase (Chandra.,2020).

Il existe également un substrat commun, la tributyrine attribuée comme origine de
diverses lipases. Pour les lipases, plusieurs bactéries Bacillus subtilis et Chromobacter
viscosus et les champignons Rhizomucor miehei, Rhizopus miehei, Fusariumsolani sont cités

pour I'nydrolyse de la tributyrine en dibutyrine et acide butyrique (Chandra.,2020).

Pour la détermination quantitative des triacylglyceérols, les lipases immobilisées sont
utilisées comme biocapteurs en raison de leur précision et de leur efficacité. Les lipases sont
d'une importance vitale dans I'industrie alimentaire, en particulier dans les graisses, les huiles

et les boissons gazeuses (Chandra.,2020).

En utilisant la lipase comme biocapteur dans les methodes analytiques et quantitatives,
les triacylglycérols sont décomposés en glycérol. Un biocapteur d'impédance d'onde

acoustique de surface a été développé pour la détermination des pesticides organophosphorés
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par ’hydrolyse de lipase. Il peut également étre utilisé pour I’analyse des résidus de pesticides

dichlorvos dans les Iégumes (Chandra.,2020).

En se mélangeant avec la glucose oxydase, la lipase peut étre immobilisée sur une
électrode pH/oxygéne et utilisée comme biocapteur lipidique, et peut également étre utilisée
pour analyser des échantillons de triglycérides et de cholestérol sanguin (Chandra.,2020).

Actuellement, les méthodes chromatographiques et spectroscopiques sont insuffisantes
pour la quantification et la détermination des résidus de pesticides dans 1’eau. L’estimation et
la détection des triglycérides sont un parametre cliniguement important et sont associées a des
problemes cardiaques. Un autre biocapteur industriel pour I'analyse du méthyl parathion et de
la tributyrine est un biocapteur potentiométrique basé sur la lipase de Candida rugosa
(Chandra.,2020).

5.8.6. Dans la transformation des ceufs
Un large éventail de propriétés telles que moussant, gélifiant, émulsifiant dans la pate
et la mayonnaise ainsi que l'amélioration de la texture des ceufs de boulangerie fournissent des

ingrédients pratiques pour l'industrie alimentaire (Chandra.,2020).

Les propriétés émulsifiantes des lipides de I'ceuf sont renforcées par la lipase pour de
meilleures performances et des taux d'ajout de jaune d'ceuf plus faibles dans les recettes
contrdlées, telles que les vinaigrettes et les produits de type sauce mayonnaise, de sorte que

les lipides de I'ceuf sont responsables de ses propriétés émulsifiantes (Chandra, P.,2020).

Le jaune d'ceuf est composé de 50 % d'eau, de 32% lipides et de 16% protéines, une
émulsion complexe huile-eau, dont 80% lipides sont de la phosphatidylcholine et environ 1/3
des lipides sont des phospholipides et il contient également de la phosphatidyléthanolamine
(Chandra.,2020).

6. Xylanases
6.1. Définition

Les xylanases (EC 3.2.1.8) sont des protéines ou polymeéres d'acides aminés constitués
d'une chaine principale d'unités xylose reliées entre elles par des liens p (1,4). Ces enzymes

extracellulaires sont produites par divers micro-organismes tels que des bactéries, des
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actinomycetes, des levures, des champignons (P. chrysogenum) et de nombreux autres

systemes microbiens (Richhariya et al, 2021).

Et comme tous les enzymes ont une activité biologique particuliére. Les xylanases
sont un groupe important d'enzymes dépolymérisantes hydrolytes qui décomposent le
polysaccharide naturel xylane, qui est l'un des plus importants composants de la paroi

cellulaire végétale dans le xylose (Richhariya et al, 2021).

Plus précisement, ces enzymes clés endohydrolyse des liaisons (1-4) -B-D-xylosidique
dans la structure xylane de la biomasse (Basit et al, 2020).

6.2. Origine des xylanases

De nombreuses études ont rapporté la production de xylanase a partir de champignons,
de bactéries, de levures, d'algues (Mandal, 2015), de graines et d'escargots, mais les
principales sources de ces enzymes sont les champignons et les bactéries. Selon la source, les
xylanases ont des propriétés différentes qui les rendent utiles pour une application ou une
autre (Shah et al., 2019).

6.3. Structure des xylanases

\_

Figure 10 : Structure tridimensionnelle d’une Xylanase (Chares et Muthiah., 2021).

6.4. Classification des xylanases

Les xylanases sont classées en fonction du poids moléculaire, du point isoélectrique
(pl), de la structure cristalline et des propriétés cinétiqgues ou du mécanisme d'action,
spécificité du substrat et profil du produit (Motta et al.,2013 et Walia et al.,2017).

e En fonction de leurs propriétés physicochimiques et leur point isoélectrique (pl)
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Les xylanases sont divisées en deux groupes, une enzyme de faible poids moléculaire
(30 kDa) avec un pl acide (Basit et al.,2018) et une enzyme de poids moléculaires élevés
(Alvarez et al.,2016), et les valeurs de pl sont généralement alcalines (8,0-9,5) (Polizeli et
al.,2005).

e En fonction de leur structure primaire et la structure des domaines catalytiques

Sur la base des similitudes dans la structure du domaine catalytique, les xylanases ont
été classées en différentes familles par la base de données des enzymes activant les glucides
(Basit et al.,2018).

— Les familles GH7, GH16, GH52 et GH62 sont des Endo-1,4-B xylanases
(Uday et al.,2016 et Chadha et al.,2019).

— Les familles comprennent GH10 (anciennement F) et GH11 (anciennement
G).
Il posséde un domaine catalytiqgue PB(1—4)-xylanase. Ces deux familles
different par la séquence, la structure tridimensionnelle, la spécificité du

substrat, les propriétés catalytiques et le mécanisme (Basitetal.,2018).

e En fonction de leur mode d’action

Selon (Arokika et al., 2019), un grand nombre d'enzymes d'’hémicellulose et leurs
mécanismes d'actions ont nécessaires pour une hydrolyse compléte des polymeres complexes

en monomeres. Les diverses enzymes dégradant le xylane sont :
— Endo-1,4-p-xylanases (EC 3.2.1.8)

L'endo-1,4-B-xylanase clive les liaisons B-1,4-glycosidiques internes du squelette du
xylane et libére de petites molécules de xylooligosaccharides avec des degrés de
polymérisation plus élevés, tels que la xylose, le xylobiose et le xylotriose
(Burlacuetal.,2016).

Les liaisons sélectionnées pour I'nydrolyse du xylane ne sont pas attaquées au hasard,
mais cette attaque dépend plutét de la ramification, de la longueur de la chaine et de la

présence de substituants dans la molécule de substrat (Burlacu et al., 2016).

— PB-Xylosidase (xylan-1,4-p-xylosidase ; EC.3.2.1.37)
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La B-D-xylosidase clive I'extrémité non réductrice des xylooligosaccharides, tels
que les résidus xylose. Il peut s'agir de monomeéres, de diméres ou de tétrameres dont le

poids moléculaire varie de 26 a 360 kDa (Jordan et al., 2010).

Apres I'nydrolyse séquentielle du xylane par la xylanase, la B-xylosidase entre en
jeu et joue un roéle important dans I'hydrolyse finale des oligoméres courts en monomeres
(Andrade et al., 2004). En général, le xylobiose est leur meilleur substrat car la f-

xylosidase purifiée n'hydrolyse pas le xylane.

— a-glucuronidase (a-glucosiduronase ; EC.3.2.1.139)

Selon Polizeli et al (2005), I'a-glucuronidase est nécessaire pour le clivage de la
liaison a-1,2-glycosidique entre I'acide D-glucuronique ou son 4-O-méthyl éther et l'unité

xylopyranosyle terminale.
— a-arabinofuranosidase (a-L-arabinofuranosidase EC.3.2.1.55)

L'arabinofuranosidase est une alpha-(1,2), alpha-(1,3), alpha-(1,5) alpha-(L)-
terminale. Elle est connue d'hydrolyser les résidus arabinofuranosyle. (Contesinia et al.,
2017).

6.5. Caractéristiques de xylanases

Xylanases provenant de divers micro-organismes (bactéries, champignons, algues,
levures, protozoaires, crustacés, escargots, insectes, etc.), ont été caractérisées et ont des
propriétés différentes telles que le pH et température, humidité, temps d'incubation pour

maintenir leur fonctionnalité (Chadha et coll., 2019).
6.6. Production des xylanases

La xylanase est largement présente dans la nature, notamment dans les bactéries, les
champignons, les algues, les levures, les protozoaires, les crustacés, les escargots, les

protozoaires, les insectes, etc. utilisés dans leur production (Alokika et al., 2019).

e Production bactérienne

Selon Gupta et al (2015), des bactéries telles que diverses Bacillus sp.,
Paenibacillus sp. N1, Arthrobacter sp. MTCC, présentait une activité xylanolytique
significative, la température optimale de I'endoxylanase variant entre 30 et 60 °C.
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Tableau IX : Production de xylanase par des souches bactériennes (Alokika et al., 2019).

Température PH Période Source Source  Production
(C°) d'incubation(h) de d'azote de
carbone xylanase
Bacillus 35 09 96 Sonde = Peptone, 35.156 U/g
pumilus blé extrait de
levure
Bacillus 45 09 48 Xylan Peptone, 19 U/ml
circulans D1 Extraite
Paenibacillus 50 09 72 xylose (NH4) 72Ulg
sp. N1 2H2P4

e Production fongiques

Les niveaux de xylanase obtenus a partir de cultures fongiques sont généralement

beaucoup plus élevés que ceux obtenus a partir de levures ou de bactéries (Andrade et al.,
2013).

6.7. Stabilité de la xylanase

La stabilité thermique accrue des xylanases est due a un rapport Thr/Ser plus €élevé,
une augmentation du nombre de résidus chargés, notamment Arg, résultant I’interaction
polaires améliorées et amélioration de la stabilisation des structures secondaire, impliquant un

plus grand nombre de résidus dans les brins béta et une stabilisation de la région de I'hélice
alpha (Nisha et al., 2019).

Certaines xylanases améliorent leur stabilité en compactant la structure protéique avec

un nombre plus élevé de paires d'ions ou de résidus aromatiques a la surface des protéines
(Nisha et al., 2019).
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6.8. Application des xylanases dans I’industrie agro-alimentaire
6.8.1. Dans la Boulangerie

La xylanase est utilisée dans I’industrie alimentaire comme la patisserie, le pain
fabriqué a partir de blé qui contient des hémicelluloses telles que I'arabinoxylane (Bhardwaj et
al., 2019).

La xylanase peut solubiliser les arabinoxylanes non extractibles par l'eau en
arabinoxylanes extractibles par I'eau. Cela facilite une répartition homogéne de l'eau et
améliore la formation du réseau de gluten dans toute la pate. L'ajout de xylanase améliore les
propriétés rhéologiques de la pate telles que la douceur, I'extensibilité et I'élasticité, ainsi que
le volume spécifique du pain et la fermeté de la mie. Les produits de dégradation de
I'arabinoxylane présents dans le pain, les arabinoxylo-oligosaccharides, ont des effets

bénéfiques sur la santé (Bhardwaj et al., 2019).

Des études montrées le réle des endoxylanases GH11 de Bacillus subtilis dans la
solubilisation de I'arabinoxylane. Cela augmente la viscosité et le volume de la péte et réduit
le caractére collant du gluten et de la pate, ce qui donne une mie lisse et fine. La xylanase
GH11 de Penicillium occitanis a amélioré le processus de fabrication des moules, notamment
en réduisant I'absorption d'eau (8 %) et en améliorant l'augmentation de la pate (36,8 %), le
volume specifique (34, 9 %) et la cohésion. Les propriétés rhéologiques et sensorielles
(texture, saveur, golt, moelleux et acceptabilité globale) du pain sont améliorées. Le pain a
base de xylanase avait une faible élasticité et des propriétés caoutchouteuses (Bhardwaj et al.,
2019).

L'ajout de xylanase a également augmenté la durée de conservation, ce qui a réduit la
résistance et le vieillissement pendant le stockage. Panzea, une xylanase de nouvelle
génération issue de Bacillus Licheniformis, peut aider a améliorer les propriétés de la pate a
de faibles niveaux d'enzymes. Cela permet d'obtenir la texture, I'apparence, la structure du
pain et de la mie souhaitée. De méme, la xylanase recombinante (r-XynBS27) obtenue a partir
de la plante Pichia pastoris (géne xynBS27 de Streptomyces sp. S27) utilisé comme additif
dans le processus de fabrication du pain. La xylanase recombinante a amélioré le volume
spécifique et réduit la teneur en sucre tout en réduisant la resistance, la consistance et la
rigidité (Bhardwaj et al., 2019).
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6.8.2. Dans la clarification des jus de fruits

Le procédé enzymatique d’extraction et de clarification des jus de fruits est largement
utilise. Les jus de fruits crus contiennent des polysaccharides tels que la cellulose,
I'némicellulose, I'amidon-pectine et la lignine, qui sont liés a la surface et réduisent la qualité
du jus, comme une couleur trouble et une viscosité élevée (Danalache et al. 2018).

L'utilisation d'enzymes réduit la viscosité et empéche I'agglutination en éliminant les
solides en suspension et insolubles par centrifugation et filtration. Elle augmente I'éclat,
I'arbme et la couleur du jus (Danalache et al. 2018). Xylanase Streptomyces sp utilisée pour
éclaircir I'orange, le musamba et I'ananas avec une luminosité de 20,9 %, 23,6 % et 27,9 %
(Rosmine et al. 2017).

La xylanase partiellement purifiée utilisée dans l'industrie des jus de fruits pour
augmenter la luminosité des jus de pomme (17,8 %), d'orange (18,4 %) et de raisin (17,9 %)
(Adiglzel et Tunger 2016).

La xylanase utilisée dans la transformation des kiwis, des pommes, des péches, des

oranges, des abricots, des raisins et des grenades. (Adiguzel et al. 2019).

7. Glucose-oxydase
7.1. Définition

La glucose-oxydase (EC.1.1.3.4) est une oxydoréductase appartenant a la famille des

GMC oxydoréductases (glucose/méthanol/choline) (Singhetal, 2019).

La glucose-oxydase est une holoenzyme avec un cofacteur flavine adénine
dinucléotide constitué de deux sous-unités identiques (80 kDa). Elle utilise I'oxygéne
atomique comme accepteur d'électrons pour catalyser I'oxydation du glucose en glucono- 6 —
lactone avec la production concomitante de peroxyde d'hydrogéne (H202). La glucono-3-
lactone est ensuite hydrolysée en acide gluconique par la B-lactamase, et le peroxyde

d'’hydrogéne généré est dégradé en oxygene et en eau par la catalase (Singh et al, 2019).
7.2. Origine de glucose-oxydase
La glucose oxydase peut étre produite par plusieurs souches fongiques, notamment :

Aspergillus sp., Penicillium sp., Aspergillus tubingiensis, Aspergillus oryzae, Aspergillus
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carbonarius, Aspergillus flavus et Aspergillus niger, Penicillium notatum, P. fumiculosum, P.

amagasakiense, P. variable et P. Fellutanum (Singh et al., 2019).
7.3. Structure de glucose-oxydase

La glucose oxydase (B-D-glucose : oxygene 1-oxydoréductase, EC 1.1.3.4) appartient
a la famille des glucose-méthanol-choline oxydoréductase, comprenant par exemple la
cholestérol oxydase (EC1.1.3.6), pyranose oxydase (EC1.1.3.10) ou méthanol oxydase (EC

1.1.3.13) agent oxydant alcools primaires et secondaires (Mano.,2019).

Toutes ces enzymes partagent un domaine conservé impliqué dans la liaison au
fragment adénosine diphosphate du FAD et, généralement, son résidu est retenu comme base
lors de la demi-réaction de réduction. GOx cristallisé a partir de Aspergillus niger (PDB :
1CF3, 1GAL, 3QVP, Penicillium amagasakiense (PDB:1GPE) est une glycoprotéine
homodimérique avec une structure moléculaire relative la masse varie de 147 a 180 kDa,

selon le degré de glycosylation (Mano.,2019).

Les structures d'Aspergillus niger et d'Aspergillus amizakii ont été largement
comparées et analysées. Chaque monomere posséde un dinucléotide flavine adénine
profondément enfoui. Le cofacteur (FAD/FADH2) se trouve & environ 15 A de la surface de
I'enzyme. FAD est serré mais pas Lié de maniere covalente. L'hydrophobie, les ponts salins et
les liaisons hydrogene relient les deux monomeres. Une grande poche profonde mesurant
environ 10 A x 10 A permet d'accéder aux actifs, Le site est suffisamment grand pour
accueillir le sublatif. La comparaison directe des caractéristiques biochimiques de GOXx

devient difficile en raison de conditions expérimentales différentes (Mano.,2019).
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Figure 11 : La structure de la glucose oxydase du penicillium amagasakiense
(Wang et al., 2022).
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7.4. Caractéristiques et production de la glucose oxydase

La glucose oxydase (B-D-glucose : oxygéne 1-oxydoréductase ; GOx. EC 1.1.3.4) est
une oxydase avec plusieurs avancees technologiques dans des applications a grande échelle,

parmi lesquelles la production de D-gluconate (Kornecki,2020).

La glucose oxydase est produite par un large éventail de micro-organismes,
notamment des plantes, des animaux, des bactéries et des champignons. L'objectif principal
de la glucose oxydase dans ces sources est de produire de [I'hydrogéne gazeux
(Kornecki,2020).

Le peroxyde (un sous-produit de la catalyse enzymatique) agit comme un agent
antibactérien et antifongique Par exemple, la glucose oxydase est présente dans le miel et a
des effets antibactériens et antifongiques. L’activité bactérienne dépend de I'accumulation de
peroxyde d'hydrogéne dans le produit. Pour les applications commerciales, la glucose oxydase
est produite et purifiée a partir de champignons, notamment Aspergillus et Penicillium
(Kornecki,2020).

La demande de glucose oxydase augmente en raison de ses applications croissantes
dans différents domaines industriels. Cependant, les souches fongiques de type sauvage
produisent généralement de la glucose oxydase, ont une faible capacité de fermentation, une
purification compliquée et une faible efficacité enzymatique. De plus, les impuretés de la
glucose oxydase, y compris dautres enzymes (par exemple la catalase, les cellulases et
I'amylase), empéchent son utilisation dans certaines applications et nécessitent une

purification compléte des enzymes (Kornecki,2020).

En plus du coenzyme FAD, les glucose oxydases d'aspergillus niger et de penicillium
amagasakiense ont également deux histidines dans le site actif, His516 (pKa 6,9) et His559
(pKa > 8,0), qui agissent comme des bases et ont un effet acide. La demi-réaction oxydative
du B-D-glucose en acide D-gluconique. His559 a une forte liaison d’hydrogene avec Glu412
(pKa 3,4) et la molécule d'eau devant le cycle flavine. Ces résidus d'acides aminés sont
nécessaires a la catalyse, la protonation de ces résidus affecte fortement les constantes

cinétiques (Kornecki,2020).
7.5. Mode d'action

La glucose oxydase catalyse l'oxydation du B-D-glucose en D-glucono-delta-lactone,

produisant le sous-produit peroxyde d'hydrogéne (H20.), I'oxygéne moléculaire agissant
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comme accepteur d'électrons. Le premier produit subit une hydrolyse non enzymatique pour

acide D-gluconique (Kornecki et al.,2020).

La glucose oxydase est hautement spécifique de I'anomere  du D-glucopyranose (le
meilleur substrat), tandis que 'anomére a est un substrat tres pauvre (par rapport a l'activité du
B-D-glucose est de 0,64 %). Le xylose et l'idose sont des substrats trés pauvres
(respectivement 0,03 % et 0,02 % d'activité par rapport au -D-glucose). En général, I'affinité
pour la glucose oxydase est au moins 20 et 5 fois plus élevée. Le B-D-glucopyranose a un taux
de renouvellement plus élevé que tout autre monosaccharide. Pour le D-mannose, le D-
galactose et le D-xylose, les constantes de spécificité étaient 400, 1 000 et 3 000 fois
inférieures a celles du B-D-glucopyranos (Kornecki et al.,2020).

L'effet inhibiteur enzymatique de l'oxydation du B-D-glucopyranose et de la D-
glucono-delta-lactone est tres faible. L'action catalytique de la glucose oxydase dépend du
cofacteur FAD qui agit comme un accepteur d'électrons initial (sous forme d'hydrure) et subit
une réduction en FADH". FADH" est ensuite oxydeé, transférant des électrons (sous forme
d'hydrure) a l'oxygene moléculaire, qui est réduit en peroxyde d'hydrogéne (Kornecki et
al.,2020).

La cinétique a I'état d'équilibre de l'oxydation du B-D-glucopyranose par I'oxygene
moléculaire suit un mécanisme bicinétique. Pour la demi-réaction réductrice, le B-D-
glucopyranose est oxydé en D-glucono-d-lactone en transférant un proton. Groupe C1-
hydroxyle attaché au groupe basique situé sur I'enzyme (His516), un transfert direct d'hydrure
se produit de sa position C1 vers la position N5 du cycle isoalloxazine cycle FAD. La demi-
réaction d'oxydation se déroule via un ou deux mécanismes de transfert d'électrons, selon le
type de substrat d'oxydation (oxygéne, benzoguinones, naphtoquinones, sels Ferro cénes, etc.)
(Kornecki et al.,2020).

En ce qui concerne I'oxygéne, tout d'abord, la diffusion est tres rapide dans le site actif
(favorisant thermodynamiquement la diffusion de 'O, dans le site actif), et la coenzyme
réduite (FADH") est réoxydée par I'oxygéne en FAD, qui a son tour est réduit en peroxyde
d'’hydrogéne. La réaction se déroule via deux étapes de transfert d'électrons uniques ; l'anion
superoxyde et le radical flavine semiquinone sont des intermédiaires de réaction (Kornecki et
al.,2020).
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Figure 12 : Représentation du mécanisme d'action de la glucose oxydase dans l'oxydation du

glucose en d -glucono-o4-lactone (Kornecki et al., 2020)
7.6. Application de la glucose oxydase dans I'industrie agro-alimentaire

GOx a plusieurs applications importantes dans l'industrie alimentaire, notamment
I'industrie de la boulangerie, la production de boissons, la production de gluconate et la
conservation des aliments. Dans l'industrie de la boulangerie, Gox a été utilise comme
antioxydant pour améliorer la qualité des produits de boulangerie. Le peroxyde d'hydrogéne
produit par GOx augmente I'élasticité et la viscosité de la pate, et la lipase et GOx peuvent

prolonger la qualité et la durée de conservation du pain (Bauer et al.,2022).

En général, la qualité du pain dépend de la qualité du blé et la rhéologie de la pate
dépend de la quantité d'enzyme ajoutées. GOx provoque la formation de fibres protéiques
dans la pate (Bauer et al.,2022).

GOx est également utilisé pour abaisser la teneur en alcool du vin. Des températures
plus élevées pendant la saison de croissance peuvent augmenter la teneur en glucose des
raisins. Gox peut réduire la teneur en alcool du vin résultant en abaissant le niveau de glucose
converti en alcool par fermentation anaérobie. Le peroxyde d'hydrogéne produit par GOx a un
effet bactéricide contre les micro-organismes acides et caustiques du lait produits pendant le
processus de fermentation. Le peroxyde d'’hydrogéne produit peut-étre éliminer par lI'enzyme
catalase, qui convertit le H2O2 en oxygéne et en eau. La combinaison de GOx avec la catalase
entraine des taux d'alcool plus faibles que la GOx seule car le glucose est converti en acides

gluconique (Bauer et al.,2022).

GOx a également été intégré dans des dispositifs analytiques appelés biocapteurs pour
mesurer la quantité de glucose dans les liquides. Ces dispositifs combinent un composant

biologique (souvent une sorte d'enzyme ou d'anticorps) avec un transducteur physique ou
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électrique et un composant électrique pour permettre la mesure de lI'analyte d'intérét avec un
transducteur physique ou électrique et un composant électrique pour permettre la mesure de
I'analyte d'intérét. Par exemple ont utilisé une « langue » bioélectronique composée d'enzymes
(tyrosinase et glucose-oxydase) et de nanoparticules de polypyrrole, pour mesurer la teneur en
alcool du mo0t et du vin a été construite. Les informations de ce capteur permettent de predire

les propriétés du vin fini au début de la vinification (Bauer et al.,2022).

Lopez et al a développé un biocapteur a base de GOXx et de peroxydase pour mesurer
les niveaux de glucose dans les boissons telles que le jus d'orange et les boissons énergisantes.
Enfin, Mason, Longo et Scampicchio ont développé un biocapteur électrochimique composé
de GOx immobilisé sur une membrane en nano fibres de nylon pour mesurer les niveaux de

glucose dans la biere brassée (Bauer et al.,2022).

En éliminant I'oxygene et le glucose des aliments, GOx peut étre utilisé pour prolonger
la durée de conservation pour deux raisons. Premiérement, lors de I'étape de conservation des
aliments, une réaction secondaire entre les groupes fonctionnels nucléophiles des acides
aminés et les carbonyles actifs des sucres peut se produire, conduisant a un brunissement non
enzymatique par la réaction de Maillard. En éliminant les sucres indésirables des aliments en
conserve, le brunissement est évité. Par exemple, I'utilisation de GOx pour éliminer le glucose
résiduel des ceufs séchés améliore leur digestibilité. Le peroxyde d'hydrogéne produit lors de
cette réaction aide également a tuer tous les microbes pathogenes pouvant étre présents dans
I'ceuf cru. L'exces de peroxyde d’hydrogeéne peut ensuite étre éliminé par I'enzyme catalase.
La combinaison de GOx et de catalase peut également étre utilisée pour contrbler le

brunissement non enzymatique des fruits et de la pate de tomates (Bauer et al.,2022).

La deuxieme raison est que I'excés d'oxygeéne peut favoriser la croissance bactérienne
et que [I'élimination de Il'excés d'oxygéne inhibe la croissance bactérienne aérobie.
L'élimination de l'excés d'oxygene est essentielle pour la mise en conserve et ont étudié
I'élimination de l'oxygéne dissous de l'eau par réduction catalysée par le glucose par la
glucose oxydase et la catalase. GOXx peut également étre utilisé pour éliminer I'oxygene des
boissons en conserve (comme la biére et le vin) afin de préserver la couleur et la saveur. La
dégradation de la mayonnaise est associée a la peroxydase lipidique, et la GOX et la catalase

peuvent retarder la peroxydation lipidique (Bauer et al.,2022).

GOx est également utilisé directement comme agent antimicrobien dans l'industrie

alimentaire. Elle a été démontrée qu'il inhibe la croissance de nombreuses bactéries
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pathogenes telles que Clostridium perfringens, Campylobacter jejuni, Salmonella infantis,
Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes. (Vartiainen et al., 2005) ont découvert que
la GOx immobilisée inhibait la croissance d'E. coli et de Bacillus subtilis, et Malherbe et al.
Ont découvert que S. cerevisiae produisait de la GOx a partir d'A. niger avait une activité
antibactérienne contre les bactéries qui produisent de Il'acide lactique et de l'acide acétique.
Les films de polyamide et d'ionomére immobilisés par GOx ont amélioré la croissance de E.
coli CNCTC 6859, Pseudomonas fluorescens CNCTC 5793, Lactobacillus helveticus CH-1,
Listeria ivanovii CCM 5884 et Listeria innocua CCM 4030 sur milieu gelosé inhibée. (Yuan
et al., 2015) ont développé un systéme antibactérien photodynamique composé de glucose, de
GOx et de peroxydase de raifort pour inactiver les pathogenes bactériens et fongiques (Bauer
et al.,2022).

Enfin (Xu et al., 2016), un biocapteur composé d'anticorps, de GOX, de nanoparticules
d'or, de billes magnétiques, de polydopamine et de nanocomposites polyméres a été
développé pour détecter les pathogénes dans les aliments tel que E. coli 0157 :H7.
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Conclusion générale

Les enzymes sont utilisées en industrie agroalimentaire pour diverses applications,
telles que la production de sucre, la transformation de I'amidon, I'amélioration de la texture
des produits, la clarification des jus de fruits et la production de vin. Les entreprises du
domaine de l'agroalimentaire continuent de rechercher des enzymes plus efficaces pour
minimiser les codts de production, améliorer la qualité des produits et répondre aux demandes

des consommateurs pour des produits plus sains.

De plus, les derniéres avancées technologiques en matiére de biotechnologie ont
également permis le développement d'enzymes personnalisées pour répondre aux besoins

spécifiques de I'industrie agroalimentaire.
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Résumé

Les enzymes sont des catalyseurs de nature protéique capables de catalyser des réactions
chimiques, peuvent étre d’origine animale, végétale ou microbienne. Largement utilisées en
industrie notamment 1’industrie agro-alimentaire, aujourd’hui, I’application de ces dernieres est
tres vaste et elles jouent un réle important dans la transformation des produits alimentaires de
maniere efficace par divers processus : la fermentation des aliments, la maturation du fromage,
la production et clarification de jus de fruit...etc. Dans I’industrie alimentaire, les enzymes
utilisees pour améliorer la texture, la saveur et la valeur nutritive des aliments, par exemple
I'amylase est utilisée pour décomposer I'amidon en sucre simples, tandis que la protéase est
utilisée pour la maturation du fromage. Le défi aujourd'hui consiste a découvrir des enzymes
qui répondent tres exactement aux contraintes techniques et économiques, des procédés de
biocatalyse industriels modernes : enzyme plus stable (résiste a la température, aux solvants...),
plus actives (rendement, gain du temps), plus sélectives (pureté des produits, élimination des
sous-produits ...), ou catalysant des réactions que les enzymes actuelles n’arrivent pas a
réalisées.

Mots clés : Enzymes, aliments, actualité, industrie, agro-alimentaire.

Abstract

The enzymes are natural protective catalytic agents capable of catalyzing chemical reactions,
such as the origin of animals, vegetables or microbes. Large applications in the agro-alimentary
industry, today, are very large and there is an important role in the transformation of the most
efficient products in different processes: the fermentation of the aliments, the Maturation of
age, the production of jus of fruit, the clarification of jus. In the industrial environment, the
enzymes are used to improve the texture, the preservation and the nutritional value of the
aliments, and also the amylase is used to decomposer the amidon in sugar in simple ways, as
the protease is used for the maturation of the skin. The new day consists of discovering enzymes
that respond to exact opposite techniques and economics, modern industrial biocatalysts: more
stable enzyme (temperature control, solvents...), more active (reduction, temperature gain) ,
more selections (purification of products, elimination of sous-products...), or catalytic reactions
that the enzymes act on do not arrive in real time.

Keywords: Enzymes, food, news, industry, agri-food.
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