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 Le café est l’une des denrées alimentaires les plus consommées au monde et l’un des 

aliments nutraceutiques qui présentent des bienfaits pour la santé humaine. De nos jours, le café 

est l’un des principaux produits du commerce mondial, c’est la deuxième marchandise échangée 

entre les pays, après le pétrole (Belguidoum, 2014).Il possède aussi des inconvénients en plus 

des avantages parmi celle-ci en trouve la fertilité de la femme, la fertilité masculine, action sur 

la grossesse comme la fausse couche et la naissance prématurée, action sur la vésicule biliaire, 

sur les ulcères, maladies cancéreuses, maladie cardiovasculaires et enfin sur le système nerveux 

centrale (Bonnin, 2016). 

 La production annuelle mondiale se situe aux alentours de 6,5 millions de tonnes par 

an. Le brésil est considéré comme le plus grand producteur et le premier exportateur de café avec 

30℅ de production mondiale (Trad, 2016). 

 Les grains de café après torréfaction et broyage, donnent la poudre de café, utilisée pour 

l’extraction d’un délicieux breuvage, de saveur et d’onctuosité très apprécié. Cette poudre après 

cette opération, devient ce que nous appelons le marc de café, dont malgré son utilisation dans 

le monde de l’agriculture pour la fertilisation des sols, et également dans le cosmétique, ou 

comme produit ménager, d’énormes quantités de ce sous-produit sont jetées comme résidu 

inutile causant ainsi des problèmes pour l’environnement et des pertes d’économie (Lecomte, 

1899). 

 Le marc de café est composé de plusieurs éléments possédant des propriétés physiques, 

chimique et bioactives, dont multiples voies de valorisation et d’utilisation sont possible avec ce 

sous-produit, parmi celles-ci se trouvent la production d’éthanol, de biodiesel, de combustibles, 

ou également comme peut être utilisé comme substrats, pour la production de différents enzymes 

industriels, en se basant sur des cultures à microorganismes (Zouli, 2019). 

 Tous les êtres vivants, dépendent pour leurs existences de catalyseurs biologiques, 

appelés enzymes. Certaines enzymes sont directement utilisées pour fabriquer des composés 

chimiques, tandis que d’autres jouent un rôle dans la décomposition et la modification de ces 

composés. Il n’est pas donc surprenant que les industriels se trouvent parmi les premiers à 

reconnaitre et exploiter l’énorme potentiel des enzymes (Charnock et McCleary, 2005). 

 Actuellement, la concurrence est très forte dans le monde des enzymes industrielles et 

les prix de ces produits de hautes technologies sont à la baisse entrainant des réductions majeures 

dans les coûts de production. La capacité de l’industrie à produire des enzymes à faible coût est 

nécessaire pour maintenir sa compétitivité  (Meunier, 1999), et pour cela il est entendu que si 
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les réaction peuvent être accélérées, les procédures  de production peuvent  être mises en œuvre  

en beaucoup moins de temps, à des températures et des pressions plus basses ou avec des 

matières premières moins chères,  dont la plus grande partie du marché de ces biocatalyseurs  est 

liée aux enzymes de type hydrolytique comme les protéases, les lipases et les cellulases. 

 Les enzymes industriels sont d’une part d’origine animale et végétale et d’autre part 

d’origine microbienne (Rao et al., 1998). L’extraction à partir des plantes et des animaux est 

cependant limitée par des paramètres difficiles à contrôler. C’est pourquoi la production 

d’enzymes à partir des microorganismes est privilégiée par les producteurs, vu qu’elle est facile 

à gérer avec des résultats plus constants, et peuvent être utilisées dans plusieurs domaines tels 

que le domaine pharmaceutique et médical, dont leurs activités peuvent être influencées par des 

paramètres physiques et chimiques. 

 Notre étude s’inscrit dans cette optique en fixant comme objectif la valorisation du marc 

de café par voie fermentaire en utilisant le microorganisme Bacillus subtilis. La méthodologie 

de surface de réponse (MSR) dont le plan d’expérience Box Behnken est utilisé afin d’optimiser 

les conditions de croissance (T, pH, concentration en peptone) et de production fermentaire de 

protéase par la souche sélectionnée. 

 Le plan adopté pour explorer cette étude est subdivisé en deux grandes parties, dont la 

première est une synthèse bibliographique mettant au point le marc de café, son utilisation et sa 

composition, les protéases et leurs domaines d’applications ainsi que leurs sources, des 

généralités sur Bacillus subtilis et enfin des notions sur les plans d’expériences. 

 La deuxième partie expérimentale mettant au point le matériel et les méthodes utilisées 

pour l’isolement, l’identification, la purification de la souche utilisée, la préparation du sous-

produit et les différents dosages biochimiques et des activées enzymatiques, ainsi que la 

présentation des résultats obtenus et leurs discussions. 
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I-1 Le café 

 Le café est l’une des boissons les plus populaires et les plus appréciés dans le monde. 

Sa composition varie selon la variété de café, le mode de production des grains de café vert et 

les conditions de leur torréfaction. Par conséquent l’analyse des constituants du café suscite 

encore aujourd’hui de nombreuses études, qui se justifient par les effets physiologiques de cette 

boisson (Houessou, 2007). 

 Le café est classé comme suit : 

 Règne : Plantae  

 Division : Angiospermae 

 Classe : Dicotyledonae 

 Sous-classe : Euasterids I 

 Ordre : Gentianales 

 Famille : Rubiaceae 

 Sous-famille : Ixoroideae 

 Genre : Coffea L. 

 Aujourd’hui il existe environ 80 espèces différents dans le genre coffea. Seules deux 

types essentiels de caféiers sont cultivés : Arabica qui donne le café Arabica et Canéphora (qui 

donne le café robusta) (Belguidoum, 2014). L’espèce Arabica est la plus ancienne et la plus 

cultivée. Le robusta fut découvert plus tardivement, vers le XIXème siècle (Bonnin, 2016). 

 L’industrie du café, en raison de son grand marché, est responsable de la production 

d’une grande quantité de résidu, dont le marc de café et la peau d’argent de café sont les plus 

générés (Lina et al., 2014). 

            Le marc de café est la matière résiduelle obtenue lors du traitement de la poudre de café 

avec de l’eau chaude ou de la vapeur pour la préparation du café instantané (Lina et al., 2014). 
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  La composition du marc de café (Tableau I et II) est essentiellement faite de 

polysaccharides, de lipides, de protéines, de minéraux et de polyphénols (Zamora et al., 2015). 

Tableau I : Composition biochimique du marc de café (Carassou, 2015). 

Compositions Quantités (%) 

 Glucides 

Mannose 

Galactose 

Glucose  

Arabinose 

45,3 

46,8 

30,4 

19 

3,8 

 Lipides 

Triglycérides 

Sitostérol 

Stigmastérol 

Campestérol 

9,3 – 16,2 

84,8 

10 – 14 

4 – 5 

3 – 4 

 Protéines 14 

 

Tableau II : Composition du marc de café en minéraux et polyphénols (Carassou, 2015). 

 

           

             

 

 

 

 

 

  

 Le marc de café contient également d’autres éléments d’intérêts tels que des 

antioxydants. En effet, d’autres polyphénols (13-18mg d’acide gallique) sont présents ainsi 

Composants Quantités (mg/kg) 

 Minéraux 

Potassium 

Phosphore 

Magnésium 

Calcium 

Fer 

Manganèse 

Cuivre 

Azote 

Carbone 

6800 

8824 ± 4662 

1534 ± 503 

2201 ± 1341 

349 ± 122 

46 ± 21 

27 ± 10 

25 ± 12 

156 ± 4 

3379 ± 6 
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que de la caféine, parmi ces polyphénols, les principaux sont les flavonoïdes, l’acide 

protocatechnique, celui-ci étant plus important dans le marc de café arabica que celui de robusta 

(Bravo et al., 2013). 

 Le carbone est l’élément majoritaire du marc de café (49,7%), suivie ainsi de l’azote 

où sa quantité peut atteindre 2,3%. Le rapport entre le carbone et l’azote est de valeur qui est 

égale à 22% (Carassou, 2015). 

I-1.1 L’utilisation du marc du café  

  De multiples voies de valorisation et d'utilisations sont possibles avec le marc de café, 

parmi celles-ci se trouvent : 

 Enrichissement des sols 

 Le marc de café à une très forte teneur en azote, il contient aussi du potassium et du 

phosphore en plus faible quantité. La libération d’azote dans le sol est progressive, ce qui 

permet à la plante d’absorber l’élément en fonction de ses besoins. Le potassium, rapidement 

disponible et assimilé par les plantes, développe leur résistance et améliore la circulation de la 

sève. Le phosphore contribue au développement des racines des fleurs et des fruits. Le marc de 

café contient aussi du magnésium, impliqué dans les fonctions vitales de la plante comme la 

photosynthèse (Guy Deloeuvre, 2000). 

 Production de biocarburants  

 La production de biocarburant nécessite au préalable le séchage du marc de café. En 

effet, éliminer l'humidité est nécessaire afin d'obtenir des solvants de qualité dans la production 

de biocarburant (biodiesel, bioéthanol. etc.) (Gomez-de la Cruz et al., 2015). 

 Substrat pour la culture de micro-organismes et de champignons comestibles  

 Le marc de café peut être utilisé comme substrat pour la production de caroténoïde 

grâce à la culture de levure. Les caroténoïdes sont utilisés dans les industries agroalimentaires 

(colorant), cosmétiques et pharmaceutiques et sont donc des composés d’intérêts (Pétrick et 

al., 2014). Il peut aussi servir de substrat pour la culture de champignons comestibles sans ajout 

de supplément nutritionnel (Leifa et al., 2001).  
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 La haute teneur en protéines et en humidité du marc de café explique certainement ce 

phénomène, car ce sont deux paramètres essentiels à la croissance de micro-organismes et de 

champignons (Mussatto et al., 2011). 

 Industrie alimentaire  

 De nombreux constituants du marc de café peuvent être utilisés dans l'industrie de 

l'alimentation. En effet, le marc de café peut, par exemple, être utilisé pour la fabrication de 

spiritueux à saveur de café (Sampaio et al., 2013). Les polyphénols présents dans le marc de 

café sont aussi des composés d'intérêt pour l'industrie alimentaire. Ensuite, sa composition en 

protéine donne la possibilité de l'utiliser dans l'alimentation humaine (Vega   et al., 2015). 

I-2 Les enzymes   

 Les enzymes sont présentes dans les cellules de tous les organismes vivants ou elles 

jouent un rôle essentiel en contrôlant les procédés métaboliques permettant aux nutriments 

d’être transformés en énergie et en matériaux cellulaires (Arnaud et al, 1993 ; Simon et 

Meunir, 1970). Elles sont des catalyseurs biologiques de nature protéique. Les catalyseurs 

augmentent la vitesse d’une réaction lente ou imperceptible sans subir aucune transformation 

en ce qui concerne leurs structures initiales. Elles sont constituées des milliers d’acides aminés 

liés en une chaine linéaire. Ces acides aminés diffèrent dans leur nature chimique, sont liés entre 

eux par des liens covalents appelés liens peptidiques. L’enzyme permet l’activation ou 

l’accélération de réactions chimiques (Mamo et Gessesse, 1999). 

 Les principaux facteurs du milieu qui contrôlent le fonctionnement des enzymes sont 

la température, le pH et l’activité de l’eau (Feillet, 2000). 

 Les enzymes digestives participent à la digestion des aliments. Synthétisées par le 

système digestif, elles ont pour rôle de transformer des molécules complexes en molécules 

simples, facilement assimilables par l’organisme. Pour cela, elles clivent des liaisons chimiques 

spécifiques, chaque enzyme possédant son propre substrat. Elles sont principalement de trois 

types : protéolytiques (qui clivent les protéines) ; glycolytiques (qui clivent les glucides) ; 

lipolytiques (qui clivent les lipides) (Le Moullac, 1995). 

I-2.1 Les enzymes protéolytiques  

 Les enzymes protéolytiques (protéases ou protéinases) font partie de la classe des 

hydrolases (EC 3.4.21-24.x). En effet, ce sont des enzymes qui catalysent l’hydrolyse des 
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protéines dans des sites bien spécifiques en scindant la liaison peptidique qui lie deux acides 

aminés dans une chaîne peptidique et sont produites extracellulairement comme 

intracellulairement (Kumar et al., 2008). 

Les protéases sont largement distribuées dans la population microbienne, à savoir 

bactéries, actinomycètes, et champignons. Bien que les protéases soient largement répondues 

dans la nature, les microorganismes constituent une source préférée de ces enzymes et 

représentent environ les deux tiers de la production commerciale dans le monde (Kandasamy 

et al., 2016). 

II-2.2 Les sources de protéase  

 Les protéases sont extraites aussi bien des plantes que des animaux ou des 

microorganismes comme les bactéries, les levures et les moisissures (Rao et al., 1998). 

 Protéases d’origine végétale  

 La papaïne, la bromélaine, la kératinase et la ficine représentent une partie des 

protéases d’origine végétale les plus répandues. La bromélaine est extraite de tige de l’ananas 

(Ananas comosus), la papaïne en provenance de latex de fruit de papaye (Carica papaya) (Rao 

et al., 1998) et pour la ficine, elle est issue de la figue (Ficus glabrata) (Scriban, 1993). 

 Protéases d’origine animale  

 Une grande partie de protéases animales sont synthétisées par le pancréas sous forme 

d’un précurseur qui peut s’activer de façon autocatalytique dans des conditions bien déterminés 

(Rao et al., 1998). Parmi ces protéases ; la présure, la trypsine, la chymotrypsine, la pepsine et 

la rénine sont les plus produites. 

 Protéases d’origine microbienne   

 Les protéases microbiennes sont préférées à celles des autres sources car elles 

possèdent presque toutes les caractéristiques (résistance thermique, gamme de pH élevé) 

désirées pour leurs applications industrielles (Sandhya et al., 2005). Les protéases peuvent être 

produites par les moisissures, les levures et les bactéries (Devi et al., 2008). 

I-2.3 Les domaines d’application de protéase 

 Les protéases occupent une grande part du marché des enzymes industrielles. Les 

principaux secteurs industriels employant des protéases sont : 
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 Industrie alimentaire  

 Les industries alimentaires constituent aujourd’hui le principal domaine d’application 

des technologies enzymatiques, qui à partir d’un nombre limité de types de réactions catalysées 

donnent lieu à une grande diversité d’application (Aviron-Violet et al., 1982). Les principales 

industries alimentaires utilisant les protéases sont : Fromageries, boulangeries, préparation de 

produits à base de soja. 

 Industrie pharmaceutique et médicale  

 La grande diversité et spécificité des protéases a été exploité pour le développement 

des agents thérapeutiques efficaces. L’administration orale de protéase d’Aspergillus Oryzae 

améliore la digestion suite à la déficience de certains enzymes lytiques (Rao et al., 1998). 

 Les protéases sont impliquées dans des nombreuses fonctions des cellules eucaryotes, 

de plus elles jouent un rôle critique dans la virulence des agents pathogènes (Colwell et 

Grigorova, 1989). 

 Une élastotérase provenant de Bacillus subtilis peut être utilisée pour le traitement de 

furoncles d’abcès et de plaies profondes (Kudrya et Simonenko, 1994). Enfin une 

asparaginase provenant d’Escherichia coli est utilisée pour éliminer l’asparagine dans la 

circulation sanguine de certains patients atteints de certaines formes de leucémie (Gupta et al., 

2002 ; Rao et al., 1998). 

 Détergents  

 A l’heure actuelle, les protéases sont ajoutées comme des ingrédients clé dans la 

formulation des détergents pour usage domestiques (détergents à lessive, détergents à 

vaisselles), les produits de nettoyage pour usage industriels et les produits de nettoyage 

cosmétique et médical (nettoyage des lentilles cornéennes et les appareils dentaires). 

Cependant, le marché le plus important au niveau de détergent est celui des détergents à lessive 

(Kumar et al., 2008). La plupart des protéases ajoutées dans les détergents sont produites par 

des souches de Bacillus (Gupta et al., 2002). 

 Tanneries  

 Les protéases sont utilisées en tannerie depuis le début du siècle dernier pour leurs 

capacités à libérer les poils et la laine (Laxman et al., 2005). Les trois traitements de la peau à 

tanner (le reverdissage, le délainage le confitage) sont susceptibles de solutions enzymatiques 
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de protéases produites par Bacillus licheniformis, Aspergillus oryzae, Bacillus 

amyloliquefasciens. De cette façon, on économise de vastes quantités de chaux, de sulfure de 

sodium, de solvants divers et surtout de sels chromiques toxiques, réduisant ainsi 

considérablement la pollution des eaux et le travail des décharges (Rao et al., 1998). 

 Autres applications   

 Les protéases sont considérées aussi comme moyen efficace pour le traitement des 

rejets riches en protéines (Ichida et al., 2001 ; Dalev, 1994). La protéase neutre de Bacillus 

subtilis peut être également utilisée pour le décreusage de la soie naturelle. Les protéases sont 

employées aussi avec des mélanges des enzymes hydrolytiques pour dégrader les polymères 

constitutifs de la matière végétale servant pour l’alimentation animale (Aviron-Violet et al., 

1982). 

I-3 Les Bacillus subtilis  

I-3.1 Le bacille Bacillus subtilis 

 Le genre Bacillus est ubiquiste dans la nature, il appartient à la famille des bacillaceae, 

ordre des Bacillales, classe de Bacilli, phylum des firmicutes (Zhang et al.,2009). 

 La classification taxonomique des bactéries du genre Bacillus a été auparavant classée 

selon leurs caractéristiques morphologiques, biochimiques et physiologiques ainsi que leur 

capacité à sporuler (Bron et al., 1999) alors qu’aujourd’hui la classification se base sur 

l’analyse comparative des séquences de base de l’ARN ribosomal 16S (Maughan et Auwera, 

2011). 

 Les Bacillus subtilis se trouvent principalement dans le sol est également connu sous 

le nom de bacille du foin et de bacille des Graminées. C’est un organisme en forme bâtonnet 

qui peut former une endospore résistante et protectrice et peut résister à des conditions 

environnementales extrêmes. Ces espèces sont des aérobies obligatoires ou des anaérobies 

facultatifs et comprenant à la fois des espèces libres et pathogène (Gaurav et al., 2015). 

 Le Bacillus subtilis est une bactérie modèle par ces caractéristiques remarquables 

incluant la Transformabilité de son génome, possède diverses applications, parmi ces 

applications : la production des enzymes. Cette souche est très utilisée pour la production de 

deux enzymes importantes industriellement : l’amylase et la protéase (Bouhairi, 2017). 

  Les espèces du genre Bacillus sont les plus dominantes pour la production d’enzyme 

et de métabolites secondaires, elles représentent la source du choix et le plus important 
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producteur industriel d’enzymes alimentaires, de vitamines, et des antibiotiques, de fais de leur 

capacité à secréter des grandes quantités de (20-25g/L) de ces derniers (Schallmey et al., 2004). 

I-4 Les plans d’expériences 

 Un plan d’expériences est une méthode pour planifier ou organiser les expériences 

scientifiques et industrielles dans le but d’obtenir un maximum d’informations avec un 

minimum d’expérimentations par rapport à l’objectif que l’on s’est fixé. Les plans 

d’expériences sont appliqués dans différents domaines des sciences : Agronomie, biologie, 

calcul numérique, chimie, électronique, marketing, mécanique…. Et cela, à tous les niveaux, 

depuis la recherche fondamentale jusqu’à la satisfaction du client (Pierre, 2005). 

 Un plan d’expérience est constitué par un ensemble de combinaisons entre les niveaux 

des facteurs à tester (essais élémentaires), constituant une structure de données optimale pour 

l’obtention d’un modèle de bonne qualité statistique avec un nombre minimal d’essais (Linder, 

2005). Il correspond aussi à l’ensemble des expériences proposées dans le but d’obtenir un 

maximum d’information en un minimum d’expériences (Tinsson, 2010). 

 Les plans d’expériences permettent d’organiser au mieux les tests qui accompagnent 

une recherche scientifique ou des études industrielles (Goupy, 2006). 

 La compréhension de la méthode des plans d’expérience s’appuie sur deux notions 

essentielles :  

 Espace expérimental ; 

 Modélisation mathématique des grandeurs étudiées (Goupy, 2006).  

I-4.1 Terminologie   

Réponse : C’est une grandeur mesurée à chaque essai, qui représente la grandeur d’intérêt 

(Goupy, 2006). 

Facteurs : Variables quantitatives ou qualitatives qui sont obligatoirement contrôlés, 

susceptible d’agir sur la réponse observée (Tinsson, 2010). 

Domaine d’un facteur : Présente l’ensemble de toutes valeurs que peut prendre le facteur entre 

le niveau bas et le niveau haut (Goupy, 2006). 

Niveau : C’est la valeur donnée à un facteur pour réaliser un essai (Goupy, 2006). 
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Domain d’étude : C’est la zone de l’espace expérimental choisie par l’expérimentateur pour 

faire ses essais (Goupy, 2006). 

Matrice d’expérience : Définit comme un objet mathématique qui représente l’ensemble des 

expériences à réaliser soit sous forme codée ou bien normée (Droesbeke et al., 1997). 

I-4.2 Les types de plan d’expérience 

 Il existe différents types des plans d’expériences, qui peuvent être regroupés en deux 

grandes familles qui sont : 

 Plans de criblage : plans à un facteur à la fois, plans factoriels fractionnaires, plans 

sursaturés et plans factoriels complets. 

 Plans de modélisation : plans factoriels complets, plans non conventionnels, plans 

composites centrés, plans de Doehlert, plans de Box-Behnken, plans de Roquemaure, 

plans D-optimaux, plans de mélange et plan de Plackett-Burmane (Goupy, 1999). 

I-4.3 Le plan de surface de réponse  

 Les plans d’expériences sont utilisés pour régler les paramètres, dans le but d’atteindre 

un optimum entre les niveaux des facteurs présentés et étudiés (Faucher, 2006). 

 Le plan de surface de réponse correspond à une présentation géométrique de la réponse 

d’un processus pHysique spatio-temporel aléatoire à des variables stimuli, il est développé dans 

différents domaines scientifiques tel que : la biologie, la chimie, les sciences humaines et 

l’agronomie (Rguig, 2005). 

 Il existe plusieurs types des plans qui permettant la construction des surfaces de réponse 

(Faucher, 2006), parmi ces plans, le plan de Box-Behnken, les plans composites et en dernier 

le plan de Doehlert (Goupy et Creighton, 2009). 

I-4.4 Le plan de Box-Behnken  

 Le plan de box-Behnken est une fraction d’un plan factoriel complet 3m qui permet 

d’estimer un modèle du second ordre dans lequelle toutes les variables ne prennent que trois 

niveaux (-1,0, +1) (Geoffrey Vining et Kowalski, 2010). 

 Les plans Box-Behnken à trois facteurs contient 15 points expérimentaux, dont 12 

essais sont situés au milieu de chaque arrêtes de cube avec trois essais répétés au centre du 

domaine qui prennent des coordonnées (0, 0,0) (Goupy et Creighton, 2006). Leurs principaux 
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avantages résident à éviter que les points d’expériences ne soient aux sommets d’un cube ou un 

hyper cube, mais placées à la même distance du centre du domaine (Kimouche, 2008). 

I-4.5 Le modèle mathématique postulé 

 Le modèle mathématique utilisé avec le plan de Box-Behnken pour trois facteurs est 

un modèle du second degré classique : 

                   η= 𝜷𝟎 + ∑ 𝜷𝒊 𝑿𝒊
𝐤
𝐢=𝟏  + ∑ 𝛃𝐢𝐢𝐗𝐢

𝟐𝐤

𝐢=𝟏
 +∑ (∑ 𝛃𝐢𝐣𝐗 𝐢̇𝐗𝐣

𝐤

𝐉=𝐢=𝟏
)

𝒌−𝟏

𝒊=𝟏

 

Où : 

  η : l’estimation de la valeur de la réponse étudiée ;  

 XiXj : variables associées au facteur ;  

 βij, βi,β0 : coefficients du polynôme (Faucher, 2006).
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II-1.1 Le matériel végétal  

 L’étude menée est réalisée sur un marc de café Coffea arabica récupéré au niveau de 

la cafétéria du foyer de Campus Targua Ouzmour, université de Bejaia. 

Une quantité de 500g de marc de café est hérité et nettoyé afin de débarrasser tout 

autres déchets, puis séché dans une étuve à 40°C jusqu’à l’obtention d’une poudre bien séchée 

qui subira un broyage et un tamisage pour avoir une poudre homogène qui sera utilisée comme 

un milieu de base de la fermentation pour la production de protéase. 

II-1.2 Le matériel biologique 

Les microorganismes de ce travail ont été isolés à partir de marc de café dont les 

Bacillus subtilis étaient l’objectif (Silva et al., 2013). 

             Les Bacillus sont parmi les microorganismes les plus étudiés pour la production 

d’enzyme d’intérêt industriel. Le genre Bacillus subtilis constitue le micro-organisme de choix 

pour la production d’enzymes protéolytiques (Silva et al., 2013). De ce fait, la souche de 

sélection de la présente étude sera Bacillus sp. 

II-1.2.1 L’isolement du microorganisme  

             Le criblage et l’isolement des souches productrices de protéase ont été effectués à 

partir d’un échantillon de marc du café, dans lequel une solution mère a été préparée par 

l’addition de 1g de la poudre avec 9mL d’eau physiologie, suivie d’une agitation puis filtration 

pour récupérer le filtrat qui représente la solution mère. Des dilutions décimales de 10-1 à 10-8 

sont réalisées. 

             Un volume de 0.1mL de chaque dilution est ensemencé dans des boites de pétri sur 

gélose nutritif ordinaire par la technique de stries puis incubé a 37°C pendant 24h (Ghani et 

al., 2013). 

II-1.2.2 La purification du microorganisme  

 Les colonies isolées sont repiquées aseptiquement sur milieu   gélose au lait écrémé 

puis incubées à 37°C pendant 48h dont le but est l’acquisition des souches pures (Gitishree 

Das et Presad, 2010). 
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II-1.3 La mise en évidence de l’activité enzymatique et sélection des souches 

protéolytiques  

 Les isolats sont repiqués aseptiquement sur milieu gélosé au lait puis incubé à 37°c 

pendant 48h. Ce test d’activité protéolytique est basé sur la propagation des protéases secrétées 

par ces souches dans le milieu de culture, et la dégradation de la caséine du lait autour de la 

colonie. Ce fait s’explique par l’observation directe d’un halo translucide (anneau de 

protéolyse) autour de la colonie (Machehalek et Yakhlef, 2015). 

II-1.4 L’identification du microorganisme  

II-1.4.1 L’identification macroscopique  

             L’identification macroscopique des Bacillus subtilis sélectionnées a été réalisée par un 

examen à l’œil nu des cultures sur milieux géloses Chapman (Dalarras, 2014) qui permet la 

détermination des caractères culturaux sur la surface (la vitesse de croissance, la forme, 

formation de gouttelette ou pas). 

I-1.4.2 L’identification microscopique  

 L’examen microscopique a été effectué par le prélèvement des colonies (bien isolées) 

à l’aide d’une anse de platine stérile, puis transférées sur une lame. 

 La coloration de Gram est réalisée par un frottis de bactéries qui va être disposé sur 

une lame de verre et soigneusement séché à l’aire. Etais taché pour 1min en solution cristal 

violet,1min dans une solution d’iode, lavé pendant 10 péchés éthanol et enfin, contre-coloré à 

la safranine.la lame de verre a été examinée sous immersion dans l’huile à un grossissement de 

×100 (Hiremath et Bannigidad, 2011). 

             L’observation microscopique a été réalisée au microscope optique (objectif×40 et 

×100). Ce type d’identification est basé sur l’étude morphologique (couleur, différentiation...) 

et des spores (forme, couleur, texture des bordures) (Machehalek et Yakhlef, 2015). 

I-1.4.3 L’orientation vers l’identification de la souche isolée  

 La recherche des enzymes de type respiratoire  

 Test d’oxydase  

 Le test de l’oxydase est basé sur la production bactérienne d’une enzyme oxydase 

intracellulaire. Il consiste à déposer sur une lame porte-objet propre, un disque (Ox) et l’imbiber 
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avec une goutte d’eau distillée ou de l’eau physiologie stérile. Prélever une partie de la colonie 

à étudie à l’aide d’une pipette Pasteur boutonnée stérile et l’étaler sur le disque. 

 Une coloration violette foncée apparait immédiatement sur le disque en quelque 

secondes puis vire au noir : Test oxydas (+) (Delarras, 2014). 

 

 Test de catalase  

 La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et 

anaérobie facultatives. Elle décompose l’eau oxygénée formée en eau et en oxygène qui se 

dégage. Comprendre à prendre une lame porte-objet propre, déposer sur celle-ci une goutte 

d’eau oxygénée et émulsionner un peu de la colonie : suspecte ou de la culture obtenue sur 

gélose. Le dégagement des bulles de gaz indique la présence de la catalase : Test catalase (+) 

(Delarras, 2014). 

 Type respiratoire  

 L’ensemencement est effectué sur une gélose viande-foie (VF) préalablement 

régénérée au bain-Marie bouillant pendant 20 minutes et lorsque la température est redescendue 

à 40°C 45°C, cet ensemencement est effectué soit à l’aide d’une pipette Pasteur de bas en haut 

en spiral, soit en déposant à la surface du tube maintenu à 45°C la suspension de la bactérie à 

étudier puis à mélanger, le tube étant maintenu verticalement. Les tubes sont ensuite refroidis 

sous l’eau au robinet après 24h à 37°C. 

 La lecture consiste à étudier le niveau du tube où une croissance bactérienne est 

visible. 

 Croissance sur toute la hauteur du tube : type respiratoire aéro- anaérobie 

 Croissance dans la zone supérieure du tube : type respiratoire aérobie stricte. 

 Croissance dans la zone profonde du tube : type respiratoire anaérobie stricte. 

 Croissance dans la zone intermédiaire : type respiratoire micro- aérobie (Denis et al., 

2016). 

II-1.4.4 L’identification biochimique  

 L’identification de la souche isolée s’effectue par le système API (Appareillage et 

procédé d’Identification). Ce système est une version miniaturisée et standardisée des 

techniques biochimique conventionnelles pour l’identification des bactéries. Comprennent 20 

tests biochimique miniaturisés, ainsi qu’une base de données. 
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 La galerie API 20 E comporte 20 micro-tubes contenant des substrats déshydrates. Les 

micro-tubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. 

 Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages 

colorés spontanés ou révèles par l’addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait à l’aide 

du tableau de lecture et l’identification est obtenue à l’aide d’un catalogue analytique ou d’un 

logiciel d’identification. 

 Les différents tests sont : test de nitrate réductase, test d’indole, citrate, VP. H2S 

Gélatine (Delarras, 2014). 

II-2 La caractérisation physico-chimiques du marc du café  

 Pour mieux connaitre la composition du marc de café (coffea arabica) à et estimer les 

principaux constituants nutritifs, une étude physicochimique est nécessaire.  

II-2.1 Le taux d’humidité   

 La teneur en eau dans la poudre du marc de café étudié est évaluée selon la 

méthode décrite par Adil et al (2007). Une prise d’essai de 3g de la poudre est séchée dans une 

étuve ventilée à une température 103°C ± 2°C jusqu’à un poids constant. L’humidité est alors 

calculée selon la formule suivante : 

 

D’où : 

H (%) : taux d’humidité en pourcentage ; 

Pf : poids frais de l’échantillon avant le séchage ; 

Ps : poids sec de l’échantillon après séchage.     

II-2.2 La détermination de la matière sèche   

 La matière sèche constitue la partie d’un produit végétal qui reste une fois que l’eau a 

été totalement extraite. La teneur en matière sèche est évaluée selon la méthode décrite par 

AFNOR (1986). Cette dernière est calculée par la formule suivante : 

 

 

 

H (%) = [(Pf – Ps) / Pf] × 100 

 Matière sèche % = 100 - % Humidité 
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II-2.3 La détermination du potentiel d’hydrogène (pH) 

 La valeur de potentiel d’hydrogène (pH) est mesurée avec un pH-mètre selon la 

méthode décrite par AFNOR (1982). 

 Une prise d’essai de 1g est dissoute dans un volume de 50mL d’eau distillée, et 

l’ensemble est laissée sous agitation pendant 30 minutes. Une fois filtré, la mesure est réalisée 

en trois répétitions. 

II-2.4 La détermination de l’acidité titrable 

 La mesure de l’acidité de la poudre du Marc du café étudié est réalisée selon la 

méthode décrite par Ilkay et Aziz (2011). 

             Une prise d’essai de la poudre est mélangée avec de l’eau distillée, et l’ensemble est 

met sous reflux réfrigérant pendant 30 minutes avant d’être filtré. Le titrage est réalisé à 

température ambiante avec une solution de NaOH à (0,1N) sous agitation après avoir ajouté de 

la phénolphtaléine. Le titrage est arrêté lors de l’apparition d’un virage de couleur. 

L’acidité titrable est calculée en utilisant la formule suivante : 

 

 

D’où : 

          M : Masse molaire de l’acide citrique (192,13 g/mol) ; 

          Va : Volume en millilitres de la prise d'essai ; 

          Vb : Volume en millilitres de la solution d'hydroxyde de sodium utilisé ;  

          Nb : Normalité de la solution d'hydroxyde de sodium utilisé (0,1 N) ; 

           P : Nombre de proton (3).  

II-2.5 Le taux de cendres  

 Le taux de cendres ou matières minérales totales représente la partie d’un produit qui 

reste une fois que la matière organique a été totalement extraite. Elle est déterminée selon la 

méthode décrite par la Norme Internationale ISO2171 (2007) par incinération à 550°C de 5g 

de l’échantillon dans un four à moufle. Et le taux de cendre est déterminé selon la formule : 

Acidité (g/100g) = (Nb × Vb × M) / Va × P 
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D’où : 

Pv : poids   de creusets vide avant l’incinération ; 

Pv+E : poids des creusets avec l’échantillon après l’incinération. 

II-2.6 Le dosage de l’azote total  

 Le dosage de l’azote total est effectué selon la méthode décrite par Kjeldahl (1889). 

Cette méthode se déroule en trois étapes : minéralisation, distillation et le titrage (Flouzat, 

2012). 

 Une prise de 10 mg de la poudre de marc du café sont introduits dans un matras de 

minéralisation, ensuite, 10mg de catalyseurs (sulfate de cuivre et sulfate de potassium) est 

ajoutée, puis l’ajout de 20mL d’acide sulfurique concentré ,le mélange va être chauffer à froid 

pendant 15 minutes jusqu’à l’apparition d’une vapeur blanche d’anhydride sulfurique, 

l’ensemble est laissé au chauffage à chaud pendant 4-5 heures ,après décoloration complète la 

solution est refroidit, la dernière étape est de compléter jusqu’à un volume de 250mL avec l’eau 

distillée. 

 La distillation aura lieu par le prélèvement de 20 mL de la solution minéralisée 

additionné de la soude qui est suivie par la distillation. 

 Le dégagement d’ammoniac est récupéré dans une solution d’acide borique qui 

contient un indicateur coloré (bleu de méthylène et rouge de méthylène). 

On utilise pour cela l’équation suivante pour le dosage de l’azote totale : 

 

 

 

Avec :  

NA : Normalité de l’acide ; 

VA : Volume, en mL de l’acide versé ; 

V0 : Volume en mL de la prise d’essai ; 

d : dilution de la fraction considérée. 

 

 

 

Teneur en cendre (g/100g) = ((Pv + E) – Pv) / Prise 

 

N= 14× NA× VA ×d / V0 
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II-2.7 La teneur en protéines  

 Le dosage des protéines totales est réalisé selon la méthode de Bradford (1976). Cette 

méthode colorimétrique permet de déterminer la concentration d’une solution protéique. 

 Une prise d’essai de 1g de la poudre est diluée dans 50mL d’eau distillé. L’ensemble 

est agité pendant 30 minutes, avant d’être filtrée. Un volume de 100µL est additionné de 3mL 

de bleu de Coomassie (Annexe I), et l’absorbance est mesurée à 595 nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre contre un témoin. 

 La teneur en protéines de la poudre est déterminée en se référant à une courbe 

d’étalonnage réalisée en utilisant la protéine du sérum bovin albumine (SBA) dans les mêmes 

conditions opératoires (Annexe I). 

II-2.8 Le dosage des sucres totaux   

 La teneur en sucres  totaux est déterminée selon la méthode de Dubois (1956), en 

utilisant le réactif du phénol. 

 Elle consiste à diluer 1g de marc du café dans 50mL de l’eau distillé, suivie d’une 

agitation pendant 45 minutes à une température ambiante, puis on récupère le filtrat après qu’il 

subit une filtration, ensuite 2mL de sels de CAREZ I et II (Annexe II) sont ajoutés et en fin, on 

possède à la filtration après avoir laissé décanter pendant 30 minutes.  

 Pour le dosage, 1mL de filtrat est additionné avec 1mL de phénol à 5% et de 3mL 

d’acide sulfurique, le mélange est laissé à l’abri de lumière. 

 Les absorbances sont mesurées à l’aide d’un spectrophotomètre à 550nm contre un 

témoin (D-glucose). 

II-2.9 Le dosage des sucres réducteurs  

 La teneur en sucre réducteur est déterminée par une méthode colorimétrique en 

utilisant le réactif de DNS (3-5 Di- Nitrosalycilate de Sodium) (Miller, 1958). 

 Une prise d’essai de 1g de marc de café est mélangée dans 50mL de l’eau distillé suivie 

d’une agitation pendant 45min à une température ambiante, ensuite exécuter une filtration pour 

avoir un extrait. 
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 200uL de l’extrait est prélevé, additionné à 300uL de réactif DNS (Annexe III), après 

chauffage à 100°C pendant 5min au bain marie, 1,5 mL de l’eau distillé est ajouté, puis une 

filtration est réalisée suivie d’une conservation à l’abri de lumière. 

 La densité optique est mesurée à une longueur d’onde de 530nm et les concentrations 

en sucres réducteurs sont déterminées à l’aide d’une courbe d’étalon du D-glucose (Annexe 

III). 

II-3 L’optimisation des conditions de production d enzyme par fermentation 

submergée 

II-3.1 Choix des paramètres et leurs niveaux 

 Avant de procéder à l’optimisation, une étude préliminaire a été effectuée afin de 

pouvoir sélectionner la concentration optimale de l’enzyme et la période d’incubation pour la 

production de protéase. 

 Les enzymes industrielles sont obtenues par fermentation en milieu solide ou par 

fermentation submergée ou en milieu liquide. La fermentation submergée est plus adaptée pour 

le développement bactérien qui est très largement utilisée. 

 La culture submergée des bactéries est le meilleur choix de Bacillus subtilis pour leur 

production à grand échelle, en raison de son utilisation potentielle (Tong-Cune Zhang et al., 

2013). 

 Le milieu de culture est préparé à différentes concentration de poudre de marc de café 

à savoir (1g, 2g, 3g, 4g, 5g et 6g), les cultures sont établies dans des Erlenmeyers qui 

contiennent un volume de 50mL d’eau distillé, puis stérilisées à 120°C pendant 20min. Les 

milieux sont ensuite ensemencés par 500 μL de la suspension bactérienne de Bacillus subtilis. 

 La fermentation est ainsi effectuée à 37°C pendant une période allant de deux jours 

jusqu’à neuf jours. À la fin de chaque test, plusieurs dosages sont effectués : dosage des 

protéines, sucres totaux et réducteurs, ainsi que la détermination de l’activité enzymatique. 

 La mesure de l’activité protéolytique    

 Une adaptation de la méthode d’Anson a été utilisée. Le mélange comprenant 2mL de 

la solution à tester, 2mL d’acide acétique à 0,2M et 2mL de substrat (marc de café), est mis à 

incuber pendant une heure à 37°C. La réaction est arrêtée par l’addition de 3mL d’acide 

trichloracétique (TCA). Après précipitation par le TCA, le mélange est laissé au repos 30 
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minutes à une température ambiante, puis centrifugé. L’activité protéolytique est mesurée sur 

le surnageant par l’accroissement de densité optique à 280ɥm par heure corrigé des blancs 

substrats et enzymes (Valin et al., 1967). 

II-3.2 Le choix des paramètres d’optimisation 

 La méthodologie des surfaces de réponses (MSR) permet d’établir un modèle de 

régression polynomiale d’ordre 2. Concernant le choix des facteurs, nous nous sommes basés 

sur les résultats du plan de criblage mais également sur des critères expérimentaux (Goupy, 

2005). 

II-3.2.1 Le choix de la température 

 La température d’incubation est l’un des facteurs qui influence la croissance des 

microorganismes et donc la production de métabolite. 

 Le choix des températures pour une production maximale de protéase, est fait en se 

basant sur les études effectuées par (Pant et al, 2015 ; Qureshi et al, 2011), qui rapportent que 

les températures optimums de la production de protéase par Bacillus subtilis sont comprises 

entre 25°C et 55°C, avec un optimum de 35°C. 

II-3.2.2 Le choix du pH 

 Le pH est un facteur qui affecte le développement des bactéries ainsi que leurs activités 

enzymatiques. 

 D’après les études réalisées par (Puvanakrishnan et al, 2019 ; Latif et al, 2018 ; 

Pant et al, 2015 ; Qureshiet al, 2011), le pH optimal pour une production maximale de 

protéase par Bacillus subtilis varie entre 3 et 12, avec un optimum de 7,5. 

II-3.2.3 Le choix de la source d’azote 

 De nombreuses études indiquent qu’une source d’azote est nécessaire pour produire 

de la protéase à partir de sous-produits végétaux. 

 D’après (Pant et al, 2015 ; Qureshi et al, 2011), une quantité en source d’azote 

organique ou inorganique influence la production de protéase, est-elle été meilleure avec une 

concentration de 0,75% (m/v). 

 La peptone est utilisée comme source d’azote pour la poudre de marc de café étudié, 

avec une teneur de 0,50%(m/v) à 1% (m/v) avec une teneur optimale de 0,75% (m/v). 
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 Les trois facteurs retenus pour le plan de Box-Behnken sont le temps (t), la température 

(T°) et la teneur en peptone. 

 Après avoir identifié les paramètres optimaux de production de protéase, 

l’optimisation est réalisée par un plan de Box-Behnken (X1, X2, X3), et à trois niveaux (-1, 0, 

+1), qui est utilisé pour étudié l’influence de ces éléments sur la production de l’enzyme. Les 

niveaux bas, moyen et haut de chaque variable sont montrés dans le tableau suivant : 

Tableau III : Les différents niveaux des paramètres choisis pour l’optimisation. 

Paramètres Niveau bas -1 Niveau centré 0 Niveau haut +1 

X1 (pH) 3 7,5 12 

X2 (T°) 25 35 45 

X3 (% peptone m/v) 0,50 0,75 1 

 

 Dans ce travail nous avons choisi le plan de Box-Behnken. Ce choix est notamment 

motivé par le faible coût demandé : 15 expériences doivent être réalisées. 

La matrice d’expérience du plan Box-Behnken est représentée dans le tableau qui suit : 

Tableau IV : La matrice d’expérience donnée par le plan BBD. 

N° d’essai pH T° Peptone % (m/v) 

1 3 35 1 

2 12 25 0,75 

3 3 25 0,75 

4 7,5 45 1 

5 7,5 45 0,5 

6 3 45 0,75 

7 7,5 35 0,75 

8 12 35 0,5 

9 12 45 0,75 

10 7,5 35 0,75 

11 7,5 35 0,75 

12 12 35 1 

13 7,5 25 0,5 

14 3 35 0,5 

15 7,5 25 1 
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II-4 L’étude statistique  

 Les résultats obtenus sont exprimés par une moyenne plus ou moins un écart-

type. L’analyse de ces résultats est réalisée par le logiciel STATISTICA, basé sur 

l’analyse de la variance (ANOVA/MANOVA). 

 D’autre part, les résultats expérimentaux du plan d’expérience de Box-Behnken 

sont traités par logiciel JMP lus précisément le JMP10 (qui est un logiciel de statistique 

dans lequel une partie est consacrée aux plans d’expérience) (Goupy, 2006). 
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III-1 Le matériel biologique 

III-1.1 L’isolement et l’identification 

 Bacillus subtilis est un microorganisme très utilisé pour la production des enzymes 

importantes industriellement, parmi ces enzymes les protéases (Bouhairi, 2017). 

 La culture et l’isolement de la souche étudiée, sur le milieu gélose au lait, a donné les 

résultats suivants : 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 01 : Photographie de culture sur la gélose au lait en boite de Pétri. 

 Les colonies incubées à 37°C pendant 48h, observée à l’œil nu (observation 

macroscopique) ont une forme ronde à irrégulière avec des bords qui varient de l’aspect ondulé, 

les colonies ont une couleur blanchâtre au crème avec une surface lisse. 

 

 

 

 

                                A                                                                                 B 

A : milieu Chapman                                                               B : Coloration de Gram 

Figure 02 :  Photographie de la souche cultivée sur milieu Chapman sous microscope optique. 
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 L’observation microscopique, montre la présence des endospores, les cellules sont de 

morphologie bacilliforme, et la bactérie à Gram positif mobile grâce à des ciliatures péritriches. 

 Les résultats des examinations microscopiques et macroscopiques de la souche 

correspondent bien à celle de Bacillus subtilis d’après l’étude de (Bouhairi, 2017). 

III-1.2 La mise en évidence de l’activité enzymatique  

 Les enzymes sont des macromolécules sélectives, qui ont un pouvoir catalytique, qui 

peuvent accélérer de façon spécifique les réactions chimiques de la cellule à des taux de plus 

de 1016 fois. Elles sont les protéines responsables des transformations biochimiques au sein des 

cellules des organismes vivants, au centre de l’organisation du métabolisme et aussi de la 

régulation des processus physiologiques (Charbonneau, 2014). 

 Le résultat de test de la mise en évidence de l’activité protéolytique, réalisé en boite 

de Pétri sur une gélose au lait est présente dans la figure suivante : 

 

                                                                                                               Un halo clair 

 

 

 

 

 

Figure 03 : Photographie de la culture Bacillus subtilis sur le milieu gélose au lait. 

 L’apparition d’un halo translucide autour de la colonie indique que la caséine de lait 

est dégradée qui veut dire qu’il y a une activité protéolytique. 

III-1.3 L’orientation vers l’identification de la souche isolée  

III-1.3.1 Le test oxydase  

 Après avoir déposé sur la lame en disque (Ox) où on a étalé une colonie à l’aide d’une 

pipette Pasteur. L’apparition d’une coloration violette est due à la production par la bactérie 

d’une enzyme oxydase intracellulaire, D’après (Bouhairi, 2017 ; HamLaoui et al, 2006) 
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montrent que Bacillus subtilis est une bactérie qui possède une oxydase positive et aussi une 

oxydase négative, elle dépend d’une colonie à une autre. 

III-1.3.2 Le test catalase  

Le test de catalase de Bacillus subtilis est présent dans la figure suivante : 

 

 

 

 

Figure 04 : Photographie de test catalase pour la souche de Bacillus subtilis. 

 L’ajout de l’eau oxygéné à la colonie de Bacillus subtilis permet le dégagement des 

bulles de gaz qui indique la présence d’une enzyme qui est la catalase.  

 D’après De Vos et al. (2009) et Stolp (1988) décrit que le genre Bacillus est une 

catalase (+), ce qui confirme que la bactérie Bacillus subtilis possède une catalase (+). 

III-1.3.3 Le type respiratoire  

 Les résultats obtenus de l’étude de type respiratoire de la souche étudié sont 

représentés dans la figure suivante :    

 

                                                                             

                                                                                                            Culture en surface 

 

 

 

Figure 05 : Photographie de Bacillus subtilis dans un tube de VF. 

 Nous remarquons une croissance bactérienne sur la surface extérieure de tube ce qui 

indique que Bacillus subtilis est une bactérie aérobie stricte. Selon Stolp (1988) confirme que 

cette dernière est une souche aérobie stricte. 
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 D’après les études menées par HamLaoui et al. (2006), les différentes caractéristiques 

de Bacillus subtilis sont présentes dans le tableau suivant : 

Tableau V : Les résultats obtenus de l’étude des caractères biochimiques de Bacillus subtilis 

(Galerie API). 

Catalase + 

Oxydase Variable 

Réduction de nitrate en nitrite + 

Indole - 

Citrate + 

Culture anaérobie - 

Gélatinas + 

Lécithine - 

Caséine + 

Mobilité + 
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III-2 La caractérisation physico-chimique de la poudre de café (marc de café)  

 Les résultats obtenus lors de la caractérisation physico-chimique de la poudre de café, 

sont représentés dans le tableau : 

Tableau VI : La composition physico-chimique de la poudre de café. 

Compositions Valeurs 

Humidité (%) 19,98 

Matière sèche (%) 82,96 

Cendre (%) 0,68 

Ph 3,98 

Acidité titrable (%) 0,92 

Sucres totaux (%) 31,88 

Sucres réducteurs 19.07 

Protéines(%) 3.59 

Azote total (%) 6,61 

 

III-2.1 Le taux d’humidité  

 La teneur en humidité est l’un des paramètres de qualité les plus importants de la 

poudre de café (Adnan et al., 2017). 

 D’après les résultats obtenus, le taux d’humidité dans la poudre de café est en moyenne 

de 19,88%. Cette valeur est inférieure à celle publié par Gomes Correa et al. (2014), estimé 

en moyenne de 56,7%.  

 Selon l’étude d’Hussein et al. (2019), la valeur d’humidité du marc du café est de 

7,47%, relativement inférieur à celle de notre étude. 

 Silva et al. (2018), ont surprenait d’après leur expérience que la teneur en eau est de 

7,43% qui est inférieur à celle de notre échantillon. 
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 Le marc de café présente une forte teneur en humidité lorsqu’une biomasse est utilisée 

comme combustible, la réduction de la teneur en eau entrain une augmentation du pouvoir 

calorifique du produit final rend la conversion d’énergie plus efficace (Gomes Correa et al., 

2014). 

III-2.2 La matière sèche 

 La matière sèche est celle qui reste après un séchage d’un produit qui est constituée de 

matières minérales et de matière organiques. 

 Le taux de la matière sèche dans la présente étude, est de 82,96%, proche à celle 

rapporté par Dias et al., (2015) (84,58%).  

 Selon l’étude menée par Sikka et al (1985), la teneur en matière sèche dans la poudre 

de café est de 22,45% qui sont inférieur à celle de notre échantillon, et d’après une étude réalisée 

par Guy Marcel et al (2011), la valeur de la matière sèche est de 90,9% qui est relativement 

supérieur à celle de notre échantillon. Reste inférieur à celle rapporté par Campbell et al (1976), 

qui est en moyenne de 91,1%. 

III-2.3 Les cendres totales  

 Les cendres totales sont les résidus de la combustion de la matière sèche. Correspond 

à la fraction minérale ou matière minéral (Tramoy et al., 2011). 

 Les résultats de la présente étude, montrent que la teneur en cendres totales de marc 

de café est de 0,68%, cette valeur est inférieure par apport à celle rapporté par Guy Marcel et 

al (2011) qui est de 1,8%.  

 D’une autre part, si on compare la valeur de notre expérience à celle obtenue par 

Gomes Corréa et al (2014) qui est en moyenne de 0,6% on trouve qu’elle est très proche à la 

teneur obtenus dans notre échantillon. 

 Le taux des cendres totales présentes dans la poudre de café dans la présente étude est 

inférieur à celle trouvé par Mussatto et al (2010) qui est de 1,6%. D’après Silva et al (2018) 

le pourcentage des cendres est de 1,71% qui est supérieur à celle de notre échantillon. 

 La variation de la teneur en cendre pourrait s’expliquer par la différence entre les 

variétés et les mélanges de la poudre de café, il est également possible d’associer la composition 
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minérale de marc de café à l’état nutritionnel de la plantation de café et sa localisation (Pigozzi 

et al., 2018) 

III-2.4 Le potentiel d’hydrogène (pH) 

 Lorsqu’on introduit des acides ou des bases, seule ou en mélange, dans l’eau pure, les 

réactions d’échange de protons conduisant à un état d’équilibre qu’on peut caractériser par la 

quantité de protons hydratés. On utilise à cet effet le pH de la solution, grandeur mesurable 

expérimentalement, pour désigner l’activité des ions H+ ou plutôt H3O
+. Le pH est un facteur 

déterminant dans la régulation de nombreuses réactions chimiques, microbiologiques et 

biochimiques (Aichatou, 2016). 

 D’après les résultats de l’analyse réalisé, le pH de notre échantillon est acide en 

moyenne de 3,9832, la valeur obtenue est inférieur à celle rapporté par cruz et Cordovil (2015) 

qui est en moyenne de 6,4. Selon Guy, le pH est de 6,2 qui est supérieur à celle de notre 

échantillon Scully et al., 2016, ont envisagé que les valeurs de pH de la poudre de café sont 

respectivement entre 5,02 et 5,49 qui sont relativement supérieure à celle trouvé dans notre 

étude. 

 Le pH de marc de café est un indicateur important de la qualité, cependant, un pH bas 

peut réduire l’activité enzymatique et d’autres bioprocédés de saccharification et de 

fermentation (Scully et al., 2016). 

III-2.5 L’acidité titrable  

 L’acidité totale titrable est une mesure de tous les protons acides d’un échantillon, y 

compris les protons non dissociés, qui peuvent être neutralisés par l’ajout d’une base forte (Rao 

et Fuller, 2018). 

 D’après les résultats obtenus, la teneur en acidité titrable présent dans le marc de café 

est de 0,9256%, cette valeur est très proche à celle rapporté par Borém et al., (2016) qui est en 

moyenne de 0,97%. Selon une étude réalisée par Flambeau et al., (2018) l’acidité titrable dans 

la poudre de café varient entre 1,23% et 1,66% qui est supérieur à celle de notre échantillon. 

 La concentration d’acides dans la poudre de café est largement influencée par les 

espèces, les conditions de croissance, les méthodes de traitement, le degré de torréfaction et la 

méthode de brassage. La torréfaction réduit efficacement l’acidité de marc de café qui est due 



Partie III                                                        Résultats et Discussions 

 

31 

 

aux acides organiques tels que les acides acétiques, citrique et chlorogénique (Scully et al., 

2016). 

III-2.6 Le teneur en sucres totaux et réducteurs  

 Les glucides sont les éléments les plus abondants dans le marc de café. En effet, la 

poudre de café est riche en cellulose (homopolymère de glucose) et en hémicellulose (constituée 

de mannose, galactose et arabinose) (Mussato et al., 2010). 

 Les résultats des dosages des sucres totaux et réducteurs sont introduits dans la figure 

suivante : 

 

Figure 06 : Le taux des sucres totaux et réducteurs dans le marc de café. 

 Selon les résultats obtenus de l’étude réalisée, la teneur en sucre totaux et réducteur 

dans le marc de café sont respectivement en moyenne de 31,88% et 19,07%, est supérieure à 

celle trouvé par Dias et al., 2015, qui est de 9,7% pour les sucres totaux et de 9,63% pour les 

sucres réducteurs. 

 La valeur des sucres totaux dans notre expérience est inférieure à celle rapporté par 

Ballesteros et al., 2017, qui est en moyenne de 39%. D’après une étude menée par Haile et 

Kang (2019), le taux des sucres réducteurs présents dans la poudre de café est de 12,4% qui 

sont inférieur à celle de notre échantillon. 

 Les conditions de traitement et le séchage peut modifier la composition chimique, la 

qualité physiologique et sensorielle de la poudre de café. Le marc de café traité par la méthode 

humide présente des niveaux de sucre total et réducteur inférieurs (Taveira et al., 2015). 
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III-2.7 Le dosage des protéines  

 Les protéines sont des macromolécules constituées d’un enchaînement d’acide aminé 

unis par des liaisons peptidiques. La structure des protéines, peut être définie selon quatre 

niveaux : structure primaire, secondaire, tertiaire et quaternaire (Takehiko, 1994). 

 Selon les résultats obtenus de l’étude réalisé, le marc de café contient une teneur 

significative en protéines qui est en moyenne de 3,59%, cette valeur est légèrement inférieure 

à celle retrouvés par Gomes Corréa et al. (2014) qui est de 4,5%.  

 La teneur en protéine dans notre échantillon est relativement inférieure à celle rapporté 

par Guy Marcel et al. (2011) qui est de 10,9%.  

 D’une autre part, si on réfère aux travaux effectué par Mussatto et al (2010), la valeur 

des protéines est de 13,5% donc, supérieur à celle de notre échantillon. Selon Hussein et al 

(2019), la teneur en protéine trouvé dans la poudre de café est en moyenne de 8,97% qui est 

supérieur à celle obtenue dans notre analyse. 

 La teneur en protéine est plus élevée dans le marc de café car ils peuvent être calculé 

à partir de la teneur totale en nitrogène de l’échantillon, elle peut avoir été surestimée en raison 

de la présence d’autres substances azotées comme les caféines, trigoneline, les amines libres et 

les acides aminés (Mussatto et al., 2010). 

III-2.8 Le dosage de l’azote total  

 L’azote est un élément indispensable à toutes formes de vie. Quatrième élément 

constitutif de la matière vivant en masse, l’azote entre dans la structure des acides aminés 

constitue les protéines, des acides nucléiques constituent l’ADN et de certains pigments 

assimilateurs comme la chlorophylle. C’est également un élément chimique abondant à la 

surface de la terre. Entrant dans la composition chimique de certains minéraux et sels minéraux 

comme le nitrate de sodium, nitrocalcite et sal-ammoniac (Muriel et al., 2014). 

 Les résultats obtenus à partir de l’étude menée, montrent que la composition de marc 

de café en azote est de 6,61%, cette valeur est supérieure à celle rapporté par Guy (2010) qui 

est de 2%. Selon une étude réalisée par Silva et al (2018), la poudre de café contient en moyenne 

de 2,01% en azote qui est relativement inférieur à celle de notre échantillon. 
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 La valeur retrouvée dans la présente étude est supérieure à celle rapporté par 

Rodrigues et al (2010) qui est de 2,14%. Limousy et al (2013), ont montré d’après leur 

expérience que la teneur en azote est de 2,3% qui est inférieur à celle de notre échantillon. 

 Des différences dans la teneur en azote comparé à celle de notre échantillon, peuvent 

se produire selon la variété de grains utilisés et les processus de torréfaction et d’extraction qui 

ont été soumis (Mussatto et al., 2010). 

III-3 L’optimisation de la quantité en substrat et temps d’incubation 

 Les études préliminaires sont effectuées afin de choisir la meilleure concentration en 

substrat (marc de café), et le temps d’incubation pour la production d’enzyme par fermentation.  

 L’effet de la quantité en substrat  

   A partir des résultats de la présente étude, les teneurs en sucres réducteurs, totaux, 

protéine et l’activité enzymatique en fonction de la concentration de marc de café sont introduit 

dans la figure suivante :   

 

Figure 07 : L’effet de la quantité en marc de café sur l’activité                                     

enzymatique, teneur en sucres totaux, réducteurs et protéines au bout de six jours. 

 D’après les résultats obtenus et la figure précédente, qui établit une relation entre la 

teneur en protéine, sucre réducteur, totaux et l’activité enzymatique en fonction de la 

concentration en marc de café, on remarque que l’augmentation de l’activité enzymatique est 

proportionnelle à l’augmentation de la concentration en poudre de café. 
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 Une augmentation significative de l’activité enzymatique atteignant le niveau le plus 

élevé (189,61g/50mL) à 5g de la concentration en poudre de café, tandis que la teneur en 

protéine à ce niveau diminue jusqu'à atteindre la plus faible teneur qui est en moyenne de 

74,31%. 

 D’après Gaurav et al., (2015), qui ont réalisé une étude consiste à purifié et 

caractériser la protéase alcaline de Bacillus subtilis et d’optimiser les conditions pour une 

production maximale de protéase extracellulaire, la production d’enzyme à partir de 

microorganisme est fortement influencé par la concentration en substrat, la température et le 

pH. L’analyse statistique réalisé montre une différence significative entre les teneurs en sucres 

réducteur, totaux, protéine, et l’activité enzymatique (p<0,05). 

 L’effet du temps d’incubation  

 La période d’incubation affecte considérablement la production d’enzyme et varie de 

24h à une semaine selon le type de microorganisme et d’autres conditions de culture telles que 

la taille de l’inoculum, l’état métabolique de pH cellulaire et la température (Sharma et al., 

2017). 

 Les résultats menés par notre étude sont présents dans la figure suivante : 

   

 

   

    

  

  

 

 

Figure 08 : L’effet du temps d’incubation sur les teneurs en protéines et l’activité 

enzymatique pour 5g de marc de café. 

 D’après les résultats obtenus, l’activité enzymatique augmente et atteint un pic 

maximal de 243,73µmol/mL/min au bout de 6éme jours, accompagné d’une diminution de la 
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teneur en protéine jusqu’à atteindre la valeur la plus faible qui est de 71,05%. L’activité 

enzymatique diminue avec la prolongation du temps d’incubation, contrairement à la teneur en 

protéine qui augmente à partir de 7éme jours. 

 En général, le temps nécessaire d’incubation pour la production optimale de protéase 

par des bactéries ou des champignons peut aller jusqu’à 48h-9jours (Sharma et al., 2017). 

 Parmi les paramètres nutritionnels et culturaux qui entre dans la production de protéase 

par Bacillus subtilis on à la source de carbone, d’azote, le temps d’incubation et la température. 

La période d’incubation est directement liée à la production d’enzymes et d’autres métabolites 

dans une certaine mesure (Imtiaz et al., 2013).  

 L’analyse statistique réalisée montre une différence significative entre la teneur en 

protéine et l’activité enzymatique (p<0,05).  
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III-4 Le plan d’expérience Box-Behnken 

III-4.1 L’analyse des résultats  

 Les résultats des expériences réalisés par le plan Box-Behnken (BBD) au bout de six 

jours à une quantité de 5g de marc de café sont représentés dans le tableau suivant : 

Tableau VII : Les résultats des valeurs réels et prédite par l’application du plan Box-Behnken. 

  

Tests pH Température %en 

peptone 

AERéels AEPrédites 

1 3 35 1 285,318 294,135 

2 12 25 0,75 119,207 122,340 

3 3 25 0,75 127,6 126,328 

4 7,5 45 1 115,346 109,661 

5 7,5 45 0,5 127,094 134,64 

6 3 45 0,75 117,81 114,676 

7 7.5 35 0,75 348,007 348,007 

8 12 35 0,5 325,798 316,980 

9 12 45 0,75 133,265 134,536 

10 7,5 35 0,75 348,007 348,007 

11 7,5 35 0,75 348,007 348,007 

12 12 35 1 242,374 246,786 

13 7,5 25 0,5 118,613 124,297 

14 3 35 0,5 258,17 253,757 

15 7,5 25 1 127,006 119,46 
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 D’après les résultats obtenus par le BBD, l’activité enzymatique varie entre 

115.34μmol/mL/min et 348μmol/mL/min, ce qui montre l’influence des paramètres optimisés 

qui sont la température, la concentration en peptone et le potentiel d’hydrogène. 

 Ces résultats sont en accord avec les études réalisées par (Jabeur et al, 2020 ; Ben 

Mefteh et al, 2019 ; Siala et al, 2012 ; Anbu et al, 2008), qui confirme l’influence des 

paramètres optimisés sur la production des protéases.  

 Les résultats de l’analyse effectuée révéler que les valeurs prédites par le BBD ainsi 

que les valeurs réelles sont proches. 

III-4.2 Le coefficient de Détermination R2 

 Selon Goupy, (2006) le R2 est un paramètre qui nous indique la validité du modèle 

étudié, le coefficient de détermination de ce modèle est égale à 1 (R2 = 0,99), et la valeur du 

coefficient de détermination ajustée est de R2
ajustée= 0,99. Les résultats obtenus confirment que 

les valeurs réelles sont très proches des valeurs prédites (Latif et al., 2018). 

 Le graphe (figure 09), confirme que la courbe des valeurs observés en fonctions des 

valeurs prévues, à parfaitement l’allure d’une droite, on constate l’accord étroit qui, existe entre 

les résultats expérimentaux et les valeurs théoriques prévues par le modèle polynomial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 09 : Le plan de prédiction réel de l’activité enzymatique. 
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III-4.3 Le modèle globale et le manque d’ajustement 

Tableau VIII : L’analyse de la variance et le manque d’ajustement du BBD. 

Paramètre Degrés de 

liberté 

 

Somme des 

carrée 

 

Moyenne 

des carrés 

 

Rapport f P-value 

 

Défaut 

d’ajustement 

 

3 

 

395,82812 

 

131,943 

 

196,0453 

 

<0,001* 

Erreur pure   

2 

 

0,0000 

 

0,000   

 

/ 

 

/ 

Erreur totale  

5 

  

395,82812 

 

/ 

  

/ 

 

/ 

RMSE 8,8975 / / / / 

Coefficient 

de Variance 

 / / / / 

 

Les résultats de la présente étude montrent après analyse statistiques, que le modèle est 

significatif avec (p< 0,001), et par cela la validité du modèle est confirmée. Ce modèle pourrait 

probablement fonctionner pour la production d’enzymes protéolytiques à partir de marc de café. 
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III-4.4 L’effet des facteurs 

 L’effet des facteurs est représenté par les coefficients de régression dans le tableau 

suivant : 

Tableau IX : L’estimation des coefficients de régression du modèle polynomial. 

Terme Estimation Erreur Standard Rapport r P-Value 

Constante -2537,483 93,04998 -27,27 <0,001* 

Linéarité  

X1 39,723852 5,746466 6,91 0,0010* 

X2 133,33338 3,596649 37,07 <0,001* 

X3 1095,5377 131,4036 8,34 0,0004* 

Interactions  

X1X2 0,1324889 0,098861 1,34 0,2379 

X1X3 -24,57156 3,954447 -6,21 0,0016* 

X2X3 -2,0141 1,779501 -1,13 0,3090 

Quadratique  

X1 
2
 -1,670031 0,228662 -7,30 0,0008* 

X2 
2
 -1,897184 0,046304 -40,97 <0,001* 

X3 
2
 -580,382 74,08655 -7,83 0,0005* 

X1 : pH, X2 : Température, X3 : Teneur en peptone 

 L’effet linéaire 

 Les résultats obtenus, montrent que les trois facteurs possèdent une influence 

significative sur l’activité enzymatique. Ces résultats montrent également que le facteur X2 

(température) présente le p-value le plus faible (< 0,001*), ce qui met en évidence le grand 

impact et l’influence que possède ce facteur (X2) sur l’activité de l’enzyme. Ces résultats sont 

en accord avec la majorité des travaux réalisés par (Dissanayaka et Rathnayake, 2019 ; Nisha 

et Divakaran, 2014 ; Dhital et al, 2013) dont le but est d’optimiser la production d’enzymes. 
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 Selon Buchon et al, (2000) la température influence la production d’enzymes 

extracellulaires en modifiant les propriétés physiques de la membrane cellulaire des 

microorganismes.  

 L’étude des interactions 

 Les résultats obtenus à partir de l’étude menée montrent que l’interaction entre le pH 

et la source d’azote (peptone) possède une grande influence sur la l’activité enzymatique, le 

coefficient de ce couple (X1X3) (figure B) est significatif avec un p-value qui est égale à 

(0,0016*< 0,001).  

 Les résultats des différentes surfaces de réponses sont représentés dans les figures 

suivantes : 

 

                                                                                                             

 

 

 

 

 

 

 

                  A                                               B                                         C 

Figure 10 : Les surfaces de réponses obtenues des différentes interactions. 

A : Surface de réponse d’interaction (température(X2), % en peptone(X3)) ;                                     

B : Surface de réponse d’interaction (pH (X1), % en peptone (X3)) ;                               

C : Surface de réponse d’interaction (Température(X2), pH (X1)). 

 Les résultats de l’analyse de la surface de réponse obtenus, démontre qu’il existe bien 

une relation étroite entre l’augmentation du pH ainsi que la concentration en source d’azote 

(peptone), une augmentation de ces deux paramètres est suivie d’une forte activité enzymatique. 

 Au-delà de leurs valeurs optimales, qui sont respectivement de 8,03 et 0,71% (w/v), 

on remarque une diminution de l’activité enzymatique, ce dernier est maximal pour un pH acide 

avoisinant 8. Dès lors, on constate que la bactérie isolée est de nature basophile, est par cela on 

en déduit que l’enzyme est stable à des valeurs de pH plus ou moins basique ; la source d’azote 
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est importante dans les milieux de fermentation, qui favorise la production d’enzymes ou de 

métabolites à des niveaux supérieur (Gul et al., 2015), ajouté à une concentration qui est égale 

à 0,71%, la peptone stimule la production enzymatique qui est traduite par une forte activité 

(Gaurav et al., 2018). 

III-4.5 Le modèle mathématique 

 Les résultats obtenus sont résumés sous forme d’une équation polynomiale du second 

degré, donné en variables naturelles : 

Y= -2537,483+ 39,72pH + 133,33T + 1095,53N – 24,57pH N –1,67pH2 – 1,89T2– 580,382N2 

III-4.6 Les paramètres optimaux et leurs validations 

 Les conditions optimales proposées par le modèle, ainsi que la valeur prédite de 

l’activité enzymatique, sont représentés dans le tableau suivant : 

Tableau X : Les conditions optimales pour la production de l’enzyme. 

Paramètres Estimation 

pH 8,0391504407 

T (°C) 35,042144696 

% en peptone 0,7128278025 

Activité Enzymatique prédite par le BBD 

(μmol/mL/min) 

348,79916 

  

 Dans le cadre d’une approche expérimental, l’application exacte avec tel estimations 

s’avère être difficile. Afin de y remédier de légères modifications doivent être apportés : 

Tableau XI : Les conditions optimales appliquées pour la production d’enzyme.

Paramètres Estimations 

pH 8,04 

T (°C) 35 

% en peptone 0,71 
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 L’activité enzymatique obtenue après optimisation des paramètres est de 346.007 

μmol/mL/min, cette valeur est proche de celle prédite par le logiciel (BBD) qui est de 348.79 

μmol/mL/min, ce qui confirme la validation du modèle. 
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 L’exploitation des déchets agricoles dans une économie circulaire s’est rapidement 

développée ces dernières années. Dans le même sens, l’industrie alimentaire a tendance à 

exploiter différents sous-produits pour recycler les ingrédients afin de valoriser et d’ajouter de 

la valeur économique aux déchets.  

 Parmi tous, le marc de café a été largement considéré pour sa réutilisation, qui 

nécessite un bon plan de gestion (Gigliobianco et al., 2020).  

 La possibilité d’utiliser le marc de café comme substrat pour la production de protéase 

a été étudié en utilisant l’approche méthodologie de surface de réponse. 

 Les microorganismes sont connus pour jouer un rôle essentiel dans la technologie de 

production d’enzymes intracellulaires et extracellulaires à l’échelle industrielle (Gaurav et al., 

2015). L’espèce Bacillus subtilis peut être utilisée pour la production à grand échelle de 

protéase pour répondre aux besoins actuels du secteur industriel. 

 Au cours de cette étude, une identification et purification d’une souche protéolytique 

appartenant au genre Bacillus est réalisé. 

 L’analyse physico-chimique du marc de café a établi la composition suivante : 

Humidité 19,98%, matière sèche 82,96%, cendre totale 0,68%, pH 3,98, acidité titrable 0,92%, 

sucre totaux 31,88%, sucre réducteurs 18,34%, protéines 3,59%, azote total 6,61%, ce qui 

explique la sélection de ce sous-produit comme substrat pour les essais de bio-fermentation, 

mais un supplément important est ajouté qui est la source d’azote (peptone). 

 Les résultats des tests préliminaires pour la production de protéase par fermentation 

submergée ont permis de fixer la concentration du substrat (marc de café) à 5g et le temps 

d’incubation de la fermentation à six jours. 

 Les paramètres de croissance optimaux pour la culture de l’organisme sont également 

déterminés dans cette étude dans le but d’une production maximale de protéase à savoir : le 

potentiel d’hydrogène (pH), la concentration en peptone (source d’azote) et la température 

d’incubation, en utilisant le plan d’expérience Box-Behnken. Ce plan a permis d’optimiser la 

production enzymatique et de réduire le nombre d’expérience à réaliser. 

 Les résultats de l’optimisation confirment que le modèle est significatif avec des 

valeurs réelles qui sont très proches de celles prédites avec un coefficient de corrélation R2 égale 

à 0,99. 

 La présente étude montre que les conditions optimales pour la production de protéase 

par l’application de plan d’expérience BBD sont la température d’incubation qui est en 
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moyenne de 35°C, le pH de 8,04 et la concentration en peptone de 0,71 (mg/mL), pour une 

activité protéolytique maximale de l’ordre de 348,79μmol/mL/min. 

 Les résultats obtenus de cette étude encourageront certainement, les projets visant à 

exploiter les déchets alimentaires, comme le marc de café, qui aboutissant généralement à la 

poubelle, ils pourraient être collectés pour produire un extrait à valeur ajoutée. 

 A la lumière de cette investigation, dans l’objectif de développer et de compléter la 

présente étude, il serait souhaitable de :  

 

 Optimiser d’autres facteurs influençant la production d’enzyme tel que la concentration 

d’inoculum, dont l’objectif est d’élargir l’application du modèle Box-Behnken. 

 Effectuer d’autres études sur d’autres sous-produits moins chers afin d’élaborer de nouveau 

produits à valeur économique. 

 Isoler et caractériser d’autres souches capables de produire de nouvelles enzymes autres que 

la protéase. 

 Purifier les protéases afin d’augmenter leur activité. 
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Annexe I : Dosage des protéines Bradford (1976). 

1. Composition du réactif de Bradford 

BBC G-250  .............................................................................................100mg 

 Ethanol à 95% ........................................................................................50 mL  

 Acide phosphorique à 85%  ...................................................................100 mL 

 Agitation 

  Compléter à 1000 mL avec l’eau distillée. 

  Conservation à 4 °C et à l’abri de la lumière. 

2. Préparation de Tampon Phosphate à pH ₌7 

KH2PO4  ...................................................................................................0,5g 

K2HPO4 ...................................................................................................0,26g 

Eau distillé  ..............................................................................................25mg pour chaqu’un.  

3. Elaboration de la courbe d’étalonnage 

Une gamme étalon est préparée à partir d’une solution mère de sérum albumine bovine  

(BSA) (1mg/mL), le protocole suivie est résumé dans le tableau suivant. 

Tableau I : Préparation de la gamme d’étalonnage de la BSA. 

Facteurs de dilution 0 (blanc) 0,2 0,4 0,6 0,8 1 

Volume SM (μl) 0μl 20μl 40μl 60μl 80μl 100μl 

Tampon phosphate 

(μl) 

100μl 80μl 60μl 

 

40μl 20μl 0μl 

Réactif (mL) 2Ml 2Ml 2mL 2Ml 2mL 2mL 

Mise à l’obscurité                                      Pendant 15 minutes 

Absorbance (595nm) 0 0,064 0,141 0,189 0,269 0,32 
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Annexe II : Dosage des sucres réducteurs 

1. Réactif de DNS : 

 DNS ...................................................................................................1g 

 La soude ............................................................................................1,5g 

 Tartrate double de soduim-potassuim ...............................................30g 

 Compléter à 100mL d’eau distillé 

 Mélanger 

 Filtrer 

 Conserver à l’abri de lumière 

2. Courbe d’étalonnage : 

Une gamme étalon est préparée à partir d’une solution mère de D-glucose (25mg de glucose 

dilué dans 25mL d’eau distillé), le protocole suivie est résumé dans le tableau suivant : 

Tableau II : Préparation de la gamme d’étalonnage de glucose. 

Facteurs de dilution 0(blanc) 0,2  0,4 0,6 0,8 1 

Volume SM (μl) 0μl 20μl 40μl 60μl 80μl 100μl 

Eau distillé (μl) 100μl 80μl 60μl 

 

40μl 20μl 0μl 

Réactif de DNS 

(mL) 

1Ml 1Ml 1mL 1Ml 1mL 1mL 

Mise dans un bain 

marie 

à 100 °C pendant 5 minutes 

Laisser refroidir 2,5mL d’eau distillé pour chaque tube 

Laisser reposer Pendant 15 minutes 

Absorbance (530nm) 0 0,134 0,393 0,616 0,740 1,000 
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Annexe III : Dosage des sucres totaux 

1. Sel de CAREZ I 

 Acétate de zinc trihydraté ..................................................................23,8g 

 Acide acétique glaciale ......................................................................3g 

 Eau distillé .........................................................................................100mL 

 Mélanger 

2. Sel de CAREZ II  

 Ferrocyanure de potassium ................................................................10,6g 

 Eau distillé .........................................................................................100mL 

 Mélanger 

 

 



 

 

Résumé 

 Ce travail est consacré à l’optimisation des paramètres influençant la production des protéases 

à partir du marc de café par fermentation en utilisant Bacillus subtilis. Au cours de cette étude une 

souche microbienne est isolée, purifiée et identifiée comme Bacillus sp. Cette dernière est ensemencée 

sur le marc de café dont la caractérisation physicochimique a révélé des taux d’humidité, de cendre 

totale, un pH, une acidité titrable, de sucres totaux, et sucres réducteurs, une teneur en protéine et en 

azote total de l’ordre 19,98%, 0,68%, 3,98, 0,92%, 31,88%, 19,07%, 3,59%, 6,61%, respectivement. 

L’étude préliminaire de l’influence de la concentration du substrat et de temps d’incubation sur la 

production de ces enzymes a démontré que l’activité enzymatique est obtenue avec une concentration 

de poudre de 5g pour un temps de fermentation de six jours. L’application du model BBD à trois facteurs 

(pH, température d’incubation et concentration en peptone) avec les trois niveaux (-1, 0, +1) a révélé 

que la meilleur activité enzymatique (348,799 μmol/mL/min) est obtenue avec les conditions optimales 

de pH, de température et de concentration en peptone de l’ordre de 8,04, 35°C, 0,71 (mg/mL) 

respectivement qui est proche à celle de l’activité enzymatique expérimentale (346.007 μmol/mL/min). 

Mots clés : Marc de café, optimisation, Box-Behnken, protéases, enzyme, fermentation, activité enzymatique, 

Bacillus subtilis. 

Abstract 

 This work is dedicated to the optimization of parameters influencing the production of 

proteases by bio-fermentation using Bacillus subtilis from coffee grounds. During this study a microbial 

strain is isolated, purified and identified as Bacillus. The latter is seeded on the coffee grounds, of which 

the physicochemical characterization reveals levels of humidity, total ash, pH, titratable acidity, total 

sugars, reducing sugars, a content of protein and total nitrogen of the order of 19.98%, 0.68%, 3.98, 

0.92%, 31.88%, 19.07%, 3.59% and 6.61% respectively. Preliminary study of the influence of substrate 

concentration and incubation time on the production of these enzymes demonstrated that the enzymatic 

activity is obtained with a powder concentration of 5g for a fermentation time of six days. The 

application of the three-factor BBD model (pH, incubation temperature and peptone concentration) with 

the three levels (-1, 0, +1) revealed that the best enzyme activity (348.799 μmol/mL/min) is obtained 

with the optimum conditions of pH, temperature and peptone concentration of the order of 8.04, 35°C, 

0.71 mg/mL, respectively, which is close to the experimental enzymatic activity (346.007 

μmol/mL/min). 

Keywords: Coffee grounds, optimization, Box-Behnken, proteases, enzyme, fermentation, enzymatic activity, 

Bacillus subtilis. 

  الملخص

. Bacillus subtilisالقهوة المطحونة عن طريق التخمير، باستخدام  تم تخصيص هذا العمل لتحسين المعلمات التي تؤثر على إنتاج البروتياز من      

، يزرع الأخير على حبوب القهوة، وقد أظهر التوصيف Bacillus spخلال هذه الدراسة، تم عزل سلالة جرثومية وتنقيتها، وتحديدها على أنها 

تزلة، الفزيائي الكيميائي مستويات الرطوبة، والرماد الكلي، ودرجة الحموضة، والحموضة القابلة للمعايرة، والسكريات الكلية، والسكريات المخ

، على 6.61%، %3.59%، 19.07، 31.88%%، 0.92%، 3.98%، 0.68%، 19.98والبروتين، ومحتوى النتروجين الكلي في لتر، الطلب 

الدراسة الأولية لتأثير تركيز الركيزة، ووقت الحضانة على إنتاج هذه الإنزيمات أنّ النشاط الإنزيمي يتم الحصول عليه بتركيز  تالتوالي. أظهر

ودرجة حرارة الحضانة، وتركيز الببتون( ثلاثي العوامل )الأس الهدروجيني،  BBDجم لمدة تخمير ستة أيام، أظهر تطبيق نموذج 5مسحوق يبلغ 

ميكرو لتر/مل/دقيقة، باستخدام الظروف المثلى للأس  348.799أنه تم الحصول على أفضل نشاط إنزيمي  (1- .0 .1+بالمستويات الثلاثة )

وهو قريب من النشاط الأنزيمي  )ملغ/ مل( على التوالي، 0.71درجة مئوية،  35، 8.04الهدروجيني، ودرجة الحرارة، وتركيز الببتون بترتيب 

 (.346.007التجريبي )

Bacillus ، البروتياز، الإنزيم، التخمير، النشاط الأنزيمي، Behnken-BOX: القهوة المطحونة، التحسين، الكلمات المفتاحية

subtilis. 


