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Résumé  

 Ce travail, vise à étudier l’aptitude de l’endophyte Aspergillus tubingensis MH189391 à 

tolérer et à produire des protéases en conditions de stress salin. Afin d’atteindre cet objectif, 

une mise en évidence de l’activité protéolytique a été réalisée sur milieu gélosé en absence et 

en présence de 5% NaCl et additionnée de différentes sources de protéines étant la seule 

source de carbone et d’azote à savoir la caséine, l’albumine, l’hémoglobine, la BSA, le lait et 

le sang frais. La souche a montré une tolérance à la présence de 5% de NaCl, cette adaptation 

à cette concentration en sel s’est traduite par des zones de protéolyse plus importante par 

rapport au témoin avec des diamètres variants entre 17 et 54 mm. Cependant, la production 

des protéases par fermentation sur milieu synthétique à base de la gélatine en absence et en 

présence de 5% NaCl a révélé que les extraits enzymatiques endocellulaire et exocellulaire 

ont montré que 5% de NaCl stimule la synthèse de protéases. De plus, les protéases produites 

par A. tubingensis en présence de 5% NaCl ont présenté plus d’affinité pour la caséine avec 

des activités spécifiques de 14916,96 U/mg et de 3534,80 U/mg d’extrait endocellulaire et 

endocellulaire respectivement. 

  

 

Mots-clés : stress salin, NaCl, endophyte, Aspergillus tubingensis, protéases. 

 

 

  



Abstract 

  This work, aims to study the ability of the endophyte Aspergillus tubingensis MH189391 

to tolerate and produce proteases under salt stress conditions. In order to achieve this 

objective, a demonstration of proteolytic activity was carried out on agar medium in the 

absence and presence of 5% NaCl and with the addition of different protein sources being the 

only source of carbon and nitrogen including casein, albumin, hemoglobin, BSA, milk and 

fresh blood. The strain showed tolerance to the presence of 5% NaCl, this adaptation to this 

salt concentration resulted in larger proteolytic zones compared to the control with diameters 

varying between 17 and 54 mm. However,   the production of proteases by fermentation on 

gelatin-based synthetic medium in the absence and presence of 5% NaCl revealed that 

endocellular and exocellular enzymatic extracts showed that 5% NaCl stimulates protease 

synthesis. In addition, the proteases produced by A. tubingensis in the presence of 5% NaCl 

exhibited more affinity for casein with specific activities of 14916.96 U/mg and 3534.80 

U/mg of endocellular and endocellular extract respectively. 

  

         

Key words: salt stress, NaCl, endophytic fungi, Aspergillus tubingensis, proteases. 

  



 صخلم

 ىلع Aspergillus tubingensis MH189391 يلخا$لا 67فلا ةر$ق ةسارد ىلإ ل+علا ا'ه ف$هی     
 لل=@لا RاPQل راC@خا ءا7جإ Nت ،ف$هلا ا$ه DLق=@ل  .ي=لم داهجا فوF G7=ت زاDتوC7لا جا@ناو ل+=ت
 ردا[+b هلا+`@سا عم مWیدW[لا $\رWل] Zم ٪5 دWجو يفو باDغ يف يعارز Sسو ىلع يDPتوC7لا
 BSA و WfDZلغD+Wهلاو DZمCWللأاو Z\زا`لا يهو DZجوPD@7لاو ن7fW`لل $Dحو ر$[+] ةفل@dم ةDPDتو7ب
 tLاPم C7ع sلذ حp@\و مWیدW[لا $\رWل] ٪5 دWجWل لا+=ت ةللاnلا ت7هGا .جزا6لا م$لاو Dlل=لاو
 Z t7\Lع زاDتوC7لا جا@نإ نا .Nم 54و DZ 17ب حوا7@ت را6قأb ة$هاQلاb ةنراقم ةCD7`لا DZتوC7لا لل=@لا
 نأ 7هGأ مWیدW[لا $\رWل] ٪ 5 دWجfWو باDغ يف DZتلاD|لا ىلع $+@ع} يعا6Pصا Sسو يف d+7@لا
 مWیدW[لا $\رWل] Zم ٪ D~ 5]7ت دWجWب هنأ ت$ه"أ ةDجراdلاو ةDلخا$لا ة\Wلdلا ةD+\~نلأا تا[لn@d+لا
 Zم ٪ 5 دWجWب A. tubingensis ة6ساWب ة|@P+لا تازاDتوC7لا ه$ه ناو زاDتوC7لا جا@نا ىلع ~ف=}
 3534.80و N|م / ة$حو 14916.96 هر$ق د$=م RاQن عم DZ\زا`لل لpDفت 7هGا مWیدW[لا $\رWلك
 .يلاW@لا ىلع ةDجراdلاو ةDلخا$لا ةD+\~نلاا تا[لn@d+لا Zم N|م / ة$حو

 

 زاDتوC7لا ،Aspergillus tubingensis ،ةDلخا$لا تا\67فلا، NaCl ،ي=ل+لا داهجلاا :ة,حا*ف%لا تا%ل#لا
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      Les contraintes environnementales sont les facteurs majeurs limitant de l’agriculture et de 

la productivité des plantes (Chaves et al., 2002). En plus des stress biotiques, il existe une 

variété de stress abiotiques, dont la salinité est considérée comme un facteur majeur limitant 

du développement des plantes (Munns et Tester, 2008). En Algérie, une grande partie des 

régions agricoles se caractérisant par un climat aride et semi-aride ; et 3,2 millions d’hectares 

sont menacées par la salinisation, ce qui se répercutent sur la croissance et le développement 

des plantes et par conséquent sur leur productivité (Benmahioul et al., 2009).  

Actuellement, il est devenu impératif d'adopter de nouvelles approches pour réaliser un 

développement biotechnologique et assurer le recyclage et le renouvellement des ressources 

naturelles. A cet égard, l’homme a pensé se retourner vers la nature et cherche les vertus 

d’intérêt économique chez les microorganismes, à travers les associations que forment ces 

derniers avec leurs plantes hôtes (Mansouri, 2011). Parmi ces associations symbiotiques, 

l’endophytisme, qui est selon Petrini (1991) et Dutta et al. (2014) les microorganismes 

(bactéries, champignons, …) colonisant les tissus internes des plantes (Dutta et al., 2014), 

sans causer aucun symptôme apparent de maladie.  

Les endophytes fongiques sont considérés et reconnus comme GRAS (Generally 

Regarded As Safe), ils présentent des effets positifs sur la plante hôte notamment dans 

l’amélioration de la croissance ainsi que la résistance et la tolérance aux stress biotiques et 

abiotiques (Rodriguez et al. 2009) et leur aptitude à produire une large gamme d’enzymes à 

utilités biotechnologiques. 

Selon Corrêa et al. (2014), l’exploitation des champignons endophytes occupe une place 

importante dans les différents domaines biotechnologiques. D’ailleurs, ces dernières années, 

plusieurs travaux scientifiques ont prouvé que les champignons endophytes présentent une 

source potentielle d’enzymes participant à la dégradation de la matière végétale, ces enzymes 

appelées « Cell Wall Degrading Enzyme : CWDE » qui appartiennent à la classe des 

hydrolases. Il s’agit principalement des cellulases, des ß-glucanase, des amylases, des 

pectinases, des lipases et des protéases (Amirita et al., 2012).   

Les protéases fongiques sont parmi les enzymes les plus employées en industrie. Leur 

vente comptant pour 60% de toutes les ventes d’enzymes au niveau mondiale. Les protéases 

halostables, supportant des concentrations élevées en NaCl, comptent d'une grande 
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importance biotechnologique. Elles sont employées dans l'industrie, en particulier dans la 

détergence et la transformation des aliments ainsi que dans les applications biomédicales et 

analytiques. De plus, il a été montré que les champignons endophytes du genre Aspergillus 

sont des excellents producteurs de protéases. 

L’objectif du présent travail est de mettre en évidence l’aptitude de l’endophyte 

Aspergillus tubingensis à produire des enzymes protéolytiques dans des conditions de stress 

salin afin de démontrer son intérêt biotechnologique. 

Le présent travail est scindé en trois parties ;  

Ø La première partie est consacrée à la description de données bibliographiques 

relatives aux concepts clés notamment le stress salin, les endophytes et les 

protéases.  

Ø La deuxième partie expérimentale renferme les techniques et les méthodes ainsi 

que les résultats et leur discussion. 

Ø Enfin, ce travail est clôturé par une conclusion générale et des perspectives 
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1. Généralités 

Le sol est considéré comme un système composé de particules minérales, de matière 

organique, d’eau, d’air et d’organismes vivants (NF ISO 15799, 2004). Ces derniers sont en 

interactions continues par des échanges de matière et d'énergie due à plusieurs processus 

physiques, chimiques, biologiques ce qui explique l’ensemble des opérations de pédogenèse 

et les rôles du sol (Calvet, 2003). 
Dans de nombreuses zones des régions méditerranéennes, en particulier les zones côtières, 

les maraîchers sont contraints d’utiliser de l’eaux salée ce qui constitue une préoccupation 

majeure qui entrave la productivité des cultures et la stabilité des rendements (Rouphael et al., 

2012). 

  La présence du chlorure de sodium dans les eaux d'irrigation peut perturber d'importants 

processus morphologiques, biochimiques et physiologiques conduisant à un retard de 

croissance et de rendement avec des pertes économiques importantes pour les producteurs 

(Rouphael et al., 2020). 

Le stress salin affecte la croissance à travers de plusieurs facettes du métabolisme, telles 

que l'absorption et la distribution des nutriments au sein de la plante, la modification de la 

photosynthèse et de la respiration, la synthèse des protéines et des acides nucléiques, la 

production d'enzymes, l'équilibre hormonal et la disponibilité de l'eau (El-Iklil et al., 2001). 

La salinité est un principal facteur environnemental de l’accumulation du sel dans les sols, 

elle réduit considérablement leur fertilité. Ce phénomène est constaté dans les régions arides 

et semi-arides, en particulier dans les cultures irriguées par l’eau salée ce qui va limiter la 

croissance et la productivité des plantes. En effet les dommages d'une forte salinité sur les 

plantes peuvent être observées au niveau de la plante entière comme la diminution de la 

croissance et/ou la mort des plantes (Parida et Das, 2005 ; Tarek, 2021).   

2. Notion de stress 

Le stress est l’ensemble des perturbations physiologiques ou pathologiques provoqués 

dans l’organisme par des agents biotiques (parasite, pathogène) ou abiotiques (salinité, 

sècheresse, température, pollution…etc.) ce qui résulte éventuellement en des dégâts, des 

dommages, des blessures, inhibition de la croissance ou de développement au niveau 

moléculaire, cellulaire, et de l'organisme entier (Hopkins, 2003 ; Maarouf et Raynaud, 2007). 
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3. Stress salin 

Mansouri et Ouzzani (2017) ont défini la salinité des sols par la présence dans les 

processus pédologiques par lesquels ils sont anormalement riches en sels solubles et 

acquièrent ainsi des caractéristiques de salinité. Le stress salin est un facteur environnemental 

très important limitant la croissance et la productivité agricoles et peut aussi réduire l'activité 

microbienne. La forte salinité du sol est principalement due à la présence d’une forte 

concentration en Chlorure de Sodium, qui est un facteur limitant de la croissance (Drevon et 

al., 2001). 

4. Contamination des sols par les sels  

Un sol salin représente les caractéristiques physicohydriques suivantes : une faible 

perméabilité, une faible conductivité hydraulique et une instabilité des agrégats (Maganhotto 

et al., 2012). 

 Le sel présent dans les sols peut influencer les processus pédologiques par le biais de la 

concentration de sel dans la solution du sol, qui détermine le potentiel osmotique, et de la 

concentration de sodium dans le complexe d'échange du sol, qui influence la stabilité 

structurelle du sol (Yan et al., 2015).  

Selon Shahid et al. (2018), les causes de la salinité des sols peuvent être nombreuses ; les 

sources les plus courantes sont les suivantes : 

• Salinité inhérente du sol (altération des roches, matériau parental). 

• Eau d'irrigation saumâtre et saline. 

• Drainage limité et remontée de la nappe phréatique. 

• Évaporation de surface et transpiration des plantes. 

• Les embruns d'eau de mer, les vapeurs condensées qui tombent sur le sol sous forme 

de pluie. 

• Les sels transportés par le vent donnent des champs salés. 

• L’utilisation excessive d'engrais (chimiques), d'amendements du sol (chaux et gypse) 

et de boues d'épuration et/ou d'effluents d'épuration traités. 

5. Effets du stress salin  

5.1. Sur les plantes  

Parida et Das (2004) ont déclaré que les effets néfastes de la forte salinité sur les plantes 

peuvent être observés au niveau de la plante entière comme la mort de plantes et/ou une 
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diminution de la croissance. De nombreuses plantes développent des mécanismes soit pour 

exclure le sel de leurs cellules ou pour tolérer sa présence à l'intérieur des cellules. Au cours 

de l'apparition et le développement du stress salin dans une plante, tous les processus majeurs 

tels que la photosynthèse, la synthèse des protéines et le métabolisme énergétique et lipidique 

sont affectés. La réponse la plus précoce est une réduction du taux d'expansion de la surface 

des feuilles, suivie d'un arrêt de la croissance   

5.2. Sur les microorganismes du sol  

Les communautés microbiennes du sol jouent un rôle fondamental dans le cycle des 

nutriments, dans le volume de la matière organique du sol et dans le maintien de la croissance 

des plantes hôtes. Le stress peut être préjudiciable aux microorganismes sensibles et diminue 

l'activité des cellules survivantes, en raison de la charge métabolique imposée par la nécessité 

de mettre en place des mécanismes de tolérance au stress. Un climat sec et chaud, de faible 

humidité et de forte salinité du sol présente les facteurs les plus stressants pour la flore 

microbienne du sol, et se produisent souvent simultanément (Yan et al., 2015). 

Selon Omar et al. (1994), signalent que les champignons étaient plus sensibles au stress 

osmotique que les bactéries, car ils ont observé une réduction significative du nombre total 

des champignons dans les sols salinisés avec différentes concentrations de chlorure de 

sodium. De même, avec une augmentation du niveau de NaCl à plus de 5%, le nombre total 

de bactéries et d'actinobactéries a été considérablement réduit. 

6. Rôle des champignons dans l'adaptation des plantes aux stress salin 

L'amélioration de la croissance des plantes par des stratégies de résistance au stress 

abiotique est une grande approche de l'agriculture durable, car elle réduit l'utilisation de 

produits chimiques. Les champignons endophytes font partie de cette stratégie. Ils améliorent 

le rendement et la qualité des cultures en réduisant le stress abiotique. L'interaction 

symbiotique plante-champignon est une approche prometteuse pour atténuer le stress salin 

chez les plantes (Badawy et al., 2021). 

Les interactions microbiennes bénéfiques les plus connues sont les champignons 

mycorhiziens, elles atteignent 80% de toutes les espèces de plantes terrestres (Harrison, 

2005). Rouphael et al. (2020) ont suggéré que l'application de champignons symbiotiques tels 

que les endophytes appartenant au genre Trichoderma et les champignons mycorhiziens 
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pourrait être des outils potentiellement efficaces pour atténuer l'effet néfaste de la salinité. De 

plus, l’endophyte Aspergillus aculeatus induire la tolérance au stress salin chez le gazon (Xie 

et al., 2016).  

Rouphael et al. (2020) ont suggéré que l'application de champignons symbiotiques tels 

que les endophytes appartenant au genre Trichoderma et les champignons mycorhiziens 

pourrait être des outils potentiellement efficaces pour atténuer l'effet néfaste de la salinité. De 

plus, l’endophyte Aspergillus aculeatus induire la tolérance au stress salin chez le gazon (Xie 

et al., 2016).  

De même, Badawy et al. (2021) ont rapporté qu’à 400 mM NaCl, les plantes de soja 

colonisées par Aspergillus flavus ont montré une stimulation de la synthèse de la chlorophylle, 

une augmentation de manière significative la longueur des racines et des pousses. Ceci est due 

à une modulation des niveaux des hormones végétales endogènes et des activités des enzymes 

antioxydantes.
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1. Définition  

Le mot endophyte est issue du grec : « Endo » ou « Endon » signifiant à l'intérieur et « 

phytes » ou « phyton » qui désignant « plante ». Les endophytes désignent les 

microorganismes (ex : Bactéries, champignons…etc.) colonisent les tissus végétaux sans 

endommager la plante hôte. Ce sont des endogènes qui vivent dans l'espace intercellulaire des 

tissus, donc ils colonisent les cellules vivantes pendant toute ou une partie de leur cycle de vie 

(Belhamra et Benbouzid, 2021 ; Ngoc My et Thanh, 2021).  

Les endophytes fongiques au sens large sont des champignons capables d'occuper sans 

symptômes apparentés des tissus végétaux apparemment sains (figure 01), cette définition 

englobe pratiquement tous les spectres des interactions symbiotiques entre les champignons et 

les plantes : parasitisme, commensalisme et mutualisme (Stone et al., 2012). 

 
Figure 1 : modes de croissance des champignons endophytes dans les tissus des plantes hôtes (Andéol et 

Benjamin, 2016). 

2. Diversité  

Selon Rodriguez et al. (2009), la plupart des plantes dans les écosystèmes naturels sont 

symbiotiques avec des champignons mycorhiziens et/ou des endophytes fongiques. De plus, 

Strobel (2003) rapporte que des champignons endophytes ont été   isolés dans près de 300.000 

espèces de plantes terrestres en l’occurrence des plantes des déserts chauds, de la toundra 

arctique, des mangroves, des forêts tempérées et tropicales, des prairies et des savanes, et des 

terres cultivées, où chaque plante abritant un ou plusieurs de ces champignons.  
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 Les mycoendophytes sont présents dans tous les organes des tissus végétaux, ils sont 

hétérotrophes et prélèvent leurs nutriments de leur hôte sans provoquer des maladies 

(Saikkonen et al., 2004).    

3. Mode de transmission  

 Le mode de transmission est la façon par laquelle le champignon endophyte peut 

coloniser un autre individu végétal à partir d’un hôte initial. Deux modes de transmission 

observés chez les champignons endophytes (figure 02) (Andéol et Benjamin, 2016). 

 
Figure 2 : principaux modes de transmission chez les champignons endophytes (Saikkonen et al., 2004). 

3.1. Transmission verticale  

C’est le principal mode de transmission des champignons endophytes appelé aussi la 

croissance végétative des hyphes (Belhamra et Benbouzid, 2021). Ce mode de transmission 

permet la contamination de la descendance de l’hôte primaire par l’intermédiaire des graines : 

un grain de pollen  ou une propagule de la plante hôte. Le champignon reste génétiquement 

identique mais il peut s’implanter soit dans un clone, soit dans un hôte génétiquement 

différent, issu d’une nouvelle génération (Arnold et al., 2003 ; Andéol et Benjamin, 2016). 

3.2. Transmission horizontale 

 D’après Andéol et Benjamin (2016), la plupart des espèces endophytes, colonisant les 

végétaux présentent ce mode de transmission. Il se fait entre des plantes de la même espèce ou 

d'espèces différentes. Le champignon peut être transmis soit par des spores sexuées ou 

asexuées pour infecter d'autres plantes, ces dernières sont disséminées par le vent ou par des 

insectes phytophages pour infecter d'autres plantes hôtes (Arnold et al., 2003).   
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4. Classification  

La classification des champignons endophytes est basée sur les taxonomies de gamme 

d'hôtes, les modes de transmission de la colonisation, la spécificité des tissus (figure 03) et la 

fonction écologique. Les champignons endophytes sont divisés en deux grands groupes : le 

premier groupe est celui des endophytes Clavicipitaceae (C-endophytes) qui infectent 

certaines graminées. Le deuxième est celui des endophytes non Clavicipitaceae 

(NCendophytes) (Khiralla et al., 2016). 

 

 
Figure 3 : classes d'endophytes selon la localisation des tissus colonisés (Chirane et Merzoud., 2019) 

Néanmoins, Rodriguez et al. (2009) énoncent un autre point de vue sur la classification 

des endophytes fongiques, ils classent les endophytes fongiques en deux groupes majeurs 

(Clavicipitaceae et Non Clavicipitaceae) subdivise en quatre classes. Cette classification est 

basée sur : la phylogénie, les origines évolutives, l’histoire de vie et les impacts sur l'aptitude 

de la plante hôte (tableau 01). 
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Tableau 1 Classification des endophytes fongiques (Rodriguez et al., 2009). 

 
Non adapté à l’habitat (NAH) : des avantages tels que la tolérance à la sécheresse et l’accélération de la 
croissance sont courants chez les endophytes, quel que soit leur habitat d’origine. * Adapté à l’habitat (AH) : les 
avantages résultent de pressions de sélection spécifiques à l'habitat telles que le pH, la température et la salinité. 
*(V) : verticale. *(H) : horizontale. 

5. Interaction endophyte-plante  

 Il existe une grande variété de relations entre les champignons endophytes et leurs plantes 

hôtes, allant de mutualistes ou symbiotiques à antagonistes ou légèrement pathogènes 

(Arnold, 2007).  

5.1. Spécificité de l’hôte 

La spécificité de l'hôte est la relation dans laquelle un champignon est limitée à un seul 

hôte ou à un groupe d'espèces apparentées, mais ne se présente pas dans d'autres espèces 

végétales non apparentées dans le même habitat (Khiralla et al., 2016).  

Certains chercheurs n'ont trouvé aucune ou très peu de preuves de spécificité de l'hôte chez 

les endophytes, or, Khiralla et al. (2016) ont rapporté que Petrini en 1991 a utilisé deux 

termes différents : la spécificité d'établissement et la spécificité d'expression pour identifier 

cette relation.  

Petrini (1991) définit la spécificité d'établissement lorsqu’un endophyte ne colonise que 

des espèces végétales sélectionnées. Tandis que la spécificité d'expression est la colonisation 

de plusieurs hôtes par un champignon donné, mais en formant des structures spécifiques 

(généralement des fructifications) sur un nombre limité de taxons végétaux. 

 
Clavicipitaceae Non Clavicipitaceae 

Critères Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 

Gamme d'hôtes Étroit Vaste Vaste Vaste 

Tissus colonisé Tiges, racines et 
Rhizomes 

Tiges, racines et 
Rhizomes 

Tiges Racines 

Colonisation des 
plantes 

Extensive Extensive Limitée Extensive 

Transmission V/H V/H H H 

Benefice physique NAH NAH/AH NAH NAH 
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5.2. Nature de relations endophytes- plantes   

5.2.1. Endophytes mutualistes 

Les endophytes sont généralement considérés comme des mutualistes protecteurs agissant 

contre les insectes herbivores et les champignons pathogènes (Carroll, 1995). La preuve du 

mutualisme exige non seulement que les endophytes soient présents dans les tissus attaqués et 

que leur présence soit corrélée.  

 Dans ce cas d'interaction mutualiste, l'endophyte et la plante retirent tous deux d'un 

avantage. Les bénéfices retirés sont tous aussi variés pour les deux organismes. La plante 

peut bénéficier d'une augmentation de sa croissance, de sa une résistance envers les stress 

biotiques et abiotiques (Hamilton et Bauerle, 2012). Il est aussi supposé que la 

colonisation d'un endophyte active la résistance systémique de la plante et elle peut ainsi 

améliorer la réaction de défense contre les pathogènes (Bourdel, 2015). 

5.2.2. Endophytes pathogènes latents  

Il n’est pas facile de distinguer l'agent pathogène de l'endophyte, puisque de nombreux 

phytopathogènes prolongent la phase d'infection asymptomatique avant l'apparition des 

symptômes de la maladie jusqu'à ce que les symptômes soient induits pour apparaître en tant 

que conditions environnementales ou conditions nutritionnelles (Selim et al., 2016).  

Sieber (2017) rapporte que les espèces d'Apiognomonia, Ophiovalsa, Pezicula ou 

Phomopsis sont considérées comme des espèces d'arbres pathogènes, ces pathogènes ont 

évolué conjointement avec leurs hôtes et ne peuvent donc pas être très virulents, et les 

symptômes ne sont observés que très rarement et limités à des localités uniques où les 

symptômes se développent généralement sur quelques branches d'un seul arbre.  

Les endophytes de certaines plantes peuvent devenir un agent pathogène pour d'autres 

plantes, selon la relation entre le pouvoir pathogène et l'endophytisme du micro-organisme 

dans les différents hôtes (Saikkonen et al., 2004) 

6. Intérêts des champignons endophytes 

 Plusieurs recherches affirment que les champignons endophytes ont un effet important sur 

la santé, l'écologie et l'évolution des plantes. Divers groupes de ces microorganismes sont 

capables de produire un certain nombre d'agents bioactifs (Selim et al., 2016). 
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6.1. Rôle écologique des endophytes 

6.1.1. Stimulants de la croissance des plantes 

Les endophytes peuvent favoriser directement ou indirectement la croissance des plantes 

et le taux de germination, leurs métabolites fournissent une variété d'avantages aux plantes 

hôtes. De nombreux endophytes sont responsables de la solubilisation du phosphate, de 

l'augmentation de l'absorption du phosphore, de la fixation de l'azote, la production de 

sidérophores, et d'hormones végétales comme l'auxine, les abscisines, l'éthylène, les 

gibbérellines et l'acide indole acétique (IAP). Ces hormones sont essentielles pour les 

régulations de la croissance des plantes (Sudha et al., 2016). 

6.1.2. Protection des cultures 

Les champignons endophytes sont également capables d'induire une résistance aux 

maladies. Les mécanismes de la résistance induite par les endophytes sont liés au statut 

nutritionnel de l'hôte, et à l'augmentation de la l'aptitude des plantes en augmentant leur 

tolérance au stress (Sudha et al., 2016). 

6.1.2.1. Contre les stress biotiques 

Les endophytes protègent leurs plantes hôtes contre les attaques d'autres microbes, 

insectes et animaux herbivores (Rnan et al., 2019). La plupart des endophytes clavicipitacés 

améliorent la résistance des plantes hôtes aux insectes. 

 Les bénéfices proviennent en partie de la production de mycotoxines alcaloïdes, la loline 

et la peramine, qui sont généralement liées à la résistance aux insectes. De plus, ces 

endophytes sont qualifiés comme des dissuadant d’herbivores mammifères de se nourrir, 

parce qu'ils produisaient des mycotoxines comme l'ergot de seigle et l'alcaloïde lolitrem. De 

même, certaines études ont indiqué que ces endophytes exerçaient une activité antinématodes 

(Khiralla et al., 2016). 

De nombreux endophytes de classe II protègent les plantes hôtes dans une certaine mesure 

contre les pathogènes fongiques par différentes stratégies comme la production de métabolites 

secondaires (Rodriguez et al., 2009). 
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6.1.2.2. Contre les stress abiotiques 

De nombreux facteurs environnementaux ont des effets sur la croissance et la survie des 

plantes. Il a été constaté que les plantes colonisées par des champignons endophytes ont une 

plus haute résistance à la sécheresse, aux températures élevées, à la toxicité des métaux et à la 

salinité (Derkaoui, 2015). 

Chez la plante médicinale Dichanthelium lanuginosum, qui vit dans des régions où les 

températures du sol peuvent atteindre 57 °C, Selim et al. (2012) suggère que la présence des 

endophytes peut augmenter la capacité de la plante de tolérer cette température. Également, 

les plantes colonisées par l’endophyte Curvularia sp. Ont montré une meilleure résistance aux 

les températures élevées du sol et au stress hydrique comparativement aux plantes sans 

endophyte. De plus, Piriformospora indica induit une résistance aux maladies fongiques et la 

tolérance au stress salin chez l'orge (Selim et al., 2012). 

6.1.3. Phytoremédiation 

Les endophytes peuvent jouer un rôle dans le processus de phytoremédiation et la 

dégradation des toxines environnementales, indirectement par l'amélioration de la croissance 

des plantes, ou bien directement par la dégradation et/ou l'accumulation de polluants par les 

endophytes eux même (Sudeha et al., 2016). 

6.2. Intérêt thérapeutique  

 Les champignons endophytes sont considérés comme un arsenal de nouvelles molécules 

bioactives (Strobel et al., 2004). Ils produisent le plus grand nombre de métabolites 

secondaires (Zhang et al., 2006), avec une grande diversité structurale comprenant les 

alcaloïdes (amines, amides…), les peptides, les stéroïdes, les terpénoïdes, les phénols, les 

quinones, les composés aliphatiques, les flavonoïdes etc. (Yu et al., 2010).   

Ces substances naturelles produites par ces champignons endophytes possèdent un large 

spectre d’activité biologique (Zhang et al., 2006), comme des antibiotiques, des 

antifongiques, des antiviraux, des immunosuppresseurs, des agents anticancéreux, des 

antioxydants, des insecticides et d’autres substances biologiquement actives (Strobel et al., 

2004). 
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6.3. Intérêt biotechnologique   

6.3.1. Biotransformation 

C’est l'utilisation des systèmes biologiques pour produire des changements chimiques à 

des composés qui ne sont pas dans leurs substrats naturels. De telles modifications aboutissent 

à la formation de nouveaux produits utiles qui ne sont pas faciles à préparer par des méthodes 

chimiques. Les endophytes sont capables de produire des nombreuses enzymes, qui peuvent 

donc être utilisés comme des biocatalyseurs dans la transformation chimique des produits 

naturels et de médicaments, en raison de leur capacité à modifier les structures chimiques 

avec un haut degré de stéréospécificité (Selim et al., 2012). 

6.3.2. Production d'hydrocarbures 

La recherche d'autres sources d'énergie devient importante, car les sources du carburant 

liquide diminuent, selon Selim et al. (2016). Les champignons endophytes ont montré une 

capacité de produire des composés liés aux carburants, ces composés sont compatibles avec la 

présence d'infrastructures mobiles et renouvelables, qui dépendent de la technologie des 

carburants de substitution. De plus, ils ont la capacité de libérer des produits gazeux sur des 

déchets cellulosiques, des déchets de bois, des composés volatils bioactifs et beaucoup d'entre 

eux sont liés aux carburants (Selim et al., 2016). 

6.3.3. Production d’enzymes 

Les endophytes ont une grande capacité à produire diverses nouvelles enzymes qui 

pourraient être utilisées dans diverses applications biotechnologiques (Selim et al., 2012), les 

principales industries utilisant les enzymes microbiennes sont les industries cosmétiques, les 

détergents, l'énergie, la chimie fine, l'alimentation, le cuir, le papier, les produits 

pharmaceutiques et les textiles (Rnan et al., 2019).  

 Les enzymes provenant d'endophytes fongiques sont parfois isolées de plantes 

médicinales (Alpinia calcarata, Bixa orellana, Calophyllum inophyllum et Catharanthus 

roseus), et sont utilisées dans les industries de l'alimentation, des boissons, de la confiserie, du 

textile et du cuir pour simplifier le traitement des matières premières (Derkaoui, 2015).  
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1. Enzymes des endophytes 

Un grand nombre de microorganismes non pathogènes sont capables de produire des 

enzymes à grandes utilités biotechnologiques dans divers domaines, à l’instar du traitement 

des aliments, la fabrication des détergents, de textiles, de produits pharmaceutiques, de 

thérapies médicales et en biologie moléculaire (Rajput et al., 2016).  

      Les microorganismes les plus utilisés sont les champignons filamenteux en raison de leur 

facilité de culture et leur production élevée. De plus, ils sont considérés et reconnus comme 

GRAS (generally regarded as safe) (Bezzera et al., 2021). 

Selon Uzma et al. (2016), les endophytes fongiques ont été explorés pour diverses 

applications biotechnologiques en raison de leur production des enzymes extracellulaires 

comme mécanisme de résistance contre l'invasion pathogène et pour obtenir la nutrition de 

l'hôte. Ces enzymes comprennent les pectinases, les cellulases, les lipases, la laccase, la 

xylanase, la catalase, la phytase, les a-1,4- glucane lyases, les phosphatases et les protéases ; 

qui selon Souza et al. (2015) et Sanchez et Demain (2017) représentent environ 60% 

d'enzymes commerciales dans le monde. 

Sunitha et al, (2013) ont rapporté que L'échec de l'exploitation des champignons 

endophytes dans ce domaine dépend de la mauvaise compréhension actuelle de la 

signification évolutive de ces organismes et de leur interaction dynamique avec leurs hôtes 

respectifs (Sunitha et al., 2013). 

Par conséquent, un besoin impératif de découvrir et d'utiliser diverses nouvelles enzymes à 

haute stabilité pour les procédés industriels. 

2. Protéases 

   Selon la définition du comité de nomenclature de l’Union Internationale de Biochimie et 

de Biologie Moléculaire (IUBMB), les protéases sont des hydrolases agissant sur les liaisons 

peptidiques entre les acides aminés de la structure des protéines (Souza et al., 2015) (figure 

04). Le clivage de ces liaisons peptidiques conduit à la dégradation des substrats protéiques en 

peptones, polypeptides, dipeptides et enfin en acides aminés (Salleh et al., 2006 ; Souza et al., 

2015). 
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Figure 4: Mécanisme d'action des protéases (https://nutrixeal-info.fr/index/proteases/). 

3. Protéases des endophytes   

Selon Shankar et al. (2021), la production des protéases par les champignons endophytes 

filamenteuses s'est développée au cours des dernières années en raison de la grande variété 

d'enzymes produites et de la facilité de la séparation des mycéliums et des milieux de culture 

par rapport aux autres sources bactériennes, végétales et animales (figure 05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5: distribution des organismes sources d’enzymes industrielles (Østergaard et Olsen, 2010). 

Bezerra et al. (2021) a montré que différentes espèces de champignons endophytes sont 

d'excellentes productrices de protéases, avec des applications potentielles dans différents  

domaines industriels. Le genre Penicillium a la plus grande capacité de produire des 

protéases, suivi par Aspergillus, Alternaria, et Xylaria. 
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De plus, Manimekalai et al. (2021) ont rapporté qu’Aspergillus niger, A. flavus, A. terreus, 

A. clavatus, Rhizopus, ces espèces sont généralement considérées comme des producteurs des 

protéases extracellulaires stables. Les protéases synthétisées par Aspergillus tamarii ont des 

caractéristiques pour des applications dans l’industrie alimentaire (Alves et al., 2021). 

4. Classification des protéases 

Les protéases possèdent une grande diversité dans leur structure et leur mécanisme 

d'action, et ne peuvent pas être classées dans le système général des enzymes. Donc elles sont 

classées selon le système général de nomenclature enzymatique (Medina et al., 2019). Leur 

classification peut être basée sur le mode d’attaque de la chaîne polypeptidique, le groupe 

fonctionnel présent sur le site actif et la valeur de pH optimale (Mienda et al., 2014). 

4.1. Selon le mode d’attaque de la chaîne polypeptidique 

Les peptidases sont subdivisées en deux classes, en fonction de leur mode d’attaque ; les 

endopeptidases et les exopeptidases. Les deux classes de protéase sont divisées en plusieurs 

classes et sous classes (Gurumallesh et al., 2019) (figure 06).  

 
Figure 6 : classification des protéases (Kumar et al.,2008). 
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4.1.1. Exopeptidases 

Elles agissent sur les liaisons peptidiques terminales d'une protéine soit à l'extrémité N 

(aminopeptidases) ou C (carboxypeptidases), ce qui donne des acides aminés libres (Medina 

et al., 2019). 

4.1.2. Endopeptidases  

Selon Medina et al. (2019), elles agissent au niveau des liaisons peptidiques internes d'une 

protéine, ce qui donne lieu à de courtes chaînes peptidiques. Les endopeptidases sont divisées 

sur la base de leurs mécanismes catalytiques en aspartate-endopeptidases, sérine-

endopeptidases, cystéine-endopeptidases, métallo-endopeptidases (Kumar et al., 2008). 

4.2. Selon le pH d’activité 

Les protéases sont très sensibles aux changements de pH dans le milieu réactionnel. Elles 

sont classées selon leur pH d'activité optimale en protéases alcalines pH [8,0-13,0], neutres 

pH [6,0-8,0] et les protéases acides pH [2,0 - 6,0] (Tavano, 2017). 

4.3. Selon la nature du résidu impliqué dans le site actif 

      Sur la base des séquences primaires et la spécificité des sites actifs des acides aminés et 

selon la classification de référence disponible dans des bases de données électroniques 

MEROPS. Il existe sept familles d'endopeptidases : Aspartyl, Cystéyl, Métallo, Séryl, 

Glutamyl, Asparagyl et Thréonyl-protéases (Benchiheub, 2015).  

5. Mode d’action 

      Le mode d'action des protéases varie d'une enzyme à une autre selon la nature du site 

actif. Ce processus catalytique se résume en trois étapes :  

Dans les deux premières étapes, l'enzyme déforme les liaisons peptidiques et améliore la 

polarité du groupe carbonyle, en favorisant son attaque nucléophile ce qui conduit à la 

formation de liaison covalente transitoire entre le fragment portant le carbonyle du substrat et 

l’enzyme avec la libération de l’autre morceau (le premier produit) protoné par un proton cédé 

d’un résidu enzymatique. 
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 Figure 7 : mode d’action des protéases (Plumont, 1995). 

La troisième étape consiste à une nouvelle substitution nucléophile OH- d'une molécule d'eau 

et libère le deuxième produit de la réaction, le site actif de l'enzyme et régénéré par des 

protons (à partir de H2O) (figure 07) (Pelmont, 1995). 

6. Applications des protéases fongiques 

Les protéases sont d'une grande importance biotechnologique. Elles sont employées dans 

l'industrie, en particulier dans la détergence et la transformation des aliments ainsi que dans 

les applications biomédicales et analytiques (Li et al., 2013 ; Tavano et al., 2018). 

6.1. En industrie alimentaire 

La protéolyse est un outil puissant pour modifier les propriétés des protéines. Elle 

provoque des changements dans la solubilité, les propriétés gélifiantes, l’émulsification et de 

moussage. Ces propriétés ont qualifié ces enzymes comme étant un procédé idéal pour les 

applications en industries alimentaire tell que l’attendrissement de la viande, la coagulation du 

lait et la panification. La modification protéolytique des aliments est également accompagnée 

par une amélioration des propriétés de la valeur nutritionnelle et de la qualité sensorielle de 

ces aliments (Panyam et Kilara, 1996). 

Alves et al. (2021) ont montré que le genre Aspergillus étant distribué dans le monde 

entier est reconnu par la production des protéases entrant dans la biosynthèse chimique et 

dans la transformation de composés, en plus de fournir plusieurs applications dans 

l'alimentation l’industrie. 
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6.1.1. En industrie laitière 

 Selon Aguilar et al. (2008), les protéases acides, neutres et basiques, produites par 

Aspergillus niger, Aspergillus oryzae et autres espèces du genre Mucor ont été également 

employées en industrie laitière dans la coagulation du lait et la maturation de différents types 

de fromages, elles jouent un rôle très important dans l’hydrolyse des protéines en peptides 

simples et en acide aminés, en particulier en acide glutamique qui caractérise la saveur des 

fermentations orientales (Loffler, 1986). 

6.1.2. En industrie boulangère  

Les protéases d'Aspergillus sp. sont utilisées pour hydrolyser le gluten de la farine du blé à 

un degré plus ou moins important, selon les caractéristiques désirées de la pâte. Rao et al. 

(1998) ont rapporté que le traitement enzymatique de la pâte facilite sa manipulation et son 

usinage ceci permet la fabrication d'une plus large gamme de produits. De plus, il a été signalé 

que les protéases fongiques et microbiennes sont utilisées pour améliorer l'extensibilité et la 

résistance de la pâte. 

6.2. En industrie médicale et pharmaceutique 

Les protéases fongiques occupent une position centrale dans la signalisation cellulaire et 

les processus physiologiques qui se produisent dans le corps humain. Elles possèdent des 

activités antivirales, anti-inflammatoires, antioxydantes et antitumorales grâce à la présence 

de composés bioactifs (Chanalia et al.,2011). 

 Mukhtar et Ul-haq (2009) ont mentionné qu’Aspergillus oryzae et A. flavus et l'endophyte 

Fusarium sp (Wu et al.,2009), possédaient une activité fibrinolytique (protéolytique). Cette 

protéase peut avoir des applications potentielles dans la thérapie thrombolytique et dans la 

prévention de la thrombose.  

Les protéases hémolytiques sécrétées par Pleurotus sp. possèdent différentes activités dans 

les processus cellulaires. La sécrétion d'hémolysine par P. nebrodensis présente des activités 

apoptotiques et antiprolifératives qui sont impliquées dans le ciblage des cellules cancéreuses. 

Ces protéases se lient étroitement aux protéines réceptrices du VIH et les inhibent. Certaines 

protéases isolées de P. ostreatus possèdent des activités contre différents carcinomes (Naeem 

et al., 2022). 
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6.3. Autres applications 

Les protéases fongiques sont utilisées pour les synthèses organiques afin de produire des 

peptides et d’autres composés non protéiques tels que les esters. Elles sont également utilisées 

pour la récupération de l'argent des déchets de films photographiques (Jane et al., 2011 ; 

Białkowska et al., 2016). 

 Naeem (2022) a rapporté que la sécrétion mycélienne des basidiomycètes saprophytes 

Serpula lacrymans, Pleurotus ostreatus et Irpex lacteus. Pleurotus sp. a conduit à la 

découverte des protéases telles que les subtilases ayant les mêmes propriétés que celle de 

Penicillium ostreatus et P. chrysosporium, ce même auteur a signalé que ces basidiomycètes 

ont également produit des protéases impliquées dans le mécanisme ligninolytique par une 

dégradation fragmentée de la e laccase pendant la croissance. 

Dans les travaux de Corrêa et al. (2014) et Khan et al. (2017) portant sur la bioremédiation 

par les endophytes Aspergillus tubingensis et Pestalotiopsis microspora qui ont été évalués 

pour leur capacité à dégrader efficacement le polyester polyuréthane par la sérine protéase 

produite par ces deux endophytes. 
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1. Objectif    

La partie expérimentale a été réalisée au niveau de laboratoire de Biologie et 

Environnement de l’université des Frères Mentouri Constantine 1.  

Le présent travail a pour objectif l’évaluation de la tolérance et la mise en évidence de 

l’aptitude de l’endophyte Aspergillus tubinginsis à produire des enzymes protéolytiques en 

utilisant plusieurs substrats et dans des conditions de stress salin (en présence de 5% NaCl). 

2. Matériel biologique 

2.1. Origine et description de la souche 

La souche fongique étudiée est Aspergillus tubingensis MH189391 (figure 08 et 09), un 

endophyte isolé des racines d’une plante hyper accumulatrice de sels et de métaux lourds, 

Hedysarum pallidum Desf. de la région d’Ain Babouche et plus précisément sur Djebel 

Hamimat. Cette souche fongique a été conservée au laboratoire à -20°C dans des cryotubes 

dans le bouillon Sabouraud à 20% de glycérol. 

 
Figure 8 :  aspect macroscopique d’Aspergillus tubingensis sur milieu PDA 

 

L’endophyte Aspergillus tubingensis appartient à la section Nigri (Aspergilli noir), qui est 

une moisissure de la famille des Trichocomaceae. Elle a été décrite en 1943 par Raoul 

Mosseray au Congo belge (Samson et al., 2014). 
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Figure 9 : aspect microscopique d’Aspergillus 
tubingensis sur PDA (X40) 

Cette souche montre une croissance rapide en couvrant la gélose avec une poudre blanche 

au début de la croissance qui devient noire pendant le développement. Les diamètres des 

colonies sont supérieurs à 85 mm après 7 jours de culture à 28 °C. Dans ces conditions, le 

champignon filamenteux présente une forte sporulation (Olarte et al., 2015, Meghnous, 2020). 

Sous microscope optique Aspergillus tubingensis présente des têtes conidiennes brunes 

foncées à noires, généralement abondantes et légèrement floculées. Les conidiophores (70-90 

μm) semblent avoir une granulation de surface limitée. Les conidies ont une taille de 3-5 μm 

avec un aspect épineux. D’ailleurs, ces caractéristiques morphologiques sont vraiment 

proches de celles d'A. niger (Olarte et al., 2015). 

D’après Samson et al., (2007), le test rapide pour distinguer les deux taxons est la réaction 

d'Ehrlich, qui teste la présence d'indole. Dans ce test, A. tubingensis donne un résultat négatif, 

contrairement à A. niger, qui donne un résultat positif.  

De même, la production d'asperacine par A. tubingensis distingue cette espèce des autres 

Aspergillus morphologiquement similaires. 

 

Ø Position systématique (Mosseray, 1943) 

• Règne :   Fungi  

• Sous-Règne : Dikarya       

• Phylum : Ascomycota  

• Classe : Eurotiomycotina 

• Sous-Classe : Eurotiomycetideae 

• Ordre : Eurotiales 

• Famille : Trichocomaceae  

• Genre : Aspergillus 

• Espèce : Aspergillus tubingensis 

Aspergillus tubingensis a une morphologie similaire de celle d’A. niger donc ils sont    

difficiles à discriminer sans recourir à des méthodes moléculaires pour les différencier. Le     

séquençage des gènes codant pour la calmoduline ou la β-tubuline sont utilisées de manière 

fiable (Samson et al., 2007). 
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2.2. La réactivation de la souche  

La souche a été régénérée par repiquage du mycélium de l’endophyte Aspergillus          

tubingensis sur milieux PDA (Potato Dextrose Agar) (annexe 01) à 30°C pendant six jours. 

Les cultures obtenues servent d’inoculum pour la suite du travail. 

2.3. Mise en évidence de l’activité protéolytique sur milieux solides  

 La mise en évidence de l’activité protéolytique est réalisée sur le milieu agar blanc à 

pH=6,8. Pour conférer des conditions de stress salin, le milieu agar blanc a été additionné de 

5% de chlorure de sodium. Les milieux sans et avec NaCl sont puis autoclavés  pendant 20 

min à 120°C (annexe 01). 

Les géloses d’agar blanc sans et avec 5% NaCl ont été utilisées de quatre types de   

protéines comme seule source de carbone et d’azote. Les protéines sont : la caséine, 

l’albumine, l’hémoglobine et la BSA ont préparées des solutions stock de 1%. Ces       

préparations ont subi une stérilisation préalable : une pasteurisation de l’albumine et une   

tyndallisation de trois cycles de 24 heures pour la caséine, l’hémoglobine et la BSA pour 

éviter la dénaturation des protéines (Vermelho et al., 1996) (annexe 01). 

Pour vérifier la qualité des produits commercialisés en l’occurrence l’hémoglobine et la 

caséine, 1 mL de sang frais a été prélevée aseptiquement et rajoutée directement dans 100 mL 

d’agar blanc avec et sans NaCl), de même pour le lait entier à 1% qui, a été rajouté          

aseptiquement à l’agar blanc en surfusion.  

Les milieux ont étés coulées dans des boites de Pétri, puis ensemencés par touche à l’aide 

d’une anse à boucle. L’incubation a lieu dans une étuve réglée à 30°C pendant quatre jours. 

Trois répétitions ont été effectuées pour chaque essaies. 

La production des protéases par Aspergillus tubingensis est mise en évidence par 

l’apparition de zones claires sous et autours du mycélium, correspondant à l’hydrolyse des 

protéines testées. La révélation de ces zones se fait à l’aide du bleu de Coomassie (annexe 

01). 
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2.4. Production des enzymes protéolytiques en culture submergée 

 La production des enzymes protéolytiques par Aspergillus tubingensis est réalisée en 

fermentation submergée dans des flacons de 250 mL contenant 50 mL de   bouillon 

synthétique à base de gélatine (annexe 01) à 0% (témoin) et à 5% de NaCl (trois répétions ont 

été effectuées). Chacun de ces flacons a été inoculé par quatre disques d’une culture jeune de 

l’endophyte, puis les flacons sont incubés dans un incubateur agitateur rotatif pendant six 

jours à 28°C sous agitation à 165 rpm (Haddadi et Hamrani, 2017) (figure 10). 

 

 
Figure 10 : incubation de la culture submergée. 

 

2.4.1. Préparation des extraits enzymatiques 

2.4.1.1. Extrait enzymatique exocellulaire  

Après fermentation, les cultures obtenues sont filtrées sur papier Whatman n°1. Le filtrat 

clair représente l’extrait enzymatique exocellulaire brut (figure 11). Ces extraits ont été 

congelés pour les dosages ultérieurs. 
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Figure 11 : filtration de la culture submergée 

 

2.4.1.2. Extrait enzymatique endocellulaire  

Les biomasses récupérées après filtration sont lavées avec de l’eau distillée stérile afin 

d’éliminer les résidus du milieu de culture ; 0,5 g des biomasses fraiches (0 et 5% NaCl) ont 

été broyées dans d’azote liquide (figure 12). Les protéines sont ensuite extraites à 4°C avec 3 

mL du tampon phosphate de potassium 50 mM à froid (pH 7,0) contenant 0,1% de triton X-

100 (v/v) et 1% de polyvinylpyrrolidone (PVP) (w/v). L'homogénat est centrifugé à 4°C 

pendant 15 min à 14000×g et le surnageant obtenu présente l’extrait enzymatique 

endocellulaire brut (Meghnous et al., 2019). 

       

 
Figure 12 : broyage de la biomasse 
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2.5. Méthodes analytiques 

2.5.1. Dosage des protéines 

La quantité de protéines contenue dans les extraits enzymatiques est estimée par la       

méthode de Lowry et al. (1951) (annexe 02). Le taux de protéines est calculé par référence à 

une courbe d’étalonnage établie à partir d’une solution standard de l’albumine sérique bovine 

(BSA) comme protéine étalon (annexe 03). 

2.5.2. Dosage de l’activité protéolytique 

L’activité protéolytique est déterminée par l’utilisation de différents substrats à savoir : la 

caséine, l’hémoglobine et la BSA, dans les conditions adoptées par Mechakra et al., (1999). 

(annexe 02). 

Une unité (U) de protéase est l’équivalent de 1 µg de tyrosine libérée pendant 1 h de temps 

par 1 mL de l’extrait enzymatique, en utilisant la tyrosine comme étalon (annexe 03).
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L’objectif du présent travail est l’évaluation de la tolérance et de la mise en évidence 

l’aptitude de l’endophyte Aspergillus tubingensis à produire des enzymes protéolytiques dans 

des conditions de stress salin. 

1. Tolérance d’Aspergillus tubingensis au stress salin  

La souche Aspergillus tubingensis est capable de croitre même en présence de 5% NaCl, il 

a présenté une bonne croissance à cette concentration par rapport au témoin. 

Selon Meghnous (2020), l’endophyte A. tubingensis est tolérant aux métaux lourds à 

savoir 100 ppm d’arsenic et  500 mM d’antimoine. Cette tolérance est due à l’adaptation 

préalable de cet endophyte au stress métallique, ceci est traduit par la production des enzymes 

hydrolytiques. 

Jaouani et al. (2014) rapportent que trois espèces du genre Aspergillus étaient capables 

de se développer dans des milieux contenant 10% de sel avec un pH initial de 10, et que la 

protéase était l'enzyme la plus abondante produite.  

De même, Boucherit et al. (2022) trouvent que Penicillium chrysogenum atteint une 

croissance optimale à 15 % de NaCl, 25 °C, pH 5, à l'obscurité, en condition aérobie et que ce 

champignon est capable de produire les enzymes extracellulaires suivantes: laccase, 

caséinase, tannase, estérase et lipase 

2. Mise en évidence des activités protéolytiques 

L’activité protéolytique de l’endophyte fongique Aspergillus tubingensis a été réalisée sur 

le milieu agar blanc à base de différente source de protéines étant la seule source de carbone 

et d’azote en absence et en présence de 5% NaCl.  

L’apparition de zones claires sous et autour des mycéliums fongiques après 96 heures 

d’incubation, correspond à l’hydrolyse des différents substrats protéiques en peptides et 

acides aminés solubles. 

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant : 
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Tableau 2 : activité protéolytique en absence et en présence de 5% NaCl sur différents substrats  
protéique. 

  Substrat Absence de NaCl Présence de NaCl (5%) 

Albumine 
sérum 
bovienne 
(BSA) 

 

 
 

 

 

Caséine  
(CAS) 

 
 

 

 
 

 
  

Sang frais   

 
 

 

 

Albumine 
(ALB) 
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Lait  

 
 
 

 

 

Hémoglobine 
(Hémo) 

 

 

 

 

Les tests de protéolyse réalisés dans cette étude montrent qu’Aspergillus tubingensis, 

présente des zones d’hydrolyse plus importante à 5% NaCl qu’à 0% NaCl, dont les diamètres 

des zones de lyses à 5% NaCl sont : 54 mm, 52 mm, 32 mm, 25,2 mm, elles correspondent à 

la caséine, le lait, l’hémoglobine et la BSA respectivement. Alors qu’une faible zone 

d’hydrolyse est constatée à l’albumine uniquement autour du mycélium avec un diamètre 

de17 mm à la même concentration. Contrairement aux autres protéines, le sang frais a 

présenté une zone d’hydrolyse de diamètres de 63,4 mm à 0% NaCl et 8,16 mm à 5% NaCl.  

L’histogramme ci-dessous résume les résultats des diamètres des zones d’hydrolyse 

obtenus chez Aspergillus tubingensis. 
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La figure 13 indique qu’à 5 % NaCl, Aspergillus tubingensis présente une meilleure 

hydrolyse des protéines testées par rapport à 0% NaCl, où les diamètres des zones de lyse 

révèlent un taux d’augmentation de : 53,29% pour BSA, 48,46% pour ALB, 47,96% pour 

CAS, 42,49% pour le lait et 44,27% pour Hemo comparativement aux diamètres des zones de 

lyses en absence de NaCl. 

Les différences entre ces zones d'hydrolyse produites pourraient être liée à la quantité de 

protéase libérée par le champignon dans le milieu comme il a été suggéré par Bensmail et al., 

(2015). D’ailleurs dans leurs travaux qui ont révélé qu’A. niger FFB1 présente une activité 

protéolytique traduite par la zone claire autour de la colonie sur la gélose Czapeck-Dox 

modifiée additionnée par la caséine crée après l’hydrolyse de la caséine en peptides et acides 

aminés solubles. 

Une faible protéolyse dans le sang fraisa est remarquée à 5 % NaCl avec un taux de 

réduction de plus de 85% par référence à 0% NaCl. Ceci peut être expliqué par l’inhibition de 

la protéase due à l’hypersalinité du milieu ou l’enzyme a hydrolysé facilement les protéines 

plasmatiques que l’hémoglobine qui est emprisonnée dans les globules rouges. 

La comparaison des zones d’hydrolyses des différents substrats testés, a permis de 

sélectionner trois substrats à savoir la caséine, l’hémoglobine et la BSA pour le dosage de 

l’activité protéolytique. 
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Figure 13 : diamètres des zones de lyse en absence et présence de NaCl 
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3. Dosage de l’activité  protéolytique 

L’activité enzymatique est exprimée en unité internationale qui correspond à une μg de 

tyrosine libérée pendant une heure et par millilitre d’extrait.  

Les protéases catalysent la réaction d’hydrolyse des protéines et des polypeptides 

aboutissant à la formation de peptides simples et des acides aminés libres. Sachant que la 

tyrosine est l’acide aminé le plus abondant dans toutes les protéines, il est donc utilisé comme 

un standard pour le dosage colorimétrique de l’activité protéolytique par le réactif de Folin-

Ciocalteu. 

Les résultats des dosages enzymatiques des extraits protéolytiques exocellulaires et 

endocellulaires d’Aspergillus tubingensis obtenus à partir des cultures submergées à 0% NaCl 

et 5% NaCl, sur les trois substrats : caséine, hémoglobine et BSA sont réunis dans 

l’histogramme suivant (figure 14) : 

 
 Figure 14 : activité protéolytique spécifique endocellulaire et exocellulaire d’A. tubingensis à 0% et à 5% NaCl. 

La présente étude démontre que l'activité spécifique protéolytique d'Aspergillus 

tubingensis est stimulée à 5% NaCl pour les trois substrats et les deux d’extraits enzymatiques 

testés. Ce résultat va vers le même sens que les résultats obtenus sur le milieu gélosé. 

Selon Sinsuwan et al. (2008) l’augmentation de l’activité protéolytique à 5% NaCl 

s’explique par une augmentation des interactions hydrophobes entre le site actif de la protéase 

et son substrat. Elle est provoquée par la présence d’une faible concentration de NaCl, 

conduisant à une augmentation de l’activité protéolytique. 
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La meilleure activité protéolytique est enregistrée à 5% NaCl en utilisant la caséine  

comme substrat et l’extrait enzymatique endocellulaire avec une activité spécifique de 

14916,96 U/mg, suivie par l’hémoglobine d‘extrait exocellulaire avec une activité de 4281,16 

U/mg puis la BSA exocellulaire avec une activité de 2625,85 U/mg.  

Ce résultat révèle que la protéase produite par Aspergillus tubingensis une meilleure 

affinité pour la caséine du lait, suivie de l’hémoglobine puis la BSA. 

Ces résultats sont similaires à ceux obtenus par Nakadai et al. (1973) qui ont trouvé que 

4% de NaCl est un stimulateur de l’activité de la protéase neutre d’A. oryzae. De même, 

Boucherit (2011) a montré dans ces travaux que l’activité protéasique maximale est obtenue à 

une concentration de 5 % NaCl dans les conditions optimales. De plus, la présence de NaCl à 

un taux de 0,1% se traduit par un effet positif très significatif sur la production protéique qui 

correspond à une augmentation de 15,48% (Belmassikh, 2011).  

L’activité caséinolytique est plus importante dans l’extrait enzymatique endocellulaire en 

présence et en absence de NaCl avec des activités spécifiques de 14916,96 U/mg et 3534,80 

U/mg respectivement. Ces résultats sont similaires à ceux obtenu par Barbar et al. (2007) qui 

sont étudiés in vitro l’hydrolyse de la caséine par la plasmine. Ils ont constaté que l’activité 

protéolytique augment à pH 6,5 et entre 0% et 8% de NaCl. Selon Laxman et al. (2005), le 

NaCl a montré un effet d’agent stabilisateur de l’activité enzymatique protéolytique, et il n’y a 

aucun besoin d’addition d’agent de conservation. 

Quant à l'hémoglobine commercialisée et la BSA leurs meilleures activités protéolytiques 

ont  été enregistrées de l’extrait exocellulaire avec des activités de 4281,16 U/mg et 2625,85 

U/mg dans l’ordre. 

Il est important de signaler que les géloses contenant la caséine comme la seule source de 

carbone ont présenté les plus grandes zones de lyse au-dessous du mycélium fongique. Ceci 

est corroboré par la forte activité endoprotéasique en présence de 5 % NaCl. Or, à cette même 

concentration les zones d’hydrolyses dispersées autours des mycéliums fongiques sont  

constatées sur les géloses de l'hémoglobine et la BSA désignant ainsi leurs activités 

exolytiques considérables.
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      L'objectif de ce travail de recherche est la production des protéases dans des conditions de 

stress salin par l’endophyte fongique Aspergillus tubingensis MH189391. Ce travail s'inscrit 

dans une approche qui consiste à l'exploitation des microorganismes résistants aux stress 

abiotiques en favorisant leur émergence dans divers domaines biotechnologiques. 

Dans cette étude Aspergillus tubingensis MH189391 a été étudiée pour sa capacité de 

tolérer la salinité et de produire des protéases sur plusieurs sources de protéines comme seule 

source de carbone et d’azote en absence et en présence de 5% du NaCl. 

Sur les milieux solides, l’endophyte Aspergillus tubingensis a démontré une bonne 

croissance en présence de NaCl, il était capable de croitre même en présence de 5% NaCl 

Cette souche a montré une activité protéolytique significative par des zones d’hydrolyse plus 

importante  à 5% NaCl : 54 mm, 52 mm, 32 mm, 25,2 mm et 17 mm correspondant à la 

caséine, le lait, l’hémoglobine, la BSA, et l’albumine respectivement. Par contre, le sang frais 

présent des zones d’hydrolyse très importante de plus de 60 mm à 0%. 

Afin de confirmer les résultats obtenus sur milieu gélosé additionnée des protéines, des 

dosages d’activité protéolytique des extraits enzymatiques endocellulaire et exocellulaire, en 

présences et en absence de NaCl sont réalisés pour : la caséine du lait, l’hémoglobine et la 

BSA. Les résultats obtenus révèlent une cohérence avec les résultats obtenus sur la gélose. 

L’activité protéolytique est stimulée en présence de 5% NaCl. L’extrait endocellulaire et 

l’exocellulaire d’A. tubingensis ont démontré une meilleure affinité à la caséine avec une 

activité spécifique de 14916,96 U/mg et 3534,80 U/mg respectivement, par rapport aux autres 

protéines testées. 

 Ces résultats mettent en relief l’intérêt d’utiliser cet endophyte halotolérant pour la 

production de protéases halostables pour répondre aux exigences industrielles. 

Au terme de ce travail il est intéressant de proposer certaines études complémentaires : 

Ø Déterminer des paramètres cinétiques de ces enzymes.   

Ø Purifier des extraits bruts de fermentation obtenus.  

Ø Etudier des propriétés des enzymes purifiées.  

Ø Rechercher pour une éventuelle application industrielle de ces enzymes.
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Annexe 01 : 

Milieu PDA 

Pomme de terre......................................................................................................................... 200g 

Glucose....................................................................................................................................... 20g 

Agar............................................................................................................................................ 20g 

Eau distillée ................................................................................................................................. 1L 

Milieu agar blanc 

Agar............................................................................................................................................20 g 

Eau distillée ................................................................................................................................. 1L 

 

Milieu synthétique à base de gélatine  

Gélatine ......................................................................................................................................10 g 

Extrait de viande....................................................................................................................... 1,5 g 

Peptone......................................................................................................................................... 5 g 

NaCl............................................................................................................................................. 5 g 

MgSO4.......................................................................................................................................0,5 g 

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

KCl.............................................................................................................................................0,5 g 

Agar............................................................................................................................................20 g 

Eau distillée ...............................................................................................................................  1 L 

Bleu de Coomassie 

Bleu de coomassie…...……………………………………………………………………0,25 g 

Méthanol…………………………………………………………………………………50 mL 

Acide acétique ……………………………………………………...................................10 mL 

Eau distillée………………………………………………………………………….…..40 mL 
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Annexe 02 : les protocoles des dosages  

 
a. Dosage des protéines 

 

Réactifs 

 Solution A : Na2CO3 à 2% dans le NaOH (0,1N). 

 Solution B : CuSO4, 5H2O à 1% dans l’eau distillée. 

 Solution C : Tartrate double de sodium et de potassium à 2% dans l’eau distillée. 

 Solution M : 1 mL de solution C + 1 mL de solution B + 20 mL de solution A. 

 Réactif de Folin-Ciocalteu dilué au 1/2éme. 

 Protocol  

Un mélange de 200 μL de l’échantillon protéique et 2 mL de la solution M est laissé 

reposer 10 à 15 min à température ambiante, ensuite 200 μL du réactif de Folin est ajouté. 

Après agitation vigoureuse, l’échantillon est incubé à température ambiante à l’obscurité 

pendant 45 min. L’absorbance est lue à 750 nm. 

 

b. Dosage des activités enzymatiques 

 

Réaction enzymatique 

 

     Le mélange réactionnel est préparé par addition de : 

• 1 mL de l’extrait enzymatique est décongelé juste avant le dosage. 

• 1,5 mL du tampon citrate - phosphate (0,2 M), pH 6,8   

• 2,5 mL des trois substrats (solution de caséine, BSA et l’hémoglobine à 2,5% dans le 

citrate - phosphate à 0,2 M).  

Après agitation, le mélange est incubé à 40°C au bain marie pendant 1 heure. La réaction 

est ensuite arrêtée par addition de 5 mL de TCA à 4%, ce qui va entraîner la précipitation des 

protéines non hydrolysées. Le mélange est laissé reposer 15 à 20 minutes, puis filtré sur 

papier Whatman n°1 pour récupérer les molécules solubles. 
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Un blanc est préparé de la même manière, sauf que le TCA est rajoute avant le substrat. 

Protocole de dosage (la méthode d’Anson 1938)  

 

• 0,5 mL du filtrat sont mélangés avec 2,5 mL de Na2CO3 à 2% dans le NaOH (0,1N) 

• 0,25 mL de réactif de Folin-Ciocalteu dilué au 1/2éme après agitation et une 

incubation 15 min à température ambiante. 

• Les mélanges sont bien agités et laissés reposer à température ambiante et à l’obscurité 

pendant au moins 30 min. 

L’absorbance de la coloration bleue développée est lue à 750  
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Annexe 03 : les courbes d’étalonnages       

 

 
Figure 15 : La courbe d’étalonnage de la tyrosine 

 

 

 
Figure 16 : La courbe d’étalonnage de la BSA.
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Résumé  

  Ce travail, vise à étudier l’aptitude de l’endophyte Aspergillus tubingensis MH189391 à 

tolérer et à produire des protéases en conditions de stress salin. Afin d’atteindre cet objectif, une 

mise en évidence de l’activité protéolytique a été réalisée sur milieu gélosé en absence et en 

présence de 5% NaCl et additionnée de différentes sources de protéines étant la seule source de 

carbone et d’azote à savoir la caséine, l’albumine, l’hémoglobine, la BSA, le lait et le sang frais. 

La souche a montré une tolérance à la présence de 5% de NaCl, cette adaptation à cette 

concentration en sel s’est traduite par des zones de protéolyse plus importante par rapport au 

témoin avec des diamètres variants entre 17 et 54 mm. Cependant, la production des protéases 

par fermentation sur milieu synthétique à base de la gélatine en absence et en présence de 5% 

NaCl a révélé que les extraits enzymatiques endocellulaire et exocellulaire ont montré que 5% de 

NaCl stimule la synthèse de protéases. De plus, les protéases produites par A. tubingensis en 

présence de 5% NaCl ont présenté plus d’affinité pour la caséine avec des activités spécifiques 

de 14916,96 U/mg et de 3534,80 U/mg d’extrait endocellulaire et endocellulaire respectivement. 
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