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Résumé

Les protéases, également appelées protéinases ou enzymes protéolytiques, appartiennent a un
groupe d'hydrolases. Elles peuvent étre appliquées dans de nombreux domaines industriels. Les
protéases acides sont les plus connues produites par Aspergillus niger, I’espece fongique la plus
répondu en industrie capable de synthétiser une multitude de métabolites d’intérét économique majeur,
La fermentation en milieu solide (FMS) est la méthode la plus efficace pour la production de
protéases.

Le but ultime de cette étude est d'optimiser la production des protéases par Aspergillus niger
isole selon le procéde de la fermentation solide & base des résidus agroalimentaire (son de
blé) comme substrat solide, ceci est dans le but de diminuer le co(t de production de ces
enzymes. Aussi, ces substrats sont riches en nutriments, a été optimisée de facon a obtenir la
meilleure activité protéolytique, Un essai de purification et une caractérisation biochimique de
I’enzyme ont été également effectues.

Au vu des résultats des études précédentes, montrent que la meilleure production de cette
enzyme (169.33 pg/h/ml) a été obtenue sur milieu a base de son de bl¢, humidifi¢ a un taux de
39,21% par une solution minérale Czapek-Dox a pH 4 incubé a 30°C pendant 72 heures. Il
présente une stabilité dans la gamme du pH 3,0-5,0 & 4°C pendant 24 heures dans le tampon
citrate de sodium (0,1M) et une stabilité thermique jusqu’a 50°C pendant 1 heure.

Mots clés: Aspergillus niger, Isolement, Optimisation, fermentation sur milieu solide (FMS),
Protéase acide, activité protéolytique



Abstract

Proteases, also called proteinases or proteolytic enzymes, belong to a group of hydrolases.
They can be applied in many industrial fields. Acid proteases are the best known produced by
Aspergillus niger, the most popular fungal species in industry capable of synthesizing a
multitude of metabolites of major economic interest. Solid state fermentation (SSF) is the
most efficient method for the production of proteases.

The ultimate goal of this study is to optimize the production of proteases by Aspergillus
niger using solid-state fermentation with agri-food residues (wheat bran) as a solid substrate,
in order to decrease the production cost of these enzymes. Also, these substrates are rich in
nutrients, was optimized in order to obtain the best proteolytic activity, a purification test and
a biochemical characterization of the enzyme were also performed.

In view of the results of the previous studies, show that the best production of this
enzyme (169.33 pug/h/ml) was obtained on wheat bran-based medium, moistened to a rate of
39.21% by a Czapek-Dox mineral solution at pH 4 incubated at 30°C for 72 hours. It exhibits
stability in the pH 3.0-5.0 range at 4°C for 24 hours in sodium citrate buffer (0.1M) and
thermal stability up to 50°C for 1 hour.

Key words: Aspergillus niger, Isolation, Optimization, solid-state fermentation (SSF), acid
protease, proteolytic activity
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p: Micron

aw: Activity of water

AP: Activité Protéolytique

ATP: Adenosine tres phosphate
BBC :Bleu Brillant de Coomassie
BSA: Bovin Serum Albumin

CYA: Czapek Yeast Extract Agar
HCI: Acide chlorhydrique

GRAS: Generally Regarded As Safe
FDA: Food and Drug Administration (USA)
k Da: Kilo Dalton

NaOH: Hydroxyde de sodiums
OTA: Ochratoxine A

p/v: poids/volume

PDA: Potato Dextrose Agar

pH: potentiel d’Hydrogéne
°C : dégrée Celsius

SSF: Solid-State Fermentation
T°: Température

TCA: Acide trichloracétique
U:Unité enzymatique

1.U.B: International Union of Biochemistry Bergmeyer

h : heure.



IUBMB : Union internationale de biochimie et de biologie moléculaire.

M2: Milieu aux extraits de malt et de levures.
M2S5: Milieu salé aux extraits de malt et de levures.
pm : Micromolarité

nm : nanometre

Arg : Arginine

His: Histidine

Lys : Lysine

Trp:Tryptophan

Tyr: Tyrosine

Met: Méthionine.

Phe : Phenylalanine.

sp. : Espeéce.

M-9: Medium

9 MCA: Milk-Clotting Activity

SA: sulfat d'amnium

SM : solution menirale

CD: Czapek-Dox

rpm: rotation par minute

FML : Fermentation sur Milieu Liquide
FMS : Fermentation en Milieu Solide.
SDS - sodium dodecyl sulfate

AC : Activité Coagulante.

AP : Anneau de Protéolyse
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Introduction

Introduction

Les protéases, également appelées protéinases ou enzymes proteolytiques, appartiennent a
un groupe d'hydrolases. Elles agissent comme catalyseur dans I'hydrolyse des protéines en
polypeptides et oligopeptides en acides aminés [1,3]. Les protéases occupent une position
centrale dans le commerce, représentant environ 60 % de I'ensemble du marcheé industriel des
enzymes. Elles sont largement utilisées dans les industries des détergents, du cuir, de la
pharmacie et de I'alimentation [2]. Les applications alimentaires des protéases incluent leur
utilisation dans la fabrication du fromage, la clarification de la biére, la production
d'hydrolysats de protéines, les industries pharmaceutiques et cosmétiques [3] En outre,
I'utilisation des protéases dans les systemes de traitement des eaux usées pour améliore la
déshydratation des boues [1].

Les protéases peuvent étre produites a partir de différentes sources, telles que les
champignons, les plantes, les animaux et les microorganismes [4], Les protéases microbiennes
sont plus attrayantes que d'autres sources en raison de sa simplicité des méthodes de
production et la manipulation génétique, de sa vitesse de croissance rapide et de sa grande
diversité biochimique [5].

Cependant les sources fongiques particulierement les champignons filamenteux sont les
plus exploités pour la production d'enzymes industrielles en raison de leur capacité a se
développer sur un substrat solide et a produire une large gamme d'enzymes extracellulaires.
Parmi les nombreux avantages offerts par la production d'enzymes par des champignons,
citons le faible colt des matiéres premieres associé a une productivité élevée, une production
plus rapide et la facilité avec laquelle les enzymes peuvent étre modifiées. De plus, les
enzymes, étant normalement extracellulaires, sont facilement récupérables dans les milieux
[6]. Aspergillus niger est un organisme de choix, en raison de son caractére omniprésent, une
exigence nutritionnelle non fastidieuse, son adaptation aux cultures a base des substrats
solides peux couteux, facilitant ainsi I’extraction et la récupération des protéases
extracellulaires a partir des milieux de fermentation avec des rendements rentables tout en
réduisant les colts d’exploitation [7].

Pour la production de protéases a partir d’ Aspergillus niger, des techniques de
fermentation a I'état solide et immergée sont utilisées [8]. Cependant, la fermentation a I'état
solide est une méthode preférée pour la production de protéases acides par Aspergillus niger.
La caracteéristique essentielle de la fermentation sur substrat solide (SSF) est la croissance de
micro-organismes sur un substrat majoritairement insoluble sans phase liquide libre. Les
substrats utilisés dans (SSF) sont généralement des tourteaux dégraissés et d'autres sous-
produits agricoles [9].

Les conditions environnementales et nutritionnelles exercent une influence considérable sur
la croissance et la production des protéases. L’optimisation de ces paramétres du procédé pour
la fermentation a I'état solide (SSF) est réalisée pour cibler cette protéase acide.les parameétres
les plus importantes sont les sources de carbone et d'azote, le temps d'incubation, la
température et le pH [10].L utilisation de dechets comme substrat dans la production
d'enzymes industrielles a rendu le processus de production économiquement réalisable [11].



Introduction

Le présent travail a porté sur I'optimisation des parametres de production, la purification et
la caractérisation des protéases produites par une souche fongique, Aspergillus niger. Ceci
pourrait ouvrir la voie a une production a I'échelle industrielle de I'enzyme, afin de répondre
aux besoins futurs.
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Synthese bibliographique Chapitre 01

Chapitre 01 : Les protéases

1. Généralité sur les enzymes

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques de nature protéique. Les catalyseurs
augmentent la vitesse d'une réaction lente ou imperceptible sans subir aucune transformation
en ce qui concerne leurs structures initiales. Le développement récent du concept des
catalyseurs au dix-neuviéme centenaire a évolué pas a pas avec la découverte de puissants
catalyseurs de source biologique. Ceux-ci ont été appelés ENZYMES et ensuite identifiés
comme protéines [12].

Les enzymes sont des protéines fabriquées par I'organisme [13].Elles sont constituées des
milliers d’acides aminés liés en une chaine linéaire. Ces acides aminés different dans leur
nature chimique, sont liés entre eux par des liens covalents appelés liens peptidigques.
L’enzyme permet l'activation ou l'accélération de réactions chimiques. Il en existerait environ
15.000 protéines chez I'homme [12].

Ces enzymes jouent un rble dans toutes les fonctions, comme la digestion avec des
enzymes intervenant des le stade buccal comme les amylases [13].

2. Définition de protéase
Les enzymes protéolytiques (protéases ou protéinases) sont des enzymes qui hydrolysent la

liaison peptidique établie entre deux acides aminés d’une chaine polypeptidique (peptides et
protéines) [14].

Substrate

cleavagesite
Substrate

C terminus

Substrate
N terminus

Py ™ P My P ™ P

Protease

Figure 01: Spécificité du substrat de la protéase dans laquelle P1 a P3 représentent les
chaines latérales d'acides aminés du site de clivage de la liaison peptidique (ligne hachée) a
I'extrémité N-terminale de la protéine ou du peptide [15].
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Leurs synthese s’effectue extracellulairement comme intracellulairement [16]. Elles sont
normalement générées comme des zymogenes inactifs (pro-enzymes), ce qui permet de
protéger la cellule contre tout effet désastreux [17]. Et selon les exigences, ces enzymes seront
converties en forme active par une protéolyse limitée [18, 19, 20,21]. Elles ont plusieurs
fonctions physiologiques, variant de la digestion générale des protéines a des processus
régulatrices plus spécifiques [22]. Les protéases représentent la seule classe des enzymes qui
occupe une place importante dans les différentes applications industrielle, médicinal,
biotechnologique, et dans les domaines de recherche [23 ,24]. Elles ont été utilisées pour la
premiére fois dans I’industrie alimentaire comme des agents de coagulation pour la
production de fromage [25]. Les enzymes proteolytiques sont omniprésentes dans tous les
organismes vivants vue leur réle essentiel dans la différenciation et dans la croissance
cellulaire. Cependant, les protéases microbiennes sont plus intéressantes que celles provenant
des sources végétales ou animales depuis qu’elles présentent les caractéristiques les plus
recherchées dans les applications biotechnologiques [26 ,24]:

»  Lasusceptibilité a la manipulation génétique.

» Lagrande diversité biochimique des produits obtenus [27].

Les microorganismes élaborent une large gamme des protéases, qui peuvent étre intra et/ou
extracellulaires [26]:

» Les premieres sont importantes dans les différents processus cellulaires et
métaboliques, tel que la sporulation, la différentiation, la maturation des enzymes et la
maintenance du réserve cellulaire en protéines.

» Tandis que les autres sont essentielles pour I'nydrolyse des sources nutritionnelles
protéiques et pour inhiber la cellule dabsorber ou d'utiliser des produits hydrolytiques

3. Origines des protéases

Les enzymes protéolytiques sont produites dans touts les étres vivant tells que les végétaux ,
les animaux et les microorganismes [16].

3.1. Protéases d’origine végetale

Les protéases d’origine végétale ont été identifiées et étudiées a partir de plusieurs familles
de plantes, telles que les Asteraceae, les Caricaceae, les Moraceae, les Asclepiadaceae, les
Apocynaceae et les Euphorbiaceae [28].

Le groupe des protéases le plus connus se retrouve dans les fruits des broméliacées [29,30].

» Labromelaine et de I’ananaine est prépare a partir des tiges et du jus d’ananas (Ananas
comosus) [31].
e Lafiscine issue de figuiers : Ficus glabrata [32,33].

» Lapapaine (active entre PH 5 et 9) est extraite du latex des fruits de la papaye carica
(Carica papaya) [34].
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Leurs productions a partir de sources végétales est un processus chronophage. D'autant plus
que la concentration des protéases dans les tissus est généralement basse [14].

Les enzymes protéolytiques extraites des plantes peuvent étre actives dans un large
intervalle de température et du pH parce que sont tres attractives [35]. Les protéases végétales
sont impliquées dans de différents aspects de la physiologie et du développement des plantes
[36].

L'utilisation de plantes comme une source de protéases est dépend de plusieurs facteurs tels
que la disponibilité des terres pour la culture et I'adequation des conditions climatiques pour la
croissance. En outre, la production de protéases de plantes est un processus de longue haleine
[37].

Les extraits de plantes ayant une activité protéolytique élevée servaient dans la médecine
Traditionnelle depuis longtemps [38], de méme que dans certains procédes industriels ou
certaines protéases végétales sont utilisées bien avant que soient connues leur nature et leurs
propriétés. Certains de ces enzymes sont actuellement utiliseés dans I’industrie alimentaire et le
domaine de la brasserie et des boissons [39]. Des kératinases se sont substituées a des produits
chimiques toxiques pour I’épilation et le confitage des peaux dans I’industrie du cuir [40]. Le
role des activités pharmacologiques des protéases des plantes a également été souligné chez
les mammiféres dans la cicatrisation des plaies, I’immune modulation, les conditions
digestives et des altérations néoplasiques [41].

3.2. Protéases d’origines animales

Les proteases les plus familieres d'origine animale sont la chymotrypsine, la trypsine
pancréatique, I'élastase, la pepsine, la rennine. Ceux-ci sont préparés sous forme pure en
grande quantités [37].

» Latrypsine est la principale enzyme digestive de l'intestin responsable de I'nydrolyse
des protéines alimentaires.

» Lachymotrypsine est préparée a partir d'extraits pancréatiques d'animaux : sa
préparation a I'etat pur est colteuse et elle est utilisée principalement dans les
applications de diagnostiques et d'analyses.

» La pepsine est une protéase acide que I'on trouve dans I'estomac de presque tous les
vertebrés.

e Laprésure est une protéase similaire a la pepsine. Elle est biosynthétisée sous forme
de précurseur inactif dans I'estomac de beaucoup de mammiféres. Elle est convertie en
rennine active par I'action de la pepsine. Elle est largement utilisée dans I'industrie
laitiere pour produire le caillé stable avec une bonne saveur.

Mais, la production des ces enzymes dépend de la disponibilité de bétail, qui est gouverné par
la politique et les bris d’agriculture [37].

3.3. Protéases d’origines microbiennes

Les micro-organismes constituent une excellente source d'enzymes en raison de leur grande
diversite biochimique et leur sensibilité a la manipulation génétique. Les protéases
microbiennes représentent les 2/3 de la production commerciale de protéases. La communauté
microbienne est privilégiée par rapport aux animaux et aux plantes pour la production de
protéases a grande échelle car ils possédent presque toutes les caractéristiques souhaitées pour
leurs applications biotechnologiques : croissance rapide et la simplicité de leur cycle de vie
pour la génération de nouvelles enzymes recombinantes avec des proprietés modifiees [37].
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» Les protéases alcalines: sont le groupe majeur des proteases produites par les
bactéries, les champignons, les levures et les actinomyceétes [37].

» Protéases fongiques: on leur porte un intérét croissant en raison de la forte diversité
et spécificité de substrat et de leur stabilité dans des conditions extrémes. Elles
présentent I'avantage d'étre purifiées du mycélium par simple filtration. Les protéases
fongiques peuvent étre produites par processus de fermentation a I'état solide. Les
protéases fongiques sont également utilisées en permettant de modifier les protéines
alimentaires [37].

» Protéases alcalines bactériennes: elles ont une grande importance commerciale dans
les industries de blanchisserie, alimentaires, du cuir et de la soie en raison de leur forte
production et de leur forte activite a pH alcalin (pH 8 a pH 12), avec une température
optimale entre 50°C et 70°C. Ces propriétés expliquent leur utilisation dans l'industrie
des détergents [37].

Les protéases d'origines microbiennes jouent un role trés important dans I'industrie
pharmaceutique, I'industrie agricole, les détergents et du cuir [14].

4. Classification des protéases

D’apres le comité de nomenclature de I'Union internationale de biochimie et de biologie
moléculaire ou (IUBMB), les protéases appartiennent dans le sous-groupe 4 du groupe
3(hydrolases) qui constituent une grande famille d'enzymes qui catalysent I'hydrolyse des
liaisons peptidiques dans d'autres protéines [42].

Les protéases peuvent étre classées selon plusieurs criteres tels que la nature de résidu
impliqué dans le site actif, la localisation cellulaire, le mode d’attaque de la chaine, le pH
d’activité et leur besoin en ATP [43].

4.1. Classification Selon le site d'action

Selon leur site d'action, les protéases peuvent étre classées en deux catégories [44]:

> Les endopeptidases (qui clivent les régions internes des chaines peptidiques)

> Les exopeptidases (qui agissent au niveau ou a proximité des extrémités peptidiques)
4.1.1. Les exopeptidases

Les exopeptidases (ou exoprotéases) sont des enzymes qui agissent uniquement au niveau
de la liaison peptidique terminale (derniére) ou de I'avant-derniére d'un polypeptide ou d'une
protéine, libérant un seul résidu d'acide aminé, un dipeptide ou un tripeptide [45].

Les exopeptidases peuvent étre classées en deux groupes en distingue [44] :

> Les amino-peptidases clivant la liaison peptidique N-terminale
> Les carboxypeptidase clivant la liaison peptidique C-terminale
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4.1.2. Les endopeptidase

Les endopeptidase sont des Enzyme qui catalysent le clivage des liaisons peptidiques
internes d'un polypeptide ou d'une protéine [45]. Et les principales enzymes dégradant les
protéines extracellulaires [43], Ces enzymes sont également trés chimio, régio et
énantiosélectives. Elles sont actives dans des conditions de réaction douces (pH 6-8) et sont
des biocatalyseurs facilement manipulables qui ne nécessitent pas la présence de cofacteurs
[46].

Les endopeptidases sont classées en quatre sous-groupes en fonction de leur mécanisme de
clivage hydrolytique et de leur site actif sont : thréonine endopeptidase, I'aspartate
endopeptidase, la métalloprotéinase, la sérine peptidase et la cystéine endopeptidase [43,44]

1- Protéases a sérine

Les protéases a sérine sont caractérisées par la présence d'un groupe sérine dans leur site
actif. Elles sont généralement actives a des pH neutres et alcalins, avec des optima a pH 7-11
et une faible masse moléculaire [43], cette enzyme joue un role majeur dans la protéolyse
extracellulaire et dans 1’homéostasie du systeme vasculaire, notamment dans la coagulation,
la fibrinolyse et le remodelage tissulaire. Dans le sang, ces protéases a serine circulent sous
formes inactives appelées zymogénes, qui, une fois activées, sont rapidement et
irréversiblement inhibées par des inhibiteurs circulants, appelés serpines [47].

2-Métalloproteases

Les métalloprotéases ou Les métalloprotéinases sont les plus diversifiées des types
catalytiques de protéases. Elles se caractérisent par la présence d'un ion métallique dans
leur site active le plus souvent le Zn2+ (zinc) nécessaire a leur activite [43].

Ces enzymes appelées les protéases neutres, ayant un pH optimum se situant autour de 7,0.
Certaines métallo-protéases sont des protéases alcalines, avec un pH optimum autour del0
[48].

3. Protéases cystéines

C’est enzymes protéolytique comme tous les enzymes hydrolysent la laissons peptidique
relient deus acide aminée d’une protéine [49], le site actif de cette enzyme est forme de trois
acide amine de type cystéine-histidine-Asparagine, en genéra les cystéines protéases ne sont
actives unique en présence d'agents réducteurs tels que le HCN ou la cystéine. La papaine est
la protéase a cystéine la plus connue [43 ,49].
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Figure02:Structure du domaine mature. Représentation structurelle de la cystéine protéase avec le
domaine mature (orange) montrant les résidus du site actif ; Cys, His, et Asn (baton) [49].

4. Protéases acides aspartiques

Les protéases aspartiques ou protéases acides, sont des enzymes protéolytiques
caractérises par la présence de deux acides aspartiques qui constituent la site actif de
I’enzyme) [43], les groupes carboxylates de ces deux résidus d'acide aspartique participent
aux transferts de protons d'une molécule d'eau qui agit comme nucléophile, pour attaquer la
liaison peptidique du peptide ou de la protéine a cliver [43,65].

La majorité de ces enzymes ont a une activité maximale a des faibles pH (3 a 5)

Elles ont été regroupées en trois familles, a savoir, la pepsine, retro-pepsine, et les enzymes de
para-rétrovirus qui est déterminée par la et position I’orientation de tous les résidus a
proximité du site actif [42].

4.2. Selon la localisation cellulaire

Selon leur localisation dans la cellule, les protéases sont divisées en deux groupes sont les
protéases intracellulaires et extracellulaires [43] :

4.2.1. Les protéases intracellulaires

Ces protéases présentes chez les animaux, les plantes et les micro-organismes, et jouent un
role essentiel dans de nombreux processus cellulaires physiologiques et pathologiques tels
que le catabolisme des protéines, ce type de protéases est moins intéressant a I’ utilisation
industrielle car ces enzymes nécessitent une étape de lyse cellulaire pour en faire I’extraction
[43, 37].

4.2.2. Les protéases extracellulaires

Représentat la super famille complexe et hétérogene d'enzymes. Elles comprennent
les métalloprotéinases, les protéases a sérine et les protéases a cystéine [44] .Ces enzyme
catalysent I'nydrolyse des protéines en peptides et acides aminés plus petits pour une
absorption ultérieure dans les cellules [43].
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Elles sont plus intéressantes pour utilisation en industrie car ne nécessitent pas d’étapes de
lyse cellulaire pour en faire I’extraction d’enzymes [37].

4.3. Selon leur pH optimal

En fonction de la gamme de pH dans laquelle elles ont une activité plus élevée on
distingue : les protéases acides: pH optimal inférieur a, les protéases alcalines: pH optimal
supérieur a 7.0 et les protéases neutres: pH optimal 7 [43,50].

Les protéases acides : sont les plus performantes et efficaces a un pH compris entre 2,0 et
5,0 et sont principalement produites par des champignons [43,50].

Les protéases neutres: sont principalement d'origine végétale avec une activité optimale
a un pH compris entre 8 et au-dessus [43,50], jouent un réle importent dans I'industrie
alimentaire car elles possédent une fonction spécifique a hydrolyser des liaisons d'acides
aminés hydrophobes réduisant ainsi I'amertume des hydrolysats de protéines alimentaires
[51].

Les protéases alcalines: sont principalement produites a partir de les micro-organismes
avec une activité optimale entre (pH 8,0 a 13,0), jouent un réle important dans plusieurs
industries, par exemple les détergents, le tannage, la photographie, etc. [50,43].

4.4. Selon leur besoin en ATP

Il existe d'autres protéases qui ne peuvent étre classées Selon leur besoin ou non d’ATP
pour fonctionner, ce groupe de protéases comprend celles composées de plusieurs sous-unitées
contenant des domaines d’ATP ase et des domaines protéolytiques [52,44].

5. Mode d'action des protéases

Le mode d’action des protéases difféere 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 des étapes [17] :

1. 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 I’autre
morceau (le premier produit) proton par un proton céde d’un résidu enzymatique.

2. une nouvelle substitution nucléophile est exercée par le OH d’une molécule d’eau et libére

le deuxiéme produit de la réaction, ou le site actif de I’enzyme se trouve régénérer par un
proton (de I’H20)

10
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6. Propriétés des protéases

Les protéases constituent un groupe trés large et complexe d’enzymes qui different entre
elles par leurs propriétés tels que : le profil de la stabilité, la spécificité du substrat, le site
actif, le mécanisme catalytique, les optimum du pH et de température [53 ,54]

La spécificité d’action des enzymes protéolytiques est régie par la nature de I’acide
Aminé et d’autres groupes fonctionnels (aliphatiques, aromatiques ou la présence de sulfure)
autour de la liaison a hydrolyser [53,19].

Ces enzymes sont trés importantes, elles contrélent les réactions protéolytiques, et aussi
régulent les diverses cascades enzymatiques impliquées dans le métabolisme cellulaire tels
que la décomposition glucides et des lipides [19].

Les protéases sont capables de modifier les propriétés biologiques des chaines
Polypeptidiques suite a la coupure des liaisons peptidiques (activation, inactivation ou une
Protéolyse non spécifique durant la dégradation) [19].

Les protéases peuvent étre dangereuses pour les cellules en altérant leur environnement.
De ce fait, la cellule a développé plusieurs mécanismes pour controler I’activité protéolytique.
Cette régulation peut étre effectuée a n’importe qu’elle étape de I’expression des génes
(La transcription depuis I’opéron, la traduction, les modifications post-traductionnels,
I’interaction avec les inhibiteurs et d’autres protéines)[19].

Les protéases se distinguent par certaines de leurs propriétés [14]:

e certaines peuvent étre des complexes protéiques enormes a plusieurs domaines
(exemples : la tripeptidyl peptidase | et le protéasome)

e alinverse, certaines proteases sont tres peu spécifiques (exemples : le protéasome les
cathepsines, la plupart des exopeptidases)

e laspeécificité des protéases peut étre hautement sélective (exemples : les protéases de
la cascade de coagulation de sang qui activent la protéine qui suit dans la cascade ou
les caspases et la granzyme B - hydrolyse apres Asp.)

e certaines sont protéines petites de tailles (20 a 30 kDa) et composées essentiellement
du domaine catalytique seul (exemple : les cathepsines a cystéine.

11
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7. Les applications industrielles des protéases

La demande mondiale d'enzymes, pour une large variété d'applications, est importante. Les
protéases ont des applications étendues dans I'alimentation, les détergents, le cuir et I'industrie
pharmaceutique. En outre, elles interviennent également dans la gestion des déchets issus des
activités domestiques et industrielles [55]

W Détergents
Protéase
Lipase
Cellulase

M Alimentation humaine :
Industrie de jus [ Polygalacturonase)
Boulangerie (Amylase)

Autressecteurs:

Industrie de textiles (Catalase, Pectinases)
Industrie de papier (Lipase, Xylanase)
Industrie d'amidon (Amyloglucosidasze)
Gaz et pétrole (Hydrolase)

M Alimentation animale :
[¥ylanase, Phytases, Protéases)

Figure 3: Applications des enzymes [55]

7.1. Industrie alimentaire

Les protéases sont parmi les trois plus grands groupes des enzymes industrielles (hydrolases),
comptent pour environ 60-65% des ventes totales dans le monde entier des enzymes en raison de
leurs valeur commerciale et ont de multiples applications dans divers secteurs industriels [56].

Dans l'industrie alimentaire, les protéases sont efficacement impliqué dans la modification de
Propriétés des protéines alimentaires pour ameliorer valeur nutritionnelle, solubilité, digestibilité,
Saveur, appétence et minimisation des allergénes composés .De plus, leur base fonction, ils sont
également utilisés pour modifier propriétés fonctionnelles, telles que la coagulation,
émulsification, moussage, force du gel, graisse liaison etc. de protéines alimentaires [57,58].

* Boulangerie:

La farine de blé est grandement utilisée en boulangerie. Cette farine contient du gluten, une
protéine insoluble, qui est responsable des propriétés de la pate. Les protéases sont utilisées
pour hydrolyser le gluten, a un degre plus ou moins important, selon les caractéristiques
désirées de la pate. Le traitement de la pate facilite sa manipulation et permet la production
d'une grande variété de produits. Egalement des protéases d'origine bactérienne sont souvent
utilisées pour améliorer I'élasticité et la force de la pate [42].

12
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e Produits a base de soja:

Des proteéases neutres et alcalines sont utilisées depuis trés longtemps pour préparer la
sauce soja ainsi que d'autres produits a base de soja. Les modifications des protéines du soja
par les protéases aident a augmenter leurs propriétés fonctionnelles. Ainsi, le traitement de ces
protéines par la protéase alcaline a pH 8 permet la mise au point d'hydrolysats de protéines
solubles avec des propriétés nutritives tres intéressantes. Ces hydrolysats sont utilisés comme
additifs protéiniques dans les jus et boissons fruitées et dans les formulations d'aliments
diététiques [42].

e Fabrication du fromage :

Des recherches approfondies ont permis de prouver que la majorité des protéases
microbiennes acides possede une grande capacité a coaguler le lait pour former le caillé, c’est
la principale I’étape dans la production fromagere [59,53]. Les protéases utilisées a cette fin
sont produites par des microorganismes tel que Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, et
autres espéces du genre Mucoront également été utilisées en industrie laitiére [60].

7.2. Utilisation médicale

Divers processus métaboliques tels que la coagulation du sang, la fibrinolyse, I'activation
du complément, la phagocytose et le contr6le de la pression sanguine sont régulés par les
protéases pour développer des produits d'importance médicale[61] :

e Labrinase, une protéase acide plasmine-like, hydrolyse la fibrine et le fibrinogéne.
Elle est appliquée sur des patients en hémodialyse chronique avec des canules artério-
coagulés.

e Les protéases d'Aspergillus s’appliquent pour soulager les troubles digestives gastro-
intestinaux tels que la dyspepsie

e La collagénase, qui hydrolyse le collagéne natif, a été utilisee pour le debridement des
ulcéres cutanés et les brilures, trouve également une application dans le traitement des
cellules pathologiques des disques intervertébraux.

e La protéase alcaline de Bacillus sp. CK 11-4 a une activite fibrinolytique appliquée
comme un agent thrombolytique.

e La protéase neutre "dispase" (amino-peptidase) est une enzyme produite par Bacilles
polymyxa, exerce une activité protéolytique douce, ce qui la fait tres utile pour
I'isolement de cellules primaires et secondaires (sub-culture), car elle maintient
I'intégrité des membranes cellulaires [26,53].

7.3. Détergents

Les divers produits de I'industrie des détergents contenant des protéases comme une
composant ou ingrédient essentiel dans plusieurs produits tels que: les produits de nettoyage
pour usage industriel, les produits de nettoyage pour les lentilles cornéennes et les appareils
dentaire sont et dans les produits utiliseés pour le nettoyage du linge domestique [42 ,62].

Une protéase détergente idéal doit avoir une large spécificité de substrat et I’activité et la
stabilité a des pH et a des températures élevés et en présence des agents oxydants additionnés
[42].

13
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7.4. Autres applications

Depuis I'Antiquité, les protéases ont eté incluses dans la préparation de sauces et
d'autres produits a base de soja qui aident a la dégradation des grains a haute teneur en
protéines. Protéolytique modification par des champignons alcalins et neutres protéases dans
la transformation du soja améliorent leurs propriétés fonctionnelles [58].

Les hydrolysats de protéines sont utilisés dans la synthése de nombreux produits
alimentaires et de soins de santé et, le go(t amer des hydrolysats de protéines, en raison de
présence d'acides aminés hydrophobes et proline, constitue un obstacle majeur a leurs
applications commerciales [58].

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 [63].

Utilisées dans la gestion des déchets industriels et ménagers. La protéase alcaline de
Bacillus subtilis a été signalée pour le traitement des déchets de plumes provenant de I'abattoir
de volailles .Une combinaison de protéases de Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefacines et
Streptomyces sp. Avec du thioglycolate est utilisée pour nettoyer les tuyaux bouchés par des
dépots contenant des cheveux [58].

Utilisées également en tannerie pour le confitage des peaux. Cette opération consiste a

hydrolyser spécifiquement I’élastine, fibre protéique présente dans le derme dont I’hydrolyse
conduit a des peaux plus souples ayant du prétant [64].

14
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Chapitre 02 : Aspergillus niger
1. Genéralités

Le nom Aspergillus est donné a un genre de champignons microscopiques imparfaits
(Deutéromyceétes), décrit pour la premiere fois en 1729 par Michelle (mycologue florentin) et qui
comprend environ 180 espéces officiellement reconnues réparties en 18 groupes (essentiellement
définies d’apres les caractéres de I’appareil reproducteur) morphologiquement, génétiquement et
physiologiquement proches [66].

Les espéces d'Aspergillus sont des champignons filamenteux, cosmopolite et omniprésent
trouvé dans la nature .1ls sont omniprésents et peuvent étre trouvés dans l'air, le sol, la
végétation et les environnements intérieurs [67].

Certains membres sont capables de se développer dans des environnements extrémes tels
que les températures élevees/basses, les concentrations élevées de sel/sucre, les faibles
acidités ou les faibles niveaux d’oxygene [68], et ont la capacité de se developper sur des
milieux pauvres en eau. On les retrouve donc fréquemment comme contaminants de produits
"secs"[69], tels que les grains et les produits dérivés (farines, aliments composés pour
animaux, etc.) dans les champs ou pendant la conservation dans les silos ou greniers. Lorsque
les conditions climatiques sont favorables [70].

Le genre Aspergillus comprend plusieurs especes, certaines espéces peuvent étre
directement pathogénes. Eté rapportées comme agents responsables d'infections opportunistes
chez homme. Parmi ceux-ci, Aspergillus fumigatus est I’espece la plus couramment isolés,
suivis par Aspergillus flavus et Aspergillus niger. Les groupes Aspergillus clavatus,
Aspergillus glaucus, Aspergillus nidulans, Aspergillus oryzae, et Aspergillus versicolor sont
parmi les autres espéces moins souvent isolé sous forme d'agents pathogenes opportunistes
[67].

Aspergillus niger est un champignon ascomycete filamenteux qui est omniprésent dans
I'environnement et a été impliqué dans des infections opportunistes de I'nomme [71],C'est une
des especes les plus communes du genre Aspergillus qui Apparait sous forme d'une
moisissure de couleur noire sur les fruits et Iégumes, et il est considéré comme le
microorganisme le plus polyvalent pour la production d'acides, de protéines et d'enzymes de
valeur industrielle parmi les quelles: les cellulases, les pectinase, les xylanases, les amylases,
les glucoamylases et les protéases, en plus d'une variété de composés d'intérét
pharmacologique[72,73].
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2. Taxonomie

Les Aspergillus noirs font partie d’un groupe d’especes appelé « section Nigri » et autrefois
connu sous le nom de « Aspergillus niger groupe » : toutes les especes de la section ont des

tétes de conidies noires [74].

L es espéces du groupe Aspergillus niger sont des hyphomycetes anamorphes hyalins
certaines ont des formes télémorphes comprises dans les genres Eu penicillium, Talaromyces,
Hamigera et Trichocoma. L’Aspergillus niger n’a aucune forme télémorphe connue.

En raison de son importance économique, I’Aspergillus est I'un des genres les mieux décris du
point de vue taxonomique parmi les champignons filamenteux. La taxonomie du groupe
Aspergillus niger basée essentiellement sur les caractéristiques morphologiques en compte [75].

Tableau 01:La position systématique d’Aspergillus niger est résumée comme suivant

[76,77] :
Régne Mycetes
Embranchement: Amastigomycota

Sous-embranchement

Deuteromycotina

Classe Deutéromyceétes
Ordre Moniliales
Famille Moniliaceae
Genre Aspergillus
Espece Aspergillus niger
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3. Morphologie

Les Aspergillus sont caractérisés par la présence de conidiophores dressés, terminés par une
vésicule supportant, soit une seule rangée de phialides (structure unisériée), soit une rangée de
phialides et une rangée de cellules sous-jacentes appelées métules (structure bisériée)
,L”ensemble stipe et vésicule constitue le conidiophore et I’ensemble veésicule, phialides et
conidies forme la téte aspergillaire [79, 80].

Les phialides produisent des spores ou conidies qui caractérisent le mode de reproduction
asexuée du champignon. Ces phialospores sont regroupées en panache, dont la couleur et la
forme varient en fonction de I’espéce [79].

3.1. Morphologie macroscopique des colonies

Les colonies sont a croissance rapide sur tous les milieux de culture classiques (géloses au
malt et Sabouraud). La température optimale de croissance varie généralement entre 25 et 30°C,
mais I’Aspergillus niger peut se développer jusqu’a 42°C.les colonies d’Aspergillus niger sont
granuleuses blanches au début, puis jaunatres et a maturité elles deviennent noires (parfois
bruns), a Revers généralement incolore ou jaune pale montrant parfois des zones concentriques
[81].

Sur milieu gélosé de Czapek-Dox a 25 °C, les colonies atteignent un diametre de 4-5 cm en
dedans de 7 jours et de 6-7 cm apres 21 jours. Les colonies se composent d’un feutre blanc ou
jaune compact avec une couche dense de conidiophores de bruns a noirs; le revers de la
colonie est de creme a jaune. Sur gélose a I’extrait de malt, les colonies sont plus clairsemées,
mais elles sont fortement sporulées. On observe une croissance pauvre sur le milieu gélosé a
la créatinine, additionné de décolorant et de sucrose (CREAD). Les colonies sur gélose
pomme de terre et dextrose (PDA) a 25 °C sont d’abord blanches, devenant rapidement noires
au moment de la production de conidies. Le revers de la colonie est jaune pale et se plisse de
facon radiale au cours de la croissance [78].

(@) (b)
Figure 04: Aspergillus niger sur milieu M2(a) et Aspergillus niger sur milieu M2S5 (b) [78].

18



Synthese bibliographique Chapitre 02

3.2. Morphologie microscopique

Les hyphes sont septes et hyalins, les tétes conidiennes brun foncé a noires, radiées a I'état
jeune puis se séparant en colonnes plus ou moins bien définies a maturité, et pouvant atteindre
un diameétre de 700 a 800 um [78].

Les Conidiophore : lisse a stipes non cloisonnés, de 1,5 a 2 mm de long, hyalin ou brunéatre
dans leur moitié supérieure. Formés d’une cellule courte appelée cellule podale (footcell) avec
un hyphe fertile [81].

Les Vésicule : globuleuse de 25 a 75 um, supportant deux séries de stérigmates sur toute sa
surface [78].

les Phialides :( 7-9,5 x 3-4 um )formées sur des mutules généralement brunes (20-30 x 5-6
um), fréquemment septes[82,83].

Les conidies : sont des spores asexuées, unicellulaires produites par les phialides,
habituellement globuleuses parfois Iégérement aplaties qui mesurent de 2a3 pum de diamétre;
parfois jusqu’a 6um, de couleur noires ou brun foncé et ornementées d'épines et saillies
(forme échinulée). Elles sont souvent disposées en chaine et dispersées par le vent [82,83].

La germination d'une conidie se déroule en deux étapes [78] :

e La conidie commence par gonfler, pendant 3 a 4 heures a la température de 37 °C.

e lacroissance se polarise ensuite d'un coté d'ou émerge un tube germinatif. Celui-ci
s'allonge progressivement et donne un filament.

(@) (b)
Figure05:Téte conidienne d'A. niger (x400) (a) et Conidiophore (x100) (b) [78]
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4. Reproduction

La majorité des Aspergillus, y compris Aspergillus niger, ne sont connus que pour se
reproduire par des moyens asexués, en formant des conidiospores [84], Il est en fait
caractérise par la production d'un grand nombre des spores en chaines. La sporulation produit
des conidies contenant des spores asexuées haploides, disséminées dans I’atmospheére apres
maturation. La croissance végeétative est initiée par la germination des spores avec formation
d’un hyphe tubulaire (extension strictement apicale) donnant naissance a un réseau mycélien
par ramification, qui acquiert les éléments nutritifs de I’environnement [85,73].

5. Les enzymes produites par I'Aspergillus niger

Aspergillus niger est l'un des micro-organismes les plus importants utilisé en
biotechnologie pour la production d'ingrédients alimentaires, de produits pharmaceutiques et
d'enzymes industrielles. Les souches d’Aspergillus niger dans leur habitat naturel, secrétent
de grandes quantités d'une grande variété d'enzymes extracellulaires nécessaires pour libérer
les nutriments des biopolymeéres. Cette capacité de sécrétion élevée est exploitée par
I'industrie dans les fermentations a I'état solide et submergées. Aspergillus niger a une longue
tradition d'utilisation sdre dans la production d'enzymes et d'acides organiques. Nombre de
ces produits ont obtenu le statut GRAS (generally regarded as safe) [84,86].

Les enzymes d'Aspergillus sont utilisées dans le traitement de I'amidon, dans les industries
de la boulangerie, de la brasserie et des boissons, dans l'alimentation animale et dans
I'industrie du papier et de la pate a papier [84].
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Tableau 02 : Production des enzymes par Aspergillus niger [81].

Enzymes Microorganisme Substrat/ milieu
Aspergillus niger Son de blé
Milieu défini
Aspergillus niger ATCC 13496 Bouillon Batco YM
Protéases Aspergillus niger 91 Grain de soja : son de riz (7:3 w/w)

Aspergillus niger Z1

Milieu Czapek-Dox

Aspergillus niger UO-1

Déchets de transformation de viande +
déchets de brasserie + amidon

Aspergillus niger

Confits, graines de coton en poudre

Aspergillus niger AB100

Ecaille de poissons

Glucoamylase

Aspergillus niger ATCC 13496

Bouillon Batco YM

Aspergillus niger ATCC 1015

Maltose

Manioc, mais, son de blé

Aspergillus niger

Son de blé+son de riz+cellulose

Confits, graines de coton en poudre

Les déchets alimentaires

Aspergillus niger UO-1

Déchets de transformation de viande +

a-amylase déchets de brasserie + amidon
Aspergillus niger ATCC 16404 Déchets d'orange en poudre
Aspergillus niger LPB 326 Canne a sucre, tourteau de soja
Xylanase Asperg!llus n!ger (mutant) La pa!lle de r!z ,
Aspergillus niger KK2 La paille de riz+son de blé
Aspergillus niger XY-1 Son de blé
Aspergillus niger Son de blé
Aspergillus niger ATTC 6275 Moulin a I’huile de palme
effluent/gateau palme
Cellulese Aspergillus niger KK2 La paille de riz+son de blé
Aspergillus niger NCIM 1207 La poudre du cellulose-123
Aspergillus niger Confits, graines de coton en poudre
Aspergillus niger L’huile d’olive + la gomme d’acacia
Lipase (3%+1%)
Son de blé + I’huile d’olive
Phytase Aspergillus niger Son de blé + farine de soja

Aspergillus niger

Son de blé + la farine de soja

Polygalaturonase

Aspergillus niger

Pectine + la bagasse de la canne a
sucre

Son de blé
Pectinase Aspergillus niger DMF 27, DMF45 | Téte de tournesol égrainee
a-galactosidase | Aspergillus niger MRSS 234 Son de
Uréase Aspergillus niger PTCC 5011 Milieu defini
Hemicellulase | Aspergillus niger Confits, graines de coton en poudre
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6. Isolement d*Aspergillus niger

6.1. Substrats

Aspergillus niger est une moisissure tres commune, préférant habituellement les sols secs
et chauds. Elle a été isolée dans des substrats tres variés comme [85]:

e Des substrats naturels : sol, bois, cire, eau (douce, polluée, lits de riviére), [égumes,
fruits frais et secs, noix et noisettes, poussieres atmosphériques

e Des produits manufacturés : emulsion de cosmétique, plastiques, photographie, cuir,
caoutchouc, composants électroniques, métaux, papiers, peinture murale ou artistique,
textiles (coton, jute, laine), Aspergillus niger est une espece cosmopolite qui a été
signalée dans le monde entier.

Cette moisissure se développe aussi bien en intérieur (ou il est possible de la confondre
avec Stachybotrys spp) que sous forte lumiére, en extérieur. C'est une des espéces les plus
communes du sol. Elle se développe sur la matiére végétale en décomposition, comme les
composts. Elle peut contaminer la viande et les ceufs, ou les fruits séchés au soleil. Elle peut
aussi endommager les cuirs en surface et en épaisseur [85].

6.2. Milieu

Aspergillus niger est un mycete mésophile, capable de se développer dans une large
gamme de températures allant de 6 a 47°C avec une bonne croissance a35-37°C. Il peut
survivre a 60 °C. Assurent I'omniprésence de I'espéce, avec une fréquence plus élevée dans
les pays chauds.

Aspergillus niger est une espéce xérophile, pouvant vivre dans un milieu assez pauvre en
eau, la limite d'activité de I'eau pour la croissance est de 0,88, ce qui est relativement éleve par
rapport aux autres especes d'Aspergillus. Ceci explique pourquoi I’Aspergillus niger est I’'une
des especes d’Aspergillus les plus communes responsables de la pourriture apres la récolte des
fruits frais. De plus, il est fréeguemment isolé dans les noix et les produits seches au soleil.
Cette espéce peut cependant trés bien se développer dans un environnement ou I’humidité
relative est de 90-100 %, Aspergillus niger est capable de se développer dans une gamme de
pH extrémement large : 1.4-9.8. Peut supporter des pH bas [86].

6.3. Culture

L'identification des Aspergillus se fait par une culture en boite de Pétri, sur des milieux de
culture classiques. Les Aspergillus peuvent étre isolés a I'aide de clés utilisant la coloration de
la colonie, la pigmentation et la forme de la téte Aspergillaire et I'aspect des spores.

Aspergillus niger forme des colonies atteignant 4 a 5 cm de diameétre en 7 jours sur milieu
Czapek incubé a 25 °C, de couleur noire. La température optimale de croissance se situe
entre 25 et 30 °C mais il peut croitre jusqu'a la température de 47-48 °C. La colonie est
d'abord blanche et translucide puis devient noire en sporulant [87].
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7. La Fermentation sur milieu solide

7.1. Définition

La fermentation solide (fermentation de substrats solides, fermentation humide, culture
solide, etc. et en anglais : solide-state fermentation ou SSF) est un procédé technologique qui
reproduit les conditions de vie naturelle des microorganismes en particulier celles des
champignons filamenteux et des champignons supérieurs [88, 89,90].

D’un point de vue fondamental, la fermentation en milieu solide est généralement définie
comme une croissance microbienne sur des particules solides humides en I'absence d'eau libre
et differe de la fermentation en milieu liquide, ou le milieu nutritif est completement
solubilisé dans un grand volume d’eau, et de la fermentation en milieu submerge ou le milieu
nutritif est par exemple sous forme d’une suspension de fines particules dans la phase liquide.
La principale différence entre ces procedés réside dans la variation des proportions (de
I’équilibre) des phases solide, liquide et gazeuse [87, 88].

Dans le cas de la fermentation en milieu liquide, les microorganismes se développent dans
un systéme 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 [90].

Le développement des champignons filamenteux en FMS se fait par extension et
ramification des filaments formant le mycélium. Aprés I’inoculation d’un substrat par des
conidies, les hyphes se développent pour former un tapis mycélien qui s’étend a la surface des
particules solides. A partir de ce tapis mycélien, des filaments se développent dans les espaces
gazeux et des filaments pénetrent a I’intérieur des particules (de la matrice solide) ou dans les
espaces inter particulaires (par croissance) a la recherche de composés nutritifs, notamment
dans les pores remplis de liquide. A des taux normaux d’humidité, les espaces entre les
filaments aériens sont remplis de gaz (aérobie), tandis que les filaments en contact avec le
substrat sont remplis d’eau (anaérobie). Les activités métaboliques se produisent
principalement prés de la surface ou a I’intérieur des pores, mais les filaments aériens peuvent
présenter une activité due a des phénomeénes de diffusion. Pour finir, les enzymes
hydrolytiques diffusent dans la matrice solide et dégradent les polymeéres afin de permettre la
production de molécules assimilables par le champignon [88, 89,90].

La fermentation en milieu solide est apparue comme une technologie potentielle pour la
production de produits microbiens tels que les aliments pour animaux, les carburants, les
denrées alimentaires, d’aliments protéiques, d'enzymes, d'hormones végétales, de bio
pesticides les produits chimiques industriels et les produits pharmaceutiques [91].
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7.2. Avantages de la fermentation solide

La production industrielle des enzymes et d’autres métabolites s’oriente de plus en plus

vers la fermentation solide a partir des résidus agricoles ou agroalimentaires par rapport a la
fermentation liquide grace a les avantages qui lui donne, Il est donc important de connaitre les
avantages [92] :

Ceux-ci incluent la simplicité de cette technologie (applicable en milieu rural) et ne
nécessitant pas d'équipement sophistiqué pour les contrdles permanents des parameétres
environnementaux (facultatifs). Le cout des équipements et des opérations est donc faible
[93].

La fermentation sur substrat solide utilise des solides naturels simples comme milieu de
culture [93].

Etant donné que la plupart des procédés de fermentation solide mettent en ceuvre des
moisissures, ils ne nécessitent pas de stérilisation préalable du substrat. Ce qui réduit le
cout énergétique nécessaire [93].

un apport suffisant en oxygene. 1l y a moins d'eaux usées organiques et un meilleur
rendement produit plus éleveé dans la fermentation a I'etat solide. L'environnement solide
est plus proche de I'habitat naturel I'nabitat naturel des champignons filamenteux [94].

Des produits a haute valeur ajoutée pourraient étre fabriqués par la fermentation en milieu
solide en utilisant des résidus industriels et agricoles a faible colt comme substrat. Par
conséquent, la fermentation a I'état solide est la technologie la plus prometteuse.la plus
prometteuse pour l'utilisation compléte des ressources renouvelables [94].

La conception du bioréacteur, le processus d'aération et le traitement des effluents sont
assez simples [95].

le peu d’eau disponible favorise la production de certains métabolites qui n’apparaissent
pas ou peu en culture liquide [95].

les opérations de mélange étant facilement modulables, il n'y a pas de production de
mousses lors des fermentations solides, contrairement aux fermentations liquides [95].

La réduction des colts et du temps consommé pendant I’extraction et la récupération du
produit (moins de techniques a appliquees et volumes réduits en solvants d’extraction),
ainsi que pour le traitement des effluents (en raison de la faible teneur en eau) [96,97].
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7.3. Les inconvénients de la fermentation sur milieu solide

Cependant, cette renommee est largement surfaite, surtout lors du développement
d'applications pilotes ou en vraie grandeur. Dans ces conditions et bien d'autres, la
fermentation solide présente de nombreux inconvénients [93]:

e Le caractére solide et hétérogéne des substrats utilisés complique I'observation directe
des parametres de fermentation [92].

e |l est pratiqguement difficile d'assurer une répartition parfaitement homogene des
additifs au substrat et donc au milieu de culture. Cela rend le contréle en ligne des
parametres de culture tels que le pH, I'humidité et la concentration en nutriments
quelque peu aléatoire [92].

e Les micro-organismes utilisés sont limités. En fait, seuls les micro-organismes qui se
développent bien & faible humidité peuvent étre utilisés [93].

e Les connaissances physiologiques et technologiques de la croissance des
microorganismes sur les milieux solides sont faibles [93].

e Comme les micro-organismes ne se dissocient pas du substrat, I'estimation de la
biomasse est difficile [93].

7.4. Substrats utilisés dans la fermentation sur milieu solide

Il existe de nombreux processus biotechnologiques qui impliquent la croissance
d'organismes sur des substrats solides en I'absence ou la quasi-absence d'eau libre.
Parmi les nombreux facteurs qui influencent la croissance et I'activité des microbes
dans un substrat spécifique en cas de fermentation solide : granulométrie, taux d'humidité et
activité aqueuse Et I'activité de I'eau est la plus importante [96,100].

Le choix du substrat dépend de plusieurs facteurs économiques (co(t, disponibilité) et
biologiques. Par conséquent, les résidus agro-alimentaires semblent étre les plus intéressants,
en raison de ses avantages potentiels notamment pour les champignons filamenteux capables
de pénétrer dans leur structure rigide. D'autre part, Les bactéries et les levures se caractérisent
par un développement superficiel [101,102].

La fermentation a I'état solide (SSF) traite des substrats qui sont solides et contenant de
faibles niveaux d'humidité. Les substrats solides les plus couramment utilisés sont les céréales
(riz, blé, orge et mais), les graines de Iégumineuses, le son de blé, les matiéres
lignocellulosiques telles que la paille, la sciure de bois, la sciure de bois et une grande variété
de matiéres végétales et animales. Ces substrats solides sont de nature polymerique,
insolubles ou peu solubles dans I'eau, et contiennent une source concentrée de nutriments pour
la croissance des micro-organismes [27, 101,103].
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7.5. Organismes utilises dans la fermentation sur milieu solide

Les microorganismes utilisés dans le processus de SSF en raison de leurs propriétés
physiologiques, enzymologiques et biochimiques [100].

Les bactéries, les levures et les champignons peuvent se développer sur des substrats solides,
et trouvent une application dans les processus de SSF. .Mais les champignons filamenteux
sont le groupe le plus important de microorganismes utilisés dans le processus de SSF en
raison de leur sa capacité a tolérance a la faible activité d'eau, le mode de croissance apical
des hyphes fongiques et les conditions de haute pression osmotique [100,101].

Cependant, les bactéries et les levures, qui nécessitent une teneur en humidité plus élevée
pour une fermentation efficace, peuvent également étre utilisées avec la SSF, mais avec des
rendements inférieurs. Ces dernieres sont appliquées principalement dans certains processus
tels que le compostage (bactéries thermophiles), I’ensilage (lactobacilles) et dans la
production alimentaire (levures) [100,104].

Tableau 03:Principaux groupes de micro-organismes impliqués dans les processus de SSF

[100].
Microflore Processus SSF
Fusarium sp. Compostage. Gibbérellines
Altemaria sp. Compostage

Champignons

Aspergillus sp

Compostage, industriel, alimentaire

Monilia sp. Compostage
Mucor sp. Compostage, alimentation ; enzyme
Rhizopus sp. Compostage. Aliments, enzymes, acides organiques

Phanerochaete chrysosporium

Compostage, dégradation de la lignine

Trichoderma sp.

Compostage Controle biologique, bioinsecticide

Beauveria sp. Metharizium sp.

lutte biologique, bio insecticide

Aspergillus oryzae

Koji, aliments, acide citrique

Rhizopus oligosporus

Tempeh, soja, amylase, lipase

Aspergillus niger

Aliments pour animaux, protéines, amylase,
acide chronique

Penicilium notatum,roquefortii

Penicillin,fromage
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Bacillus sp. Compostage, amylase
Pseudomonas sp. compostage
Serratia sp. compostage
Bactéries Streptoccus sp. compostage
Lactobacillus sp. Ensilage, aliments
Clostidrium sp. Ensilage, alimentation
Endomicopsis burtonii Ruban, manioc, riz
levures Saccharomyces cerevisiae Aliments, éthanol
Schwanniomyces castelli Ethanol, Amylase

7.6. Applications de la fermentation a I'état solide

7.6.1. Application de la fermentation a I'état solide dans I'industrie
alimentaire

La fermentation a I'état solide trouve son origine dans le domaine de la production
alimentaire traditionnelle. Les produits de fermentation tels que le vin, la sauce et le vinaigre
sont des nécessités quotidiennes pour les personnes. Par exemple: le pain est un produit
fermenté avec de la levure. Le fromage 1l résulte d'une fermentation mixte avec Lactococcus
lactis et Streptococcus. Sauce soja et méso impliquant la culture d'Aspergillus oryzae sur soja
et Farine de blé. Culture de bactéries lactiques qui transferent I'alcool a I'acide acétique crée
du vinaigre. Fermentation traditionnelle du vinaigre et de lI'acide acétique, les deux étapes
utilisent la technologie de fermentation solide [94].

7.6.2. Application de Fermentation a I'état solide en pharmacie et en chimie

Avec l'innovation de la technologie de fermentation a I'état solide, les applications ont
Développé et a montré de bonnes perspectives en pharmaceutique et chimique des champs.
Récemment la technologie de fermentation solide a également Il a été appliqué a la
production d'acide fumarique, d’acide citrique, d'acide oxalique et d'acide linoléique.

Par exemple, La production d'acide lactique impligque la culture de champignons filamenteux
ou de bacteries a l'aide de Le manioc, la betterave a sucre, la bagasse et autres dechets
agricoles [94].

Métabolites secondaires microbiens, tels que les acides aminés, les vitamines et autres
substances biologiquement actives, toutes ont une bonne valeur pour le médical et I'industrie
applications. Des études récentes ont montré que les gens ont utilisé avec succés technologie
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de fermentation a I'état solide pour produire des métabolites secondaires tels qu’Antibiotiques,
toxines bacteriennes, auxine, médicaments immunitaires et alcaloides. La fermentation a I'état
solide a également été appliquée dans une variété d'autres domaines, tels que ceux pour la
production de bio surfactants, d'acide glutamique, d'amine, de pigments, de vitamines,
carotenoides, gomme de xanthine, etc. [94].

7.6.3. Application de la fermentation a I'état solide en énergie et les
domaines de la protection de I'environnement

La fermentation a I'état solide est importante pour résoudre la crise énergétique et
environnementale Pollution [105].

Déchets agricoles souvent Riche en nutriments, offrant un habitat idéal pour la croissance
microbienne. Afin que les gens Ils ont tendance a utiliser les résidus agricoles pour produire
des produits de grande valeur. La fermentation a I'état solide a été appliquée avec succes aux
biocarburants, aux biocides, a la biotransformation, a la détoxification biologique et a la
bioremédiation [106].

Les méthodes de lutte contre les parasites utilisant la fermentation a I'état solide pour
cultiver des champignons pathogenes et parasites des insectes suscitent un intérét croissant les
colts de production pourraient étre considérablement réduits et la virulence a I'égard des
insectes nuisibles considérablement augmentée [94].

Une autre application importante de la fermentation a I'état solide dans la protection de
I'environnement est la biotransformation des cultures et des déchets pour améliorer leur valeur
nutritionnelle [94].

Certains résidus pourraient également étre utilisés pour produire des substances a haute
teneur en protéines ou des protéines unicellulaires ; ainsi, la fermentation a I'état solide
pourrait augmenter la teneur en protéines des produits, ce qui est plus propice a la digestion
animale. Plus propice a la digestion animale [106].
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Tableau 04: Principaux domaines d’applications de la fermentation en milieu solide [100].

Domaine d’application

Produits

Microorganismes

Alimentaire

Champignons supérieurs

Agaricus bisporus
Lentinus edodes (Shiitaké)
Pleurotus ostreatus
(Pleurotes)

Fromages a pate persillée, fromages

a crodte
fleurie (camembert, brie,...)

Penicillium roquefortii
Penicillium camembertii
Penicillium caseicolum

Pain

Saccharomyces cerevisae

Acides organiques

Acide citrique
Acide lactique

Aspergillus niger
Rhizopus oryzae

Bioconversion de substrats agricoles (compostage, ensilage)

Biostimulation des plantes (ectomycorhizes)

Bioremédiation des polluants organiques dans le sol

Divers
Délignification de la biomasse
Détoxification biologique de composeés toxiques et dangereux
Production d’inoculum fromager (conidies de Penicillium)
Amylases, glucoamylases Aspergillus spp.
Enzymes Cellulases, xylanases

Pectinases
Protéases

Trichoderma spp., Aspergillus
spp.
Aspergillus spp.
Rhizopus oligosporus

Enrichissement nutritif
(protéines) des aliments pour
animaux

Canne a sucre, manioc, pulpe de

betterave,...

Aspergillus spp., Trichoderma
spp.

Métabolites secondaires

Aroémes

Penicillium spp.
Trichoderma spp.

Antibiotiques (pénicilline)

Penicillium notatum

Hormones végétales
(acide gibbérellique)

Gibberella fujikuroi

Alcaloides (ergot)

Claviceps purpurea

Lutte biologique
(biocontrdle/biopesticide)

Biofongicides, bioinsecticides...

Beauveria bassiana,
Trichoderma spp.
Coniothyrium minitans
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1. Matériel

1.1 Matériel végétal
1.1.1 Le Son de blé

Le son de blé est I’un des sous-produits de la mouture seche du blé tendre. Il se compose de
couches extérieures du grain du blé avec une partie de I’albumen (couche d’aleurone et petite
quantité de I’album en amylacée). Il représente 10 a 17% du blé moulu [108].

La fermentation a été réalisée sur milieu solide a base de son de blé. Le son de blé a été
utilise comme substrat pour le criblage du champignon protéolytique le plus puissant par un
dosage quantitatif dans SSF (Solid-State Fermentation) [109].

1.1.2 Matériel microbiologique

La souche fongique Aspergillus niger est utilisée pour la production des protéases, par
fermentation en milieu solide. Cette moisissure a été isolée a partir de sols [110].
1.1.3. Milieux de culture utilisés

La production de protéase acide par I’espéce fongique Aspergillus niger, a besoin d’une
source alternative de carbone et d’énergie dans le milieu de culture, nécessaire pour la
croissance et pour la production d’enzymes [111].
Les milieux de cultures utilisés pour I'Aspergillus niger on été mentionnes dans ce tableau

[112] :

Tableau05 : Les milieux de cultures utilisés pour I'Aspergillus niger [112].

Milieux Utilisations

Sabouraud Isolement
Czapek yeast autolysate (CYA) Identification
Potato Dextrose Agar (PDA) Conservation

2. Préparation du matériel biologique:
2.1. Isolement

Aspergillus niger ont été isolés a partir de différents échantillons de sol par des séries de
dilutions décimales .Chaque dilution correspond a un échantillon qui sera étalé a la surface
des boites de Pétri individuelles contenant de milieu Sabouraud. Ont ensuite été incubées a
30°C pendant 4-6 jours pour isoler les colonies distinctives [113].

Chaqgue colonie a ensuite été réassurée sur le méme milieu(Sabouraud) jusqu'a pureté puis

identifiées morphologiquement et conservé a 4°C [114].
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2.1.1. Prélévement du sol

Les échantillons de sol prélevés des différentes zones a I'aide d'une grande spatule stérile,
apres I'écartement de la couche superficielle du sol, puis déposés sur une feuille d'aluminium
stérile. Les gros debris sont enlevés (plantes, racines, pierres) le reste du sol est récupéré et
mis dans des flacons stériles. Ces derniers sont déposés dans une glaciére et transportes
rapidement au laboratoire [114,115].

2.1.2. Préparation de la suspension du sol

La suspension du sol a été préparée en mélangeant un gramme de sol dans 9 ml d'eau
physiologique (Na Cl a 0.9%), puis agiter. Une série de dilutions décimales (10-1 jusqu’a 10-
5) ont été préparees a partir de solution mere dans des tubes de 9 ml de I’eau physiologique
dans des conditions aseptiques, suivie d’une agitation pendant 10 minutes pour homogenéiser
la suspension du sol [115].
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Figure 06:Dilution en série de I’échantillon dans une solution physiologique : agitation au
vortex [116].

2.1.3. Ensemencement des moisissures

Les ensemencements a partir de différentes dilutions ont été réalisées sur des boites de
Pétri individuelles contenant de milieu Sabouraud [114].

Déposer 0,1 ml de I’une des dilutions sur le milieu de culture puis étaler de fagon uniforme
a I’aide d’un étaleur stérile jusqu’a ce qu’il ne reste plus de liquide visible a la surface du
milieu. Les boites de Pétri ont ensuite été incubées a 30°C dans un incubateur pendant 4-6
jours pour une sporulation maximale et des colonies distinctives [113].
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2.1.4. Purification

Aprés incubation, les colonies précédemment isolées ont été repiquées successivement par
touche sur le milieu PDA jusqu’a I’obtention de souches pures [114].

2.1.5. Conservation des souches fongiques isolées

Les souches fongiques isolées sont maintenues sur milieu PDA (incubation a 30°C jusqu’a
une bonne sporulation). Les spores sont récupérées par adition de 10ml d’eau tween
(0.1%).Ces suspensions de spores sont ensuite stockées a 4°C jusqu’a leur utilisation [117].

2.1.6. Identification

L'identification des moisissures fait essentiellement appel au caractere culturaux
(identification macroscopique) et a la morphologie (identification microscopique) mais
rarement a des propriétes biochimiques [117].

1. Identification macroscopique

Les caractéres morphologiques et culturaux sont déterminés aprés ensemencement des
souches pures sur milieux de cultures spécifiques différents. L'identification se fait a I'eeil nue
et elle se base essentiellement sur les caracteres suivant [117]:

La vitesse de croissance (rapide, moyenne, lente)
e Latexture des colonies.
e La couleur des colonies.
e La couleur du revers de la culture.
e Le mode de reproduction.

2. ldentification microscopique

L’identification microscopique est réalisée par coloration au bleu de méthyléne et une
observation sous microscope optique a grossissement (x10, x40) ainsi qu'a I'immersion
(x100).L'étude microscopique du mycélium est basée sur [117,118]:

L'absence ou présence de cloisons.
Couleur des filaments mycéliens.
Mode de ramification des cloisons.
Différenciation des thallospores.

2.2. Méthodes de dosage
2.2.1. Mise en évidence de L'activité protéolytique

L activité protéolytique c’est la capacité de la souche fongique de croitre sur milieu de
culture a base de protéine comme la seule source d’azote et générer des zones de protéolyse
claires [120].

L activité protéolytique de la souche d'Aspergillus niger a été recherchée qualitativement sur
milieu lait gélosé stérile a 30 % comme seule source d'azote. Et I'apparence des zones
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d’hydrolyses aprés I’ensemencement des quelques spores au centre de la boite de Pétri avec
une incubation a 30°C pendant 5 jours permettant la mise en eévidence de I’activité
protéolytique de la souche isolée [120].

Au cinquieme jour, on mesure le diameétre de colonie et diametre de I’anneau de protéolyse (c’est
une zone claire formée autour de la colonie fongique) [120].

2.2.2. Mesure de I’activité protéolytique

L’activité protéolytique est le nombre d’unités d’activité protéolytique par pug de protéines;
celles-ci sont dosées par la méthode spectrophotométrique [121]

L'activité protéolytique est déterminée a partir de I'effet de I'enzyme sur sur la caséine
suivant la méthode d’Ansons, (1938) que se base sur I’estimation de la quantité des peptides
simples et des acides aminés libres formés par I’hydrolyse d'une protéine substrat sous
I’action d’une protéase ou un mélange des protéases. La tyrosine est utilisée comme standard
de dosage colorimétrique de I’activité protéolytique parce que c'est un acide aminé present
dans toutes les protéines [122].

La réaction enzymatique est stoppée par I’addition du TCA, qui fait précipiter les
protéines non attaquées par la protéase, puis les eéliminer par différents procédes
(centrifugation, filtration). La mesure de I’absorbance des peptides et des acides aminés libres
restants en solution apres coloration au réactif de Folin-Ciocalteau (réaction avec la Tyr et
Trp), permet de mesurer l'activité protéolytique par spectrophotométrie a 750nm [122].

2.2.3. Dosage des protéines

De nombreuses méthodes ont été mises au point pour doser les protéines. Ce sont
géneralement des méthodes spectrophotométriques basées sur diverses caractéristiques
spectrales ou réactionnelles des acides aminés constituant les protéines [123]. Le choix
dépend des besoins et des caractéristiques recherchées: fiabilité, sensibilité, rapidité, taille des
échantillons, possibilité de récupérer I'échantillon apres dosage, présence de substances
interférentes dans I’échantillon [119].

On cite les méthodes de dosage des protéines les plus utilisé [124] :

» Absorption a 280 nm: On mesure I'absorption a 280 pour faire un dosage quantitatif ou
semi-quantitatif d'une solution protéique.

» Méthode de biuret: Cette méthode a été développée par Gornall et al (1949)qui ont
appliqué la réaction du biuret pour obtenir une méthode quantitative de dosage des
protéines.

» Meéthode de Lowry: Cette méthode a été developpée par Lowry et al (1951) qui ont
combineé une réaction au biuret et une réaction au réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier, a
base de phosphomolybdate et de phosphotungstate, réagit avec les tyrosines et les
tryptophanes, pour donner une coloration bleue qui s'ajoute a celle du biuret.

» Meéthode de bleu de coomassie: ont développé par Bradford et al (1976) une méthode
basée sur I'adsorption du colorant bleu de Coomassie G250. En milieu méthanolique
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acide, ce colorant s'adsorbe sur les protéines et cette complexation provoque un transfert
de son pic d'adsorption qui passe du rouge au bleu. De nombreuses variantes ont eté
développées par la suite et on peut se procurer dans le commerce des trousses ("kits™) de
divers fabriquant. Cette adsorption se fait principalement par des liens ioniques avec des
acides amines basiques (Arg., his, et lys) et des interactions hydrophobes (acides aminés
hydrophobes).

» Meéthode de Kejdahl: Cette méthode consiste a mesurer la quantité d'azote organique
d'un échantillon. 1l faut évidemment savoir, pour I'échantillon analysé, quelle est la
relation entre la quantité d'azote et celle de protéines. Elle requiert un équipement colteux
et complexe. On ne I'applique qu'a des échantillons difficiles a homogéneiser. Comme du
matériel vegétal.

» Meéthode parAcide bicinchonique: est un dosage colorimétrique des protéines, basé sur
I'acide bicinchoninique(BCA) qui réagit avec les complexes de Cu®* et de protéines de
facon trés similaire a la réaction du biuret. En formant de tels complexes, il prend une
couleur pourpre typique. C'est une méthode sensible et rapide qui résiste aux détergents
comme le Triton ou le SDS. Elle est aussi souvent disponible en trousses faciles d'emploi.

2.3. Méthode de fermentation
2.3.1. Milieu et conditions de culture

L activité protéolytique d'Aspergillus niger a été testée quantitativement, ou le son de blé
est utilise comme substrat pour favoriser la production de protéases extracellulaires. Une
masse de 5 g du substrat sec avec 4ml du milieu minéral a été introduite dans une Erlenmeyer
de 250 ml est ensuite stérilisée par autoclavage pendant 20 min [125,126].

2.3.2. Préparation de I’inoculum :

L’inoculum correspond a la suspension sporulé de la souche d’Aspergillus niger. Cette
derniére, est préparée par addition de 10 ml d’eau physiologique stérile aux souches cultivées
pendant 5jours sur milieu PDA. Les spores sont récupérées superficiellement en utilisant un
rateau sous des conditions aseptiques, Puis filtrés par papier filtre stérile [127,128].

2.4. Dénombrement des spores:

Le denombrement des cellules viable est souvent nécessaire lors de manipulations de
déterminer le nombre de cellules présentes dans une culture, tant sur milieu solide qu'en
suspension dans un milieu liquide. 1l peut s'agir de bactéries, de levures, de moisissures;
d'algues unicellulaires [129].

L’estimation du nombre de spores de la suspension fongique est effectuée par un
dénombrement des spores d’Aspergillus niger effectué sur cellule Malassez sous microscope
photonique au grossissement (x10) puis (x40) [129].
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2.5. Conduit de fermentation :

Les milieux stériles ont été additionnés de 4 ml de milieu minéral stérile, puis inoculés
avec 1 ml de suspension des spores et incubés a 30°C pendant 72 h dans une étuve [109].

2.6. Optimisation des parameétres de production de protéase acide par
Aspergillus niger :

L'effet des parametres suivants sur la production de protéase par la souche Aspergillus
niger. Chaque parametre prouvé a été maintenu constant dans I'étude ultérieure du parametre
suivant :

2.6.1. Choix du milieu minéral

L’influence de la composition du milieu minéral sur la production de la protéase d'Aspergillus
niger a été évaluée par I’utilisation de quatre milieux minéraux différents : solution du Czapek-
Dox, solution M-9, solution du sulfate d’ammonium & 0,05% (SA) et une solution minérale (SM)
[129].

Dans chaque Erlenmeyers de 250ml, 10g de son de blé caractérisé et 10ml du milieu minéral
testé, dont le pH initial est ajusté a 4. Le mélange est ensuite stérilisé a 121°C pendant 15-20min.
Apres refroidissement, chaque milieu est inoculé par 1ml de la suspension fongique

(2x10espores/ml), puis incubé a 30°C pendant 3 jours [129].
2.6.2. PH initial du milieu minéral

Des valeurs de pH de 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 et 10,0 ont été utilisées pour estimer le pH
optimal pour la production de protéase a partir d’ Aspergillus niger en utilisant la méthode
décrite par Oyeleke et al [130].Le pH du milieu a été ajusté en utilisant soit 50 mm de
K2HPO4, soit 50 mm de KH2PO4.Les autres conditions ont été maintenues constantes.

2.6.3. Température d’incubation

Selon la description d'Oyele [131] , I'effet de températures sur la production de protéase
d'Aspergillus niger a été déterminé en incubant les flacons de fermentation a 30 °C, 35 °C, 40
°C,45°C,50°C,55° Cet60°C, 70°C et 80°C. Les autres conditions ont été gardée
constantes.

2.6.4. Période d'incubation

L'effet de la période d'incubation sur la production de protéase a été défini en incubant
pendant différentes heures de 24, 48, 72, 96, 120 et 144. L'activité protéolytique a été
effectuée par la méthode d'Ali et Vidhale [132].

2.6.5. Taux d’humidité du substrat

La méthode décrite par Ali et Vidhale [132]. A été utilisée pour étudier I'effet de I'humidité
du substrat sur la production de protéase.
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Le taux initial d’humidité du substrat a été optimisé par incubation de la souche
d'Aspergillus niger a différents volumes de la solution saline, qui correspondent aux différents
taux d’humidité : 39,21% ; 54,33% ; 62,5% ; 65,34% et 70,8[133]5%. La fermentation est
conduite a la température optimale et au pH optimum pendant 3 jours [133].

2.7. Extraction et purification de la protéase d’Aspergillus niger :

2.7.1. Extraction de la protéase d’Aspergillus nige

A la fin de la fermentation, la protéase d’Aspergillus niger est extraite & I’eau distillée. Le
son de blé fermenté est repris dans 50 ml d’eau distillée stérile. Apres agitation a 160 rpm
pendant 2 heures a 30°C, Les débris ont été séparés par filtration a travers un papier filtre
Whatman Nol, ou a l'aide d'un tissu en coton. Le filtrat a ensuite été centrifuge 5000 g pour
15 min a 4°C, dont le surnageant récupéré represente I’extrait enzymatique brut utilise pour
les études analytiques [134, 135].

2.7.2. Purification de la protease d’Aspergillus niger

La purification partielle de I’enzyme passe par une précipitation fractionnée des protéines par
sulfate d’ammonium ((NHa4)2 SO4) puis une dialyse & membrane semi-perméable [136].

La précipitation au sulfate d’ammonium de I’extrait enzymatique brut a été effectuée a 70% de
saturation. Une quantité de 22,19 de sulfate d'ammonium (voir Annexe 3) est ajouté a 50 ml
d'extrait brut sous agitation pour atteindre le 70% de saturation & 4°C.

Elle est suivie par une centrifugation a (4000rpm, 30 min.), la présence de I’enzyme est

recherchée dans le surnageant et le culot. Ce dernier est mis en suspension dans un volume réduit
du tampon citrate de sodium (0,1M ; pH 5,2), pour étre dialysé par la suite afin d’éliminer le
sulfate d’ammonium résiduel. [137,138].

2.8. Etude de la stabilité de la protéase d’Aspergillus niger

L’étude de la stabilité de I’extrait enzymatique d’Aspergillus niger a été déterminée en
fonction de la tempeérature et le pH, ou I’activité protéolytique varie selon les conditions
standards de la mesure [139].

2.8.1. Stabilité thermique

La stabilité thermique a été étudiée en incubant les extraits enzymatiques a des températures
variant dans le tampon ex: citrate de sodium pendant une durée de temps [139].

2.8.2 Stabilité vis-a-vis du pH

La stabilité vis-a-vis du pH est déterminée par la mesure de I’activité protéolytique de
I’extrait brut maintenu pendant a intervalle de temps de température dans le tampon citrate de
sodium a des pH varient [139].
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Résultats et discussions

La production de protéase par Aspergillus niger sur milieu a base des résidus agro-
industriels (son de blés) est abordée par plusieurs travaux, grace a I’importance de cette
enzyme et de ces applications dans le secteur biotechnologique. Actuellement, ces enzymes
occupent une position de leader parmi les enzymes industrielles commerciales. Les protéases
d’origine fongique représentent une source précieuse pour de multiples applications
industrielles, car les champignons filamenteux constituent les moteurs de production des
enzymes protéolytiques, particulierement Aspergillus niger, qui est le plus commun en classe
des champignons inoffensifs (GRAS) (Generally Regarded As Safe) ; de ce fait, les enzymes
produites par ce champignon peuvent étre utilisées en toute sécurité [140].

La présente étude vise I’utilisation des ressources renouvelables principalement les
résidus agro-industriels .En effet, les déchets générés par ces industries constituent une
matiere organique riche en polysaccharides de la paroi végétale, a savoir la cellulose,
I’amidon, la lignine et la pectine. Ces macromolécules ont une valeur nutritionnelle
importante et nécessitent d’étre valoriser en tant que matiere premiére ou substrat pour faire
cultiver des microorganismes, qui par conséquent, sont capables d’utiliser ces nutriments et de
produire de nouvelles molécules a forte valeur ajoutée. Ce qui conduit en fin de parcours, a
une dépollution naturelle de I’environnement d’un coté, et de I’autre coté, c¢’est économique
par I’apparition d’une nouvelle gamme de produits biotechnologiques sur le marché. Par
ailleurs, la production des enzymes d’origine microbienne est effectuée par des fermentations
en milieux liquides ou sur substrats solides, représentes par des milieux naturels sous forme
de résidus issus de ces industries, ce qui constitue une alternative de choix qui s’insére dans
cette préoccupation ou la production d’enzymes industrielles nécessite I’utilisation de milieux
a moindre colt [140]. Ce qui est possible par I’utilisation des résidus agroindustriel
disponibles et bon marché. Effectivement, dans notre étude on a opté sur I’utilisation le son
de blés comme substrat naturel pour la croissance du champignon filamenteux Aspergillus
niger et la production des protéases, selon le procédé de la fermentation sur milieu solide
(FMS). Ce systeme solide est préconisé pour améliorer le niveau de production des enzymes
en raison de plusieurs avantages par rapport a la fermentation liquide (FML).

Parmi les modes de fermentation utilisés pour la production des enzymes, la fermentation
a I’état solide est genéralement préférée parce qu’elle permet la production d’enzymes brutes
hautement concentrées. Par conséquent, les codts de I’extraction sont faibles et permettre
ainsi, d’obtenir des enzymes purifiées. D’apres les études sur la production des enzymes, on
peut dire que la biosynthese des enzymes d’origine microbienne dépond de certains facteurs,
entre autres les composants du milieu, la température d’incubation, le pH initial du milieu,
etc. L étude de la composition chimique du substrat de fermentation s’impose aussi pour
orienter une telle production. D’apres (MAES et al, 2001) [141]. Le son de blé est composé
d'environ de 22 a25% de (glucurono) arabinoxylanes, de 14 a 17% de protéines, de 7 a 11%
de cellulose, de 3 a10% de lignine, des B-glucanes a liaisons mixtes et de 11 a 30% d’amidon
résiduel selon le mode de fractionnement .Au total, les polysaccharides hors amidon
représentent environ 46% du son de blé industriel, dont prés de 70% sont des (glucurono)
arabinoxylanes .

Les parameétres de processus pour la production de protéase par Aspergillus niger cultivé sur
différentes milieux solide et utilisé le son de blés comme substrats ont été effectués dans
des conditions optimisées. Les résultats de sont présentés et discutés comme suit :
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1. Optimisation des parametres de production de protéase acide par
Aspergillus niger :

1.1. Choix du milieu minéral

Selon I’étude de BENSMAIIL (2012) [142].la production de protéase de la moisissure
Aspergillus niger est effectuée par fermentation sur quatre milieux solides : milieu minéral
différents avec son de blé, dont le pH initial et la température d’incubation des cultures est de
I’ordre de 4 et 30°C , Les resultats obtenus révelent que la solution du Czapek-Dox
additionnée au son de blé assure une meilleure production de la protéase d’ Aspergillus niger
avec une activité coagulante de I’ordre de 112,67+4,95 US/ml et un AC/AP de 2,70. Par
contre, la solution du sulfate d’ammonium a 0,05% donne la plus faible activité
(32,736+0,816 US/ml). Tunga et al., (1998) [143]. Ont trouvé que la solution M-9 permet
d’avoir le maximum d’activité protéolytique de la protéase alcaline produite par Rhizopus
oryzae sur son de blé (figure 07).

Des résultats similaires ont été trouvés par Attrassi et al (2005) [144].

Donc Le milieu Czapek-Dox donne la meilleure production de la protease.
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Figure07: Influence de la composition des milieux salins sur la production de la protéase
d’Aspergillus niger. (incubation a 30°C).( SA: sulfat d'amnium, SM: solution menirale, CD:
Czapek-Dox.) [142].

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 [143].

1.2. Influence du pH du milieu minéral
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Afin d’étudier I’influence du pH initial de la solution saline du Czapek-Dox sur la
production de la protéase d’Aspergillus niger, Ont noté différents pH variant de 3 a 7 pendant
3 jours [145,146].

La figure 08 indique que la production de la protéase d’Aspergillus niger est maximale a
pH 4. La productivité en enzyme est diminuée si le niveau du pH est supérieur ou inférieur
par rapport a cette valeur. On observe pareillement que la variation du pH du milieu mineral
(intervalle du pH 5-7) ne provoque pas une grande différence dans les rendements de
production, qui peut étre exprimée par I’excellente capacité tampon du son de blé et par
I'utilisation de petites quantités expérimentales [145,146].
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Figure 08: Effet du pH initial du milieu minéral sur la production de la protéase d’Aspergillus
niger (solution Czapek-Dox, 30°C) [147].

Des résultats proches sont également trouvés pour une production de protéase maximale a
pH 4 et 4,5 par Bensmail et al. (2013) [148] et Mukhtar et Ul-Haq (2009) [149].
respectivement lors I’étude sur | *A.niger par contre une activité productrice maximale a été
remarqué a pH neutre 7 (Paranthaman et al., 2009) [150]. et autre alcalin (Chandrasekaran et
al., 2015) [151] pour la méme espece.

Des résultats similaires ont été trouveés par Singh et al. (1994) [152]. On note
I’augmentation de I’activité protéolytique du pH 2,5 jusqu’a pH 4,0, ou elle garde une activité
indispensable jusqu’a pH 5,5. Au dela de cette valeur, I’activité diminue. L’enzyme est perdu
environ 40% de son activité a pH 6,5.

La figure09 indique que la souche sélectionnée présente également une activité protéasique
a pH neutre, mais cette activité est moins importante que la premiére. Cette moisissure produit
donc au moins deux protéases, I’une ayant un pH optimum de 4,0 et I’autre un pH optimum
de 7,0. Les deux types de protéase se dénaturent aux pH alcalins. En effet, les activités
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métaboliques des microorganismes sont trés sensibles a la variation de pH, car il influe
fortement sur des nombreux processus enzymatiques ainsi que le transport de différents
éléments nutritifs a travers la membrane cellulaire assurant la croissance et la production des
métabolites [145] [150] [153]. Ces activités métaboliques conduisent inévitablement a un
changement dans I'équilibre des ions hydrogene et donc du pH du milieu de culture [154].

Actiyibi protéoltique)
Ll

a1 2]

Figure 09: Effet du pH sur I’activité de I’enzyme [152].

Selon (Patil M et al 1981) [155] la production maximale de protéase a été trouvée a PH 7
(Figure 09). Ce résultat indique clairement que la moisissure est neutrophile. La production
moyenne de protéase par Aspergillus niger a été observée dans I’intervalle PH 7-9.

La production de protéines et la croissance en cas de PH 10 optimum, PH 7 a éte rapportee
pour la protéase naturelle d’Aspergillus niger.
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FigurelO: Effet du pH sur la production de protéase par Aspergillus niger [147].
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1.3. Effet de la température d'incubation

Selon I’étude de Bousmeil (2013) [148], La plupart des résultats démontre que la
température optimale pour la production d'enzymes s'est révélée étre de 30°C, ou la
production maximale de protéase mesure 209.333 pg/h/ml qui s’accompagnée avec une
concentration des protéines de 5.038 pg/ml. Ce qui posé la nature mésophile de I’espéce
utilisee. Une production plus faible a été observée a des températures plus basses et plus
élevées, associée a une moindre production des protéines qui s’annule a 45°C (figure 11).
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Figure 11: L'effet de la température d’incubation sur la production de la protéase
d’Aspergillus niger (solution Czapek-Dox, pH= 4) [147].

Cette température optimale est similaire a celles décrites pour Aspergillus niger (Mukhtar
& Hagq, 2009) [149], Penicillium griseoroseum (Haq et al., 2004) [156], et Aspergillus
oryzae (Shata, 2005; Vishwanatha et al., 2010) [157.158] produisant des protéases par
fermentation sur milieu solide a base du son de blé. La température d’incubation affecte les
performances de la fermentation sur milieu solide; en raison de son importance dans la
croissance des microorganismes et la production des métabolites (accélere la vitesse de toutes
les réactions enzymatique).

Par apport a la majorité des études précedentes, des auteurs trouvent que I’activite de la
production des protéases d’Aspergillus niger par la fermentation sur milieu solide est cessée
totalement au dela de la température 40°C. Mais en cours de I’étude de Berbas et al 2019 [159],
elle a diminué sans interruption méme avec des températures élevées (50 et 55°C) car la souche
d’Aspergillus niger a été extraite a partir d’une source chaude (figure 12).
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Figure 12 : Influence de la température d'incubation sur la production de la protéase
d’Aspergillus niger [159].

La production de la protéase d’Aspergillus niger a plus basse température est plus
avantageuse, car elle entraine une baisse des taux d'évaporation ce qui évite I’augmentation de
la température de fermentation pendant la période d’incubation. Mais, des phénomenes
inverses se produisent a des températures élevées: I’élévation de la température dans la masse
fermentable due a un dégagement de la chaleur métabolique, provogue un asséchement de la
culture, une baisse de I’activité de I’eau (aw) et de la disponibilité des éléments nutritifs ce qui
limite I’aération et induit une croissance limitée voir impossible [148].

1.4. Effet du temps d'incubation

Selon (Raufl et al., 2010) [160] les résultats indique que la production enzymatique était
maximale apres 3 jours (169.33 pg/h/ml) avec une concentration protéique de (3.7911pg/ml).
Une diminution progressive des unités enzymatiques a été remarquée avec une augmentation
de la période d'incubation suggeérant clairement que le réle de I'enzyme comme métabolite
primaire est produit dans la phase de retard de la croissance du champignon pour l'utilisation
des nutriments présents dans le substrat solide. La diminution subséquente des unités
enzymatiques pourrait probablement étre due a I'inactivation de I'enzyme. Ces résultats sont
comparables a celles obtenus par Samantha (2005) [161] qui a déclaré une activité
enzymatique maximale aprés 3 jours avec la fermentation a I'état solide (figure 13).
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Figure 13:Influence du temps d’incubation sur la production de la protéase
d’Aspergillus niger (solution Czapek-Dox, 30°C, pH4) [147].

Dans une autre étude on a trouvé que le profil de la production de la protéase
d’Aspergillus niger et la détermination du temps d’incubation optimum ont été déterminés par
incubation des cultures fongiques dans les conditions optimales préalablement établies a
differents temps allant de 1 a 7 jours. Le maximum de la production d'enzyme a éte observé et
remarqué apres 72h de la fermentation (figure 14).
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Figure 14 : Influence du temps d’incubation sur la production de la protéase
d’Aspergillus niger (solution Czapek-Dox, 30°C, pH4, TH=39,21%, 106 spores/ml) [142].
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Le méme résultat a été obtenu avec Aspergillus niger (Moosavi-Nasab et al., 2010) [162]
et Aspergillus oryzae (Shata, 2005) [157] sur son de blé, Rhizopus microsporus sur son de riz
(Sumantha et al., 2006) [163] et avec Aspergillus clavatus sur milieu liquide (Tremacoldi
et al., 2004) [164] . Une diminution progressive de I’activité coagulante a été signalée avec
l'augmentation du temps d'incubation, suggérant clairement le rdle d’enzyme en tant qu’un
métabolite primaire, produit pendant la phase logarithmique de la croissance du champignon
afin d'utiliser les nutriments (protéines) présents dans le substrat solide. L’incubation au-dela
de cette période optimale a montré un déclin rapide dans le rendement d’enzyme [150 ; 153 ;
163] :

e Cette diminution était probablement impayée a I'épuisement des éléments nutritifs a la
disposition des microorganismes;

e L’inactivation d’enzyme par d'autres metabolites toxiques libérés dans le milieu;

e La croissance active du mycélium, étroitement liée a la période d'incubation et des
conditions de culture, est importante pour la production des enzymes extracellulaires

1.5. Taux d’humidité du substrat

Un niveau d'humidité de 39,21% a été trouvé optimal pour la production de I’enzyme
d’Aspergillus niger sur son de blé (160+3,512 US/ml).La figure 15 exprime qu’a des
quantités en eau supérieures a l'optimum souhaiteé, I’activité d’enzyme est validee de maniere
significative. La teneur initiale d’humidité en SSF est un facteur fondamental qui affichée
affecte a la fois la croissance microbienne et les rendements en produits. Elle se differé
pendant la fermentation suite a I’évaporation causée par la chaleur métabolique, a I’hydrolyse
du substrat et a la production d’eau métabolique [163,165].

L’eau est impliquée dans la croissance cellulaire, les réactions métaboliques, les activités
enzymatiques pour le transport des éléments nutritifs, des métabolites extracellulaires et des
gaz au cours de la fermentation solide (milieu de diffusion) et entre également dans la
constitution du matériel biologique [166]. La faible teneur en eau des cultures solides
provoque la diminution de la solubilité du substrat et son degré de gonflement, ce qui réduit
son accessibilité au champignon, mais qui évite en méme temps les contaminations
bactériennes exigeant des taux d’humidité plus importants.

D’autre part, (Sandhya et al., 2005; Sharma et al., 2008; Chutmanop et al., 2008;
Mahanta et al., 2008; Lazim et al., 2009) [145, 146,153,167,168].ont été signalés a des
teneurs plus élevées, plusieurs phénomenes: la perte de la structure des particules , la
diminution de la porosité du substrat, le développement de la rigidité ce qui provoque la
diminution des échanges gazeux (transfert d’O2 et de CO2) et I’augmentation de
développement du mycélium aérien .
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Figure 15 : Effet du taux d’humidité initial sur la production de la protéase
d’Aspergillus niger (solution Czapek-Dox, 30°C, pH4) [166].

2. Etude de la stabilité

2.1. Stabilité thermique

Les résultants illustrés dans la figure 16; montrent que la protéase extraite a partir
d’Aspergillus niger est thermiquement stable jusqu’a une température de 50°C. Par la suite,
une diminution de I’activité a été notée jusqu’a proche I’inhibition totale a 60°C, qui
s’explique par la dénaturation de la structure moléculaire de I’enzyme. Le taux de tous les
processus physiologiques est augmenté en augmentant la température, mais au-dela de
certaines limites, il commence a diminuer car les enzymes sont sensibles a la température.
Une enzyme perd ses propriétés catalytiques a haute température en raison de I'étirement et de
la rupture finale des liaisons hydrogénées faibles présentes dans la structure enzymatique;
Cela entraine le changement complet de la nature de I'enzyme et les rend inactifs [168].
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Figure 16: Effet de la température sur I’activité protéolytique de la protéase
d'Aspergillus niger[147].

La méme gamme de la stabilité est indiquée par Kumar et al. (2005) et Merheb-Dini et
al.(2010) [170 ;171] concernant les enzymes protéolytiques d’Aspergillus. oryzae et de
Thermomucor indicae-seudaticae N31. La protéase d’Aspergillus niger F2078 et celle du
Thermoascus auranticus présentent une stabilité thermique dans I’intervalle compris entre 30
et 60°C [152 ; 171]

2.2. Stabilité vis-a-vis du pH

D’aprés I’étude de BENSMAIL (2012) [142], la protéase acide d’Aspergillus niger garde
son activité maximale dans I’intervalle du pH compris entre 3 et 5, aprés incubation des
extraits enzymatiques pendant 24h a 4°C dans du tampon citrate de sodium (0,1M).
L’augmentation du pH provoque la diminution de I’activité qui disparait a pH 8.

La méme réponse vis-a-vis la variation du pH, est obtenue par Singh et al., (1994);
Fernandez-Lahore et al.,(1999) ; Abdellaoui, (2007) et par Merheb-Dini et al.,(2010)
[152;171 ;172 ;173] .lors d’étude des enzymes coagulantes élaborées par Aspergillus niger
F2078, Mucor sp., Aspergillus niger et Thermomucor indicae-seudaticae N31 respectivement,
présentant une bonne stabilité dans I’intervalle du pH 3-6.
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Figure 17: L'influence du pH sur I’activité protéolytique de la protéase
d'Aspergillus niger [147].

L'enzyme était active de pH 3jusqu'a 5 comme le montre la figure 17. Cela suggére que
I'enzyme est active a un pH acide et convient a lI'industrie alimentaire et a lI'industrie des
boissons. L’industrie alimentaire et I'industrie des boissons [174]. Chaque enzyme posséde un
pH optimal qui donne leur maximum d'activité enzymatique, des changements de ce pH
peuvent provoquer une dénaturation de I'enzyme entrainant a la perte d'activiteé catalytique, et
peut aussi causer des changements dans I'état ionique du substrat pouvant entrainer la
formation de particules chargées qui ne peuvent pas correspondantes aux sites actifs de
I'enzyme, donc le complexe substrat-enzyme ne peut pas former [149].
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Conclusion

CONCLUSION

Les présentes études ont permis de conclure qu’Aspergillus niger était un bon producteur
de protéases acides en utilisant des déchets agroalimentaire (son de blé) comme substrat. Une
proportion importante en protéines trouve dans le son de blé assure la croissance microbienne
et la production des métabolites. La protéase acide produite par Aspergillus niger possede les
caractéristiques d’une enzyme intéressante a des applications industrielles (pH optimal acide,
thermostable).

De I’ensemble des résultats obtenus, on ne déduit que I’activité protéolytique maximale de
I’ordre de 169.33 pg/h/ml de I’extrait enzymatique brut produit par Aspergillus niger ont a été
obtenu en SSF a base du son de blé sous les conditions optimales suivantes:

v" Solution minérale du Czapek-Dox a pH 4 ;
v' Taux d’humidité 39,21% ;

v Température de la fermentation 30°C ;

v' Temps d’incubation 72 heures.

On peut dire que nos résultats sont encourageants et qui requiérent plus de travail, mais qui
ouvrent également le chemin pour tester la capacité de cette enzyme dans le mande industriel.

Au terme de ce travail, il est nécessaire de compléter et de développer le sujet par les études
suivantes:
v’ Purifier I’enzyme et étudier sa structure.
v Tester I’activité de la protéase avec d’autres substrats pour évaluer son éventuel intérét
et applications.
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