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Introduction

Les protéases sont des enzymes qui catalyse la décomposition des protéines en
peptides plus petits et en acides aminés (Franco er al.,2017). Les protéases sont
ubiquistes ; elles se retrouvent aussi bien chez les microorganismes que chez les
animaux et les plantes. Elles jouent des rdles cruciaux dans divers processus
biologiques, y compris la dégradation des protéines, (Raju et al., 1994 ; Haq et al.,
2006), la signalisation, la digestion, la coagulation du sang, et la réponse immunitaire.

Les protéases sont les enzymes industrielles les plus importante d'intérét,
représentant environ 60% du marché total des enzymes dans le monde et représente
environ 40% du total des ventes mondiales d'enzymes. (Godfrey and West, 1996 ;
Chouyyok et al., 2005). Ils sont généralement utilisés dans les détergents (Barindra et
al., 2006), l'industrie alimentaire, le cuir, la transformation de la viande, la fabrication
de fromage, la récupération de l'argent a partir de film photographique, la production
de traitements digestifs et certains traitements médicaux d'inflammation et de plaies
virulentes (Rao et al., 1998 ; Paranthaman et al., 2009).

Il existe plusieurs classes de protéases, y compris les protéases a sérine, les
cystéines, les aspartiques et les métalloprotéases, chacune ayant ses propres propriétés
et fonctions spécifiques. (Rawlings et al., 2008).

Les enzymes de type protéases sont largement distribuées dans la nature et
peuvent étre trouvées dans les microorganismes (bactéries, champignons, levures), les
plantes et organes des animaux (Nagy ef al., 2001 ; Haider et Husain, 2007), mais les
enzymes d’origine microbienne montrent une productivité plus élevée (Rosolen ef al.,
2015). Les enzymes obtenues a partir d'Aspergillus et de Kluyveromyces sont les
principaux enzymes utilisés dans le milieu industriel (Klewicki, 2007).

Leur production et leur activité peuvent étre influencées par divers facteurs,
tels que les conditions de culture, la composition des milieux et la composition
génétique de la souche productrice. Par conséquent, I'optimisation de la production et
de l'activité de la protéase est devenue un objectif clé pour les chercheurs. Le
processus d'optimisation vise a atteindre une activité protéasique maximale tout en

minimisant les colts et les exigences de temps.

B
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L'objectif principal de ce travail est d'étudier les différentes facons dont la
production et l'activité de la protéase peuvent étre optimisées. Cela sera réalis¢ en
évaluant les effets des différentes conditions de culture (la température, le pH et la
concentration du substrat) sur la production et 1’activit¢ de la protéase. Dans
I’ensemble, I’optimisation de la production et de ’activité des protéases est cruciale

pour des raisons scientifiques et économique.
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1.Protéases
Les protéases sont des enzymes qui catalysent I’hydrolyse des protéines en plus petits
peptides et acides aminés (Franco et al., 2017). Les protéases peuvent étre trouvées
dans tous les organismes vivants, des bactéries aux humains, et ils jouent un role
important dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques. Ils jouent des
roles cruciaux dans divers processus biologiques, y compris la dégradation des
protéines, la signalisation, la digestion, la coagulation du sang et la réponse
immunitaire. Il y a aussi de nombreuses applications industrielles pour les protéases
telles que dans l'industrie alimentaire, pharmaceutique, des détergents et de la
biotechnologie (Franco et al., 2017).

1.1. Classification
Les enzymes protéolytiques peuvent étre classées selon plusieurs critéres, notamment

leur mécanisme catalytique, leur spécificité de substrat et le pH d’activité.

1.1.1. Selon la réaction catalysée

Selon cette catégorie, les protéases sont subdivisées en exopeptidases ou
endopeptidases. Les premiéres hydrolysent les liaisons peptidiques externes (amino-
terminale ou carboxylique), tandis que les endopeptidases hydrolysent les liens

peptidiques internes dans la protéine (Guevara and Daleo. 2018).

1.1.2. Selon le pH d'activité

Selon ce paramétre, les enzymes protéolytiques d'origines différentes sont divisées en

trois groupes : les protéases acides, neutres et basiques (Hartely., 1960 ; Martinelli et

Kinghorn., 1994). La figure 1 présente la structure de la classification des protéase .
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Figure I: Classification de protéase (Ramirez-Larrota et Eckhard, 2022).

1.1.3. Selon le mécanisme catalytique
Les enzymes protéolytiques peuvent étre classées en fonction du type de résidu actif

utilisé dans leur site actif :

1.1.3.1. Protéases a sérine

Ces enzymes utilisent un résidu de sérine pour catalyser la réaction. Des exemples
incluent la trypsine, la chymotrypsine et l'élastase. Le principal acteur du
mécanisme catalytique dans les protéases de la sérine est la triade catalytique. La
triade est située dans le site actif de l'enzyme, ou se produit la catalyse, et est
préservée dans toutes les superfamilles d’enzymes de la sérinoprotéase. La triade est
une structure coordonnée composée de trois acides aminés : His 57, Ser 195 (d’ou le
nom de « protéase de la sérine ») et Asp 102. Ces trois acides aminés clés jouent
chacun un réle essentiel dans la capacité de clivage des protéases. La figure 2 présente

la structure de mécanisme d'action des protéases sériques.
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Figure 2 : Mécanisme d'action des protéases sériques (Ramirez-Larrota et Eckhard, 2022).

1.1.3.2. Protéases a cystéine

Ces enzymes utilisent un résidu de cystéine pour leur activité catalytique. Des
exemples incluent la papaine et les caspases.

Ces protéases ont un résidu de cystéine (triade Cys-His-Asn) sur le site actif, qui agit
comme un nucléophile pour attaquer les liaisons peptidique dans le substrat (Verma et

al., 2016 ). La figure 3 présente la structure du domaine mature de de la protéase de la
cystéine
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Figure 3 : Structure du domaine mature. Représentation structurelle de la protéase de la

cystéine avec la maturité (Dixit et Rajnikant., 2016)

1.1.3.3. Protéases a aspartate

Ces enzymes utilisent des résidus d'acide aspartique dans leur site actif. Des exemples
incluent la pepsine et la protéase du VIH. La protéase du VIH est une enzyme
nécessaire a la maturation des protéines virales au cours de la reproduction du virus
VIH. L'inhibition de cette protéase a été une cible pour la thérapie antirétrovirale dans
le traitement du VIH / SIDA. Les exemples incluent la pepsine et la rénine (Dunn,

2013). La figure 4 présente la structure de la protéase aspartique dimérique VIH-1.

Figure 4 : Structure de la protéase aspartique dimérique VIH-1.

1.1.3.4. Métalloprotéases

Ces enzymes nécessitent un cofacteur d'ion métallique (généralement du zinc) pour
leur activité catalytique. Des exemples incluent les métalloprotéases de matrice

(MMP) et I'enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA).

o)
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1.1.3.5. Protéases a thréonine

Ces enzymes utilisent un résidu de thréonine pour leur mécanisme catalytique. Des

exemples incluent le protéasome et certaines protéases virales.
1.1.3.6. Protéases a glutamate

Ces protéases ont un résidu d'acide glutamique sur le site actif, qui agit comme un
nucléophile pour attaquer le lien peptique dans le substrat. Les exemples incluent
I'enzyme y-glutamyl transpeptidase, qui est impliquée dans le métabolisme des acides

aminés.

1.1.4. Selon la phylogénie évolutive (l1a base des données Merops)

Une classification a jour des superfamilles évolutives des protéases se trouve dans la
base de données MEROPS. Dans cette base de données, les protéases sont classées en
premier lieu par 'clan' (superfamille) en fonction de leur structure, de leur mécanisme
et de l'ordre des résidus catalytiques (par exemple, le clan PA ou P indique un
mélange de familles nucléophiles). Au sein de chaque 'clan', les protéases sont
classées en familles en fonction de leur similarit¢ de séquence (par exemple, les
familles S1 et C3 au sein du clan PA). Chaque famille peut contenir des centaines de
protéases apparentées (par exemple, la trypsine, I'élastase, la thrombine et la
streptogrisine au sein de la famille S1).

Actuellement, plus de 50 clans sont connus, indiquant chacun une origine évolutive

indépendante de la protéolyse.

En résumé, les protéases sont classées sur la base d'un acide aminé critique nécessaire
a la fonction catalytique (par exemple, la protéase de la sérine), le pH optimal pour
leur activité (acide, neutre, protéase alcaline), leur site de clivage (par ex., les
aminopeptidases, qui agissent a la clé libre N de la chaine polypeptide ou les
carboxypeptidases agissant au clé C de la catégorie polypeptide) ou leur exigence

pour un groupe thiol libre (Shiv Shankar, 2010).

1.2. Mécanisme d’action
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En l'absence d'accélérateurs fonctionnels, la protéolyse serait tres lente, prenant des
centaines d'années. Les protéases font en coupant les liaisons peptidiques a l'intérieur
des protéines par hydrolyse, une réaction ou l'eau rompt les liens. La catalyse est
réalisée par 1'un des deux mécanismes suivants :

® [es aspartiques, glutamiques et métalloprotéases activent une molécule d'eau, qui

effectue une attaque nucléophilique sur la liaison peptidique pour I'hydrolyser.

® [es sérine, thréonine et cystéine protéases utilisent un résidu nucléophile
(généralement dans une triade catalytique). Ce résidu effectue une attaque
nucléophile pour lier de maniére covalente la protéase a la protéine substrat,
libérant la premiére moiti¢ du produit. Cet intermédiaire acyl-enzyme covalent est
ensuite hydrolysé par une eau activée pour achever la catalyse en libérant la

deuxieéme moitié du produit et en régénérant 1'enzyme libre (Rawlings, 2013).
1.3. Applications des protéases

Les enzymes protéolytiques ont de nombreuses applications dans divers domaines

Razzaq, 2019).

1.3.1. Industrie alimentaire
Les enzymes protéolytiques sont largement utilisées dans l'industrie alimentaire pour
la transformation des protéines. Elles sont utilisées dans la production de fromage, de

yaourt, de viande transformée, de pain et dans le processus de maturation des aliments.

1.3.2. Industrie des détergents

Les enzymes protéolytiques sont utilisées dans les détergents pour éliminer les taches
de protéines telles que le sang, les ceufs et les taches alimentaires. Elles aident a

décomposer les protéines en plus petites molécules, facilitant ainsi leur élimination.
1.3.3. Industrie pharmaceutique

Les enzymes protéolytiques sont utilisées dans la production de médicaments et de
produits pharmaceutiques. Elles peuvent étre utilisées pour la fabrication de
médicaments enzymatiques, la purification de protéines et la production d'enzymes

thérapeutiques.

y
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1.3.4. Biotechnologie

Les enzymes protéolytiques sont utilisées en biotechnologie pour diverses
applications, notamment la manipulation de 'ADN et l'ingénierie des protéines. Elles
peuvent étre utilisées pour couper I'ADN a des sites spécifiques, permettant ainsi la

manipulation génétique et la création de produits recombinants.
1.3.5. Diagnostic médical

Certaines enzymes protéolytiques sont utilisées comme marqueurs diagnostiques dans
les tests médicaux. Par exemple, 1'enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA) est

utilisée comme marqueur pour diagnostiquer certaines maladies cardiovasculaires.

1.3.6. Recherche scientifique

Les enzymes protéolytiques sont utilisées en laboratoire pour des études de recherche
fondamentale sur les protéines et les processus biologiques. Elles peuvent E&tre
utilisées pour étudier la structure et la fonction des protéines, I'activité enzymatique et

les interactions protéine-protéine.
1.4. Production industrielle des enzymes de protéase

La production industrielle des enzymes de protéase implique la fermentation a grande
¢chelle des micro-organismes tels que les champignons ou les bactéries qui ont été
génétiquement modifiés pour produire des niveaux €levés de protéase (Hamzah et al.,
2009). La culture produisant la protéase est cultivée dans un milieu de culture riche
en nutriments dans des conditions de température et de pH controlées. Une fois le
processus de fermentation est terminé, la protéase est récoltée, purifiée, puis utilisée
pour une variété¢ d'applications. L'enzyme purifiée peut étre formulée sous forme de
liquide ou de poudre et est souvent stabilisée pour assurer sa stabilité et son activité

pendant le stockage et 1'utilisation.

L’efficacité et la rentabilité du processus de production sont des facteurs cruciaux
dans la détermination du succes de la production industrielle d’enzymes de protéase.

Les étapes impliquées dans la production industrielle de protéases sont

)
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1.4.1. Sélection des souches

La premiére étape dans la production des protéases est la sélection d'une souche
microbienne appropriée qui peut produire des niveaux élevés de protéases dans des
conditions industrielles. Il existe de nombreuses souches microbiennes connues pour
leur capacité de production de protéases ¢levée. Certaines des meilleures souches pour
la production de protéases sont :

»  Bacillus subtilis

Aspergillus oryzae

Bacillus licheniformis

Streptomyces griseus

YV V V V

Pseudomonas aeruginosa

Le choix de la souche microbienne pour la production de protéase dépend de divers
facteurs, y compris les propriétés souhaitées des protéases, le processus de production
et les techniques de traitement en aval utilisées. (Naveed et al, 2021). Les souches
microbiennes sont examinées en fonction de leur capacité de production de protéase,

de leur taux de croissance et d’autres facteurs. (Anandharaj et al.,2016).
1.4.2. Préparation d'Inoculum

La souche microbienne sélectionnée est cultivée dans une culture a petite échelle pour

produire un inoculum, qui est ensuite utilis¢ pour inoculer le biréacteur a grande

échelle.
1.4.3. Fermentation

Le biréacteur inoculé est ensuite rempli d'un milieu de croissance riche en nutriments,
) . . . . , . .
qui contient des sources de carbone, d'azote et d'autres nutritifs nécessaires a la
croissance microbienne. Le biréacteur est ensuite maintenu dans des conditions
contrdlées, telles que la température, le pH et I'approvisionnement en oxygeéne, pour

optimiser la croissance microbienne et la production de protéases.

Le choix de la méthode de fermentation pour la production de protéase dépend de

divers facteurs, tels que le type de protéase, la souche microbienne utilisée, les

o)
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méthodes de traitement en aval disponibles et I'échelle de la production. Quelques
méthodes de fermentation couramment utilisées pour la production de protéases :

1.4.3.1. Fermentation Fed-batch

Dans la fermentation Fed-batch, le milieu de croissance est ajouté au biréacteur dans
une série de lots, ce qui permet un meilleur contréle sur la croissance microbienne et
la production de protéase. La fermentation par lot est souvent utilisée pour la

production de protéases par les bactéries et les champignons.
1.4.3.2. Fermentation continue

Dans la fermentation continuelle, le milieu de croissance est continuellement alimenté
dans le biréacteur, et le bouillon de culture est enlevé continuellement. Cela permet
des conditions d'état stable, ce qui peut améliorer la croissance microbienne et la
production de protéases. La fermentation continue est souvent utilisée pour la

production de protéases a grande échelle.

1.4.3.3. Fermentation a 1'état solide (SSF)

Dans SSF, la souche microbienne est cultivée sur un substrat solide, tel que la poutre
de riz, la poutre de blé ou la poussiére de soie, qui fournit a la fois des nutriments et
une surface pour l'attachement microbien. SSF est souvent utilisé pour la production

de protéases par des champignons filamentaires, tels que Aspergillus et Pénicillium.

(Gimenes et al., 2019, Soccol et al., 2017).

1.4.3.4. Fermentation souterraine (SmF)

Dans SmF, la souche microbienne est cultivée dans un milieu liquide, généralement
dans un biréacteur en réservoir mélangé ou un biréacteur a colonne de bulle. SmF est
souvent utilisé pour la production de protéases par des bactéries, telles que Bacillus et
Pseudomonas. L'approche présente des avantages tels que le controle des variables
physicochimiques plus simples, une meilleure distribution des composants moyens et
la récupération des enzymes extracellulaires. Les enzymes résultantes sont moins
stables et plus diluées, cependant. (Anandharaj ef al., 2016, Gimenes et al., 2019).

Par rapport a SmF, le SSF offre des avantages de faible colit, de simplicité, de

rendement plus élevé, de stabilit¢ du produit, de faibles exigences en matiere de

0

stérilité et de possibilité¢ d’exploiter de nombreux déchets agro-industriels comme
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substrat (Contesini ef al., 2018). Cependant, un nombre limité de micro-organismes

peut croitre dans des conditions d'humidité réduite, ce qui est une limitation de la SSF.

La méthode de fermentation optimale doit étre choisie en fonction des exigences

spécifiques du processus de production.
1.5. Optimisation de la production industrielle de protéase

Les chercheurs ont utilisé une variété¢ de méthodes pour augmenter le rendement de
l'enzyme de protéase dérivée de micro-organismes, y compris le clonage, la
fermentation du lot alimentaire et du chimiostat, I’optimisation des paramétres en
utilisant la méthode d'un facteur a un moment, et des techniques statistiques telles que
la méthodologie de la surface de réponse. (Thakur er al., 2020).11 existe plusieurs
fagcons d'optimiser la production industrielle d'enzymes de protéase, notamment

( Guleria et al., 2015; Banerjee and Ray, 2017; Gimenes et al., 2019).
1.5.1. Amélioration de la souche

Cela implique l'utilisation de techniques d'ingénierie génétique pour modifier les
micro-organismes utilisés dans la fécondation pour produire des rendements plus

¢levés de protéase.

1.5.2. Optimisation des processus

Cela implique la finition des conditions de fermentation, telles que la température, le
pH et les niveaux de nutriments, pour maximiser la production de protéase.
L'amélioration des conditions de fermentation est cruciale pour optimiser la
production industrielle d'enzymes de protéase. Les étapes suivantes peuvent étre

prises pour y parvenir (Balachandran et al., 2021).
1.5.2.1. Identification de la température optimale

La température doit étre réglées dans la plage permettant une croissance et une

production de protéases optimales par les micro-organismes.
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1.5.2.2. Controle du pH

Le niveau de pH doit étre maintenu dans la plage optimale pour la production de
micro-organismes et de protéases. Cela peut étre obtenu en ajoutant des régulateurs du

pH tels que I’acide acétique ou I’hydroxyde de sodium.
1.5.2.3. Optimisation de niveaux de nutriments

Les taux de nutritifs doivent étre optimis€s pour garantir que les micro-organismes ont
tous les ingrédients nécessaires pour une croissance et une production de protéases
optimales. Cela peut étre obtenu en ajoutant des nutriments tels que les acides aminés,

les vitamines et les minéraux.
1.5.2.4. Controle des niveaux d'oxygéne dissous

Les taux d'oxygéne dissolus doivent étre surveillés et maintenus dans une plage
optimale pour s'assurer que les micro-organismes regoivent suffisamment d'Oxygéne

pour la croissance et la production de protéases.
1.5.3. Traitement en aval

Cela implique le développement de méthodes efficaces et rentables pour purifier et

stabiliser la protéase aprés la fermentation.
1.5.4. Energie et utilisation des ressources

Cela implique de minimiser les déchets générés au cours du processus de production

et de maximiser 1’utilisation de ressources telles que 1’eau, la chaleur et les nutriments.
1.5.5. Automatisation

Cela implique I’intégration de systémes d’automatisation et de controle pour

optimiser le processus de fermentation et minimiser le travail manuel.

1.5.6. Analyse des coiits
Cela implique la réalisation d’une analyse de colt compléte afin d’identifier les
domaines dans lesquels le colt peut étre réduit et d’améliorer I’efficacité globale et la

rentabilité du processus de production.
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En mettant en ceuvre ces stratégies d’optimisation, la production industrielle des

enzymes de protéase peut devenir plus efficace, rentable et durable.

2. Aspergillus flavus

2.1. Généralités
Aspergillus flavus est un champignon filamenteux qui se trouve couramment dans le
sol et le matériau végétal en décomposition. Il est également connu pour étre un
pathogeéne végétal, et peut causer des maladies dans les cultures telles que les

arachides, le mais, le coton et les noix. La figure 5 présente la structure de la conidia
de A.flavus

Figure 5 : la conidia de A. flavus.

L’une des caractéristiques les plus importantes de A. flavus est sa capacité de produire
un groupe de composés toxiques connus sous le nom d’aflatoxines. Les aflatoxines
sont des composés cancérigénes et mutagenes qui peuvent causer des dommages au
foie, et ils constituent une grave préoccupation pour la santé des humains et des
animaux qui consomment des aliments ou aliments contaminés (Klich, 2007).

A. Flavus est un champignon thermophile, ce qui signifie qu'il peut pousser a des
températures €levées, ce que lui permet de prospérer dans les régions tropicales et
subtropicales.

Le champignon est également connu pour étre résistant a de nombreux agents
antifongiques, ce qui le rend difficile a contrdler une fois qu'il a contaminé une culture
ou un produit alimentaire. La prévention de la croissance de A. flavus et le contrdle de
la contamination par les aflatoxines impliquent généralement de bonnes pratiques
agricoles, telles que la rotation des cultures, le stockage et la manipulation appropriés

des récoltes, et 'utilisation de fongicides.
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2.2. Phylogénie
Aspergillus flavus appartient a la section de Flavi d’Aspergillus dans le phylum
fongique d'Ascomycota. La section Flavi contient plusieurs autres espéces

d'Aspergillus, y compris A. parasiticus, A. nomius, A. tamarii, et A. oryzae.

L'analyse phylogénétique des séquences d'ADN a montré que A. flavus est étroitement
lié¢ a 4. parasiticus, avec lequel il partage de nombreuses similitudes morphologiques
et génétiques. Cependant, A. parasiticus est un producteur plus puissant d'aflatoxines
que A. flavus, et il est responsable d'une plus grande proportion de la contamination
par aflatoxine dans les cultures dans certaines régions. Dans I'ensemble, la relation
phylogénétique de A. flavus et des especes connexes reste un domaine actif de
recherche, et de nouvelles données génétiques et génomiques fournissent des
informations sur l'histoire évolutionnaire et la diversité de ces espéces de

champignons importants.

Table 1 : classification Scientifique de Aspergillus flavus

Regne Fungi

Division Ascomycota
Classe Eurotiomycetes
Ordre Eurotiales
Famille Trichomaceae
Genre Aspergillus
Espece Aspergillus flavus

2.3. Caractéristiques microscopiques et macroscopiques

Ces caractéristiques microscopiques et macroscopiques peuvent étre utilisés pour
l'identifier (Afzal et al., 2013).

Microscopiquement, 4. Flavus est un champignon filamentaire avec une hyphae
septale qui forme une masse de fils confondus connus sous le nom de mycélium.

L'hyphae est généralement de 2 a 6 micrometres de diameétre et peut atteindre
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plusieurs centimetres de long. Conidia, qui sont des spores asexuées, sont produites
sur des structures spécialisées appelées conidiophores. Les conidiophores sont
souvent disposés en amas dense appelés tétes conidiales, qui peuvent étre de couleur
verte ou jaune-vert. Les conidiales elles-mémes sont petites, sphériques et lisse,
mesurant généralement 3 a 5 micrométres de diametre. La figure 6 présente la

structure de A.flavus hyphae.

Figure 6 : Tache argentée d'Aspergillus flavus hyphae.

Macroscopiquement, les colonies d'4. flavus ont une apparence caractéristique qui
peut aider a l'identification. Les colonies sont généralement a croissance rapide et
apparaissent initialement en blanc ou jaune-blanc, mais elles développent bient6t une
coloration vert-jaune en raison de la production de composés pigmentés. Les colonies
sont souvent poudreuses ou mouillées en texture, avec une surface plate ou
légérement élevée. Sous la lumiére ultraviolette, les colonies d'4. flavus fluorescent
souvent d'une couleur jaune-vert brillante en raison de la présence de certains

composés. La figure 7 présente la structure de A.flavus sur milieu SAB.

Figure 7 : Aspergillus flavus sur le milieu SAB a 72 heures a 30 ° C.
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Il est important de noter que les caractéristiques microscopique et macroscopique de A.
flavus peuvent varier en fonction des conditions de croissance, de sorte que d'autres
méthodes telles que le séquencage de I'ADN peuvent étre nécessaires pour une
identification précise.

2.4. Aspergillus flavus dans la production industrielle de protéases
A. flavus est un producteur bien connu d'une variété de protéases, y compris les
protéases alcalines, les protéases acides et les protéases neutres.
Les protéases produites par 4. flavus ont un large éventail d'applications industrielles,
y compris dans l'industrie alimentaire, pharmaceutique et textile. Par exemple, les
protéases alcalines produites par A. flavus sont couramment utilisées dans les
détergents de blanchisserie pour éliminer les taches a base de protéines des tissus.
Les protéases acides sont utilisées dans la production de fromage et d'autres produits
laitiers, tandis que les protéases neutres sont utilisées dans l'industrie de la viande
pour tendre les viandes et améliorer leur saveur (Kranthi et al., 2012).
La production de protéases par 4. flavus s’implique généralement la croissance du
champignon dans un milieu approprié, tel qu'un mélange de repas de soja, de grain de
blé¢ et de mollusques, dans des conditions controlées de température, de pH et
d'aération. Les protéases sont ensuite extraites de la biomasse fongique et purifiées
pour une utilisation dans diverses applications industrielles.
L'utilisation d'4. flavus dans la production industrielle de protéases souligne
l'importance des champignons dans la biotechnologie et le potentiel pour les enzymes
microbiennes de remplacer les processus chimiques traditionnels dans diverses

industries.




Chapitre 2: Matériel et Méthodes

a )

Chapitre 2 :
Matériel et méthodes

- J




Chapitre 2: Matériel et Méthodes

1. Matériel biologique
La souche utilisée dans ce travail c’est une souche fongique du genre Aspergillus
faisant partie de la collection du Laboratoire de Mycologie, de Biotechnologie et de
I'Activit¢é microbienne (LaMyBAM) (université Constantine 1, faculté SNV,

département : biologie appliquée).

2. Revivification de la souche

La souche fongique A. flavus a été repiquée dans le milieu Sabouraud et 1'incubation a

été réalisée a 30°C pendant 7 jours.

3. Mise en évidence I’activité protéolytique des souches
Le test est réalisé a partir des cultures de la souche en milieu PDA (Annexe 02), les
prélevements sont ensemencés en touche sur milieu agar — lait.
Le milieu agar — lait est composé de I’agar blanc (4g d’agar dans 180 ml d’eau
distillée) additionné stérilement de 11% de lait reconstitué stérile. Ensuite incubation

a 30°C pendant 48h.
Expression des résultats

Le caractere protéolytique des champignons cultivés en milieu solide est révélé par
I’apparition des halos de protéolyse. Les halos sont ensuite mesurés et la souche qui

possede le diamétre le plus large est la souche retenue pour la suite des expériences.

4. Milieu de fermentation
Pour chaque litre de milieu minéral préparé, les quantités suivantes de réactifs ont été
ajoutées : 5Sg de (NH4) SO4 ; 2g de KH2POy4 ; 1g de KoHPOy4 ;5 0,5g de MgSOs. Le pH
a été ajusté a 5.
Le son de blé a été broyé en une fine poudre a 1'aide d'un moulin mécanique. Une

concentration de 2 % du substrat a été utilisée.
5. Stérilisation

Tous les flacons contenant le milieu de fermentation ont été fermé hermétiquement

avec des bouchons de coton et du papier d'aluminium, puis stérilisé a I'aide d'un

)

autoclave a chaleur humide.
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6. Ensemencement de milieu de fermentation
Un litre de milieu de culture stérile est divisé dans huit flacons. Chaque flacon

contient 100 ml de milieu de culture.

L'inoculation est réalisée a partir de la culture solide par la technique des disques. Des
cylindres de gélose de 6 mm de diamétre sont prélevés et déposés dans les flacons de
fermentation, a raison de huit disques par flacon. L’incubation a été réalisé a 30°C, et

I’agitation est réglée a 150 tr/min pendant 7 jours.
7. Extraction de la protéase

Aprées une fermentation de 7 jours, le milieu de culture est soumis a une filtration sur
papier wattman n°l. Le filtrat obtenu représente l'extrait brut. Aprés l'extraction,

I’activité enzymatique est dosée.
8. Optimisation de la production de la protéase

Plusieurs essais ont été soigneusement et stratégiquement préparés afin d'évaluer les

conditions optimales pour la production de l'enzyme.

8.1. Evaluation de la cinétique de production de I’enzyme
Pour évaluer la production de I’enzyme au fil du temps, les conditions de fermentation
ont été fixées a une concentration de substrat 2%, une température de 30 °C et un pH
de 5. L'expérience a ¢té suivie sur une période de 7 jours, en mesurant l'activité

enzymatique toutes les 24 heures pendant 7 jours.

8.2. Evaluation de I’effet de la température

Afin de déterminer la température optimale, trois valeurs de température (30 °C,

40 °C et 50 °C) ont été étudiées. Les conditions étaient fixées a pH 5 et 2%. Pour le
8.3. Evaluation de ’effet du pH

Pour la détermination du pH optimal, trois valeurs de pH (4, 5 et 6) ont été étudiées en

maintenant la température constante a 30 °C et une concentration de substrat de 2%.

E
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8.4. Evaluation de I’effet de la concentration du substrat

Afin de déterminer la concentration optimale, quatre concentrations différentes 2%,
3%, 4% et 5% ont été étudiées en maintenant la température constante a 30 °C et le

pHas.
9. Dosage de I’activité protéolytique

L’activité protéolytique est dosée par une méthode colorimétrique des groupements
tyrosine a 1’aide du réactif de Folin-Ciocalteu (Sigma); conformément a la technique

adaptée par Mechakra et al.(1999).

L’activité est calculée par référence a une courbe d’étalonnage (Annexe 03) établie en
Utilisant la tyrosine comme standard. Une unité(U) de protéase est 1’équivalent de
lug de tyrosine libérée pendant 1 h de temps par 1 ml d’une solution d’enzyme.
(Benchiheub, 2015).

Le mélange réactionnel a été préparé en ajoutant :
- 1 mL du filtrat enzymatique
- 1,5 mL de tampon citrate-phosphate (0,1 M /0,2 M, pH 5)

- 2,5 mL du substrat (solution de caséine a 2,5 % dans du citrate de sodium a 0,02 M).

Aprés une incubation d'une heure dans un bain-marie a 40°C, la réaction a été stoppée
en ajoutant 5 mL de TCA (4 %) froid. Le mélange a été laissé reposer pendant 10
minutes au réfrigérateur, ce qui a entrainé la précipitation des macromolécules, y
compris l'enzyme et la caséine non hydrolysée. Le mélange a ensuite été filtré a

travers du papier filtre et les composés azotés solubles non protéiques ont été analysés.

Le mélange d'analyse a été préparé en ajoutant :

0,5 mL du filtrat dans un autre tube a essai. Ensuite, 2,5 mL de NaCO3 (2 %) ont été
ajoutés et laissés reposer pendant 10 minutes. Aprés 10 minutes, 0,25 mL de Folin-
ciocalteu (50 %) ont été ajoutés et les tubes ont été conservés a l'abri de la lumicre

pendant 45 minutes.

L'absorbance de la couleur bleue développée a été mesurée a 750 nm.
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1. Mise en évidence de P’activité protéolytique

L'activité protéolytique a été réalisée sur milieu agar — lait. Les prélévements sont effectués a partir
d'une préculture sur milieu PDA. Cette activité se manifeste par I'apparition d'un halo clair autour des
colonies ensemencées en touches a la surface des géloses. Les résultats de ces tests sont présentés

dans la figure 8.

Figure 8 : Aspect de I’halo de protéolyse sur milieu agar — lait.

En milieu agar-lait, Aspergillus flavus montre une activité protéolytique intéressante sur les caséines
du lait. Apres incubation durant 48h a 30°C, des zones claires ont apparues autour des colonies

déposées en touches. Un diametre de 4,2 cm été observé.

En se basant sur ce résultat, la souche Aspergillus flavus, a donné une activité protéolytique élevée et

peut étre utilisée pour la suite du travail.
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2. Cinétique de la production de I’enzymes

La cinétique de la production de I’enzyme est présenté dans la figure 09.
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Figure 9 : Evaluation de I’activité protéolytique développée par A.Flavus.

La production de la protéase par A. Flavus au cours du temps a été étudié pendant 7
jour. Les résultats ont montré qu'il y avait une croissance exponentielle de l'activité
protéolytique a partir du troisiéme jour de fermentation, atteignant un maximum de
365.50UI aprés six jours de fermentation. Cependant, les résultats montrent qu'apres

le septiéme jour de fermentation, l'activité protéolytique a commencé a diminuer.

En effet ce résultat correspond a celui de Muthulakshmi et al., (2011) indiquant la
production d'enzyme a progressivement augmenté avec le temps et l'activité
enzymatique la plus élevée a été obtenue le 7¢éme jour d'incubation.Ghorri et al.,
(2022) ont observé une faible activité¢ de 88,1 Ul le premier jour. Ensuite, 1'activité
protéolytique a augmenté progressivement de 250 a 430,9 jusqu'au cinqui¢me jour de
fermentation, lorsque le rendement de production d'enzymes était a son maximum
(740 UI).Aprés le cinquieme jour, une diminution du rendement de production

d'enzymes dans le milieu de culture a été observée, passant de 740 a 455,45 UI pour le

EX

dernier jour.
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3. Effet de la température sur I’activité protéolytique

L’effet de la température sur 1’activité protéolytique réalis¢ a 30,40 et 50°C est

présenté dans la figure 10.
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Figure 10 : Effet de la température sur I’activité protéolytique.

Nous avons observé que l'activité protéolytique est plus bas a 30°C mais atteindre
son maximum de 513.32UIa temperature de 40°C.A une température de 50°C,
l'activité protéolytique commence a diminué(500.00UI). En effet, I’étude effectuée
par Rukmi and Purwantisari (2020) a montré que la protéase produite par 4. flavus
est une enzyme thermotolérante, qui maintient son intégrité structurelle a plus de

40 °C selon de concentration de substrat.

La recherche de Ghorri et al., (2022) a montré une augmentation de l'activité
protéolytique dans une plage de température de 30°C a 40°C. La meilleure activité a
¢té observée a une température de 40°C (740 UI). Apres cette température, une

diminution de l'activité protéolytique a été observée.
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4. Effet du pH sur ’activité protéolytique

L’évolution de I’activité protéolytique de la protéase purifiée en fonction du pH est

représentée dans la figure 11.
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Figure 11: Effet du pH sur I’activité protéolytique .

Le pH 5 a donné les meilleurs résultats avec une activité protéolytique de 353.32 Ul,
comparée a pH 4 (241.66UI) et de pH 6 (300UI). Ce résultat correspond a celui de
Muthulakshmi, et al,( 2011) qui montre une augmentation progressive de la synthése

des protéases depH 3,0 a 5,0.

La recherche de Ghorri ef al., (2022) 1'étude a été réalisée dans une plage de pH
allant de 5 a 10. Selon les résultats obtenus, dans la plage de 5 a 6, on observe une forte
augmentation de l'activité protéolytique avec l'augmentation du pH ; une meilleure
activité a été observée a pH 6 (740 UI), ce qui désigne le pH optimal de la protéase
¢tudiée. Au-dessus de ce pH, on observe une diminution progressive de l'activité

protéolytique.




Chapitre 3: Résultats et discussion
%

5. Effet de la concentration sur I’activité protéolytique

L’éffet de la concentration sur I’activité protéolytique de la protéase purifiée est

représentée dans la figure 12.
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Figure 12 : Effet de la concentration du substrat sur ’activité enzymatique

Les résultats montre que l'activité protéolytique augmenté avec la concentration en
substrat ¢levée. Apres 7 jours de fermentation, la concentration 5% a donné la valeur la
plus ¢élevée d'activité protéolytique, soit 461.66Ul, comparée par celui de
concentrations 2%, 3% et 4% respectivement.

Ghorri et al., (2022) ont testé différentes concentrations de son de blé (2 %, 3 %, 4 %,
5 % et 6 %) sur la production de l'enzyme ciblée. L'activité protéolytique (UI) en
fonction des différentes concentrations de son de blé, montre que la plus forte activité
protéolytique (740 Ul) a été produite dans le milieu supplémenté avec 2 % de son de
blé.
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Conclusion et perspectives

L’objectif de ce travail consiste a I’étude de 1’optimisation de la production de
protéase par une souche d’Aspergillus flavus sur milieu solide submerge (SmF). En
effet, de part ses propriétés physiologiques, enzymatiques et biochimiques, les
moisissures sont le groupe des micro-organismes le plus utilisé dans le processus SmF
pour cela des déchets agroalimentaires comme son de blé ont été utilis€ comme
substrat.

Une proportion importante des matieres nutritives présentes dans 1’erlenmeyer
assure la croissance microbienne et la production des métabolites aprés fermentation.
Apres la fermentation d’Aspergillus flavus pendant 7 jours dans une température de
30°C et agitation de 150 rpm, le milieu de culture a subi une filtration et alors 1’extrait
enzymatique brut est obtenu.

Le dosage de I’activité protéolytique a montré que ce milieu est favorable a la
production des protéases extracellulaire par Aspergillus flavus, en effet elle produit
une activité¢ importante de 360.55U1.

L’effet du pH, de la température et de la concentration de substrat sur
I’activité enzymatique est aussi étudiée, il est trouvé que le pH 5, la température 40°C
et une concentration de substrat de 5% sont les conditions optimales pour notre
enzyme.

Donc, on peut conclure que notre souche produit des protéases ayant une
bonne propriété désirée (activité protéolytique) dans différents domaines

d'applications industrielles.

L'un des méthodes utilisées dans l'optimisation de la production des protéases est
l'utilisation de modéles statistiques.Les plans de Plackett-Burman sont des plans
expérimentaux utilisés pour déterminer la dépendance d'une certaine quantité mesurée
a un certain nombre de variables indépendantes.On va utilisé cette approche

statistique pour étudier des facteurs et leur relation.
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ANNEXE 1

Incubation et Filtration

photos réelles des processus de la stérilisation,I’incubation et la filtration

ANNEXE 2

Préparation des solutions

Citrate de sodium (0,02 M)

Caséine (2,5 %)

TCA (4 %)

NaOH (0,1 N)

NaCO3 (2 %)

Solution tampon phosphate/phosphate pH5
Folin-ciocalteu (50 %)



ANNEXE 3

Dosage de I’activité protéolytique

Concentration  de | 0 20 40 60 80 100
Try
(ng/ml)
Solution mere de |0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Tyr
(ml)
T.C.A (ml) 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0
NaCOs (ml) 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Folin-Ciocalteu 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
dilué >
L’absorbance lue a 750nm permet de tracer la courbe d’étalonnage
1.4 5 Y=0,012x
1 R*=0,09
1,2 -
1,0 -
g -
= 0,8 -
M~
fm -
3 0.6
o
g 4
2 0,4 -
=
< |
0.2 4
0,0 I I I I
0 20 40 60 80 100

La courbe d’étalonnage tyrosine

Concentration de tyrosine en pg/mi




La quantité dosée

0.5ml extrait d’enzyme

0.75ml de solution tampon
1.25ml de la caséine

2.5ml de TCA (apres incubation)
Totale=Sml




Résumé

Optimisation de la production d’une protéase fongique sur milieu a base de
déchets agro-industriels

Les protéases, ou enzymes protéolytiques, jouent un role clé dans de nombreuses
applications industrielles, y compris la transformation des aliments, les produits
pharmaceutiques et la production de détergents. Aspergillus flavus, un champignon
filamentaux largement répandu dans des niches écologiques diverses, a gagné
l'attention en tant que source potentielle de production de protéases en raison de ses
capacités enzymatiques robustes. Dans cette étude, la production de l'enzyme protéase
a été réalisée par la fermentation d'une moisissure (Aspergillus flavus) en utilisant des
milieux a base de son de blé. Les variables utilisées sont les 3 facteurs de production :
température, pH et concentration de substrat. Les résultats obtenus ont révélé que la
souche 4. flavus a donné une excellente activité atteignant 365.00UI pour le milieu du
bran de blé. L'étude du pH optimal et de la température d'incubation a montré que la
protéase produite par A. flavus a un pH optimal égal a 5, une température optimale de
40 °C et 5% pour le milieu de la son de blé. Dans I'ensemble, I'optimisation de la
production de protéase produite par 4. flavus présentée dans cette étude fournit des
informations précieuses sur I'amélioration des rendements enzymatiques grace a des
conditions de fermentation controlées. La production accrue de cette protéase offre
des perspectives prometteuses pour les applications industrielles, ou le processus
optimisé peut étre €largi pour une production enzymatique efficace a plus grande

échelle.

Mots clés : Protéase, Aspergillus flavus, son de blé, Optimisation, facteurs de

production.



Abstract

Optimization of the production of fungal protease based on agro-industrial waste

Proteases, or proteolytic enzymes, play a key role in many industrial applications,
including food processing, pharmaceuticals and the production of detergents.
Aspergillus flavus, a filamentary fungus widespread in diverse ecological niches, has
gained attention as a potential source of protease production due to its robust
enzymatic capabilities.

In this study, the production of the protease enzyme was achieved by fermenting a
mold (4spergillus flavus) using wheat grain-based media. The variables used are the
three production factors: temperature, pH and substrate concentration. The results
were modeled according to multiple linear regression. The results revealed that the
strain A. flavus gave excellent activity of 365.00UI for the medium of the wheat bran.
The study of optimal pH and incubation temperature showed that the protease
produced by A. flavus has an optimal pH of 5, an optimal temperature of 40 °C and
5% for the medium of the wheat bran.

Overall, the optimization of A. flavus protease production presented in this study
provides valuable insights on improving enzymatic yields through controlled
fermentation conditions. The increased production of proteases from A. flavus offers
promising prospects for industrial applications, where the optimized process can be
expanded for efficient enzymatic production on a larger scale.

Key words: Protease, Aspergillus flavus,Wheat bran, Optimisation,factors of

production.
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