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Introduction

La palmeraie algérienne représente le pivot de 1’écosystéme oasien a travers I’importance
de sa production. En effet, selon les statistiques du Ministére de I’agriculture, la production
nationale a atteint 387 313 tonnes en 1998 dont 116.000 tonnes de déchets qui peuvent étre
récupérees et transformées (Bessah et Touzi, 2001).

Ces dattes sont trés riches en sucres allant de 60 a 80% du poids de la pulpe fraiche
(Siboukeur, 1997 a) et une teneur en eau qui varie entre 15 et 20% selon les variétés (Noui,
2007). Elles sont en revanche pauvres en protéines et en matiéres grasses (0,43 et 1,9% du
poids frais) (Djouab, 2007). Le fruit des dattes contient pratiquement la plupart des
éléments minéraux (potassium, calcium, phosphore, magnésium, fer, soufre etc.). Il est
riche en fibres (8,1 & 12,7% du poids sec) (Al-Shahib et Marshall, 2002).

Afin de trouver un débouché des dattes déclassées, il est nécessaire de les valoriser pour la
production d’autres substances a fortes valeurs ajoutées. En effet, plusieurs produits ont
été obtenus a partir de ces déchets tel que 1’acide citrique (Roukas et Kotzekidou, 1991)
I’alcool et la production enzymes (Mehaia et Cheryan, 1991).

La production d’enzymes industrielles exige 1’utilisation de milieux de cultures pas chere
sachant que I’estimation du coit du milieu de croissance représente 30-40% du codt de
production des enzymes industrielles (Srinubabu et al., 2007). Ceci peut étre obtenu aussi
bien par I’utilisation des résidus agro-industriels disponibles et bon marché que par

’optimisation des conditions nutritionnelles et physicochimiques de la culture.

Les possibilités de développement des micro-organismes sont liées a leur équipement
enzymatique et au substrat a transformer. Le mode d’acces a 1’énergie (source de carbone)
differe selon les espéces (Godon, 1996.). 1l est a rappeler que le genre Aspergillus en
particulier Aspergillus niger est tres utilisé dans la production de grandes variétés
d’enzymes dans différentes industries entre autre I’industrie alimentaire (Gregory et al.,
1993).

Aspergillus niger représente le microorganisme de choix a I'échelle industrielle pour sa
facilité de culture, sa stabilité génétique, ses rendements élevés, sa capacité d'utilisation de
matériel a bon marché et l'absence de métabolites indésirables (Zergat, 1996).

L’optimisation de la production d’enzyme est un objectif trés important dont le but est

d’améliorer davantage le processus de production. De ce fait, 1 application d’une méthode

1
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statistique expérimentale s’avere indispensable. ( Djekrif-Dakhmouche et al. 2006)

Dans notre cas, ces dechets ont été testés comme milieu de production de la protéase acide
par Aspergillus niger et I’optimisation de la production de cette enzyme par fermentation
sur milieu liquide avec I’application des plans d’expériences a 1’optimisation afin
d’évaluer I’influence des facteurs étudiés et de modéliser la production.

Notre travail consiste en premier lieu a identifié la meilleure activité protéolytique
présentée par quelques souches disponibles au niveau de nos laboratoires de recherche en
particulier, celui de la mycologie. Ensuite la souche la plus performante est retenue pour la
suite des manipulations qui consiste a optimiser le milieu de base constitué a partir de
déchets de dattes. L’ optimisation est réalisée par ’utilisation du plan statistique de Plackett
et Burman 1946, afin de sélectionner les facteurs a effets positif et significatif aussi bien

sur la production de la protéase que sur la biomasse.
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1-Généralités

Les moisissures désignent tous les champignons microscopiques eucaryotes, filamenteux
et pluricellulaires du régne des mycetes. Dépourvus de chlorophylle, les moisissures sont
hétérotrophes et doivent tirer leur énergie des composés organiques (Regnault ,1990).

Les moisissures possedent un appareil végétatif constitué par un thalle filamenteux, le
mycélium, dont les filaments s’appellent des hyphes. Le mycélium peut différencier des
organes forts variés selon les groupes, spécialisés dans la multiplication et la
dissémination, auxquels on accorde la dénomination globale de spores (Bourgeois, 1989).

La reproduction s’effectue par germination de spores. Les spores mures sont libérées des
appareils sporiferes et disséminées. Une spore germe et émet un filament, ou hyphe, qui
croit, s’allonge par I’extrémité apicale et se ramifie pour donner un nouveau mycélium. Il

exister deux types de reproduction : sexuées et asexuées

Le mode de vie des moisissures est généralement saprophytique, celles-ci se développent
aux dépends de substrats inertes ou en voie de décomposition (Bourgeois, 1996).

Les moisissures ne correspondent pas a un groupe systématique homogeéne, mais se situent
en diverses familles de champignons microscopiques. Leur classification est basée sur des
caractéres morphologiques (structure du mycélium) et le mode de reproduction (Davet,
1996). Les Eumycetes (les vrais champignons) forment un groupe tres vaste incluant les
classes principales des moisissures (Bourgeois, 1989), a savoir les Zygomyceétes, les

Ascomycetes, les Basidiomycetes et les Deutéromycetes (Figurel).
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Eumycétes

¥ N

Phycomycétes Septomycétes
—
Lygomycétes Oomycetes Ascomycétes Deutéromycétes DBasidiomycétes
Mucorales Entomophthorales  Moniliales Sphaeropsidales  Melanconiales Cryptococcales
= Mucor
= Zygorrhynchus
» Rhizopus
» Absidia
= Thamnidium A4
Moniliaceae Dematiaceae Tuberculariaceae
» Aspergillus = Cladosporium = Fusarium
= Penicillium = Helminthosporium
= Trichothecium = Alternaria
» Geotrichum = Stemphylium
¥ Monilia = Stachybotrys
= Sporatrichum
= Botrytis
» Cephalosporium
= Scopulariopsis
7 Trichoderma

Figure 1 : Principales classes des moisissures (Frazier, 1967)
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2-Conditions de croissance des moisissures

Ces microorganismes sont chimioorganotrophes, se caractérisant par des besoins
nutritionnels ¢lémentaires (Madigan et Martinko, 2007). Leur tolérance a 1’égard du pH est
souvent étendue mais avec généralement une préférence pour les pH Iégerement acides
(Botton et al. , 1990) ; beaucoup d’espéces supportent des pH trés acides (Delarras, 2007).
Elles se développent dans une gamme de température allant de 0 & 40°C ou plus ; la plupart
se développe bien aux températures comprises entre 20 et 25°C. La majorité des
moisissures sont aérobies strictes et se développent bien en ’absence de lumiére. Elles
tolérent des teneures en eaux trés faibles. Elles ont un métabolisme tres actif, lie a leur

production enzymatique variée et intense (Delarras, 2007).

Beaucoup de moisissures sont utilisées par I’homme dans la fabrication de certains
produits alimentaires. Certaines synthéses sont effectuées a 1’échelle industrielle et sont de

premicres importances telles celles d’enzymes et d’antibiotiques (Scriban, 1993).

3-Applications des moisissures

3.1- Production industrielle des enzymes

Les enzymes fongiques représentent 40% du marché mondial des enzymes industrielles
(tableaul). Les protéases constituent les enzymes les plus importantes qui peuvent étres
produites par plusieurs genres fongiques tels que Aspergillus, Penicillium, Trichoderma,
Mucor, Rhizopus,Geotrichum, Fusarium, Rhizomucor, Endothia, etc. (Frazier, 1967 ; Ul-
haq et al.,2003).
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Tableaul : Quelques

exemples

d’enzymes

producteurs. (Aviron-Violete et al., 1982).

industrielles
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Type d'enzyme

Microorganismes utilisés

Utilisations

Amylase Aspergillus oryzae -Saccharification de
Aspergillus flavus, I’amidon.
Aspergillus roqueforti, -Boulangerie, conserve de
Aspergillus niger fruits, textiles, papeterie
Rhizopus spp. -Industries alimentaires.
Bacillus subtilis -Industries alimentaires.
Invertase Saccharomyces -Confiserie.
carlbergensis
Protéases Aspergillus oryzae, - Hydrolyse de protéines.
Aspergi llus flavus,
Aspergillus mucor -Clarification de la biére.
Bacillus subtilis
Pseunomodas Putida -Tannerie.
Clostridium spp. -Blanchisserie.
Bacillus licheniformis, -Détergents.
Bacillus subtilis
Cellulases Trichoderma kanungi, -Dégradation des aliments

Myrothecium verrocarium

cellulosiques et textiles.

et de microorganismes




Chapitre 11
Aspergillus



Revue bibliographique Chapitre 11 : Aspergillus

1-Le genre Aspergillus

C’est un genre appartenant a la classe des ascomycétes. Prés de 150 espéces d’Aspergillus
sont connus et réunis en 18 groupes par Raper et Fennel, (1965).

Ces moisissures sont tres répondues et se développent sur toute sorte de substrat, certains
acceptent de vivre dans des conditions de sécheresse  particulierement séveres.
(Moreau ,1978).

La majorité des Aspergillus sont a croissance rapide sur milieu de culture classique
(Sabouraud, CEA, PDA, Gélose au MALT ...) & 20-25 °C, les especes thermophiles
(A.fumigatus) se développent a 37-40° C et parfois jusqu'a 57°C(Badillet et al ., 1987).

Figure 2 : Cycle de développement des champignons du genre Aspergillus (adapte de
Desoutter, 2008).

Dans I’environnement, les Aspergillus se multiplient presque exclusivement sur un mode
asexué. Dans les conditions optimales de développement et de multiplication, les conidies
germent (C) et le mycélium ainsi obtenu (D) se couvre de tétes aspergillaires (E) qui
produisent des milliers de conidies microscopiques (B) (Figure 2) (Adams, 1994 ; Adams
etal., 1998).
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Le genre Aspergillus est caractérisé morphologiquement par la présence de filaments
conidiospores renfles a leur sommet par une vésicule partiellement couverte de phialides
fixées ou non a des métules , le tout formant une entité spécifique appelée ((téte
aspergillaire)) (Chermette et Bussieras, 1993).

Les espéces d’Aspergillus  servent a la production a grande échelle d’enzymes
industriellement précieuses telles que les cellulases, les pectinases, les xylanases, les
amylases, les glucoamylases et les protéases (Murphy et Horgan, 2005; Ward et al., 2006).
Les protéases sont également produites par plusieurs especes d’Aspergillus; A. oryzae
(Sandhya et al., 2005b) ; A. fumigatus (Wang et al., 2005b), A. terreus (Wu et al., 2006),
A. parasiticus (Tunga et al., 2003), A. niger (Singh et al., 1994; Paranthaman et al., 2009).

2-Aspergillus niger
2.1-Taxonomie

La position systématique d’A. niger est résumée comme suit (Chabasse et al., 1999 ;
Meyer et al., 2004) :

Phylum : Tallophyta (utilise le times)
Sous-phylum : Fungi (Mycota)

Division de sous-phylum :  Eumycota

Subdivision : Deuteromycotina (Fungi imperfecti)
Classe : Hyphomyceétes (forme filamenteuse)
Ordre : Moniliales

Famille : Moniliaceae

Sous-famille : Hyalosporae

Tribu : Aspergilleae

Genre : Aspergillus

Espeéce : Aspergillus niger
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2.2-Morphologie
2.2.1-Aspect macroscopique

Les colonies d’A. niger sont granuleuses, blanches au début, puis jaunatres et a maturité
elles deviennent noires. Le revers des colonies est incolore ou jaune pale montrant parfois

des zones concentriques. (Guillaume, 2006).
2.2.2-Aspect microscopique

Les tétes conidiennes, bisériées et radiées, sont disposées en plusieurs colonnes brunatres a
noires. Les conidiophores sont longs atteignant 1,5-3 mm, lisses a stipes non cloisonnés,
hyalins ou brunitres dans leur moiti¢ supérieure, formés d’une cellule courte appelée
cellule podale (footcell) avec un hyphe fertile. Les vésicules (50-70um) sont globuleuses
avec des tétes aspergillaires hémisphériques volumineuses, a panache radié. Les phialides
(7-10 x 3-3,5 um) sont portées par des métules brunatres, de dimensions variables (10-
15um). Les conidies sont habituellement globuleuses, parfois Iégerement aplaties de
couleur brunatre et qui mesurent 3,5 a 4,5 um ; parfois jusqu’a 6 um de diamétre (Figure 3)

(Abraca et al., 2004; Pasqualotto, 2010).
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Conidies
. o &
3 - O ~ -
S K. o _ Phialides
f‘{\‘ ."\\\‘“;‘ ]l\\ '-r'.," -___-_____
* l‘.‘,~ /\' ‘ <
\ N .'-.(
' | ——— g
N\ l ——————  Mcétules
S e~ RSE
A
Vésicule
|
|
'I
\\ | < | |
\ Comdiophore |
< (large, non cloisonné) : > 'l
1
. - ‘ |
« —— Cellule podale —____ | <
-___--)‘- 25 //
<58 e

Filament végétatif
(fin, cloisonné)

Figure 3 .Principaux caracteres morphologiques des Aspergillus (Tabuc, 2007).
2.3-Habitas :

Il est trés répondu dans les zones sombres et humides, les sols, le compost, pousse a la
surface des matiéres organiques en décomposition, des denrées alimentaires, des sous-
produits agricoles surtout les céréales et ses dérivés (son de blé, son de riz, bagasse...)
(Guillaume, 2006 ; Leyral et Vierling, 2007; Pasqualotto, 2010).

2.4-Métabolites :
L ’Aspergillus niger est I'un des microorganismes les plus importants utilisés en
biotechnologie a cause de la variété des métabolites qu’il produit tel que I’acide citrique,
I’acide oxalique, certains composés organique volatils (le 3-methyl-1-butanol) et des

enzymes.
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2.4.1-Diverses enzymes produites par A. niger
Aspergillus niger est trés largement utilisé dans la production des enzymes commerciales
vues les hautes productivités enzymatiques qui peuvent étre atteintes (lwashita, 2002 ;
Bakhtiari et al., 2006 ; Aftab et al., 2007 ; Mhetras et al., 2009). Les principales activités
protéolytiques d 4. niger semblent étre dues a des protéases extracellulaires acides, ce qui
refléte I'adaptation de ce dernier aux milieux de croissance a pH acide. Grace aux capacités
hydrolytiques importantes d’A. niger et sa tolérance a l'acidité (pH<3).L’acidité permet
d’éviter les contaminations bactériennes au cours des processus biotechnologiques (Jarai et

Bouxton, 1994 ; Dekrif-Dakhmouche et al., 2006).
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1-Généralité

Les enzymes peuvent étre classeés selon leur mode d’action spécifique. En industrie, la
classe d’enzyme la plus exploitée est celle des hydrolases. Parmi ces dernieres, les
protéases qui représentent le groupe le plus commercialisé dans le marché mondial des

enzymes et le plus utilisées en biotechnologie industrielle. (Jaouadi al ., 2010).

2-Définition

Les enzymes protéolytiques (protéases ou protéinases) font partie de la classe des
hydrolases (EC 3.4.21-24.x). En effet, ce sont des enzymes qui hydrolyse des protéines
dans des sites bien spécifiques en scindant la liaison peptidique qui lie deux acides
aminés dans une chaine peptidique et sont produites de fagcon extracellulaire ou
intracellulaire (Kumar et al., 2008b). Ces enzymes sont généralement synthétisées sous
forme de zymogénes inactifs, ce qui permet de protéger la cellule contre tout effet
désastreux (Pelmont, 1995). Elles ont beaucoup de fonctions physiologiques, variant de
la digestion générale des protéines a des processus de régulation plus spécifiques
(Kumar et al., 2008a).

Ces enzymes peuvent é&tre d’origines végétale (papaine et bromeline), animal
(chymosine, pepsine, trypsine et chymotrypsine) ou microbienne. Cependant la majorité
des protéases commercialisées sont d’origine microbienne ( Jaouadi et al., 2010).
3-Proteases microbiennes

Les protéases microbiennes sont préférées a celles des autres sources car elles possedent
presque toute les caractéristiques désirées pour leurs applications industrielles (Sandhya
et al., 2005b). Elles sont produites par une grande variété de bactéries dont, les
actinomycetes, de moisissures et de levures (Devi et al., 2008). Elles représentent 40%
des enzymes du marché mondial (Sandhya et al., 2005b). Le grand succes des protéases
microbiennes dans les systémes biotechnologiques est attribué a la diversité
biochimique tres large, a la faisabilité de la culture de masse et a la facilité des

manipulations génétiques (Ferrero, 2000; Wu et al., 2006).

12



Revue Bibliographique Chapitre 111 : Les enzymes protéolytiques

4-Classification
D’une maniére générale, les protéases sont classées selon plusieurs critéres majeurs tout
en se basant sur la localisation cellulaire, la nature du site catalytique, et selon I’activité
de pH (Mathieu, 2005).

4.1-Selon longueur de la chaine polypeptidique
C’est le premier critére de classification des enzymes protéolytiques. I1 existe deux
catégories; les protéases, qui scindent la molécule protéique en fragments
polypeptidiques et les peptidases qui hydrolysent les polypeptides et les transforment en
acides aminés libres. (Frazier, 1967 ; Colwell et Grigorova, 1989).

4.2-Selon le mode d’attaque de la chaine polypeptidique
En fonction de leur mode d’attaque, les peptidases sont subdivisés en deux classes ; les
endopeptidases et les exopeptidases (Scriban, 1999 ; Moodie, 2001). Ces derniéres sont
elles mémes subdivisées en deux sous-classes les aminopeptidases et les
carboxypeptidases. Les aminopeptidases commencent leur action par 1’extrémité NHj
libre du polypeptide et leur activité dépend souvent de la présence d’ion métallique ; les
carboxypeptidases attaquent 1’extrémité COOH libre du polypeptide.) (Scriban, 1999 ;
Trap et Boireau, 2000) ( Figure 4).
L’activation de ces différentes enzymes conduit a la libération de di et tri peptides qui

sont ensuite hydrolysés en acides aminés (Scriban, 1999).
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Figure 4 : Mode d’attaque de la chaine polypeptidique (Scriban, 1999).
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4.3-Selon la nature du site catalytique

Les protéases se différencient également selon leur mode d’action (Tableau2).

Tableau2 : Classification des protéases (Mala et al. 1998).

Types de Classes et sous-classes
protéases
Exopeptidases Aminopeptidases

e Peptidyle peptidases
o Dipeptidyle peptidases
e Tripeptidyle peptidases

Carboxypeptidases
e Sérine carboxypeptidases
e Métallocarboxypeptidases

e Cystéine Carboxypeptidases

Endopeptidases Protéases a sérine

Protéases cystéine ou protéases a thiols
Protéases aspartique ou protéases acides
Protéases thréonique

Protéases glutamique

Métallo protéases
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4.4-Selon le pH d’activité :
Selon ce parametre, les enzymes protéolytiques de différentes origines sont classées en
trois groupes : des protéases acides, neutre et alcalines (Hartely, 1960 ; Martinelli et
Kinghorn, 1994).

5-Mode d’action

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

Dans les deux premiéres étapes, I’enzyme déforme la liaison peptidique et renforce-la
polarité du carbonyle, qui facilite son attaque nucléophile conduisant a la formation
d’une liaison covalente transitoire entre le morceau portant le carbonyle du substrat et
I’enzyme avec la libération de 1’autre morceau (le premier produit) protoné par un
proton cédé d’un résidu enzymatique.

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

I’enzyme se trouve régénérer par un proton de I’H,O (Pelmont, 1995).

6-Applications des protéases

6.1-Alimentaire

Les protéases alcalines, neutres et acides d’Aspergillus jouent aujourd’hui un role trés
important dans I’hydrolyse des protéines en peptides simples et en acide aminés, en
particulier en acide glutamique qui caractérise la saveur des fermentations orientales
(Loffler, 1986).

Les protéines industrielles jouent un role essentiel entre autre la maturation du fromage
par le développement des propriétés organoleptiques (Loffler, 1986). L addition des
protéases exogeénes permet de raccourcir le temps d’affinage des fromages (Cerning et
al. 1984).

Les protéines fongiques sont quelque fois utilisées lorsque le gluten de la farine manque
d’élasticité et s’oppose au développement du pain au cours de la fermentation panaire.
Les protéases fongiques ont une action beaucoup plus douce que les protéases

bactériennes. En effet, ces derniéres conduisent a une attaque trop importante du réseau
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glutenique, celui —ci ne serait plus alors en mesure de retenir le gaz carbonique produit

par la fermentation panaire (Durcroo, 1982).

6.2-Médicale et pharmaceutique
Les protéases sont impliquées dans de nombreuses fonctions des cellules eucaryotes.

De plus, elles jouent un réle critique dans la virulence des agents pathogéenes (Colwell et
Grigorova, 1989) et plus particulierement des parasites.

L’ensemble des roles clés protéolytiques dans la virulence parasitaires en font des cibles
potentielles en thérapie et vaccination antiparasitaire.

Les protéases trouvent des utilisations illimitées dans les laboratoires de recherche.
elles englobent I’hydrolyse des protéines pour isoler le matériel cellulaire, les analyses
peptidiques et les peptides synthétisés (Germinoet Bastia, 1984 ;Neu et al., 1984).

6.3-Détergents
A T’heure actuelle, les protéases sont ajoutées comme des ingrédients clé¢ dans la
formulation des détergents pour usage domestiques (détergents a lessive, détergents a
vaisselles), les produits de nettoyage pour usage industriels et les produits de nettoyage
pour les lentilles cornéennes et les appareils dentaires. Cependant, le marché le plus
important au niveau de détergents est de loin celui des détergents a lessive (Kumar et
al., 2008b). Une protéase détergente idéal doit avoir une large spécificité de substrat et

stable dans ’environnement hostile de la machine a laver (température élevée et pH
alcalin) (Rao et al., 1998).
6.4-Autres applications

Les protéases fongiques sont utilisées également en tannerie pour le confitage des
peaux. Cette opération consiste a hydrolyser spécifiquement 1’¢élastine, fibre protéique
présente dans le derme dont I’hydrolyse conduit a des peaux plus souples ayant du
prétant (Ducroo,1982).

Les protéases peuvent servir en alimentation animale soit pour améliorer directement la
digestibilite des aliments, soit pour favoriser les fermentations anaérobies qui

contribuent a augmenter la valeur alimentaire des ensilages (Durand et Monson,1982).
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7-Production des protéeases par fermentation

7.1-Fermentation sur milieu liquide
La fermentation sur milieu liquide (en anglais : submerged fermentation, SmF) peut
étre considérée comme une violation de I’habitat naturel des microorganismes, en
particulier les champignons. Elle consiste & faire croitre les microorganismes sur un
substrat nutritif liquide. Ce type de fermentation a éteé traditionnellement utilisé pour la
production industrielle des enzymes, en raison de la facilité de contréle des différents
paramétres comme le pH, la température, 1’aération, I’oxygéne dissous et 'humidité. La
fermentation submergée est généralement plus facile a exploiter de maniére aseptique
par rapport a la fermentation solide et peut étre appliquée plus facilement a 1’échelle
industrielle (Singhania et al., 2009).
7.2-Fermentation sur milieu solide

La fermentation solide (fermentation de substrat solide, culture solide, en anglais :
Solid-State Fermentation, SSF) est généralement définie comme la croissance
microbienne sur des particules solides et humides en absence totale ou presque d’eau
libre; une condition qui assure aux microorganismes, surtout les champignons
filamenteux, un milieu pareil a leur environnement naturel. De facon simplifiée, les
microorganismes se développent dans un systeme a trois phases : une matrice solide,
une phase liquide qui lui est liée et une phase gazeuse prise au piege dans les particules
ou entre celles-ci (Holker et al., 2004; Holker et Jurgen, 2005; Singh et Pandey, 2009).
Le substrat solide peut étre soit la source de nutriments et/ou un support imprégné par
les nutriments appropriés, permettant le développement des micro-organismes et la

production des métabolites recherches (Singhania et al., 2009).
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1-Généralité

1.1-palmiers dattiers
Le palmier dattier est I'arbre des zones arides et semi-arides, il est originaire des pays
chauds et humides, mais il a de larges possibilités d'adaptation.
Le genre Phoenix (Coryphoideae Phoeniceae) comporte au moins douze especes, la plus
connu est le phoenix dactylifera L., dont les fruits « datte » font I’objet d’un commerce
international important (Espiard, 2002).
La classification du dattier est comme suit (Djerbi, 1994). :
Groupe : Spadiciflora
Ordre : Palmea
Famille : Palmaceae
Sous-famille : Coryphyoideae
Tribu : Phoeniceae
Genre : Phoenix
Espece : Dactylifera L.

1.2-Répartition des palmiers dattiers

Le palmier dattier était primitivement cultive dans les régions arides et semi-arides
chaudes. Il fut propagé par la suite, en dehors de son axe d’extension et de culture, non
seulement comme arbre fruitié mais aussi comme essence ornementale (Munier, 1973).
Le palmier est tres exploité dans I'Afrique méditerranéenne, le Moyen-Orient, I'Asie de
I'ouest et les états unis. Le patrimoine Algérien est estimé a plus de 8 millions de palmiers
dattiers.
Le potentiel productif en 1987 a été estimé a 183 600 tonnes et en 2006 a 500 000 tonnes.
Les palmiers sont essentiellement localisés dans les zones de la partie Sud-Est et Centre
sud du pays. Prés de 58,14% de la production nationale des dattes est réalisée par les deux
wilayas, EI-Oued (29,54%) et Biskra (28,6%).
La variété Deglet-Nour, occupe la premiere place et représente 52,87% de la production
totale des dattes (Amellal, 2008).
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2-La datte

2.2-Définition
La datte, fruit du palmier dattier, est une baie, généralement de forme allongée, Elle est
composée d’un noyau ayant une consistance dure, entouré de chair La partie comestible de
la datte, dite chair ou pulpe, et constituée de :
Un péricarpe ou enveloppe cellulosique fine dénommee peau.
Un mésocarpe géneralement charnu, de consistance variable selon sa teneur en sucre et de
couleur soutenue.
Un endocarpe de teinte plus clair et de texture fibreuse, parfois réduite a une membrane
parcheminée entourant le noyon (Espiard, 2002).

2.3-Développement
Il faut environ 200 jours a partir de la pollinisation pour atteindre une maturation complete
(stade tamr ). Au cours de sa formation et de sa maturation, le fruit passe a travers
plusieurs phases distinctes, chacune d'entre elles se distinguant par une ou plusieurs
caractéristiques particulieres, physiquement et chimiquement, qui sont représentées sous
forme généralisée aux figures, (Barreveld, 1993).
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Figure 5.Formation et maturation de la datte (Bousdira, 2007).
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2.3-Composition de la datte

La teneur en eau de la datte est liée a la variété, au stade de maturation et au climat. Elle
est entre 8 % et 30 % du poids de la chair fraiche avec une moyenne d’environ 19 %
(Matallah, 1970).

La teneur en eau de quelques variétés de dattes de la région fliache (biskra), en%
(Khenfar, 2004) est mentionnée dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Le teneur en eau de quelques variétés de dattes de la région fliache (biskra).

Variétés Consistance teneur en eau (%)
Deglet-nour Demi-molle 22 ,60
Mech-Degla Séche 13,70
Ghars Molle 25,40

La datte est I’'un des fruits riche en sucres qui existent sous deux forme saccharose (dattes
séches) et sucres réducteurs fructose et glucose (dattes molles), les dattes demi molles
contenant les deux forme des sucres comme Deglet Nour Pour la majorité des dattes
connues, la teneur en sucres totaux ne varie pas largement. Elle est située dans une
moyenne de 74 & 87 kg par 100 kg de matiere séche (Barrevald W.H., 1993).

Les dattes sont caractérisées par une faible teneur en protéines. Cette teneur varie entre
0,38 et 2,5% du poids sec (Razi,1993).

La teneur en lipides dans la datte est évaluée a 0,27%, soit 0,32 % de matiére seche .Cette
teneur est I1égérement supérieure a celles trouvées par Al-hooti et al. (1997), qui estiment la
teneur en lipide dans les dattes emiratiennes entre 0,1 et 0,2 % de matiére séche. Cette
différence peut étre due a la variété de la datte. (Noui , 2007).

La datte ne constitue pas une source importante de vitamines. La fraction vitaminique se
caractérise par des teneurs appréciables de vitamines du groupe B, des précurseurs
immeédiats des coenzymes indispensables a toutes les cellules vivantes et jouent un role
primordial (Vilkas, 1993).

La datte est I'un des fruits les plus riches en éléments minéraux essentiellement le

potassium, le magnésium, le phosphore et le calcium (Siboukeur, 1997).

21




Revue Bibliographique

2.4-Valorisation des dattes

Aujourd’hui, grace aux procédés biotechnologiques, il est possible de mettre sur le marché
local et méme international, une nouvelle génération de produits (Figure 6). Effectivement,
les produits et sous-produits du palmier dattier, riche en sucres fermentescibles (65 %),
constituent des substrats de choix pour la production de nombreuses substances a forte
valeur ajoutée dont I’impact socio-économique est considérable tant du point de vue de la
création d’emplois que de la mise a la disposition des consommateurs de substances
stratégiques fortement prisées et souvent importées a coup de devise forte. De nombreux

micro-organismes, bactéries, champignons filamenteux et levures sont susceptibles d’étre

Chapitre IV: Les dattes

produits en masse a partir de différents substrats carbonés (Touzi, 2001).
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Figure 6 . possibilités de valorisation industrielle des dattes (Estanove,1987 ).
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2.5-Les déchets de dattes
Les déchets de dattes qualifiées de « perdues » sont des dattes qui ne sont pas consommeées
par les humains, soit du fait de leurs faibles qualités gustatives, soit du fait de leurs textures
« rébarbatives » (trop dures), soit tout simplement parce qu’elles sont négligées au profit
d’aliments plus attractifs (Estanove, 1990).
3-Méthodes d’optimisation :

La planification expérimentale est utilisée dans la biotechnologie actuelle grace a son
applicabilit¢ facilitée par I’informatique (Reddy et al., 2008). Ces plans sont
particuliérement appliqués dans les processus d’optimisation de la fermentation des
cultures.
La démarche expérimentale traditionnelle (one variable at a time) qui consiste a faire
varier successivement un seul facteur en maintenant les autres constants, est long et
colteuse. De plus, lorsque un grand nombre de variables est considéré, elle est incapable
de détecter I’optimum réel et ne prend pas en compte les interactions entre les facteurs
(Hajji et al., 2008; Kammoun et al., 2008). Les limites d’une telle méthode sont évitées par
I’utilisation des plans statistiques (les plans expérimentaux factoriels) qui permettent de
mesurer 1’effet de plusieurs facteurs ainsi que les interactions entre ces facteurs (Kammoun
et al., 2008).
Les modeles statistiques pour optimiser les composants et les conditions des milieux de
cultures sont de plus en plus utilisés pour les bactéries (Tari et al., 2006; Oskouie et al.,
2008; Reddy et al., 2008; Rai et Mukherjee, 2010), les cellules animales (Castro et al.,
1992) et les moisissures (Hajji et al., 2008; Kammoun et al., 2008).
Les plans d’expériences les plus utilisés sont les plans factoriels fractionnaires type matrice
de Plackett et Burman (1946) et le plan composite centré type plan de Box et Wilson
(1951).
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3.1-Modele Plackett-Burman

En réalité, plusieurs facteurs peuvent influencer un processus donné, mais cela ne signifie
pas que tous ces facteurs ont des effets significatifs entre elles. Les facteurs qui ont plus
d’effet sur le processus sont plus considérés que ceux qui influent légeérement, car les
premiers sont essentiels au bon fonctionnement du processus. La premiére étape pour
optimiser un procédé consiste a identifier les facteurs qui ont des effets significatifs sur le
processus. Le modele Plackett-Burman1946, qui est un modele factoriel fractionnaire a
deux niveaux a été largement utilisé pour I’évaluation de I’effet des différents facteurs dans
de nombreux processus de fermentation (Kennedy et al., 1999). Le modele est utilisé pour
démarrer I'optimisation par un dépistage d'un grand nombre de facteurs Xi qui peuvent étre
susceptibles d'influencer la réponse Y (Lewis et al., 1999). Chaque facteur peut prendre
deux niveaux (-lou +1) pour la concentration minimale et maximale respectivement
(Deming et Morgan,1988).

Afin de determiner si les facteurs ont un effet significatif ou non; une simple forme

polynomiale du premier degré est proposée: Y=80+2piXi.

Il est nécessaire de déterminer si elles sont statistiquement significatives. L'effet i ayant la
plus grande valeur absolue correspond a I'élément le plus significatif Xi (Taguchi et
Konishi, 1987).
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1-Matériels biologiques
La mise en évidence de la production de protéases par différentes souches a été testé sur
milieu gélose au lait, il s’agit de Aspergillus niger, Rhizopus sp , Trichoderma sp et
Paecilomyces sp.
La reactivation des souches préalablement citées est réalisée du PDA (voir annexe 1)
coul¢ dans des boites de Pétri sous les conditions d’asepsie par repiquage au centre. La
culture fongique est incubée a 28+2°C pendant 5-7 jours.

1.1- Mise en evidences des souches protéolytiques
La présence d’une activité protéolytique a été réalisée sur le milieu au lait gélosé. Les
colonies appartenant aux champignons filamenteux sont ensemencés sur le milieu sélectif :
lait gélosé (voir annexe 2). Un lait écrémé (liquide) est utilisé a cause de sa composition
riche en protéines. Les moisissures sont repiqués au centre ; ’incubation a lieu a 30°C
pendant 3jours. Le diamétre des zones d’hydrolyse de chaque colonie des quatre souches
testées et la comparaison entre elles, nous a permis de sélectionner la plus protéolytique.
Ce milieu (la gélose au lait) présente plusieurs avantages tels que la simplicité dans la
préparation, la variété et la richesse en protéines et le faible colt (Smith, Gordon et
Clark,1952). L’utilisation de ce milieu permet la mise en évidence de [Dactivité
protéolytique par 1’apparence d’une zone d’hydrolyse claire autour de la colonie
productrice (Anagnostakis et Hankin, 1975; Harrigan et McCance, 1976).

1.2-La fermentation

1.2.1-L’inoculum
L’inoculum correspond a la suspension sporale de la souche fongique sélectionnée,
présentant une activité proteolytique importante et une croissance rapide. L’inoculum est
prépare par addition de 10 ml d’eau physiologique stérile aux souches cultivées pendant 7
jours sur milieu PDA en Erlenmeyer. Les spores sont récupérées superficiellement en
utilisant une agitation rigoureuse a I’aide d’un barreau magnétique sous des conditions

aseptiques.
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1.2.2-Dénombrement des spores
Le nombre de spores ensemencé est déduit a I’aide d’une courbe d’étalonnage. (Voir
annexe 3).

1.2.3-Préparation des milieux de fermentation

Le milieu de culture est préparé a partir de déchets de datte préalablement séchés a 1’air
libre (25 — 30°C) puis broyés a I’aide d’un moulin électrique ménagé de maniére a obtenir
une farine avec des particules de : Imm. Cette derniére est stockée a 4 C° dans des flacons
pour minimiser les réactions hydrolytiques. La farine de dattes est suspendue dans de
l'eau distillée. L’extrait soluble utilisé dans la préparation du milieu de culture, est préparé
a partir de poudre de déchets de datte mis en solution dans 500 ml d’eau distillée. Deux
concentrations ont étes testées (2%) et (5%).
La préparation du milieu de culture de base est préparée comme le montre le schéma

suivant (Figure 7) :
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Les déchets de dattes

Dénoyautage

<

Séchage

<

Broyage

<

Farines

<

L’extrait de farine

Milieu Milieu
de base de base
5% 2%

Figure 7 : Préparation de milieu de base.
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2-Méthode statistique
2.1-Plan expérimental (Plackett et Burman, 1946)

L’enrichissement du milieu de culture, de base a été réalisé en adoptant une planification
expérimentale, il s’agit des matrices de Plackett et Burman (1946). Ces derniéres
permettent de sélectionner les facteurs influengant la production de 1’enzyme

protéolytique. Ces matrices sont basees sur des blocs incomplets équilibrés (B.I.E). Ce sont
des matrices carrées (dites matrices dHADAMARD), ne contenant que des éléments égaux
a +1 ou -1, les facteurs de la derniére combinaison étant toujours pris au niveau -1 (tableau
4).Ces matrices sont construites par permutation circulaire, a partir d'un générateur de base
(tableau 5). Dans la présente étude, une matrice pour 7 facteurs, soit 8 combinaisons a été
utilisée, mais afin de pouvoir garder une réserve statistique pour I'évaluation de l'erreur. 5

facteurs réels seulement et 2 facteurs irréels (erreurs) ont été étudiés (Tableau 6).
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Tableau 4 : structure de plan de Plackett et Burman pour 1’étude des 7 facteurs

N° d'essais : Facteurs

X4 X, X3 X4 Xs Xs Xy
1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
2 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1
3 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1
4 +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
5 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1
6 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1
7 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1
8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

Tableau 5 Geénérateur des matrices pour N=8, 12,16 et 20 essais selon Plachett et Burman
1946.

N=8 + + + - + - -

N=12 + + - + + + - - - + -

N=16 + + + + - + - + + - - + - - -

N=20 + + - -+ + ++ -+ -+ - - - -+ + -
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Tableau 6 : Relation entre les niveaux codés et les niveaux réels des facteurs.

FACTEUR NIVEAU - Niveau +
X; : Corn-steep liquor 0 2%

X, : pétales de fleurs 0 2%

Xs: Erreur - -

X, : concentration du milieu de | 2% 5%
base (les dettes declassees)

Xs: Erreur - -

Xe : extrait de levure 0 2%

X7 : Sels :

- MnSO, 0 0,59/L
- FeSO, 0 05g/L
- Mg SO, 0 05g/L
- Zn SO, 0 05g/L
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2.2-Conduite de la fermentation

Les cultures sont réalisées dans des Erlen-meyers de 250 ml a raison de 40 ml par erlen, les
facteurs sont ajoutés dans chaque Erlen meyer selon le plan de Plackett et Burman. Ces
facteurs sont le déchet de datte , pétales de fleurs Galactite tomentosa , extrait de levure ,
Corn-steep liquor et les sells (Mn SO, , FeSO,4 , Mg SO, et Zn SO,4) avec une agitation

et ajustementde pHa5.

Puis stérilisées al10C° pendant 20 min. Apres refroidissement, I’ensemencement des
milieux de cultures est réalisé avec une suspension de spores & raison de 10° spores par 1
ml de milieu de culture.

Les Erlen-meyers ensemencés et fermés avec du coton cardé et du papier aluminium
sont ensuite incubes a 30 C° pendant 72 h sous agitation (150 rpm). Les pH sont mesurés

apres la fermentation.

2.2.1-Détermination de la biomasse

Les poids humides et secs de la biomasse est déterminé a la fin des fermentations aprés
filtration sur papier Whatman n° 2 Les échantillons sont séchés a 70 °C jusqu’a poids

constant puis peses pendant 3jours.

2.2.2- Dosage de I’activité protéolytique

L’activité protéolytique est déterminée par action de I’enzyme sur la caséine (substrat de la

réaction). La tyrosine est libérée avec d’autres acides aminés (Mathieu, 2005).
¢ Principe

Les protéases catalysent I’hydrolyse des protéines et les polypeptides en libérant des acides
aminés libres et des peptides simples, qui se trouvent dans la phase soluble. Les molécules
non hydrolysées sont précipitées par le TCA. La tyrosine est libérée est utilisée comme
standard de dosage colorimétrique de 1’activité protéolytique a 1’aide du réactif de Folin-

Ciocalteu. Celui-ci réagit avec la tyrosine pour donner par reduction un complexe bleu.
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e Réaction enzymatique

L’activité protéolytique est déterminée par utilisation de la caséine comme substrat (Lenoir

et Auberger,1977) . Le mélange réactionnel est préparé comme suit :

- 1 ml de I’extrait enzymatique.

- 1,5 ml du tampon phosphate 0,2M (pH 5).

- 2,5 ml de la solution de caséine dans le citrate de sodium (0,02 M) a pH 5,5.

Apres agitation, le mélange est incubé a 40°C au bain marie pendant 1 heure. La réaction
est ensuite arrétée par addition de 5 ml de TCA a 4%, ce qui entraine la précipitation des
protéines non hydrolysées. Le mélange est laissé reposer 15 a 20 minutes, puis filtré sur du

papier Whatman n° 2 pour avoir le filtrat.

e Protocole de dosage de I’activité
Les composés azotés non protéiques solubles dans le filtrat sont dosés comme suit :

- 0,5 ml du filtrat.
- 2,5ml de Na;CO3 (0.2M).
- 0,25 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué a 50%.

Les mélanges sont bien agités et laissés reposer a température ambiante et a 1’obscurité
pendant 30 min. L’absorbance de la coloration bleue développée est lue & 750 nm.
L’activité est calculée par référence a un courbe étalon de la tyrosine préalablement établie

comme standard (voire annexe 4).

Le blanc réactionnel est préparé de la méme maniere que [’échantillon sauf que

I’incubation ne se fait car le TCA (4%) est rajouté avant le substrat.

32



Matériel et méthodes

2.2.3-Dosage des protéines
e Principe

Les protéines sont dosées par la méthode de Lowry et al., (1965) dont le principe de base
est fondé sur la résultante de deux réactions.

Dans le premier temps, la présence de sulfate de cuivre en milieu alcalin entraine la
formation d’un complexe entre 1’ion cuivrique et la liaison peptidique avec apparition
d’une coloration violette proportionnelle a la quantité d aminoacides présentes dans le
milieu (réaction de Biuret).

La deuxieme réaction résulte de la réduction de tyrosine et tryptophane qui sont les
groupements chromogénique dans les protéines par le constituant actif du réactif de Folin-
Ciocalteu I’acide phosphomolybdo-tungstique pour donner naissance a un Complexe bleu.

e Les solutions utilisées

- Solution A : 2% Na,CO3 a dans le NaOH (0,1N)
- Solution B: 1% CuSOQOy, 5H,0 a dans ’eau distillée.
- Solution C : 2% tartrate double de sodium et de potassium dans I’eau distillée.
- Solution du mélange M :
-20 ml de la solution A
-1 ml de la solution B
-1 ml de la solution C

- Solution E : réactif de Folin-Ciocalteu dilué au 1/10eme.
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e Protocole de dosage des protéines

Iml de I’échantillon dilué au 1/10 (100ul d’échantillon +900ul de tampon), puis on ajoute
1ml du mélange M. On laisse reposer 15 minutes puis on ajoute 3 ml du réactif de Folin-
Ciocalteu .on agite juste apres et on incube 45 minutes a température ambiante et a
I’obscurité. La lecture de I’absorbance se fait a 750 nm au spectrophotometre en se

référant a la courbe d’étalonnage préalablement établies avec différentes concentrations de

BSA , (voire Annexe 4).
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Résultats& Discussion

Cette partie expose 1’ensemble des résultats obtenus portant sur I’optimisation d’un milieu
de culture pour la production d’une protéase acide par Aspergillus niger.

Les cultures s’effectuent en "batch". La couse d’optimisation de milieu c’est que la
grande majorité des micro-organismes industriels sont chimiohétérotrophe et donc il est
nécessaire d’apporter dans le milieu une source de carbone, d’azote et des sels minéraux.
Avant toute procédure d’optimisation des conditions de culture, une sélection préliminaire
des souches les plus protéolytiques est necessaire pour une meilleure orientation du travail.
1-Reéactivations des souches

Les souches sont réactivées sur milieu PDA

Figue.8: Réactivation de la souche Figue.9: Réactivation de la souche

Aspergillus niger Rhizopus sp.

Figue.10: Réactivation de la souche Figue.11 : Réactivation de la souche

Paecilomyces sp. Trichoderma sp.
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2-Mise en évidence de I’activité protéolytique

La mise en évidence de [I’activité protéolytique a été effectuée par culture sur milieu
gélose au lait résulte I’apparition des zones de protéolyse (anneau clair) autour des colonies
est le résultat de la réaction d'hydrolyse des protéines qui donne des acides aminés solubles
utilisables. Le diamétre de cette zone est lié a la quantité des protéases extracellulaires
produite par chaque champignon (tableau 7).

2-1 Sélection de la souche

Les tests de protéolyse réalises sur le lait gélosé ont permis la mise en évidence de
I’activité protéolytique chez deux moisissures parmi les quatre souches testées. Une
premiere souche est caractérisée par des zones d’hydrolyse autour du mycélium : c'est
celle du genre Paecilomyces sp qui présente une zone d’hydrolyse considérable et non
négligeable (tableau 7) mais sa croissance est tres lente par rapport a Aspergillus niger. De ce
fait, elle n’a pas été retenue.
Alors qu’Aspergillus niger est caractérisé par une zone d’hydrolyse de diamétre variant
entre 1,2 et 2,8 cm (tableau 7). Ces résultats permettent de considérer cette souche comme
la moisissure productrice de protéases exocellulaires. Cette derniére est retenue pour la

suite du travail.

Aspergillus niger est I’une des espéces les plus utilisees dans la production des enzymes.
En effet, I’optimisation de milieu de culture pour la production d’alpha-amylase produite
par Aspergillus niger présente 1’'un des exemples a donner satisfaction quand a cette espéce

(Djekrif-dakhmouche et al.,2006).
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Tableau n° 7 : Activité protéolytiques testées sur le lait gélosé des quatre souches.

La souche Le temps Les résultats

d’incubation

Formation de la zone
Aspergillus niger claire

Apres le deuxieme

jour d’incubation.

d =1,7cm

formation de la zone

claire

Paecilomyces sp. Apres le deuxieme

jour d’incubation.

® =1,1cm
Trichoderma sp Absence de la zone
claire
Rhizopus sp Absence de la zone
claire
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3-L’optimisation de la production de la protéase acide
3.1-La production de la biomasse
La croissance d’A. niger donne une morphologie différente Sur milieu liquide que le milieu

solide, elle donne un mycélium creme & jaune .sous forme imbriqué par simple filtration
En SmF, (figure.15).

(1) ()

(2) (6)
©) (7)
(4) (8)

Figure 12: Aspect d’Aspergillus niger sur culture liquide.
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3.2-Résultats du pH

La plupart des champignons se développent & des pH plus ou moins acides (Berthier et
Valla, 1998 ).Outre la croissance, le pH joue un réle primordial dans la production de
métabolites ( Larpent, 1991).

Les résultats du pH sont mentionnés dans le Tableau n® 8. Une diminution de pH dans la
plupart des essais a été noté. Cette diminution peut étre due a une libération d’acides
organiques dans le milieu (Botton et al., 1990) . La variation du pH affecte la perméabilité
membranaire et entraine un ralentissement de 1’activité enzymatique et de la croissance
(Bourgeois., Mescle et al. 1996). Et selon Badid et al., (2001). Les souches d’Aspergillus
niger ont un optimum de croissance & pH 4. Des résultats similaires ont été trouves par
Singh et al., (1994), utilisant la fermentation sur milieu liquide pour produire la protéase

acide d’A. niger.

Tableau 8 : Les variations de pH

Numéro de |1 2 3 4 5 6 7 8
I’expérience

pH avant 5 5 5 5 5 5 5 5
I’ensemencement

pH apres

fermentation

Essai 1 3,17 12,55 |3,16 |3,09 3,33 4,72 2,85 3,37
Essai 2 3,14 2,44 3,50 |3,39 3,85 4,21 3,08 |3,01
Moyenne 3,15 | 249 3,33 3,42 | 3,59 4,46 2,96 3,19
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4- L’effet des facteurs

L’effet des facteurs étudiés sur la biomasse, les protéines et I’activité protéolytique est
déterminer par ’analyse statistique et la modélisation des résultats qui ont permis de
mesurer I’effet de chaque facteur et son niveau de signification sur la croissance et la

production de la protéase acide et les protéines.
e Traitement statistique des résultats

L’analyse statistique et la modélisation des résultats expérimentaux a 1’aide du logiciel «
Minitab 15 » ont permis de mesurer 1’effet de chaque facteur par le calcul du coefficient de
corrélation et son niveau de signification sur chaque réponse par la mesure de la probabilité
(P): Le principe d’exploitation consiste a calculer les coefficients du modele polynomial ,
plus sa valeur absolue est élevée, plus le terme correspondant (facteur simple ou
interaction) a une influence importante sur la réponse étudiée. S’il est faible, il a peu ou pas
d’effet. S’il est négatif, dans ce cas I’augmentation de la valeur du facteur entraine une
diminution de la réponse. La signification statistique est déterminée grace au test de
probabilité (P):

[ P<0,3: le résultat est significatif, donc le facteur est retenu.

71 P>0,3: le résultat est non significatif, donc le factaur ne présente pas un effet important

sur la réponse ce qui I’exclue de 1’étude.
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Tableau 9 (a,b,c) : Biomasse seche, activité protéolytique et protéines produites

selon le plan de Plackett et Burman

Tableau 9a : biomasse séche selon le plan de Plackett et Burman.

N° d'essais Facteurs Biomasse
X, X, X; Xs Xs Xs X; seche (g /1)

1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 0,565

2 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 0,995

3 -1 1 +1 +1 +1 -1 +1 0,430

4 +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 1,725

5 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1 0,835

6 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 1,020

7 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1 0,365

8 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 0,145

Tableau 9b : Activité protéolytique selon le plan de Plackett et Burman .

N° d'essais Facteurs Activité
X X, X3 Xy Xs Xs X; | protéolytique (U)

1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 58,60

2 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 74,30

3 -1 1 +1 +1 +1 -1 +1 91,60

4 +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 227,77

5 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1 650,20

6 +1 1 +1 -1 -1 +1 +1 330,00

7 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1 283,80
8 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 21,50
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Tableau 9c : Protéine selon le plan de Plackett et Burman.

Résultats& Discussion

N° d'essais Facteurs protéine (mg/ml)
Xa X; X3 Xa Xs Xe X;
1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 4,30
2 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 4,90
3 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 1,49
4 +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 3,08
5 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1 1,55
6 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 7,50
7 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1 6,85
) 1 1 -1 -1 -1 -1 -1 0,87
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Tableau 10a : Etude statistique de 1’effet des facteurs testés sur la production de la

N° du facteur Nom du
facteur

biomasse.

Effet (de -a +)

Valeurde T

1 Corn-steep 0,3175 1,74 0,224
liquor

2 Pétales de -0,14 -0,77 0,523
fleurs

4 concentration 0,2375 1,30 0,323
du milieu de
base (les dettes
déclassées)

6 extrait de 0,7675 421 0,052
levure

7 Sels -0,195 -1,07 0,397
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Les résultats de biomasse ainsi que leur analyse statistique sont mentionnés dans le
Tableau n°® 9a. D’aprés ce tableau, le poids du mycélium sec d’Aspergillus niger dans la
culture liquide varie de 0,145a 1,725 g/l. La simple observation de ces resultats montre
que la meilleure croissance est enregistrée dans 1’essai n°4 contenant le corn steep liquor,
extrait de levure et 5% de déchet de dattes alors que la plus faible croissance est obtenue

dans I’essai n°8 dans le milieu de base.

4.1-Effet sur la biomasse

Dans le (Tableau n°10a) ; L’effet de corm-steep liquor est significatif sur la croissance de
la moisissure. En effet la présence de corm-steep liquor entraine une augmentation de
biomasse (p=0,224). Ces résultats est confirmé par 1’étude de Benkahoul ,(2002) .ce
facteur est suivi par ’extrait de levure qui a un effet positif et hautement significatif sur la
croissance mycélienne (p=0,052). Par contre La concentration de milieu de base a5 % a
un effet positif mais non significatif sur la croissance mycélienne (p=0,323). En effet, la
concentration des déchets de dattes de 2% apparait suffisante pour la croissance de notre
moisissure et donc ’augmentation de cette source de carbone n’apporte pas un effet
significatif supplémentaire, ce qui permet de dire que la concentration de 2% est largement
suffisante pour la croissance d’A4. niger dans ces conditions de travail. Avec Les pétales de
fleur (p=0,523) et les sels (p=0,397) les deux présentent un effet négatifs mais qui n’est
pas significatif.

Cette suplementation du milieu de base par une source azotée permet d’équilibrer le milieu
pour permettre un bon développement du microorganisme ( Badid et al.,, 2001).
L’optimisation physico-chimique du milieu augmente significativement la production de
biomasse produite par différentes souches d’Aspergillus niger cultivées sur 1 litre de CSL
concentré a 10 % . L’extrait de levure représente une valeureuse source de nutriments et de
facteur de croissance, étant utilisé dans la majorité des milieux de culture par son précieux
contenu en aminoacides, 1’extrait de levure peut contribuer a la stimulation de la croissance
des bifidobactéries dans le lait et, aussi, a 1’amélioration de la viabilité de ces bactéries

dans les produits laitiers acides (Sommer, 1996)
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Tableau 10b : Etude statistique de ’effet des facteurs testés sur la production de protéase

acide.

N° du facteur Nom du Effet (de-a+) ValeurdeT
facteur

1 Corn-steep 15,64 0,13 0,912
liquor

2 Pétales de 99 0,79 0,510
fleurs

4 concentration -95,7 -0,77 0,523
du milieu de

base (les dettes
déclassées)

6 extrait de 206,7 1,66 0,239
levure
7 Sels 243,36 1,95 0,190
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L’activité protéolytique varie de 21,50 U a 650,20 U (Tableau 9b). L’activité
protéolytique la plus importante est constatée dans 1’essai n°S ou le milieu de base est
enrichi par I’extrait de levure, les pétales de fleur, la concentration de milieu de base étant
a 2% et les sels. La composition de ce dernier semble favorable pour la production de la
protéase acide (659,20U).

Au contraire, I’activité la plus faible est obtenue dans 1’essai n°8 le milieu de base.

4.2-Effet sur la protéase acide

L’enrichissement de milieu par les sels influe positivement sur la production de la protéase
acide, I’influence est significative (p=0,190), I’extrait de levure également a un effet
positif important sur la production d’enzyme (p=0,239). Quand au corn steep liquor
(p=0,912) et les pétales de fleur (p=0,510) ainsi que la concentration de milieu de base
(p=0,523) ont un effet qui positif mais pas significatif sur la production de I’enzyme
(Tableau 10b).

La suplementation de milieu de base en source azotée et en sels minéraux et la
concentration des minéraux sont inspirées de la bibliographie (witteveen et al .,1990 ).
L’effet significatif de I’extrait de levure sur la production d’enzyme est confirmé par les
résultats de beaucoup d’études testées par d’autres chercheurs qui ont permis de produire
des enzymes amylolytiques. L’amylase produite par Aspergillus niger est obtenue a 5 g/l
de milieu (Zhu et al.,2004), alors que le maximum d’activité amylolytique produite par un
Bacillus est obtenu avec 20 g/l Teodoro et Martins , ( 2000).

Le MgSQO, joue un role dans le métabolisme des champignons est principalement lié a
I’activation de plusieurs variétés de systémes enzymatiques. Par ailleurs, il contribue a la
formation et au fonctionnement de la membrane des moisissures. Il se lie a I’ATP et a

1’ADP et joue un réle dans le transport du phosphore (Francis et. Khasraji, 1991) .
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Cette signification aussi confirmé par des études comparatives de la production de la
protéase neutre par Aspergillus oryzae permis de sélection les sels on un effet significatif
sur la production de protéase (Belmassikh,2011 ).

D’apres Bensmail, (2011) L’application du plan factoriel fractionnaire a I’optimisation de
la production de la protéase acide d’A. niger, a permis de déterminer I’influence
significative de la quantité de sels (CaCl,) dans le milieu et donne une activité coagulante
de 582 US/g.

Selon la littérature, des concentrations faibles ou élevées, ainsi que la combinaison des sels
ont des effets remarquables sur les activités métaboliques des microorganismes puisqu’ils
augmentent les rendements de production des métabolites et favorisent la croissance

microbienne (Tunga et al., 1998).
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Les résultats des protéines (Tableau9c) montrent que le meilleur taux de protéines (mg/l)
est obtenu dans 1’essai n° 6 (7,50) qui contienne le corn steep liquor, I’extrait de levure, les
sels et la concentration de milieu de base a 2 % alors que le faible taux est constaté dans
’essai n°8 qui n est pas enrichi.
4.3-Effet sur les protéines

L’analyse statistique des résultats (Tableau 10c) révéle que la présence de corn steep liquor
influe de maniére significative (p =0,248) sur la production des protéines. Les facteurs
possédant un effet non significatifs sont la concentration de milieu de base (p=0,818 ),
I’extrait de levure (p=0,703), les sels (p=0,649) et les pétales de fleur (p=0 ,619). Le corn
steep est riche en azote. En effet, I’azote est un élément indispensable a la constitution des
molécules de protéines, d’enzymes et des acides nucléiques (Scriban, 1993) Ce méme
résultat est confirmé par les travaux de benaamon et al. (2004),  Badid et al.(2001)
,(tableau10c).
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Tableau 10c : Etude statistique de I’effet des facteurs testés sur la production des

N° du facteur Nom du
facteur

proteines.

Effet (de-a+) ValeurdeT

1 Corn-steep 3,23 1,61 0,248
liquor

2 Pétales de 1,164 0,58 0,619
fleurs

4 concentration 0,524 0,26 0,818
du milieu de
base (les dettes
déclassées)

6 extrait de 0,88 0,44 0,703
levure

7 Sels 1,06 0,53 0,649
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5-Expression des réponses sous forme d’équation

Les résultats de 1’activité protéolytique peuvent étre présents par une équation
polynomiale du premier degré ayant la forme suivante :

y=Bo+B1 X1+ By X o+ B3 X3+ By X4+ Bs X5+ Bg X6+ B7 X7

e Activiteé protéolytique
L'éguation obtenue pour la production de protéase :

y1 =217+ 7,8 X; +49,5 X, -47,9 X4 + 103 X5 + 122 X7
e Biomasse
Yy, =0,760 + 0,159 x, - 0,0700 x, + 0,119 x, + 0,384 X - 0,0975 X5

e Protéine

3,82 +1,61x; +0,58 %, +0,26 X4 + 0,44 X5+ 0,53 X7
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Conclusion et Perspectives

Le but de cette étude est la production de la protéase par une moisissure filamenteuse,
Aspergillus niger sur le milieu liquide (SmF). Les résultats obtenus montrent que les
déchets des dattes utilisés comme milieu de base constituent un substrat convenable pour la
croissance de la moisissure a cause de leur richesse en sucres et en protéines. Ces sources
carbonées et azotées conviennent donc aussi bien a la croissance microbienne qu’a la
production de métabolites. Dans ce cas, la protéase acide.

La production de I’enzyme par A. niger a commencé par un test sur la capacité de la
souche a produire des protéases. La mise en évidence de I’activité est réalisée sur le
milieu gélose au lait ou une zone d’hydrolyse considérable a été noté avec une croissance
de la moisissure jugée rapide.

L’optimisation du milieu de culture en réalisant les expériences dans le cadre d’un plan
statistique pour la sélection des facteurs d’enrichissement ayant un effet significatif a été
réalisé. Pour cela, cing facteurs sont utilisés : la concentration de milieu de base, corn steep
ligour, I’extrait de leveur, les pétales de fleurs et les sels et deux facteurs erreurs.

L’analyse statistique des résultats de la matrice Plackett et Burman et la modélisation
selon une régression linéaire multiple ont permis de sélectionner les facteurs influencant la
production de protéase acide, de la biomasse et des protéines. De ce fait, la production de
la protéase acide a montré la nécessite d’utiliser 1’extrait de levure et les sels.

Ces résultats exigent d’autres études et ouvrent de nouvelles perspectives :

Tester les différents déchets agroalimentaires pour la production des différentes
substances par des souches fongiques.

Utilisation des méthodes statistiques facilites le travail et donne des résultats exacte.

® A niger ala capacité de produire des protéases.

e Les résultats obtenus montrent que les déchets des dattes utilisés comme milieu de
base constituent un substrat convenable pour la croissance de la moisissure a cause

de leur richesse en sucres et en protéines.

e [’analyse statistique des résultats de la matrice Plackett et Burman ont permis de
sélectionner les facteurs influencant la production de protéase acide, de la biomasse
et des protéines. De ce fait, la production de la protéase acide a montré la

nécessite d’utiliser 1’extrait de levure et les sels
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ANNEXE 01
e Potato Dextrose Agar ( PDA)

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

alimentaires et autres produits (Guiraud, 1998).

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

- Infusat de pomme de terre (2 partir de 200 g de pomme de terre).......... 49
S GIUCOSE. .ot 209
R Y 2 LY. 159

pH final 5,6 £ 0,2 a 25°C

Stérilisation a 1’autoclave : 121°C pendant 15 min .
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ANNEXE 2

e Milieu au lait gelose

Le lait gélosé est un milieu utilisé pour la mise en évidence de I’activité protéolytique.

| I Y L PR 100 ml
N 209¢
Bau distillée Sterile. .. ..o 1000 ml

- Dissoudre I’agar dans les flacons.

- Compléter chaque flacon avec de 1I’eau distillée

- Agiter jusqu’a homogénéisation pour obtenir I’eau gélosée
- Stériliser 20 minutes a 121°C.

- Apreés stérilisation, ajouter le lait écrémé stérile juste avant ’utilisation du milieu.



ANNEXE 03 :

absorbance & 650 nm
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Courbe étalon des spores d’Aspergillus niger



ANNEXE 04 :

La courbe d’étalonnage de tyrosine

Annexes

Absorbance

1,2
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-0,2

La courbe d'etalonnage de tyrosine
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y=11,97x
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e La courbe d’étalonnage des protéines
La courbe d'etalonnage de proteine
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035 y= 0,661x
' R2=0,999
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&
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2
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Courbe d’étalonnage de protéine
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Annexe 5

e Plan d’expériences de Plackett et Burman

Mathématiquement 1’effet de chaque facteur ainsi que I’erreur est exprimé comme suit :

E =X réponses au niveau (+) - X réponses au niveau (-)

Ou E: Effet de chaque facteur ;

n : Nombre d’apparition du facteur au niveau supérieur ou inferieur, n = 4
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Résumé

La production de la protéase acide par Aspergillus niger sur une culture liquide
(SmF) est réalisée sur un milieu a base de déchets de dattes. Le milieu est optimisé
suivant une méthode statistique en utilisant un plan d’expérience. La matrices de
Plackett et Burman a N = 8 expériences et N-1 facteurs, cing réels (les facteurs de
production : la concentration de milieu de base, corn steep liqour, I’extrait de levure,
le petale de fleur et les sels) et deux erreurs. L’analyse statistique a révéle les résultats
suivants: I’extrait de levure (p=0,239) et les sels (p=0,190) ont un effet positif
hautement significatif sur la production de protéase acide .et le corn steep ligour
(p=0,224) et D’extrait de levure (p=0,052) ces deux facteur ont un effet positif
hautement significatif sur la biomasse .Et pour la production de protéine le corn steep
liquor (p=0,248) a un effet significatif. En conclusion, I’analyse statistique permet la
sélection des facteurs tels que corn steep liqour, I’extrait de levure, et les sels aussi

bien pour une bonne croissance et une meilleure activité protéolytique possible.

Mots-clés : Protéase, Aspergillus niger, fermentations liquides, déchets de dattes,

optimisation, Plakett et Burman .



Abstract

A study of the production of the acide protease by Aspergillus niger on a liquid culture
(SmF)is carried on a medium based on waste dates .the medium is optimization according
to a statistical method using an experimental design .The blackett and Burman matrices
with N=8 experiments ant N-1 factors , five real (concentration of base medium ,corn
steep liquor, yeast extract, flower petal and salts ) and two errors statistical analysis
revealed the following results ; yeast extract (p = 0,239) and salts (p = 0,190) had a highly
significant positive effect on the production of acid protease and corn steep liquor

(p = 0,224) and yeast extract(p = 0,052) both factors on the biomass. for protein production
corn steep liquor (p = 0,248) has a significant effect . in conclusion , statistical analysie
allows selection ,of factors such as corn steep liquor, yeast extract, and salts,are de most

proteolytice activity possible.

Keywords: protease , Aspergillusniger , Liquide fermentation, Dates résiduels |,

optimization , Plakett and Burman.
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