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Résumé

La production des enzymes constitue un des objectifs de 1’utilisation industrielle des
microorganismes. Le but de notre étude est l'isolement de I' Aspergillus. niger et
I'optimisation de leur production de protéase acide sur milieu solide. Dans ce contexte, la
production de la protéase acide extracellulaire par 1’espéce fongique Aspergillus niger isolée
localement, sur le sol de complexe touristique thermal de sidi yahia, fermenté par des cultures
solides (SSF), a été optimisée de facon a obtenir la meilleure activité protéolytique. Des testes
de stabilité de I’enzyme ont été également effectués. Les résultats obtenus montrent que la
meilleure production de cette enzyme (169.33 pg/h/ml) a été obtenue sur milieu a base de son
de blé (5g), cultive par l'utilisation une solution minérale Czapek-Dox a pH 4 incubé a 30°C
pendant 3 jours. Il présente une stabilité dans la gamme du pH 3,0-5,0 a 4°C pendant 24
heures dans le tampon citrate de sodium (0,1M) et une stabilité thermique jusqu’a 50°C

pendant 1 heure.

Mots clés:
Aspergillus niger , Isolement, Optimisation, SSF, Protéase acide, activité protéolytique
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Introduction

Introduction

Au cours des derniéres décennies, le développement de la microbiologie a abouti a
I’obtention de matériels biologiques trés divers, modifiés génétiguement ou non et
susceptibles d’étre utilisés dans des procédés de production de vitamines, d’hormones, de
vaccins et d’enzymes (Scriban, 1999).

Les enzymes d’origine microbienne, présentent des propriétés et des spécificités
diverses. Parmi ces enzymes, on recense les protéases qui sont d’une grande importance en
biotechnologie (Scriban, 1999). Ces propriétés reflétent de plus en plus leurs utilisations dans
divers domaines d’applications, tels que 1’industric alimentaire humaine et animale, les
détergents pour lessives, I’industrie des tanneries et I’industrie pharmaceutique. Environ 40%
des enzymes industrielles sont d’origine fongique (Bottonet et al., 1999). La culture des
champignons pour la production d’enzymes s’effectue soit sur substrat solide, soit en culture
submergée comme c’est le cas pour la production de la plupart des métabolites d’origine
microbienne (Pol, 1996).

Actuellement, la compétition est trés forte dans le monde des enzymes industrielles et
les prix de ces produits d' hautes technologies sont a la baisse entrainant des réductions
majeures dans les colits de production. La capacité¢ de 1’industrie de produire des un faible
codt est donc essentielle pour maintenir sa compétitivité (Nathalie, 1999).

La majorité des enzymes fongiques sont produites principalement par des genres
d’Aspergillus, Mucor, Entothia, Rhizopus, Penicillium et Fusarium (Vishwanatha et al.,
2010). Ces espéces fongiques sont caractérisées par leur adaptation aux cultures solides a base
des substrats bon marché, facilitant ainsi 1’extraction et la récupération des protéases
extracellulaires a partir des milieux de fermentation avec des rendements rentables tout en
réduisant les cofits d’exploitation (Sathya et al., 2009). Le choix du milieu approprié de
fermentation est essentiel pour les microorganismes, aussi bien pour la croissance que pour la
production d’enzymes (Dubey et al., 2000).

L’isolement d’une souche locale d’Aspergillus niger, & partir du sol de la région de
Biskra. caractérisée par sa capacité de produire une protéase et I'optimisation des condition
favorable pour cette production nécessite une étude approfondie afin d’améliorer la
production et la qualité des produits obtenus.

Dans cette optique , nous avons étudié la possibilité d'obtention de la protéase acide,

produites & partir d'une souche fongique localement isolée. Notre étude comporte ces étapes:
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-Isolement des de " I' Aspergillus niger" a partir du sol de Biskra, et son identification.
-Mise en évidence de ’activité protéolytique chez les moisissures purifiées.
-Production des protéases par fermentation submergée sur milieu a base de son de blé.

-étude de la stabilité des extraits enzymatiques brut
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PARTIE | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
Chapitre 1: les protéases
I. 1 Les protéases
I. 1.1.Généralités sur les enzymes
I. 1.1.1.Définition

Les enzymes sont les catalyseurs du monde biologique. Ce sont des macromolécules
de haute masse moléculaire(10 a 100 kDa) présentes dans les cellules de tous les organismes
vivants ou elles jouent un réle essentiel en contrdlant les procédés métaboliques permettant
aux nutriments d’étre transformés en énergie et en matériaux cellulaire (Bergmeyer &
Gawekn, 1979 ; Scriban, 1993 ;Pelmont, 1995 ; Drouin, 2005).

En 2005, plus de 3000 activités enzymatiques différentes ont été isolées et identifiées
(Leisola, 2001). la structure d’environ 1300 d’entre elles a été¢ déterminée(Patel et al, 2005).

Les enzymes sont privilégiées en industrie car elles permettent de contourner les
inconvénients des produits chimiques et améliorent les relations codts-efficacité des
procédés(Sandhyaet al, 2005).

I. 1.1.2.Marché des enzymes

Le marché global des enzymes industrielles et de spécialité conserve une forte
croissance. Estimé a plus de 1,5 milliards US$ en I’an 2000. Il est prévu qu’en 2011, il
atteindra 6 milliards de dollars (Kumar et al, 2008). Les enzymes protéolytiques sont les plus
importants des enzymes de industriels représentant, de larges ventes mondiales de environ

60% o f I'ensemble du marché de I'enzyme (Rao et al, 1998).

le marché de I'enzyme industrielle a atteint 1,6$ milliard en 1998 divisé dans les
domaines d'application suivants: alimentation 45 % ; 34 % détergent; textile 11 % cuir 3 %;
pates et papiers 1.2 %. cela ne comprend pas enzymes.in diagnostique et thérapeutique 2000,
le marché de l'enzyme industriel atteint 2$ milliards (José & Arnold, 2005). Parmi les
enzymes industrielles les plus importantes, les protéases ce qui représente pres de 65% du
marché mondial de I'enzyme. lls ont de nombreuses applications dans diverses industries:
alimentaire, pharmaceutique, détergent, dehairing en cuir, récupération d'argent a partir

d'occasion films X-ray, la synthese cosmétique et peptide (Hayet et al, 2014).
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I. 1.1.3.0rigines des enzymes industrielles

Les enzymes industrielles proviennent de source vegétale, animale ou microbienne .
L’extraction a partir des plantes et des animaux est cependant limitée par des parameétres
difficiles a contréler. En effet, les principaux avantages des enzymes de production par apport
aux enzymes d’extraction sont une production indépendante des contraintes saisonnieres et
géographiques, une possibilité d’utilisation de matieres premieres bon marché, des rendement
de production pouvant étre augmenter de facon importante par I’amélioration des souches

microbiennes et I'optimisation des conditions de production (Scriban, 1993).

Les enzymes Industriel sont utilisés dans la lessive et la vaisselle détergents, jeans
délavage a la pierre, de la pate et la fabrication du papier dehairing en cuir et de la tannerie,

d'encollage des textiles, désencrage de papier, et le dégraissage des peaux (Oyeleke, 2011).
I. 1.1.4.Classification des enzymes

Selon la commission des enzymes de I’LU.B.(International Union of Biochemistry
Bergmeyer, 1979).les enzymes se répartissent en six classes(Tableau 1).Environ 75% des

enzymes industrielles sont des hydrolases (Rao et al., 1998 ; Assamoi et al., 2009).

Tableau 01: Classification des enzymes selon la réaction catalysée(Voet, 2004).

E.C (classe) Classification Type de reaction catalysée
E.C.1 Oxydoréductases Oxydo-réduction
Transfert de groupement
E.C2 Transférases _
fonctionnels
E.C.3 Hydrolases Hydrolyse
Elimination de groupement et
E.C4 Lyases ) o
formation de double liaisons
E.C5 Isomérases Isomérisation
) Formation de liaison couplée
E.C6 Ligases

a I'nydrolyse de I' ATP
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I. 1.2. Définition de proteéase

Les protéases ( peptidase ou enzymes protéolytiques ) (Monteiro, 2015) sont des
enzymes hydrolytiques qui catalysent le clivage des liaisons peptidiques clivant les protéines
en fragments peptidiques plus petits (Radha, 2012) elles peut étre spécifiques conduisant a
une clivage sélective des protéines pour la modification et la maturation post-traductionnelle
(Monteiro, 2015).

les protéases sont capables de dégrader in vitro un nombre multiple de substrats et, la
plupart du temps, plusieurs protéases ont la capacité de dégrader in vitro un méme substrat.
Cette caractéristique découle du fait que la spécificité d'une protéase n'intervient généralement
peu ou pas au niveau de la conformation du substrat, mais plutét au niveau de la liaison

peptidique a cliver (Barry, 1997; Reginald et al., 2000).

La protéase constitue un grand groupe et complexe des enzymes qui joue un réle
nutritionnel et régulateur importante dans la nature. Les protéases sont (Physiologiquement)
nécessaire pour les organismes vivants; ils ubiquiteures et trouvé dans grande diversité des
sources (Muthulakshmi, 2011), il se produire dans touts les étres vivant tells que plantes,

animaux, microorganismes (Radha, 2012).

Les enzymes protéolytiques sont les enzymes industrielles le plus importantes,
représentant environ 60% du ventes mondiale du marché total de I'enzyme. Elles sont résistant
haut température avec activités spécifiques élevées et caractéristiques physiques et chimiques
superieures ( Mukhtar & Haq, 2009).

I. 1.3. Les origines des protéases

I. 1.3.1. Protéases d'origine végétale

L'utilisation de plantes en tant que source de protéases est régie par plusieurs facteurs
tels que la disponibilité des terres pour la culture et I'adéquation des conditions climatiques
pour la croissance. En outre, la production de protéases de plantes est un processus de longue
haleine. papaine, bromélaine, kératinases et ficin représentent quelques-unes des protéases

bien connues d'origine végétale ( Mala, 1998).
I. 1.3.2. Protéases d'origine animale

Les protéases les plus connus d'origine animale sont la trypsine, la pancréatique, la

chymotrypsine, la pepsine et la rénine. Ceux-ci sont préparés sous forme pure en grande
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quantités. Mais, la production des ces enzymes dépend de la disponibilité de bétail, qui est

gouverné par la politique et les bris d'agriculture ( Mala, 1998).
I. 1.3.3. Protéases d'origine microbiens

L'incapacité des protéases végetales et animales pour répondre aux exigences
mondiales actuelles du monde a conduit & un intérét accru pour les protéases microbiennes.
Les micro-organismes constituent une excellente source d'enzymes en raison de leur grande
diversité biochimique et leur sensibilite a la manipulation génétique. les protéases
microbiennes représentent environ 40% du total des ventes d'enzymes dans le monde
protéases microbiennes sont préférées aux enzymes végétales et animales car ils possedent
presque toutes les caractéristiques souhaitées pour leurs applications biotechnologiques
(Mala, 1998).

I. 1.4. Classification des protéases

Les proteases (EC3.4.21-24) forment un large groupe des enzymes ubiquiste uses et la
catégorie la plus centrale des enzymes d’un point de vue industriel. Elles catalysent
I'nydrolyse de liaisons peptidiques présentes dans des protéines et sont principalement
classées selon : leur site d’action, leur pH optimal, la localisation cellulaire, leur besoin en
ATP (Ishtiaqg, 2011; Sethia, 2016).

I.1.4.1. Selon leur site d'action

Selon leur site d'action, les protéases peuvent étre classées en deux groupes exopeptidases et
endopeptidases (Sethia, 2016).

A). Les exopeptidases

Agissent uniquement a proximite des extrémités des chaines polypeptidiques. En
distingue les amino-peptidases agissant sur la liaison peptidique N-terminale et les

carboxypeptidase clivant la liaison peptidique C-terminale (Monteiro, 2015; Kiran, 2016) :

« Aminopeptidases (CE 3.4.14) agissent a une extrémité N-terminale libre de la chaine

de polypeptide et libérer un résidu d'acide aminé unique, dipeptide, ou d'un tri peptide.
(Monteiro et al., 2015)

«+ Carboxypeptidases agissent a extrémité C-terminale de la chaine polypeptidique et

libérent un seul acide aminé ou un dipeptide. Il peut étre divisés en trois grands
groupes, serine peptidases (EC 2.4.16), meétallo-peptidases (CE 2.4.17),et les cystéine
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peptidases (EC 2.4.18), basée sur la nature des résidus d'acides amines au niveau du

site actif des enzymes (Monteiro, 2015).

B). Les endopeptidases

Sont caractérisés par leur action préférentielle au niveau des liaisons peptidiques dans
les régions internes de la chaine de polypeptide (Monteiro, 2015). En fonction de l'acides
aminés présent au niveau du site actif, ces protéases peuvent étre classées en serine, thréonine,

cystéine, aspartate et metallo-protéases (Sethia, 2016).

% Les protéases a sérine: les serine proteases sont caractérisées par la présence d'un
groupe de serine dans le site actif. lls sont généralement actifs a pH neutre et alcalin,
avec optimale a pH 7-11, de faible masse moléculaire (18-35 kDa) et avoir des
applications dans un certain nombre d'industries (Monteiro, 2015). Les protéases a
sérine jouent un rdéle prépondérant dans 1’homéostasiec du systéme vasculaire,
notamment dans la coagulation, la fibrinolyse et le remodelage tissulaire. Dans le
sang, ces protéases a sérine circulent sous formes inactives appelées zymogeénes, qui,
une fois activées, sont rapidement et irréversiblement inhibées par des inhibiteurs
circulants, appelés serpines (Boulaftali, 2012) .

% Meétalloprotéases: les métalloprotéases sont les plus diverses des types catalytiques
de protéases. Elles sont caractérisées par I'exigence d'un ion métallique divalent pour
leur activité (Monteiro, 2015). L'association coordonnée de processus d'adhérence a la
barriere endothéliale, a des processus de protéolyse facilite leur extravasation et
I'infiltration des tissus cibles (Devy, 1999).

% protéases cystéines: l'activité de toutes les protéases cystéines dépend d'une dyade
catalytique consistant en la cystéine et de I'histidine. En général, les protéases
cystéines sont actives uniquement en présence d’agents réducteurs tels que HCN, ou la
cystéine. La papaine est la cystéine-protease la plus connue (Monteiro, 2015).

% Protéases acides aspartiques (Protéase a acide aspartique): Les protéases
aspartiques appelées également protéases acides, sont des enzymes protéolytiques dont
I’activité catalytique dépend d'un résidu d'acide aspartique présent au niveau du site
actif de I’enzyme (Voet, 2004 ; Souza,2014). Elles ont été regroupées en trois
familles, a savoir, la pepsine (Al), retro-pepsine (A2),et les enzymes de para-
rétrovirus (A3). La majorité de ces enzymes ont a un pH isoélectrique entre 3 et 4,5 et
une activité maximale a des faibles pH (généralement de 3 a 5) qui est déterminée par

la et position 1’orientation de tous les résidus a proximité du site actif (Rao et al.,
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1998). Les protéases acides sont reconnues par leur inhibition spécifique par le
pepstatin, un penta-peptide produit naturellement par des souches de Streptomyces sp.
I1 contient deux résidus d’acide aminé inhabituel: la statine. L'oxygene de I'hydroxyle
de la premiére statine forme des liaisons hydrogenes avec les deux résidus catalytiques

d'aspartate , ce qui provoque l'inhibition(Yang &Quail, 1999; Reginald et al., 2000).
I.1.4.2. Selon la localisation cellulaire

Les proteases sont divisées en deux groupes selon leur localisation dans la cellule, soit

les protéases intracellulaires et extracellulaires (Mathieu, 2005).
A). Les protéases intracellulaires

Ces protéases jouent un role essentiel dans 1’¢laboration et la régulation des processus
cellulaires et métaboliques, ce type de protéases est moins intéressant a 1’utilisation
industrielle car ces enzymes nécessitent une étape de lyse cellulaire pour en faire 1’extraction
(Mala et al., 1998).

B). Les protéases extracellulaires

Ces enzymes catalysent 1’hydrolyse des protéines en petits peptides assimilables parles
cellules. Ces enzymes sont plus intéressantes pour utilisation en industrie car les ne

nécessitent pas d’étapes de lyse cellulaire pour en faire 1’extraction (Mala et al., 1998).
I. 1.4.3. Selon leur pH optimal

Selon leur pH optimal on distingue les protéases acides: pH optimal inférieur a 7,0
(2,0-5,0), les protéases alcalines: pH optimal supérieur a 7.0 et les protéases neutres: pH
optimal 7,0 (Sethia, 2016).

Les protéases neutres sont principalement d'origine végétale avec une activité optimale
a un pH compris entre 8 et au-dessus (Alnahdi, 2012). Elles sont importantes pour l'industrie
alimentaire car elles possédent une fonction spécifique a hydrolyser des liaisons d'acides
aminés hydrophobes réduisant ainsi l'amertume des hydrolysats de protéines alimentaires.
(Ishtiaq, 2011)

Les protéases alcalines produites a partir de micro-organismes jouent un réle
important dans plusieurs industries exemple détergent, bronzage, industries photographiques,
pharmaceutiques et de traitement des déchets, etc. Le genre "Bacillus” est une source

importante de protéases alcalines industrielles et sont probablement les seuls genres

8



Chapitre 1 les protéases

commercialisé pour la production de protéase alcaline (Alnahdi, 2012). La sécrétion de
protéases semble jouer un role important dans I’invasion des tissus de 1’hote (Aissi, 2004).
Les protéases acide obtenu les meilleurs résultats dans un intervalle de pH de 2,0 a 5,0 et sont

principalement produites par des champignons (Alnahdi, 2012).
I. 1.4.4. Selon leur besoin en ATP

Un quatriéme critére de classement, est lié au besoin ou non d’ATP pour fonctionner,
ce groupe de protéases comprend celles composées de plusieurs sous-unités contenant des
domaines d’ATP ase et des domaines protéolytiques. Ils existent des protéases qui ne peuvent
étre classées dans aucun de ces groupes (exemple : les signaux peptidases des lipoprotéines)
(Kumar et al., 1998).

I. 1.5. Mode d’action des protéases

Le mode d’action des protéases différe d’une enzyme a l'autre par la nature de leur site
actif, bien qu’elles aient toutes le méme principe de base. Ce processus catalytique est résume

dans trois étapes:

% Dans les deux premicres étapes, ’enzyme déforme, la liaison peptidique et renforce la
polarité du carbonyle, qui facilite son attaque nucléophile conduisant a la formation
d’une liaison covalente transitoire entre le morceau portant le carbonyle du substrat et
I’enzyme avec la libération de I’autre morceau (le premier produit) protoné par un
proton cédé d’un résidu enzymatique.

+ Dans la troisieme étape, une nouvelle substitution nucléophile est exercée par le OH
d’une molécule d’eau et libére le deuxiéme produit de la réaction, ou le site actif de

I’enzyme se trouve régénérer par un proton (de I’H20) (Pelmont, 1995).
I .1.6. Caractéristiques des protéases

Les proteases constituent un groupe tres large et complexe contenant des enzymes qui
different dans leurs propriétes tels que: le site actif, le mécanisme catalytique les optima du
pH et de température, le profil de la stabilité et la spécificité du substrat (Sumantha et al.,
2006; Vishwanatha et al., 2009). La vitesse des réactions enzymatiques dépend aussi de la

présence de certains activateurs ou des inhibiteurs (Penasse, 1974).

La spécificité¢ d’action des enzymes protéolytiques est régie par la nature de I’acide
aminé et d’autres groupes fonctionnels (aromatiques, aliphatiques ou la présence de sulfure)

autour de la liaison a hydrolyser (Sumantha et al., 2006; Benedykt & Katarzyana, 2008).
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Ces enzymes sont trés importantes du fait qu’elles ne contrélent pas seulement les
réactions protéolytiques, mais aussi elles régulent les diverses cascades enzymatiques
impliquées dans le métabolisme cellulaire tels que la décomposition des lipides et des

glucides.

Les protéases sont capables de modifier les propriétés biologiques des chaines
polypeptidiques suite a la coupure des liaisons peptidiques (activation, inactivation ou une
protéolyse non spécifique pendant la dégradation). La raison pour laquelle les protéases
peuvent étre dangereuses pour les cellules en altérant leur environnement. De ce fait, la

cellule a développé une large gamme des mécanismes pour controler I’activité protéolytique.

Cette régulation peut étre effectuée a n’importe qu’elle étape de 1’expression des
geénes (la transcription depuis 1’opéron, la traduction, les modifications post-traductionnels
I’interaction avec les inhibiteurs et d’autres protéines) (Reginald, 2000; Benedykt
&Katarzyna, 2008).

I. 1.7. Les applications des protéases

Les protéases sont parmi les trois plus grands groupes des enzymes industrielles
(hydrolases), comptent pour environ 60-65% des ventes totales dans le monde entier des

enzymes en raison de leurs applications dans plusieurs secteurs industriels (Souza, 2014).
I .1.7.1. Industrie alimentaire
A). La fabrication du fromage

Des recherches approfondies ont permis de prouver que la majorité des protéases
acides microbiennes possede une grande capacité a coaguler le lait pour former le caillé
I’étape clé dans la production fromagére ce qui facilite I'expansion de l'industrie fromagére,

dont le développement a été limité par la pénurie de la présure animale(Chellappan, 2006).

Le traitement chimique, par des agents oxydants, appliqué a I’extrait enzymatique
obtenue a partir de Mucor meihei permet d'obtenir une enzyme aux propriétés similaires celles
de la présure de veaux, en termes de productivite et la qualité du produit final (Neelakantan
et al., 1999).

Dans l'industrie du lait, les protéases acides, neutres et basiques produites par
Aspergillus  niger, Aspergillus oryzae, Thermo ascusaurantiacus, Irpexlactis,
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Endothiaparasitica et autres espéces du genre Mucor ont été également utilisées (Aguilar,
2008).

B). Boulangeries

les protéases acides de champignons sont utilisées dans la préparation du sirop
digestif, la digestion des protéines de soja pendant la préparation de la sauce, La tendrement
de la viande, I'nydrolyse du gluten du péate de blé utilisée pour la préparation des biscuits en
boulangerie qui les rend croustillantes, en fabrication de I'alcool pour la fermentation du
grain. Parmi les souches fongiques, protéases acides d'Aspergillus oryzae sont bien
caractérisées par rapport a celui de I'Aspergillus niger (Merheb et al., 2007).

I. 1.7.2. Synthése des peptides

Dans des milieux aqueux, les protéases catalysent I'hydrolyse des liaisons peptidiques
mais la réaction se procede en sens inverse (synthése) dans des médias ou I'eau est «restreint
(présence des solvants organiques) (Radha, 2012). Récemment, I'application des protéases
(principalement des protéases a serine, a acide aspartique et les métallo-protéases) dans la
production de certains oligopeptides (principalement des di et tri-peptides) a recu une grande
attention comme une voie alternative a 1’approche chimique en raison de ses avantages.
Cependant <l'utilisation de ces biocatalyseurs est limitée par la spécificité et l'instabilité de

I'enzyme en présence des solvants organiques (Gupta et al., 2005).
I. 1.7.3. Synthése de aspartam

Biens que les protéases soient des enzymes hydrolytiques, elles peuvent parfois
catalyser la réaction inverse. Sous certaines conditions cinétiquement contr6lées<une
préparation de thermolysine provenant de Bacillus thermo-protyolyticus est utilisée pour la
synthése de 1’aspartam (un édulcorant a basse calorie) a partir de I’acide L-aspartique et de la
L-phénylalanine méthyle ester. Il est produit industriellement par Toya Soda (Japon) (Wang,
2008).

I. 1.7.4.Gestion des déchets industriels et ménagers

La possibilité de dépuration des déchets issus de différents secteurs, en les utilisant
comme des substrats pour diverses bio-productions d'intérét économique potentiel, a été
largement développée. Les enzymes protéolytiques de Bacillussubtilis, Bacillus amylique
faciens Streptomyces sp. et de différentes souches d'Aspergillus sont actuellement utilisées

dans ce domaine (Leisola et al., 2001).
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l. 1.7.5. Utilisation médicale

Les enzymes protéolytiques sont également utilisées pour développer des produits
d'importance médicale: Les protéases d'Aspergillus s’appliquent pour soulager les troubles
digestives gastro-intestinaux tels que la dyspepsie. La brinase, une protéase acide plasmine-
like, hydrolyse la fibrine et le fibrinogene. Elle est appliquée sur des patients en hémodialyse

chronique avec des canules artério-coagulés (Hernandez et al., 2006).
I. 1.7.6. Traitement des eaux usées industrielles

Les protéases sont de plus en plus considérées comme un moyen efficace pour le
traitement des rejets industriels. En effet, les protéases peuvent traiter les rejets riches en

protéines (Kumar et al., 1999 ; Sumantha et al., 2006).
I. 1.7.7. Autres applications

La protéase neutre peut étre également utilisée pour le décreusage de la soie naturelle.
ils sont employées aussi avec des mélanges des enzymes hydrolytiques pour dégrader les
polyméres constitutifs de la matiére végétale servant pour 1’alimentation animale (Aviron-
Violet et al.,1982).
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Chapitre 2 : Aspergillus niger.
I. 2.1.Généralité

Les Aspergillus sont des champignons microscopiques qui contaminent les récoltes
dans les champs ou pendant la conservation dans les silos ou greniers. Lorsque les conditions
climatiques sont favorables (Pane et al, 2011). Il est un champignon filamenteux,
cosmopolite et omniprésent trouve dans la nature (Rahul & Jha, 2014). Pier Antonio Micheli
(1679-1737) décrit Aspergillus comme I'un des 1400 genres romande plantes dans son Nova

planétarium genres (Dijksterhuis & Waosten, 2013).

Le genre Aspergillus comprend plus de 200 espéces. Environ20 especes ont été
rapportées comme agents responsables d'infections opportunistes chez homme. Parmi ceux-ci,
Aspergillus fumigatus est I’espéce la plus couramment isolés, suivis par Aspergillus flavus et
Aspergillus niger. Les groupes Aspergillus clavatus, Aspergillus glaucus, Aspergillus
nidulans, Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus, Aspergillus ustus, et Aspergillus versicolor
sont parmi les autres espéces moins souvent isolé sous forme d'agents pathogenes
opportunistes (Rahul & Jha, 2014).

Les especes d'Aspergillus sont parmi les champignons les plus abondants partout dans
le monde. lls ne sont pas trés sélectifs en ce qui concerne les conditions de croissance
abiotiques. Par exemple, ils peuvent se développer sur une large gamme de température (6-
55°C) et a une humidité relativement faible. En outre, les especes d'Aspergillus se nourrissent
d'une grande variété de substrats, y compris les matiéres fécales animales et les tissus humains
(Bleichrodt et al .,2013).

Bien que Aspergillus niger, l'espéece la plus commune, soit reconnu comme
opportuniste pathogéne, sans spécialisation d'hdte, les autres membres de la section Nigri sont
généralement considérés comme des champignons bénins. En outre, les produits elaborés par
Aspergillus niger détiennent le label GRAS du FDA aux Etats Unis en dépit du fait que la
capacité de produire lI'ochratoxine A (OTA) par cette espéce a été signalée (3 a 10%) des
souches connues d’ Aspergillus niger produisent ces mycotoxines sous certaines conditions
fermentatives (Mhetras et al., 2009; Masayuki & Katsuya, 2010).

I. 2.1.1. caractéristique du genre Aspergillus

La morphologie constitue une part importante du concept d’espéce Aspergillus. Les
caractéres de colonies utilisés pour caractériser les especes comprennent : les taux de

croissance des colonies, la texture, le degré de sporulation, la couleur de mycélium, pigments
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solubles, les secrétions, revers de colonies. La reproduction sexuée et asexuée se produit chez
Aspergillus et les caractéristiques microscopiques de ces structures sont importantes (Rahul
& Jha, 2014).

La caractéristique du genre Aspergillus est la structure du port-spore sous forme d’un
le goupillon. Elle est la caractéristique microscopique la plus utilisée dans la taxonomie
d’aspergillus. Pendant la différenciation mycéliennes certaines cellules agrandir, développe
une paroi cellulaire lourde sous forme 'T' ou 'L’ «cellules de pied» (qui ne sont pas des
cellules séparées) qui produire une seule conidiophores perpendiculaire a la longue axe de la
cellule. Parfois, il est difficile de voir ‘la cellule de pied’, mais quand elle est visible, les
morphologistes la prennent comme aussi forte preuve qu'un isolat est une espéce Aspergillus
(Rahul & Jha, 2014).
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Figure 1: Les premieres images de conidiophores Aspergillus comme représenté par Pier
Antonio Micheli en 1729 mucédinées "par t-il botaniste francais Philippe Edo (Dijksterhuis
& Waosten, 2013).

La branche de I’hyphe qui se développe de la cellule de pied est la conidiophore, qui
s’élargit a son sommet pour former une vésicule en forme arrondie elliptique. La région fertile
de la vésicule donne naissance a une couche de cellules appelées phialides (ousteigmata dans
la littérature ancienne), qui produisent de longues chaines de spores mitotiques appelés
conidies ou conidiospores. Par exemple, les especes du groupe Aspergillus niger portent des
spores noires, Aspergillus ochraceus est jaune a marron, alors que Aspergillus fumigatus,

Aspergillus nidulans et Aspergillus flavus sont vert (Rahul & Jha, 2014).
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Figure 02:Apparence Microscopique: Aspergillus téte Aspergillus niger (Luisa & Correia,
2013).

1. 2.1.3. Applications technologiques d’Aspergillus

Aspergillus est un genre varié avec un fort impact économique et social. Les especes
se trouve partout dans divers habitats et ils sont connu pour dégrader la nourriture, produire
des mycotoxines et sont fréqguemment rapportées comme pathogenes humaine et animale. En
outre, plusieurs espéces sont utilisées en biotechnologie pour la production d'une variété de
métabolites tels que les antibiotiques, les acides organiques, et les médicaments ou les
enzymes, ou comme agents dans de nombreux modules fermentait alimentaires (Samson et
al., 2014).

l. 2.1.4. Production d’enzymes

Aspergillus sp sécréter une grande variété d'enzymes qui dégradent des polymeres a
I'intérieur du substrat en molécules qui peuvent qui nutriments. Par exemple, les amylases
sont sécrétées pour dégrader I'amidon, les xylanases pour dégrader le xylane et les pectinases
pour dégrader la pectine dans les matiéres végétales. De méme, I'élastase est sécrété dans le

poumon humain pour dégrader I'élastine (Bleichrodt et al., 2013).

lls sont également des candidats pour la manipulation génétique dans 1’industrie
biotechnologique. Puisque Aspergillus niger sont utilisées sous certaines conditions
industrielles, elle sont été accordées le GRAS (Generally Regarded As Safe) par
’administration de la nourriture et les médicaments du gouvernement des Etats-Unis(Robert
etal., 2011).

I. 2.1.5. Production d’acides organiques

La majorité des Aspergillus produisent de 1’acide citrique, Aspergillus niger le produit

par fermentation jusqu'a 200 g/l dans une période de 5 & 7 jours(Ward et al., 2006). L’acide
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gluconique et 1’acide oxalique sont par ailleurs produits par Aspergillus niger (Bennett,
2010).

La capacité a sécréter de grandes quantités de protéines et d'autres métabolites tels que
les acides organiques en combinaison avec la technologie de fermentation mis en place et
biologie moléculaire font Aspergillus tels que Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,
Aspergillus awamori, Aspergillus sojae, et Aspergillus terre un usines cellulaires attirant pour

la production de protéines homologues et hétérologues (Bleichrodt et al., 2013).
I. 2.2. L’espéce Aspergillus niger
I. 2.2.1. Historique

Aspergillus niger a été décrite en 1867 dans un manuscrit intitulée «Physiologie des
mucédinées" par le botaniste francais Philippe Edouard Léon van Tieghem. Il a isolé ce
champignon a partir des galles moulés avec l'objectif principal d'étudier la production de
I'acide gallique par un procédé de fermentation fongique. Il est également largement utilisé
pour la production des additifs alimentaires I'acide citrique et I'acide gluconique. En 1917, il
a été montré qu' Aspergillus niger produit de grandes quantités d'acide citrique dans un milieu
contenant le sucre (Dijksterhuis & Wasten, 2013).

L'histoire de l'utilisation sdre pour Aspergillus niger provient de son utilisation dans
l'industrie alimentaire pour la production de nombreuses enzymes tels que l'a-amylase,
I'amyloglucosidase, les cellulases, la lactase, lI'invertase, les pectinases et les protéases acides
(Anonyme, 1997).

Aspergillus niger a quelques utilisations comme l'organisme lui-méme, en plus de ses
produits de fermentation. Par exemple, en raison de son visualisation et résistance a plusieurs
agents antifongiques, Aspergillus niger est utilisé pour tester I'efficacité des traitements de
préservation (Jong & Gantt, 1987). En outre, il a ét¢ démontré qu’ Aspergillus niger a été
utilisée pour I'analyse des sols (Raper & Fennell, 1965). Il ya également intérét a utiliser ce
champignon pour effectuer certaines réactions enzymatiques qui sont tres difficiles a réaliser
par des moyens strictement chimiques, tels que des ajouts spécifiques des stéroides et autres

cycles complexes (Jong & Gantt, 1987 ; Anonyme, 1997).
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l. 2.3. Taxonomie

En raison de son importance économique, 1’Aspergillus est I'un des genres les mieux
décris du point de vue taxonomique parmi les champignons filamenteux. Al-Musallam (1980)
a révise la taxonomie du groupe Aspergillus niger en prenant essentiellement les

caractéristiques morphologiques en compte (Masayuki & Katsuya, 2010).

Récemment, plusieurs méthodes ont éte utilisées dans cette section. La classification
des espéces dans le groupe varie selon les traitements taxonomiques. Par exemple, Raperet
Fennell ont décrit 12 especes dans le groupe Aspergillus niger, Al-Musallam a accepté sept
espéces dans la section niger et Kusters-van Someren et al. ont accepté six espéces (Koji et
al., 2001).

La position systématique d’ Aspergillus niger est résumée comme suivant:
Régne: Fungi

Phylum: Ascomycota

Classe: Euascomycetes (Eurotiomycetes)

Ordre: Eurotiales

Famille: Trichomaceae

Genre: Aspergillus (section Nigri) (groupe niger)

Espece: niger

Il y a plus de 200 espéces nommées d’Aspergillus. Les Aspergillus noirs font partie
d’un groupe d’espéces appelé « section Nigri » et autrefois connu sous le nom de «
Aspergillus niger groupe »: toutes les especes de la section ont des tétes de conidies noires
(Meyer et al., 2004).

I. 2.4. Morphologie

Les Aspergillus sont caractérisés par la présence de longs filaments perpendiculaires
(stipes) aux hyphes végétatifs. Les stipes se terminent par une veésicule supportant les cellules
de la conidiogenese : les phialides (Leyral & Vierling, 2007 ) (7-10 x 3-3,5 um) sont portées

par des métules brunatres (Badillet et al., 1987), ou sont portées directement par la vésicule

Les phialides produisent des spores ou conidies qui caractérisent le mode de
reproduction asexuée du champignon (Leyral & Vierling, 2007; Masayuki & Katsuya,
2010). Les conidies sont habituellement globuleuses, parfois légérement aplaties. Elles
mesurent 3,5-5 um de diamétre, sont brunes, échinulées a trés verruqueuses. Les sclérotes

parfois différenciés, sont creme a chamois foncé au début, puis virent au chamois vinacé
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(Badillet et al., 1987). Si les phialides sont directement insérées sur la vésicule, ces
Aspergillus sont appelés Aspergillus unisériés. Mais, si les phialides sont portées par des
cellules intercalaires (métules) insérées sur la vésicule, ces Aspergillus sont appelés

Aspergillus bisériés (Jesus & Cordova, 1999).

Figure 03: La structure d'Aspergillus niger (Kiran, 2016).

I. 2.5. Reproduction
L'Aspergillus niger ale processus a la fois sexués et asexués pour la duplication des spores.

Le cycle asexué est le moyen principal de dispersion des cellules et protege le génome
fongique dans des conditions défavorables, et la production des métabolites secondaires est
fréquemment associée a ce processus de développement. La sporulation produit des conidies,
contenant les spores asexuées haploides et un inuclées. La croissance végétative est initiée
par la germination du spore, avec formation d'hyphes tubulaires, croissant de facon polaire par
extension apicale et ramification pour former un réseau de mycélium, qui procure les

nutriments de I'environnement.

Le cycle sexuel est initié a partir de la différenciation des agrégations de mycélium
vegétatif a cellules ou promodia, qui se développe plus loin dans cleistothecia, qui contienne
asci. Les ascospores sont produites par la méiose. Certains génes liés a la reproduction sexuée

ont été clonés (Ward et al., 2006).
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Figure 04: Structure de I'appareil conidien des Aspergillus. a) Organisation générale.

b) Disposition en colonne (Jesus & Cordova, 1999).
I. 2.6. Les enzymes produites par I'Aspergillus niger

Avec le développement de la technologie recombinante Aspergillus niger ont été
développés en hbtes importants pour surproduire des enzymes .Un apercu des produits
enzymatiques sdrs fabriqués avec Aspergillus niger a partir de sources traditionnellement

améliorées et recombinantes a été publié.

Tableau 02: Les enzymes produites par Aspergillus niger.

EC nom Enzymes

1.1.34 Glucose oxydase (Smith et Hong-Shum,2011; Heinz et
al., 2012)

3.2.1.3 Glucoamylase A (Neil et Gow, 1999 ;Smith et Hong-
Shum,2011; Heinz et al., 2012)

Glucoamylase B (Neil et Gow, 1995 ;Smith et Hong-

Shum,2011; Heinz et al., 2012)

3.21.1 aamylase (Neil & Gow, 1995; Varga et Samson,
2008; Smith & Hong-Shum,2011;)

3.2.14 amyloglucosidase (Neil & Gow, 1995)
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3.2.1.4

3.2.1.22

3.2.1.23

3.2.16
3.2.1.78
3.1.13

3.4.23.6
3.1.1.20
3.2.1.32
3.1.X
3.1.3.X
3.2.1.15
3.2.1.55
3.4.22.33
3.1.15
3511
1.1.99.18
1.11.1.6

3.2.1.45
3.4.11.X
3.2.1.99
3.4.16.X

cellulase

agalactosidases

Bgalactosidases

Bglucanase
hemicellulase

lipase

péctinase

Protéase acide
tanase

xylanase

esterase

phytase
Transglucosidase
pectinase
Arabino-furanosidase
Bromelain
Lysophospholipase
Asparaginase
Cellobiase

Catalase

Bglucosidase
Aminopeptidase
Arabinanase

carboxypeptidase

(Neil et Gow, 1995; Varga & Samson,
2008; Smith & Hong-Shum, 2011;
Zheng, 2015)

(Neil & Gow, 1995; Varga & Samson,
2008; Smith & Hong-Shum,2011;)
(Neil & Gow, 1995; Smith & Hong-
Shum,2011; Zheng, 2015)

(Neil & Gow, 1995)

(Neil & Gow, 1995; Zheng, 2015)
(Neil & Gow, 1995; Smith & Hong-
Shum,2011; Zheng, 2015)

(Neil & Gow, 1995)

(Neil & Gow, 1995)

(Neil & Gow, 1995)

(Neil & Gow, 1995)

(Zheng, 2015)

(Zheng, 2015)

(Zheng, 2015)

(Zheng, 2015)

(Varga & Samson, 2008; Zheng, 2015)
(Zheng, 2015)

(Zheng, 2015)

(Varga & Samson, 2008; Zheng, 2015)
(Zheng, 2015)

(Varga & Samson, 2008; Smith &
Hong-Shum,2011)

(Smith & Hong-Shum,2011)

(Varga & Samson, 2008)

(Varga & Samson, 2008)

(Varga & Samson, 2008)
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I. 2.7. Isolement d'Aspergillus niger
I. 2.7.1. Substrats

Aspergillus niger est une moisissure trés commune, préférant habituellement les sols
secs et chauds (Bijay et al., 2016). L’ Aspergillus niger est cosmopolite et d’occurrence trés
commune: il se développe sur la matiére organique en conditions aérobies. Cette espéce est un
contaminant commun sur les divers substrats (Meyer et al., 2004). Elle a éte isolée dans des

substrats tres variés comme;

Des substrats naturels: sol, bois, cire, eau (douce, polluée, lits de riviere), légumes,

fruits frais et secs, noix et noisettes, poussieres atmosphérigues.

Des produits manufacturés: émulsion de cosmeétique, plastiques, photographie, cuir,
caoutchouc, composants électroniques, métaux, papiers, peinture murale ou artistique, textiles

(coton, jute, laine), vernis.

Aspergillus niger est une espece cosmopolite qui a été signalée dans le monde entier.
Cette moisissure se développe aussi bien en intérieur (ou il est possible de la confondre avec
Stachybotrys sp) que sous forte lumiére, en extérieur (Mhetras et al., 2009). C'est une des
especes les plus communes du sol. Elle se développe sur la matiére végétale en
décomposition, comme les composts. Elle peut contaminer la viande et les ceufs, ou les fruits
séchés au soleil. Elle peut aussi endommager les cuirs en surface et en épaisseur (Meyer et
al., 2004).

Figure 05: La contamination de I'exemple d'un oignon Aspergillus niger (Luisa & Correia,
2013).
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I.2.7.2. Milieu

Aspergillus niger est une espece xérophile, pouvant vivre dans un milieu assez pauvre
en eau. Elle peut germer dans un milieu ayant une activité de l'eau de a,=0,77 a la
température de 35 °C. C'est pourquoi elle est fréqguemment isolée dans les fruits secs et les
noix. Elle peut aussi vivre dans un environnement tres humide humidité relative de 90 a
100%) (John & Ailsa, 2013).

- Aspergillus niger peut croitre jusqu'a un pH de 2 (acide) a haute activité.

- Aspergillus niger est une espece meésophile dont les températures optimales de croissance
sont entre 11 et 42 °C. La température maximale est de 48 °C mais elle peut survivre a 60°C
(John & Ailsa, 2013 ; Bijay, 2016).

l.2.7.3. Culture

L'identification des Aspergillus se fait par une culture en boite de Petri, sur des
milieux de culture classique (Boutton et al., 1990). Les Aspergillus peuvent étre isolés a
I'aide de clés utilisant la coloration de la colonie, la pigmentation et la forme de la téte

Aspergillaire et I'aspect des spores.

Aspergillus niger forme des colonies atteignant 4 a 5 cm de diameétre en 7 jours sur
milieu Czapek incubé a 25 °C, de couleur noire6. La température optimale de croissance se
situe entre 25 et 30 °C mais il peut croitre jusqu'a la température de 47-48 °C. La colonie est
d'abord blanche et translucide puis devient noire en sporulant. Le pH du milieu reste inchangé
(pH final 5,5) (Ayesha et al., 2003).

Figure 06 : Aspergillus niger sur gélose Sabouraud (Coldnia de Aspergillus niger)(Luisa &
Correia, 2013).
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I. 2.8. La Fermentation sur milieu solide

La fermentation solide (fermentation de substrat solide, culture solide, en anglais
Solid-State Fermentation, SSF) est généralement définie comme la croissance microbienne
sur des particules solides et humides en absence totale ou presque d’eau libre; une condition
qui assure aux microorganismes, surtout les champignons filamenteux, un milieu par il a leur
environnement naturel de facon simplifiée, les microorganismes se développent dans un
systeme a trois phases: une matrice solide, une phase liquide qui lui est liée et une phase
gazeuse prise au piege dans les particules ou entre celles-ci. gazeuse prise au piege dans les
particules ou entre celles-ci (Holker et al., 2004).

La fermentation solide existe depuis plusieurs siécles, elle a pour origine la
fermentation traditionnellement effectuée en Asie et Japon, appelée fermentation "Kojoi".la
fermentation sur milieu solide est beaucoup mieux adaptée aux microorganismes fongique.
Elle s'effectuée sur des milieux solide ou semi solide, a base d'agar ou constitués de matériaux
solides inertes comme le son de blé, imbibé de milieu nutritif. L'aération est assurée par la
diffusion de I'aire a travers les tampons de coton des Erlenmeyers ou a travers les interstices
des boites de pétri, il faudrait aussi que le milieu solide ne soit pas pateux mais suffisamment
poreux. Le développement du mycélium dépendra de I'hnomogénéité de la répartition de
I'inoculum et des sels minéraux ajoutés dans la masse du substrats solide (Simon & Mounier,
1970).

I. 2.8.1. Avantages de la fermentation sur milieu solide

La production industrielle des enzymes et d’autres métabolites fait appel aux deux
procédés de fermentation. La décision de choisir I’'un ou ’autre est probablement basée sur le
colt et I'efficacité du processus. Il est donc important de connaitre les avantages et les
inconvénients de la fermentation sur milieu solide par rapport a la fermentation liquide.

Parmi ces avantages on note :
v Lasimplicité de la technique et la diminution des codts.
v' L’absence d’eau libre permet de réduire considérablement le volume des fermenteurs
et les codts énergétiques necessaires pour la stérilisation.
v Le peu d’eau disponible favorise la production de certains métabolites, qui
n’apparaissent pas ou peu en culture liquide, ainsi il minimise les contaminations
bactériennes qui réclament des taux d’humidité élevés pour croitre (en cas de

fermentations fongiques).
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v" En calibrant bien la taille des particules du substrat, 1’aération peut étre assurée
passivement sans agitation ou par agitation discontinue (croissance en surface donc
contact direct avec I’oxygene). En revanche, les champignons filamenteux rendent
souvent les milieux liquides fortement visqueux; ce qui entraine des problémes
d’agitation et du transfert d’oxygene.

v' Laréduction des coiits et du temps consommé pendant 1’extraction et la récupération
du produit (moins de techniques a appliquées et volumes réduits en solvants
d’extraction), ainsi que pour le traitement des effluents (en raison de la faible teneur en
eau) (Couto & Sanroman, 2006; Wang & Yang, 2007 ; Aguilar et al., 2008).

I. 2.8.2. Microorganismes utilisés

Des précautions doivent étre prises en considération lors de la sélection des micro-
organismes pour la production des métabolites en fermentation sur milieu solide. La bonne
tolérance a la faible activité d'eau, le mode de croissance apical des hyphes fongiques et les
conditions de haute pression osmotique donnent 1’avantage aux champignons filamenteux
d’étre les mieux adaptés a ce type de processus par comparaison avec les bactéries et les
levures.

Les différents genres fongiques utilisés dans ce processus de fermentation sont
Aspergillus, Rhizopus, Alternaria, Fusarium, Monilia, Mucor, Trichoderma et certaines
espéces de Penicillium (Manpreet et al., 2005).

L'établissement des relations entre la physiologie des microorganismes et les facteurs
physico-chimiques est 1'objectif pour la réussite et le développement d’un tel procédé. Ces
facteurs comprennent la température, le pH, I'aération, I'activité de I'eau I'numidité et la nature

du substrat solide employé (Raimbault, 1998).

I. 2.8.3.Applications industrielles de la fermentation sur milieu solide

D’une mani¢re générale, les applications de la fermentation solide concernent
I’alimentation humaine, le compostage et 1’ensilage, la bio-filtration des gaz malodorants, la
production des aliments riches en protéines pour I’alimentation animale, la production des

enzymes et des métabolites spécifiques (Manpreet et al., 2005).
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DEUXIEMES PARTIE: MATERIEL ET METHODES

11.1. Présentation de la région d'étude

Ce travail base sur la production de protéase secrétées par I' Aspergillus niger isolées a
partir du sol. Les échantillons du sol on été préléves a partir du centre thermal de complexe
Touristique Thermal SIDI YAHIA ( TAYEB OUARDI).

Le complexe Touristique Thermal SIDI YAHIA a une superficie de 13 hectares
situes dans la wilaya de Biskra, au Sud- Est du pays. Ce complexe a une centre thermal

alimenté par la méme eaux de Hamame Salihine il est consideres comme un écosystémes

extrémes (Température élevée).

Les principaux caractéres de I'eau de AIN TAYEB sont: eau thermal (température 35

a 50 °C), alcalines ( pH= 6,68 ) et hydrotimétries (eaux profondes).

Complexe Hotelier :
Sidi Yahia CUNE

T

@ tommam Saiine.

Mt ALN

Figure 07: Présentation géographique de la zone d’étude Biskra
11.2. Isolement
L’isolement d' Aspergillus niger a partir de différents échantillons de sol a été réalisé

par la méthode de dilution en série. Les ensemencements a partir de différentes dilutions ont

été réalisées sur des boites de Pétri individuelles contenant de milieu Sabouraud.
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Les boites de Pétri ont ensuite été incubées a 30°C dans un incubateur pendant 4-6
jours pour une sporulation maximale (Igbal et al., 2015). Les colonies obtenues dans des
boites de Pétri contenant le milieu Sabouraud ont été purifiées puis identifiées

morphologiquement (Saiah et al.,2011).
11.2.1.Les milieux de cultures utilisés

Un milieu de culture est rendu sélectif pour des espéces microbiennes, lorsqu’il fournit

des exigences nutritives et les conditions de développement particuliéres a ces especes.

Les milieux de cultures utilisés pour I'Aspergillus niger on été mentionnes dans ce
tableau 03 :

Tableau 03: Les milieux de cultures utilisés pour I'Aspergillus niger

Milieux Utilisations Réferences
Sabouraud Isolement (Oyeleke etal., 2011)
Czapek yeast autolysate o
Identification (Verscheure et al., 2002)
(CYA)
Potato Dextrose Agar _
Conservation (Igbal et al., 2015)

(PDA)

11.2.2. Préparation de la suspension du sol

Les échantillons de sol prélevés des différentes zones ont été maintenus dans des boite
de pitré . La suspension du sol a été préparée en mélangeant un gramme de sol dans 9 ml
d'eau physiologique (NaCl & 0.9%), puis agiter. Des dilutions différentes ; 10, 10 et 10 ont
été préparées a partir de cette solution mere dans de I'eau physiologique dans des conditions
aseptiques, suivie d’une agitation pendant 10 minutes pour homogénéiser la suspension du sol
(Igbal et al., 2015).
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Préparationdala Faira une sériades
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Figure 08: Les étapes d’isolement.
11.2.3. Observation et repiquage des mycéliums

Des observations ont été effectuées des 1’isolement jusqu’a 1’apparition des

mycéliums. Ces derniers sont repiqueés sur différents milieux de cultures (Monteiro, 2015).
11.2.4. Identification

I'identification s'effectuée généralement par deux technique principal: I'observation
macroscopique et I'étude microscopique des souches cultivées sur milieu Sabouraud et
Czapek yeast autolysate (CYA) (Verscheure et al., 2002).

L’identification microscopique est réalisée par coloration au bleu de méthyléne et une
observation sous microscope optique a grossissement x400 des mycéliums des souches

isolées.

Le milieu CYA est un milieu sélectif et permet d’établir que I' Aspergillus niger non
productrice de I’Ochratoxine A (Fazouane, 2010).

11.2.5. Conservation

La souche d’ Aspergillus niger identifiée a été cultivée sur milieu de culture PDA
pendant 5 jours, puis conservée a 4°C pour des études ultérieures (Monteiro, 2015; Igbal et
al., 2015). Des repiquages sur le méme milieu on été réalisés si nécessaire.

11.3. Méthodes de dosage
11.3.1. Mise en évidence de I’activité protéolytique

Elle s’effectue typiquement, en se basant sur la capacité de la souche fongique isolée

de croitre sur des milieux de culture a base de protéines comme la seule source d’azote et de
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générer des zones de protéolyse claires autour de la culture. On a utilisés le milieu de lait

gélosé a 30 % comme seule source d'azote.

. : : Préparation de agarblanc et
Le lait sans graisse chauffera stérlice

45°C

Meélanger 70 ml du agar blanc stérile avec30ml
du lait sans graisse les deux a 45°C

Le milieu de lait gélosé a 30%
aprés stérilisation

Figure 09: Préparation du lait gélosé a 30% (LG).
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11.3.2.Mesure de ’activité protéolytique

L’activité protéolytique ou I’activité spécifique est définie comme le nombre d’unités
d’activité protéolytique par Hg de protéines; celles-ci sont doseées par la méthode
spectrophotométrique (Desmazeaud, 1968).

La mesure de l'activité protéolytique c'est la mesure de la concentration de tyrosine
produite apres la protéolyse des caséines en solution sous 1’action enzymatique de I'extrait
(Bhatnagar, 2010). L’hydrolyse enzymatique des caséines aboutit a la libération de peptides
de faibles poids moléculaires qui sont séparés des caséines (Siboukeur, 2005). Cette réaction
est arrétée par l'addition de d'acide tricarboxylique (TCA) de 0,4 M et on filtre. Les
équivalents de la tyrosine et de tryptophane ont été déterminés par la couleur bleue donnée par
le folin. La couleur a été comparée aux normes pour l'estimation des protéines. Les unités de
protéase sont exprimées sous forme de microgrammes de tyrosine libérés en une minute par la
quantité totale d'enzyme extraite d'un gramme de substrat fermenté séché, dans des conditions
d'essai standard (Bhatnagar, 2010). La détermination de 1’activité protéolytique des extraits

comporte quatre étapes :
¢+ Le mélange réactionnel est préparé par addition de :
- 0.5 ml de I’extrait enzymatique décongelé juste avant le dosage ;
- 1 ml du tampon citrate de sodium a 0,02 M, pH 5,2
- 2,5 de substrat (solution de caseine 2,5% dans le citrate de sodium a 0,02 M).

% Apres agitation et incubation 30 minutes au bain-marie a 40°C,

+¢+ la réaction est arrétée par addition de 5 ml de TCA froid (4%). Il est ensuite filtré sur
papier filtre courante (Desmazeaud, 1968 ; Jakob, 2002; Siboukeur, 2005;
Bhatnagar, 2010).

¢ Dosage des acides aminés aromatiques: dosés par la méthode d’Anson (1938).1 ml du
filtrat sont mélanges avec 2,5 ml de Na2CO3 a 2% dans le NaOH (0,1N). Aprés
agitation et incubation 10 min a température ambiante, 0,5 ml de réactif de Folin-
Ciocalteu dilué au 1/10°™ est ajouté. Les mélanges sont bien agités et laissés reposer a

température ambiante et a 1’obscurité pendant au moins 30 min. L’absorbance de la

coloration bleu développée est lue a 750 nm ; Pactivité est calculée par référence a

une courbe d’étalonnage éetablie en utilisant la tyrosine comme standard avec une

concentration de la solution mere de 20 pug/ml (voir Annexe E). Une unité (U) de
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protéase est 1’équivalent de 1 ug de tyrosine libérée pendant 1 h de temps par 1 ml
d’une solution d’enzyme. Le blanc est préparé de la méme maniere. Chaque dosage

est effectué en triple.
11.3.3.Dosage des protéines
La concentration de la protéine a été déterminée par la méthode de Bradford (1976).

En utilisant la solution bovine serum albumin (BSA) comme protéine standard. La
quantité de protéine soluble a été calculée a partir de la courbe d'étalonnage en mg de protéine

par ml d'échantillons (voire annexe C).
11.4. Méthode de fermentation
11.4.1. Préparation du milieu de culture

La fermentation a été réalisée sur milieu solide & base de son de blé. Le son de blé a été
utilisé comme substrat pour le criblage du champignon protéolytique le plus puissant par un
dosage quantitatif dans SSF (Solid-State Fermentation) (Villegas, 1993; Sumantha, 2005).
Une masse de 5 g du substrat sec a été introduite dans une Erlenmeyer de 250 ml et stérilisée

par autoclavage pendant 20 min.

Les matériels utilisé Préparation Etiquetage Stérilisation
pour le milieu de le milieu son
culture son de blé deblé

Figure 10 :Les étapes de preparation du milieu de culture solide son de ble.
11.4.2. Préparation de I'inoculum

L'inoculum a été obtenu a partir d'une culture de 5 jours de la souche d’ Aspergillus
niger sur PDA. La suspension de spores a eté préparée en versant 10 ml de Tween 80 & 0,1%
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stérile par agitation et raclage en utilisant une boucle stérile (Bhatnagar, 2010). La

concentration de spores a été déterminée a l'aide d'une Cellule Malassez.
11.5. Dénombrement des spores

La dénombrement des cellules viable est souvent besoin lors de manipulations ou
d'expériences de microbiologie de déterminer le nombre de cellules présentes dans une
culture, tant sur milieu solide qu'en suspension dans un milieu liquide. Il peut s'agir de
bactéries, de levures, de moisissures; d'algues unicellulaires, etc. En particulier, un tel
dénombrement est indispensable lors d'expériences portant sur le métabolisme cellulaire pour
déterminer le nombre de molécules consommées ou produites (glucose, oxygene, dioxyde de
carbone, etc.) par une seule cellule, par exemple par respiration, fermentation ou
photosynthése (Guezlane et al., 2010 ).

L’estimation du nombre de spores de la suspension fongique est effectuée par un
dénombrement des spores d' Aspergillus niger effectué sur cellule Malassez sous microscope

photonique type UKA-Technic Nahita au grossissement (x400).
11.6. Conduit de la fermentation

Les milieux stériles ont été additionnés de 4 ml de milieu minéral stérile, puis inoculés
avec 1 mL de suspension des spores et incubés a 30°C pendant 72 h (Sumantha, 2005) dans
un étuve.
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Préparation du milieu
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Figurell : Les étapes de la fermentation d' Aspergillus niger.

11.7. Méthodes d’optimisation

Le protocole adopté pour I'optimisation des paramétres du processus de production

d’enzyme était d'évaluer l'effet des parameétres un par un et d'incorporer le paramétre optimisé
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avant d'optimiser le prochain paramétre (Anand, 2016). Le changement des parametres de
processus influencent la production de protéase telle que le temps de fermentation, la teneur
initiale du milieu de culture et la température de fermentation (Sumantha, 2005).

Le profil de production de la protéase acide a été etudié a la période d'incubation et a

déférentes température d'incubation.

11.7.1. Choix du milieu minéral

Des milieu minéral sur la production de la protéase d” Aspergillus niger a été étudié
sur des cultures a base de son de blé incubées a des différentes milieu minéral: czapek dox
(NaNO3; ;KH,PO,4; MgSO4. 7H,0; KCI) (Bhatnagar, 2010), solution minérale (SM)
(NHsNO3; KH,PO4; M@gSO,4.7H,O ; NaCl) (Sumantha, 2005) et sulfate d'ammonium

(Kumar, 2005). incubées pendant 3 joues dans un étuve.
11.7.2. pH initial du milieu minéral

L’effet de la pH de milieu salin de fermentation sur la production de la protéase
d’Aspergillus niger a eté étudié sur des fermentations sont conduites a la milieu salin qui
assure la meilleure production. mais a différents pH variant de 3 a 7 pendant 3 jours.
L’ajustement du pH est effectué avec une solution d’HCl et /ou du NaOH (1N).

11.7.3. Température d’incubation

Afin d’étudier I’influence du température de l'incubation sur la production de la
protéase d’Aspergillus niger, des fermentations sont conduites & la pH optimale mais a
différents température allant de 20 a 45 °C avec un intervalle de 5°C pendant 3 jours. On

utilisé I'étuve .
11.7.4. Temps d’incubation

L'effet de temps d'incubations sur la productivité de la protéase d' Aspergillus niger.ont
été déterminés par incubation des cultures dans les conditions optimales préalablement mais a

différents temps allant de 1 a 7 jours avec un écart de 24h.
11.8. Extraction et purification de la protéase d’Aspergillus niger

A la fin de la fermentation, la protéase d’ Aspergillus niger est extraite a I’eau distillée.
Le son de bl¢ ferment¢ est repris dans 50 ml d’eau distillée. Apres agitation a 160 rpm pendant

2 heures a 30°C, le mélange est centrifugea a5000 g pour 15 min a 4°C (Campos et al., 2010).
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Matériel et Méthodes

Agitation et Filtration Centrifugation:
i 500(_) s Récupération du surnagent
rpmpendent 2h 15min-4°C

Figure 12: Les étapes du extraction et purification de la protéase d’Aspergillus niger.
11.9. Etude de la stabilité de la protéase d’ Aspergillus niger

L’¢étude de la stabilit¢ de I’extrait enzymatique brut d’Aspergillus niger a été
déterminée en fonction de la température et le pH (Bensmail et al., 2013), ou D’activité

protéolytique varier selon les conditions standards de la mesure.
11.9.1. Stabilité thermique

La stabilité thermique a été étudiée en incubant les extraits enzymatiques a des
températures variant de 30 a 65°C dans le tampon citrate de sodium (0,1M ; pH 5,2) pendant

60 min.
11.9.2. Stabilité vis-a-vis du pH

La stabilité vis-a-vis du pH est déterminée par la mesure de 1’activité protéolytique de
I’extrait brut maintenu pendant 24 heures a 4°C dans le tampon citrate de sodium (0,1M) a des

pH varient de 2 a 8.
11.10. Etude statistique

L'évaluation statistique est effectuée par le test T de student. Les résultats sont donnés
sous forme de moyennes et écart-types (ES). Alors, nous avons utilisé un logiciel MINITAB
17 et EXCEL (office 2007) qui nous aident pour faire I’analyse.
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TROISIEME PARTIE : RESULTATS ET DISCUSSION

Cette partie expose 1’ensemble des résultats obtenus portant sur I'isolement
d'Aspergillus niger, 1’optimisation de la production de la protéase acide d’Aspergillus niger,
la procédure d'extraction de I’enzyme ainsi que I'étude de leur stabilité vis-a-vis quelques

parameétres physico-chimiques (pH du milieu réactionnel et la température).

I11.1. Isolement des souches
Aprés 5 jours d'incubation, nous avons obtenu la souche cible (Aspergillus niger)
presque dans toutes les boites de Petrie contenant le milieu sélectif Sabauroud. (Le sol: source

de prélevement de notre souche présente une microflore mycélienne trés importante).

111 .2. Identification morphologique
Apres incubation, nous avons procédé a l'identification des colonies des moisissures
obtenus. Le résultat de lI'examen microscopique et macroscopique de la souche isolé et

purifiée, sont resumeés dans le tableau 04 et 05.

111 .2.1. Identification macroscopique
L’étude macroscopique des isolats aprés incubation de 5 jours sur milieux CYA et
sabauraud a température 30° C a été réalisée par des observations a I’ceil nu. Les résultats

d’observation sont rassemblés dans le tableau 04.

Tableau 04: Caractéres culturaux et morphologiques des colonies d'Aspergillus niger.

Milieu Température Aspect Couleur Surface

CYA

Sabauraud

granuleux noire Bombee
Plate

‘ Noire foncé

Figure 13: Aspect des colonies d'Aspergillus niger aprés 5 j a 30° C
sur le milieu CYA.
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111.2.2. Identification microscopique

L’¢tude macroscopique réalisée préalablement a ¢été complétée par une étude

microscopique dans le but de déterminer les espéces des souches sélectionnée.

L’étude microscopique de ces souches a €té réalisée au grossissement x 400. En
comparant ces resultats avec ceux donnés par littérature (Anand, 2016) nous avons peu

identifié notre souche; il s'agit bien de I'aspergillus niger. Elle montre les structures suivantes.

% Conidiophore non ramifié.
++ Téte conidienne radiée avec vésicule globuleuse.

++ Phialides emportées par les vésicules.

Tableau 05: Observations macroscopiques et microscopiques des colonies d* Aspergillus
niger

111.3. Mise en évidence de I’activité protéolytique

Apreés l'identification de la souche d’Aspergillus niger, la mise en évidence de son

activité protéolytique a été effectuée par culture sur milieu lait gélosé (la gélose au lait).
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Les résultats obtenus apres l'incubation sur le lait gélosé pendant 3 jours, ont permis
I’apparition de I’halo transparent (anneau clair) résultant de la dégradation de lait gélosé par
I’exoprotéase produite et qui entoure les colonies d’Aspergillus niger. Cette réaction
d'’hydrolyse donne des acides aminés solubles utilisables (Clarke & Steel, 1966). Le diameétre
de cette zone est étroitement lié a la quantité des protéases extracellulaires produites par

1I’Aspergillus niger entre. La zone de lyse a présentée un diamétre de 1,5a 2 mm.

Figure 14: Mise en évidence de I’activité protéolytique d’Aspergillus niger sur milieu lait

gélosé (AP : anneau de protéolyse, culture de 5 jours).

I11.4. Optimisation de la fermentation

111.4.1. Dénombrement des spores

Les inocula de nombres des spores/ml x10° ont été utilisés durant les étapes
d’optimisation; par la méthode classique de dénombrement des spores sous le microscope
photonique a 1'aide d’une cellule Malassez. Le tableau 06 représente le dénombrement des

spores de la suspension fongique d’ Aspergillus niger par ml.
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Tableau 06: Dénombrement des spores des inocula utilisés pour la fermentation.

la suspension | L'inoculum de L'inoculum L'inoculum de | L'inoculum de
fongique chois de milieu | d’Influence du | température temps
minéral pH du milieu d'incubation d'incubation
minéral
Le nombre des
spores/1ml 3.7 2.6 2.7 1.5
(x10°)

111.4.2. Choix du milieu minéral

Afin de répondre aux exigences nutritionnelles des micro-organismes, les sous-
produits agricoles sont généralement utilisés comme des sources de carbone et d'azote, mais
les oligo-éléments sont habituellement ajoutés pour augmenter les rendements de production
des divers métabolites et favoriser la croissance microbienne (Tunga et al., 1998; Bensmail
et al., 2013).

La figure 15 montre les résultats d’étude d’influence de la composition du milieu
minéral sur la production de la protéase d’Aspergillus niger. Ce qui a été évaluée par
I’utilisation de trois milieux minéraux différents: solution du Czapek-Dox (C.Dox), solution
du sulfate d’ammonium a 0,05% (SA) et une solution minérale (SM).

La présente étude démontre que I’addition des sels inorganiques a un effet direct sur la
production d’enzyme. Les résultats obtenus révelent que la solution du Czapek-Dox
additionnée au son de blé assure une meilleure production de la protéase d’Aspergillus niger
avec une activité protéolytique de (157. 33 pg/h/ml), et une concentration protéique (5.204
ug/ml). Par contre, la sulfate d’ammonium (SA) donne la plus faible activité (106 pg/h/ml) et
le plus faible teneur en protéines (2.842 ug/ml).

Attrassi et al (2005) obtenus méme résultats, le milieu Czapek-Dox donne la meilleure
production du protéase . Par contre Bensmail (2013) révelent que la solution minérale (SM)

assure une meilleure production de la protéase.
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Figure 15: Influence de la composition des milieux salins sur la production de la protéase
d’Aspergillus niger (incubation a 30°C).( SA: sulfat d'amnium, SM: solution ménirale, CD:

Czapek-Dox.)

111.4.3. Influence du pH du milieu minéral

D’aprés I’expérimentation précédente nous avons choisi la solution saline Czapek-Dox
comme solution optimale pour humidifier le son de blé et fournir les éléments minéraux a la
souche. Apres en a réalisé I’optimisation du pH de la solution Czapek-Dox.

L’influence du pH initial de la solution saline Czapek-Dox sur la production de la
protéase d’Aspergillus niger a été étudiée en incubant la souche a différents pH. Les
fermentations ont été conduites a 30°C mais a différents pH variant de 3 a 7 pendant 72 heurs.

Les résultats sont résumées dans la figure 16.

160
140 A

100 /\
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Activité protolytique (U)

pH de milieu du culture

Figure 16: Effet du pH initial du milieu minéral sur la production de la protéase d’Aspergillus
niger (solution Czapek-Dox, 30°C).
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On note que la production de la protéase d’Aspergillus niger est affectée si le niveau
de pH est supérieur ou inférieur a I’optimum 4 qui conduit & une activité protéolytique 141.33
pg/h/ml (le dosage des protéines a montré la présence des protéines avec une concentration de
3.436 pg/ml dans I’extrait enzymatique a pH 4).

Nos résultats sont proches de celles obtenus par les travaux de (Raufl et al., 2010),
dont le maximum de production de la protéase a été obtenu a pH 3,5. Par ailleurs, (Singh et
al., 1994) trouvent que I’optimum de production de la protéase est le pH 4 par I'utilisation de
la fermentation sur milieu liquide pour produire la protéase acide d’Aspergillus niger.

la variation du pH initial du milieu minéral dans I'intervalle du pH 5-7 ne provoque
pas une grande différence dans les rendements de production, qui peut étre expliquée par
I’excellente capacité tampon du son de blé (ainsi que quelques autres résidus agro-industriels)
et par l'utilisation de petites quantités expérimentales (Sandhya et al., 2005; Chutmanop et
al., 2008).

111.4.4. Effet de la température d'incubation

Les dosages, de I’activité protéolytique ainsi que du teneur en protéine, dans les

extraits enzymatiques obtenus a partir des fermentations a différentes températures

d’incubation ont montré un effet direct de la température.

175 /\

150 /[ \

125 / \
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Activité protéolytique (U)

0 10 20 30 40 50

Température d'incubation

Figure 17: L'effet de la température d’incubation sur la production de la protéase d’

Aspergillus niger (solution Czapek-Dox, pH= 4).

Ces résultats demontre que la température optimale pour la production d'enzymes s'est
révélée étre de 30°C, ou la production maximale de protéase mesure 209.333 pg/h/ml qui

s’accompagnée avec une concentration des protéines de 5.038 pg/ml. Ce qui refléte la nature
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mésophile de I’espéce utilisée (Bousmeil, 2013). Une production plus faible a été observée a
des températures plus basses et plus élevées, associée a une moindre production des protéines
qui s’annule a 45°C.

Cette tempeérature optimale est similaire a celles décrites pour Aspergillus niger
(Mukhtar & Haqg, 2009), Penicillium griseoroseum (Haq et al., 2004), Rhizopusoryzae
(Kumaret et al., 2005), Aspergillus niger (Oyeleke et al., 2011) et Aspergillus oryzae
(Shata, 2005; Vishwanatha et al., 2010) produisant des protéases par fermentation sur

milieu solide a base du son de blé.

La température d’incubation affecte les performances de la fermentation sur milieu
solide; en raison de son importance dans la croissance des microorganismes et la production
des métabolites (accélére la vitesse de toutes les réactions enzymatique). La production de la
protéase d’ Aspergillus niger a plus basse température est plus avantageuse, car elle entraine
une baisse des taux d'évaporation ce qui évite 1’augmentation de la température de
fermentation pendant la période d’incubation. Mais, des phénomeénes inverses se produisent a
des températures élevées: 1’élévation de la température dans la masse fermentable due a un
dégagement de la chaleur métabolique, provoque un asséchement de la culture, une baisse de
’activité de 1’eau (ay)et de la disponibilité des ¢léments nutritifs ce qui limite 1’aération et

induit une croissance limitée voir impossible (Bousmeil, 2013).

111.4.5. Effet du temps d'incubation

” ~
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60 / \
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Activité protéolytique (U)

Temps d'incubation par jour

Figure 18: Influence du temps d’incubation sur la production de la protéase d’Aspergillus

niger (solution Czapek-Dox, 30°C, pH4).
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Les résultats ont montré que la production enzymatique était maximale apres 72h
(169.33 pg/h/ml) avec une concentration protéique de (3.7911pg/ml). Une diminution
progressive des unités enzymatiques a €té observée avec une augmentation de la période
d'incubation suggérant clairement que le r6le de I'enzyme comme métabolite primaire est
produit dans la phase de retard de la croissance du champignon pour [l'utilisation des
nutriments présents dans le substrat solide (Raufl et al., 2010).

La diminution subséquente des unités enzymatiques pourrait probablement étre due a
I'inactivation de lI'enzyme. Nos résultats sont comparables a celles obtenus par Sumantha
(2005) qui a déclaré une activité enzymatique maximale apres 3 jours avec la fermentation a
I'état solide. Des résultats similaires ont également été rapportés par (Ikasari & Mitchell,
1994) utilisant Aspergillus sp.

111.5. Etude de la stabilité

111.5.1. Stabilité thermique

Les résultants illustrés dans la figure 11; montrent que la protéase extraite a partir
d’Aspergillus niger est thermiquement stable jusqu’a une température de 50°C. L’enzyme
retient seulement 80 pg/h/ml d’activité protéolytique a 50°C. Par la suite, une diminution de
I’activité a été notée jusqu’a proche I’inhibition totale a 60°C, qui s’explique par la
dénaturation de la structure moléculaire de I’enzyme.

Le taux de tous les processus physiologiques est augmenté en augmentant la
température, mais au-dela de certaines limites, il commence a diminuer car les enzymes sont
sensibles a la température. L'élévation de la température dans certaines limites a pour effet
d'augmenter l'activité des enzymes, mais des températures trés élevées sont destructrices. Une
enzyme perd ses propriétés catalytiques a haute température en raison de I'étirement et de la
rupture finale des liaisons hydrogénées faibles présentes dans la structure enzymatique; Cela
entraine le changement complet de la nature de I'enzyme et les rend inactifs (Conn et al.,
1977).

La méme gamme de la stabilité est indiquée par Kumar et al. (2005) et Merheb-Dini et
al. (2010) concernant les enzymes protéolytiques d’Aspergillus. oryzae et de Thermomucor
indicae-seudaticae N31. La protéase d’Aspergillus niger F2078 et celle du Thermoascus
auranticus présentent une stabilité thermique dans I’intervalle compris entre 30 et 60°C

(Singh et al., 1994; Merheb et al., 2007).
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Figure 19: Effet de la température sur ’activité protéolytique de la protéase d'Aspergillus
niger.

111.5.2. Stabilité vis-a-vis du pH

D’apres la figure 20, I’enzyme protéolytique d’ Aspergillus niger garde son activité
maximale dans l’intervalle du pH compris entre 2 et 5, aprés incubation des extraits
enzymatiques pendant 24 heures a 4°C dans le tampon citrate de sodium (0,1M).
L’augmentation du pH provoque la diminution de ’activité qui disparait a pH 8. La méme
réponse vis-a-vis la variation du pH, est obtenue par Singh et al. (1994); Fernandez-Lahore et
al. (1999) et par Merheb-Dini et al. (2010) lors d’étude des enzymes coagulantes élaborées
par Aspergillus niger F2078, Mucor sp. et Thermomucor indicae-seudaticae N31

respectivement, présentant une bonne stabilité dans I’intervalle du pH 3-6.
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Figure 20: L'influence du pH sur I’activité protéolytique de la protéase d'Aspergillus niger.
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Conclusion

Conclusion

Dans le monde industriel le développement de la microbiologie a abouti a 1’obtention
de mateériels biologiques tres divers, utilisés dans des procédés de production de vitamines, de
vaccins et d’enzymes. Les enzymes protéolytique sont principalement d’origine fongique
produit par le genre Aspergillus . Ce genre fongique est caractérisé par leur adaptation au
culture solide a base de substrat bon marché

Nos résultats montrent que la protéase acide produite par Aspergillus niger isolée de
sol possede les caractéristiques d’une enzyme intéressante a des applications industrielles

(pH optimal acide, thermostable).

Une activité protéolytigue maximale de 1’ordre de 169.33 pg/h/ml de 1’extrait
enzymatique brut produit par Aspergillus niger ont été obtenu aprés optimisation des
conditions de la fermentation sur milieu solide a base du son de blé (milieu salin czapek dox,
pH du milieu 4 température 30°C, durée d’incubation 72h). Par comparaison des travaux
concernant la production de protéase en utilisant I’extrait enzymatique aux nombreuses
recherches qui ont été réalisées sur la substitution de la présure animale par divers succédanés,
on peut dire que nos résultats sont encourageants et qui requiérent plus de travail, mais qui

ouvrent également le chemin pour tester la capacité de cette enzyme dans le mande industriel.

Au terme de ce travail, il est nécessaire de compléter et de développer le sujet par les
études suivantes:

- Purifier I’enzyme et étudier sa structure.
- Tester 1’activité de la protéase avec d’autres substrats pour évaluer son éventuel intérét

et applications.
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ANNEXE A : MATERIELS

1-Autoclave : Model: PA-NM12, PA-NM18, PA-NM24

2- Etuve: Modeéle: THITEC 250
Modele: THITEC 125
Etuve a co2 - inco memmert
3- Incubateur: modéles EN 025-055-120
4- Microscope photonique : UKA-Technic Nahita
5- Balance: KERN EMB 1000-2
6- Balance de précision (analytique) - Ohaus PA114
7- Centrifugeuses réfrigerées Hettich (ROTINA 380)
8- Bain Marie: Memmert
9- Spectrophotometre UV/VIS 9200: Zuzi Model 4201/50

10- Agitateurs magnétiques: Stirrer 6806, Nahita
ARE, Velp Scientifica)
11- pH métre: Nahita 903
inoLab pH 7110
12- Plaque chauffante :AREX Heating Magnetic Stirrer
STURAT
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ANNEXE B: COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURE ET DES SOLUTIONS

1-Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

Le milieu pomme de terre dextrose agar (Potato Dextrose Agar), est recommandé pour
I’isolement, la culture et le dénombrement des levures et des moisissures dans les denrées
alimentaires et autres produits (Guiraud, 1998).

La composition chimique type en g/l d’eau distillée de ce milieu est :

e Pommedeterre .................. 200 g
® AZar.......iiiiiiiiii 15¢
o Glucose ....ocovvviiiiiiiiiiininnn, 20¢g

e Eaudistillée ........................ completer jusqu’ a 1000 ml

- Laver la pomme de terre non pelée.

- Couper en cubes dans 500 ml d’eau distillée.

- Porter a ébullition pendant 30 — 45 min.

- D’autre part faire fonder 1’agar dans 500 ml d’eau distillée.

- Ecraser la pomme de terre, filtrer puis ajouter le filtrat a la solution d’agar.
- Ajouter le glucose.

- Compléter le volume a 1000 ml.

- Stériliser par autoclavage a 121° C / 15 min.

2- Milieu de lait gelosé 30%:

-milieu présenté en
boite.

-faire une strie
centrale a la surface
du milieu.

-Incuber 24h a7 jours
a la température

désirée

Agar blanc + lait sans
graisse a 45°C sterile

Mise en évidence de
I'nydrolyse de la
caséine, protéine du

lait.

L'hydrolyse de la
caseine se traduit par
I'apparition d'une
zone claire autour de

la culture.
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Pour obtenir un du lait gélosé 30% mélange 70ml d'Agar blanc avec 30ml lait sans graisse a
45°C

3-Czapek dox (Bhatnagar, 2010)

La composition de czapek dox était (g/l):

NANO3. e eveeeeeeeeeeee 2,5
KH,PO, 1

MGSOa.7H20. ... oo, 0,5
KCLoveoeeeoee e, 0,5

NHsNO3....ooviiiiiiiin 0,5
KH,PO, 0,2
MgS0O4.7H20 .......... 0,1
NaCl..ooooiii e, 0,1

5-Sulfate d'ammonium (Kumar, 2005).

6-Tampon Citrate de Sodium (0,1M; pH 5,2)

¢+ Solution A: acide citrique 21,01 g/l (0,21M), (C6H807.H20)
+¢+ Solution B: le dissodique 35,6 g/l (0,2M), (Na2HPO4.2H20)

Pour avoir une solution tampon a pH 5,2 mélanger: 46,9 ml de la solution A et (100 - 46,9) ml
de la solution B.
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ANNEXE C : DOSAGE DES PROTEINES TOTALES.

- Solutions utilisées.

e Solution mére : BSA ( bouvine albumine sérum )
e Réactif de Bradford

- Protocole

Tableau A : Préparation de la gamme d’étalonnage de la BSA (1mg/ml).

N° de tubs

Solution et
réactifs

I’échantillon
Solution mere: BSA(uI) a doser.

Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif de Bradford
(ml) 2ml
Absorbance a 595 nm
0.25
y:ﬂ 178x + 0.036 4
0.2 R%2=0.965

£ S
g 015 >
& >
2
S 0.1 -~
2 *

0.05

0 T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Concentrationde BSA 1pg/ml

Figure A: Courbe étalon pour le dosage des protéines.
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ANNEXE D : MESURE DE L’ACTIVITE PROTEOLYTIQUE

1-Solutions utilisées

- Caséine 2,5 % dans Citrate de Sodium (0,02 M).

- Solution mere 100 pg /ml de Tyrosine.
-TCA 4 %.
- Na2CO3 2 % dans NaOH (0,1 N).

- Folin-Ciocalteux 1/10°™,

2-Courbe d’étalonnage de la tyrosine:

Tableau B: Protocole de courbe d’étalonnage de la tyrosine

Dilution (ug/ml) 0 20
Volume de tyrosine prélevé (ml) 0 0,2
Eau distillée (ml) 1 0,8

Na2CO3 a 2% dans du NaOH
0,IN (ml)

Agiter correctement puis laisser stabiliser le mélange pendant 10 min

Réactif de Folin dilué (1/10°™)

40 60 80

0,4 0,6 0,8

0,6 0,4 0,2

2.5

0.5

100

Mélanger aprés chaque addition du réactif de Folin et laisser reposer a ’ombre

pendant 30 min au minimum

Lecture de I’absorbance a 750 nm.
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0.9
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0®

20 40

60
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Figure B: Courbe d’étalonnage de la tyrosine.

Une unité de protéolyse correspond a la libération de 1ug de tyrosine résultante de

I’hydrolyse enzymatique par heure et dans un ml d’échantillon (1pg/h/ml). La concentration

déduite de la courbe d’étalonnage correspond a 0,5 ml d’échantillon dilué par les réactifs

ajoutés au cours de la premiére étape.

Activité protéolytique (pg/h/ml) = concentration déduite de la courbe d’étalonnage x

dilution x 2 (pour ramener le volume de I’échantillon a 1ml) x 2 (pour ramener le temps a 1h).
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Stratégie de travail

[ Echantillonnage }

Y

{ Lisolement d’A. niger }

v

conservation

V

Mise en évidence I'activité

ST rotéolytique
Choix de ek

milieu |
pH ~ Lloptimisation de
Température
Temps
d’incubation 'L S. Thermique
- Etude de la stabilité

de la protéase acide

~

S.pH
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