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Introduction

Les protéases appelées egalement peptidases, ou protéinases (Rawlings et al., 2014 ),
représentent pres de 60% du marché industriel et trouvent des applications dans de nombreux
procédés biotechnologiques (industrie pharmaceutique, industrie du cuir, industrie des
détergents..). De telles enzymes peuvent avoir une importance commerciale et par conséquent,
aider dans la dégradation des protéines dans divers processus industriels (Suman Kumar et al.,
2021).Les protéases sont un groupe d’enzyme vaste et complexe qui joue un role vitale dans
les activités nutritionnelles et régulatrices et sont essentielles pour les fonctions
physiologiques des organismes vivants. Ces enzymes participent a la dégradation des
protéiques en acides aminés que le corps peut utiliser pour 1’énergie et jouent également un
role vital dans les processus essentiels tel que la coagulation du sang, la division cellulaire.
Les protéases se trouvent dans une grande diversité de sources telle que les plantes, les

animaux et les micro-organismes bactéries et champignons) (Dasari, 2020).

Les protéases commerciales sont produits exclusivement a partir de moisissures des genres
Aspergillus, Penicillium et Rhizopus, car plusieurs especes de ces genres sont généralement
considérées comme sdres (Suman Kumar et al., 2021).

Les protéases alcalines d’origine microbienne possédent un potentiel industriel considérable
en raison de leur diversité biochimique et de leurs larges applications dans les industries de la
tannerie et de I’alimentation, les formulations médicinales, les détergents et les processus tels
que le traitement des déchets, la récupération de I’argent et la résolution des mélanges
d’acides amings, elles trouvent leur utilisation la plus importante dans la lessive domestique
avec une production annuelle mondiale de détergents d’environ 13 milliards de tonnes
(Suman Kumar et al., 2021).

Dans la présente étude, une analyse de travaux concernant la production de protéase a été
réalisée, il s’agit d’optimiser la production de la protéase alcaline dans diverses conditions

(Suman Kumar et al., 2021 ; Dasari, 2020).

Le but étant d’optimiser les conditions de production de protéases par Aspergillus flavus en
fermentation a 1’état solide.
e D’abord, un isolement est réalisé depuis le sol est réalisé suivie de criblage des isolats
producteurs de protéases.
e Ensuite, Préparation de 1’inoculum suivie des conditions de culture
e Enfin, le dosage de I’activit¢ enzymatique apres optimisation des différentes

conditions de fermentation
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1. Les protéases

1.1. Définition

Les protéases constituent un grand groupe d’enzymes qui catalysent I’hydrolyse des liaisons
peptidique dans les protéines. Le clivage des liaisons peptidiques conduit a la dégradation des
substrats protéiques en acides aminés constitutifs. Elle sont classées en (EC 3.4) (Gupta et al.,
2002 ; Rao et al .,1998 ; Sabotic et Kos, 2012) citeé par ( Paula et al., 2015) et elle présente
une grande diversité dans leurs propriétes physico-chimiques et catalytiques et une abondante
littérature est disponible sur leurs aspects biochimiques et biotechnologiques (Kumar et al.,
2008).

1.2. Sources de protéases

Etant donné que les protéases sont physiologiquement nécessaires aux organismes vivants,
elles sont omniprésentes, chez les plantes, les animaux et les micro-organismes (Mala et al.,
1998) .

1.2.1. Protéases végétales

L'utilisation de plantes comme source de protéases est régie par plusieurs facteurs tels que la
disponibilité de terres pour la culture et l'adéquation des conditions climatiques a la
croissance. De plus, ’extraction des protéases a partir de plantes est un processus qui prend
du temps. La papaine, la bromélaine, les kératinases et la ficine représentent certaines des
protéases d'origine végetale bien connues (Mala et al., 1998). Certaines plantes tels que
Onoporduma canthium et Scolymus maculatus ont fait I’objet de recherche pour tester la
capacité de ces protéases végétales a coaguler le lait (Benkahoul et al., 2016 ; Benchiheub et
al., 2014).

1.2.2. Protéases animales

Les protéases d'origine animale les plus connues sont la trypsine pancréatique, la
chymotrypsine, la pepsine et les rennes (Boyer et al., 1971 ; Hoffman, 1974). Ceux-ci sont
prépares sous forme pure en grandes quantités. Cependant, leur production depend de la

disponibilité du bétail pour I'abattage (Mala et al., 1998).
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1.2.3. Protéases microbiennes

L'incapacité des protéases végétales et animales a répondre aux demandes mondiales

actuelles a conduit a un intérét accru pour les protéases microbiennes. Les micro-organismes

représentent une excellente source d'enzymes en raison de leur grande diversité biochimique

et de leur sensibilité aux manipulations génétiques. Les protéases microbiennes représentent

environ 40 % des ventes mondiales totales d'enzymes (Goldberg et West, 1996). Les

protéases d'origine microbienne sont représentés dans le tableau 1, ces enzymes sont préférées

aux enzymes d'origine végétale et animale car elles possedent la quasi-totalité des

caractéristiques recherchées pour leurs applications biotechnologiques (Mala et al., 1998).

Tableau 1: Exemples des protéases microbiennes (Belmessikh et al., 2011).

Sources

Espéces

Références

e Moisissures

Aspergillus oryzae
Mucor circinelloides
Conidiobolus coronatus
Penicillium sp.
Aspergillus terreus
Bauveria felina

Aspergillus clavatus ES1

Garcia-Gomez et al., 2009
Sathya et al., 2009
Laxman et al., 2005
Germano et al., 2003

Wau et al., 2006

Agrawal et al., 2005

Hajji et al., 2007

e Levures
Aureobasidium pullulans Chi et al., 2007
Candida lypolytica Tobe et al., 1976

e Bactéries Bacillus licheniformis Ferrero et al., 1996

e Actinomycétes

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus subtilis

Bacillus sp.

Virgibacillus sp.SK33

Synergistes sp.

Streptomyces sp.

Nocardiopsis alkaliphila sp.

George et al., 1995
Soares et al., 2005
Patel et al., 2005
Sinsuwan et al., 2008
Kumar et al., 2008a

Mehta et al., 2006
Hozzein et al., 2004
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1.3. Classification et nomenclature des protéases

Deux systémes de classification et de nomenclature des protéases sont actuellement utilisés le

systeme EC reconnu par le comité de nomenclature de 1’Union internationale de biochimie et
de biologie moléculaire , qui est basé sur les réactions catalysées par les protéases (Enzyme
Nomenclature 1992) et le systtme MEROPS de clans et de familles de peptidases qui utilise
une classification hiérarchique des protéases basés sur la structure (Rawlings et Barrett, 1993)
cité par (Nelda et al ., 2016).

1.3.1. Systéeme EC

Le systeme de classification EC (Enzyme Committee) est basé sur le type de réaction

catalysée et la nature du site actif de la protéase.

Les protéases sont situées dans la classe hydrolases (EC3.), agissant sur les liaisons

peptidiques (sous classe peptidase EC 3.4).

Toutes les peptidases catalysent la méme réaction, elles peuvent étre classés selon la position

de la liaison peptidique & hydrolyser au sein de la chaine peptidique, sur cette base, elles sont

divisées en «exopeptidases», qui n’agissent qu’a proximité d’une extrémité d’une chaine

polypeptidique et en «endopeptidase» qui agissent de maniére interne dans la chaines

polypeptidique (Enzyme Nomenclature, 1992).

Les protéases peuvent se divisés en cing sous- groupes en fonctions de leurs mécanismes

catalytique qui impliquent la présence de certains acides aminés dans le site actif de I’enzyme,

il s’agit de :

1- les endopeptidases a sérines (EC3.4.21) : possédent un résidu sérine dans le site actif.

2- les endopeptidase a cystéines (EC3.4.22) : ont un résidu cystéine dans leurs sites actif.

3- les endopeptidases a aspartate (EC3.4.23) ont souvent deux résidus aspartique, qui sont
responsable de I’activité catalytique.

4- métallo-endopeptidases (EC3.4.24) dépend de la présence d’un ion métallique divalent
dans le site actif, généralement le zinc.

5- les endopeptidases thréonine (EC3.4.25) emploient un résidu thréonine au lieu d’un
résidu sérine.

Les endopeptidases qui n’ont pas pu étre attribuées a aucun de ces groupes sont répertoriées

dans la sous —sous classe EC3.4.99.
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1.3.2. Systeme MEROPS
Le systeme de classification MEROPS est le plus récent des systemes et considere les
structures primaires et tertiaires pour regrouper des ensembles de peptidases homologues en

familles apparentées en clans (Rawlings et Barett 1993).

Le systeme MEROPS utilise son propre code d’identification. Chaque famille est identifi¢e
par une lettre représentant le type catalytique des enzymes protéolytiques qu’elle contient, soit
A (Aspartique), C(Cystéines), G (Glutamique), M (Métallo), N (Aspargine), P (Mixte), S

(Sérine), T (Thréonine) et U (inconnu), suivis d’un numéro attribu¢ arbitrairement.

Le nom de chaque clan est identifié par deux lettres: la premiére représente le type
catalytique des familles incluses dans le clan et le seconde est une lettre majuscule de

I’alphabet attribuée séquentiellement.

La lettre « P » est utilisée pour un clan contenant des familles avec plus d’un type catalytique

(par exemple : sérine, thréonine et cystéine).

Cette classification est constamment révisée (https:// mereops.sanger.ac.uk/index.shtml).

1.4. Les applications des protéases

En industrie, les protéases d'origine microbienne sont considérées comme les enzymes
hydrolytiques les plus importantes. En effet, les protéases alcalines sont les mieux classées sur
le marché des enzymes (Mukesh et al., 2012 ; Mahajan et al., 2016). L'intérét pour I'étude des
protéases a augmenté non seulement en raison de la régulation de différents processus
métaboliques, mais également en raison de l'utilisation importante dans la communauté
industrielle. Les protéases microbiennes ont de nombreuses applications dans différentes

industries énumérées ci-dessous. cité dans (Abdul et al., 2019).

1.4.1. Industrie alimentaire
Les protéases sont utilisées en fromagerie pour la coagulation du lait et dans l'industrie
boulangere, pour une préparation plus rapide de la pate, le gluten est partiellement hydrolysé
par une protéase fongique thermolabile en raison de son inactivation précoce lors de la

cuisson ultérieure (Rao et al., 1998 ; Sumantha et al., 2006).
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1.4.2. Tannerie
L’utilisation des protéases alcalines dans les industries de transformation du cuir est due a
I'activité kératinolytique de ces enzymes. Les utilisations particuliéres de la protéase s‘averent
pertinentes dans la phase de trempage, de confitage et d'épilation de la préparation de la peau
et des cuirs. L'extermination des pigments indésirables par des mesures enzymatiques aide a
la production de peaux propres. En effet, les protéases alcalines microbiennes sont devenues

trés populaires dans les industries du cuir (Takami et al., 1992 ; Brandelli et al., 2010).

1.4.3. Industrie des detergents

Les protéases ont été largement utilisées & I'échelle commerciale dans l'industrie des
détergents. Les divers produits de I'industrie des détergents contenant des protéases en tant
gue composant ou ingrédient essentiel ont été utilisés pour le nettoyage du linge domestique,
des protheéses dentaires ou des lentilles de contact. Sur la vente totale d'enzymes, I'utilisation
de protéases dans l'industrie des détergents représente environ 20%. Les protéases ont été
utilisées non seulement comme détergent & lessive, mais aussi comme détergents pour la
vaisselle et le nettoyage dans les secteurs institutionnel et industriel (Estell et al., 1985;
Shanlin et al.,1997 ; Bornscheuer et al., 2012).

1.4.4. Industrie photographique
Il a été rapporté avec succes que les protéases alcalines produites par B.subtilis, Streptomyces
avermectnus et Conidioboluscoronatus récupérent I'argent des films radiographiques,
garantissant que le processus est plus respectueux de I'environnement que l'utilisation de
produits chimiques (Godfrey et West, 1996b ; Wolff et al., 1996 ; Yang et al.,2000).

1.4.5. Industrie chimique
Les protéases alcalines microbiennes, tels que Bacillus pseudofirus SVB1, Aspergillus flavus
et Pseudomonas aeruginosa ont montrés de bon résultats dans la synthese des peptides en

raison de leur stabilité dans les solvants organiques (Nakiboglu et al., 2001 ; Ahmed et al.,
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2008 ; Shankar et al.,2010). Certaines espéces de Bacillus et de Streptomyces produisant des
protéases alcalines dans le systéme aquatique sont des candidats actifs pour la synthese
peptidique et organique (Masui et al., 2004 ; Jadhav et Hocheng, 2012 ; Yadav et al., 2015).

1.4.6. Domaine médical

En médecine, différentes formules, telles que la gaze, les tissus non tisses et la composition
de pommade contenant des protéases alcalines produites par B. subtilis présentent des
propriétés thérapeutiques prometteuses (Sen et al., 2011 ; Anbu, 2013 ; Awad et al.,2013 ).
Certains syndromes de deficit en enzymes lytiques sont diagnostiqués comme aidés par une
administration orale de protéases alcalines (Gupta et Khare, 2007 ; Joshi et Satyanarayana,
2013). Il a été rapporté que la dégradation de la fibrine a éteé réalisée par des protéases
fibrinolytiques alcalines. L'utilisation de cette enzyme fibrinolytique laisse entrevoir sa future
application comme médicament anticancéreux et dans la thérapie thrombolytique (Jaouadi et
al., 2012 ). Pour le traitement de diverses maladies, telles que les bralures, les anthrax, les
furoncles et les plaies, une préparation d'élastotérase immobilisée sur un bandage est utilisée
(Davidenko, 1999 ; Palanivel et al., 2013 ).

1.4.7. Autres applications

Les protéases ont également trouvées des applications plus spécialisées dans les procédés de
purification de produits non protéiques d’origines animale ou végétale. Extraits notamment
de gommes glucidiques et de mucopolysaccharides. Les protéases peuvent étre utilisées pour
la solubilisation de la kératine pour convertir les déchets tels que les plumes en concentrés de
protéines a utiliser comme aliments pour animaux. Les protéases végétales telles que la
papaine et la bromélaine sont efficaces dans I’attendrissement des viandes, tout comme la

protéase neutre de B.subtilis (Ward, 2011).
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1. Aspergillus flavus
1.1. Genéralités

Les champignons du genre Aspergillus, dont la premiére description date de 1729 (Micheli),
sont des moisissures saprophytes a filaments hyalins, cloisonnés, et sont haploides
(Desoubeaux et Chandenier, 2010).

Aspergillus flavus est I’espéce la plus connue du genre Aspergillus qui est connue comme
une espéce en 1809 et signalée pour la premiere fois comme pathogéne des plantes en 1920
Comme les autres espeéces d’Aspergillus, ce champignon a une distribution mondiale en
raison de sa production de nombreuses conidies, qui se dispersent facilement par les
mouvements de ’air et éventuellement par les insectes (Tantio, 2011). Aspergillus flavus est
cosmopolite et passe la majeure partie de sa vie comme saprophyte dans le sol (Hedayati et
al., 2007 ; Wright et al.,2003).

1.2. Taxonomie
Aspergillus flavus appartient au sous-genre circumdati sections Flavi et la taxonomie de cette

espéce est trouver dans le tableau 2 (Tantio, 2011).

Domaine Eucaryote

Regne Champignons
Phylum Ascomycota
Classe Eurotiomycetes
Ordre Eurotiales
Famille Trichocomaceaae
Genre Aspergillus
Espece Aspergillus flavus.
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1.3. Caractérisation morphologique
1.3.1. Caractéristiques macroscopiques

La morphologie des colonies d'Aspergillus flavus sur PDA est présentée par la figure 1. Au
départ, la couleur du mycélium est blanche. Apres 3 jours d'incubation, la colonie forme des
conidies vert olive qui dominent I'apparence de la colonie. Généralement, les colonies sont
plates a leurs bords tout en étant surélevées au milieu. Sur PDA, tous les isolats d'Aspergillus
flavus ont produit des exsudats (gouttelettes) de couleur brune ou incolore. Dans certains
isolats, une masse compacte de mycélium fongique a été produite, qui était brun fonce. De
plus, le diamétre de la colonie vari de 65 a 75 mm, entouré d'un cercle blanc. Le revers des

colonies est de couleur pale (Khan et al., 2020).

(B)

Figure 1 : Morphologie des colonies d'Aspergillus flavus sur la gélose au dextrose de pomme de terre (PDA);
(A) : face, (B) : revers (Khan et al., 2020).

1.3.2. Caractéristiques microscopiques

Les caractéristiques microscopiques d'Aspergillus flavus sont présentées dans la figure 2. Au
microscope, les conidiophores des isolats apparaissent incolores, a parois épaisses, rugueuses
et portant des vésicules. Le diametre des conidiophores varient de 800 a 1200 um. La forme
des vésicules des isolats d'Aspergillus flavus sont globuleuse a subglobuleuse. Le diamétre
des vésicules est de 1800 a 2000 um. Les cellules sont unisériées ou bisériées. Dans les
cellules bisériées, les phialides se sont développées sur les métules alors que, dans les cellules

unisériées, elles se sont développées sur les vésicules. Les meétules entourant la surface des
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vésicules et émettent dans toutes les directions. Les conidies étaient globuleuses, a parois

minces, légerement rugueuses et variaient de 250 a 450 um de diametre (Khan et al., 2020).

(O

Figure 2 : Caractéristiques microscopiques d'Aspergillus flavus ; (A) : conidiophores et conidies sous objectif
x10 ; (B) : conidiophore et conidies sous I'objectif x 100; (C) : conidies sous I'objectif x100 du microscope

stéréo—binoculaire (Khan et al., 2020).

1.4. Habitat

Aspergillus flavus est un champignon commun, poussant sur les tissus végétaux morts dans le
sol. L'espece est également un parasite facultatif sur un large éventail de plantes et colonise
souvent les graines riches en huile, telles que le mais, les arachides, les graines de coton et les
noix (amande et pistache), ainsi que d'autres cultures telles que I'orge, le blé et riz. Aspergillus
flavus est un agent pathogene opportuniste des animaux et des humains, en particulier chez les
personnes immunodéprimées. Aspergillus flavus a été isolé d'une grande variété d'aliments, y
compris les baies de vigne sécheées, la chaux aigre, les féves de cacao, les produits de viande

séchée fumee, le jambon cru, le poisson salé séché et les épices (Chang et al., 2014).
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1.5. Reproduction

La grande diversité genétique des populations d'Aspergillus flavus est largement due a la
reproduction sexuée caractérisée par la formation d'ascocarpes porteurs d'ascospores intégrés
dans les sclérotes. En effet, des croisements en laboratoire entre des souches de type
d'accouplement oppose produisent une descendance présentant une recombinaison genétique.
Les sclérotes formés dans les cultures sont dispersés a la surface du sol lors de la récolte et
sont principalement produits par des souches uniques d'un type d'accouplement. Moins
fréquemment, les sclérotes peuvent étre fécondés lors de la co-infection de cultures avec des

souches sexuellement compatibles (Horn et al., 2016).

1.6. Avantages d’Aspergillus flavus

1.6.1. Avantages industrielles

Aspergillus flavus est utilisée pour produire des enzymes pour la transformation des aliments
En effet, une variété de produits alimentaire fermentés traditionnels ont été fabriqués avec des
champignons du groupe Aspergillus flavus pendant des siécles, cette souche est également
utilisée dans la production des produits thérapeutiques tels que I'urate oxydase et la

lactoferrine.

1.6.2. Avantages écologiques

Aspergillus flavus est omniprésent et considéré comme membre dominant de la microflore
dans certaines circonstances et exerce de multiples influences sur le biote et I’environnement.
Ces champignons sont d’importants dégradeurs des débris de culture et peuvent jouer un role
dans la solubilisation et le recyclage des éléments nutritifs des cultures et du sol.

Aspergillus flavus peut méme dégrader la lignine. Ces champignons peuvent servir a limiter
les populations de ravageurs et ont méme été considérés comme des agents potentiels pour

remplacer les insecticides chimiques. cité dans (Keith et al., 2013).
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1. Artocarpus heterophyllus

1.1. Généralités

Artocarpus heterophyllus, communément appelé jacquier, est un fruit climatérique tropical,
appartenant a la famille des moracées, originaire des chats occidentaux de 1’inde et commun

en Asie, en Afrique et dans certains régions d’Amérique du sud, il est connu plus gros fruit

comestible au monde (Ranasinghe et al., 2019) .

- " > ~

Figure 3: Fruit de L Artocarpus heterophylus
(Elvitch, et Manner, 2006)

1.2. Composition

Figure 4 : Arbre d’ Artocarpus heterophyllus

(Elvitch, et Manner, 2006)

Le tableau 3 représente la composition nutritive pour 100g de partie comestible de fruit du

jacquier (Godwin, 2016).

Energy - 93.7 Kcal
Protein -1.45¢
Carbohydrate (C) -22.29
Dietary Fibre -15¢g
Vit. C -12.9mg
Vit. A -40 ug
Vit. B1 -0.03 mg
Vit. B2 -0.12 mg
Niacin -0.4 mg
Vit. B6 -0.107
Folates -13.6 ug
Vit. E -0.16 mg
Calcium -36.8 mg
Phosphorus -35.4mg
Magnesium - 36.6 mg
Iran (Fe) -0.61 mg
Potassium - 303 mg
Zinc -0.43mg
Total Fat -0.33¢g
Saturated Fat -0.066 g
Cholesterol -0.00
Sodium -3.1mg
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1.3. Utilisation d’Artocarpus heterophyllus dans I’industrie

Ces dernieres années 1’intérét pour 1’utilisation de sources alternatives d’amidon dans les
applications industrielles a bien augmentée. En effet, de nombreux chercheurs ont porté leur
attention sur les graines du fruit d’Artocarpus heterophyllus comme source intéressante
d’amidon (Mahanta et kalita, 2015). Ces graines séchées contiennent une quantité
considérable d’amidon, estimée a environ 20 % (Tulyathan et al., 2002). Un rendement de
77% d’amidon est obtenu lors de 1’extraction de I’amidon depuis ces graines. Ceci encourage
leur utilisation comme source d’amidon intéressante pour les industries alimentaires et
pharmaceutiques (Kittipong patana et al., 2011), méme si peu d’études récentes ont mis
I’accent sur les propriétés et 1’utilisation de I’amidon de graines de jacquier (Kittipong patana,
2011) . cité dans (Ranasinghe et al., 2019).

Les graines de jacquier contiennent également une quantité importante de sucre non
réducteur, les rendant aptes a étre utilisées comme prébiotique (Bhornmithikum et al., 2010)
Aussi la poudre de ces graines est utilisée comme substrat pour la production d’acide L-
lactique a I’aide de Streptococcus equinus, dans le but de valoriser un déchet agricole par une
intervention biotechnologique (Nair et al., 2016). les gaines ont également été testées pour
leur intérét en tant que matiére premiére pour la production d’éthanol, ce dernier est considéré
comme une source d’énergie renouvelable (Nuriana et Wuryantoro, 2015). Ces graines
peuvent également considérée comme source de protéines dans 1’industrie alimentaire en

raison de leur composition (Resendiz et al., 2017) . cité dans (Ranasinghe et al., 2019).

1.4. Effets bénéfiques du fruit de I’Artocarpus heterophyllus

Etant riche en plusieurs composés de grande valeur nutritive avec des activités
physiologiques bénéfiques, le fruit est bien connu pour son activité antibactérienne,
antifongique, antidiabétique, anti-inflammatoire et antioxydante. cité dans (Ranasinghe et al.,
2019).

2. Le son de blé
2.1. Généralités
Le blé (Triticum aestivum) est une céréale de premier plan qui est principalement utilisé pour
la consommation humaine et 1’alimentation du bétail, le son de blé est un sous-produit de
I’industrie de blé, c’est la couche la plus externe du graine de blé, la production de son de blé
pour la consommation humaines est estimé a environ 90million de tonnes par ans, il est une

source bon marché et abondante de fibres alimentaires qui a été associée a une meilleure santé
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intestinale et a la prévention possible de certaines maladies telles que le cancer du cdlon
(Oluwatoyin et al., 2015).

Ses applications sont relativement diversifiée dans les industries de 1’alimentation, humaine
et animale, de la médecine et de la fermentation en raison de sa richesse en glucides
(principalement des fibre), des protéines et des graisses, ce qui en fait un élément alimentaire
important , dans I’industrie de la fermentation, le son de blé peut étre utilisé comme substrat
pour la production d’une gamme de produits tels que la biomasse, les enzymes, les

biocarburants et la production d’autre métabolites (kaprelyants et al, 2019).

2.2. Composition de son de blé

La graine de blé est composée de trois parties principales: Tégument ou péricarpe (son),
endosperme et germe (Hosney, 1994). La graine de blé contient environ de 68 a 80 %
d’endosperme, 142 19 % de sonet2 a3 % de germe (Safdar, 2005). Le son de blé est riche
en glucides (60 %), en protéines (12 %), en lipides (0.5%), minéraux (2%), composé bioactifs
et vitamines (Slavin, 2003), avec des plusieurs composé importants tels que les acides
phénoliques, caroténoides, lignanes, phytostéroles, flavonoides, et acides phytique qui sont
répartis de maniere inégale dans les déférents tissus de son de blé, la teneur en amidon est
plus élevé par rapport a d’autre déchets agro-indistriels tels que le riz. Cité dans (Javed et al.,
2012).

2.3. Le role de son de ble

2.3.1 Industrie fermentaire

De nombreux sous -produits agro-industriels remplacent les substrats synthétiques pour la
production de produits biotechnologiques, parmi ces sous -produits, le son de blé qui est 1’une
des alternatives les plus intéressantes dans les procédés de fermentation (Penday, 1992). La
variété grossiere de son de blé est un substrat efficace en raison de sa dissipation thermique,
une meilleur circulation de D’air, fixation des particules et pénétration efficace par les
mycéliums et est moins cher que le son fin donc c’est une meilleure perspective
économiquement dans 1’industrie de la fermentation (Malathi et Chakraborty, 1991). Presque
tous les types d’enzymes peuvent étre produits par fermentation par le son de blé a la fois en
utilisant fermentation submergée et solide, il capacité de conserve une teneur élevée en
humidité dans SSF, cette capacité favorise la croissance fongique tout comme dans les

conditions environnementales naturelles cité dans (Javed et al. (2012).
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3. Le sésame

3.1. Généralités

Le sésame (sesamum indicum) c’est une culture oléagineuse majeure et est largement cultivée
dans le monde, avec d’excellentes caractéristiques telles qu’une teneur €levée en huile (~
55%), une forte résistance a la sécheresse, une courte saison de croissance (~90 d), un grand
coefficient de propagation (3000-10 000 graines par plante) et un petit génome diploide (~350
Mb), le sésame est considéré comme un modele attractif pour la recherche génétique des

oléagineux (Sisson, 2021).

3.2. La composition chimique de sésame et leur utilisation

Le sésame joue un rdle important dans la nutrition humaine, dans I’utilisation médicinale,
pharmaceutique, industrielle et agricole. La graine de sésames a de nombreuses applications
culinaires dans de nombreux produits de boulangerie et pour la production d’huile. L’huile de
graine de sésame est trés riche en acides gras polyinsaturés utilisés dans la production de
margarine et les huiles de cuisson. Le sésame contient des quantités importantes de sésamines
et de sésamoline, des lignanes, ces composés ont des effets bénéfiques sur les taux de lipides
sériques et la fonction hépatique et conferent a I’huile de graines de sésame une activité
antioxydante marquee. Les lignanes sont également responsables de la grande stabilité de
I’huile de graines de sésame a 1’oxydation (Crews et al., 2006). Les graines de sésame sont
une excellente source de cuivre et de calcium. Il est également riche en phosphore, fer,

magnésium, manganeése, zinc et vitamine B1(Garby et al., 2017).
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1. Fermentation
1.1. Généralités

La fermentation est la technique de conversion biologique de substrats complexes en
composés simples par divers micro-organismes tels que les bactéries et les champignons. La
fermentation a été largement utilisée pour la production d'une grande variété de substances
qui sont tres bénéfiques pour les particuliers et I'industrie. Au fil des ans, les techniques de
fermentation ont acquis une immense importance en raison de leurs avantages économiques et
environnementaux. Les techniques anciennes ont été encore modifiées et raffinées pour
maximiser la productivité. Cela a également impliqué le développement de nouvelles
machines et de nouveaux procedés. Deux grandes techniques de fermentation ont émergé a la
suite de ce développement rapide : la fermentation submergée (SMF) et la fermentation a
I'état solide (SSF) (Subramaniyam et Vimala, 2012).

1.2. Substrats utilisés pour la fermentation

Le résultat de la fermentation varie fortement par rapport au substrat utilisé ; il est donc
extrémement important de choisir le bon substrat. Les techniques de fermentation doivent étre
optimisées pour chaque substrat. Ceci est principalement dd au fait qu'un organisme réagit
difféeremment & chaque substrat. Les taux d'utilisation des divers nutriments différent dans
chaque substrat, tout comme la productivité. Certains des substrats couramment utilisés dans
la fermentation a I'état solide sont le son de blé, le riz et la paille de riz, le foin, les déchets de
fruits et 1égumes, la pate a papier, la bagasse, la fibre de coco et les milieux synthétiques
(Pandey et al., 1999). Certains substrats courants utilisés dans la fermentation submergée sont
les sucres solubles, la mélasse, les milieux liquides, les jus de fruits et de Iégumes et les eaux

usées (Subramaniyam et Vimala, 2012).

1.3. La fermentation liquide ou submergée (SMF)

La fermentation submergée est une méthode de culture de micro-organismes dans un milieu
nutritif liquide. Pour la production industrielle, cela implique de cultiver le micro-organisme
sélectionné dans des récipients fermes, appeles bioréacteurs, qui contiennent des bouillons

nutritifs. La conception du systéme pour les bioréacteurs permet I'approvisionnement en
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oxygene selon les besoins des micro-organismes aérobies et la capacité de surveiller et de
contréler différents parameétres tels que le pH, la température, la viscosité, I'oxygene dissous,
la formation de mousse, la formation de biomasse, l'utilisation du substrat et la formation du
produit souhaité. La capacité de controler les parametres en ligne a facilité I'utilisation de la
fermentation submergée ou la fermentation a lieu dans de grands fermenteurs avec des

volumes variant de milliers a cent mille litres. cité dans (Ouedraogo et Tsang, 2021).

1.4. La fermentation solide (SSF)

Est un processus de fermentation ou les micro-organismes sont capables de se développer
dans un environnement a faible teneur en eau (Dey et al., 2016). Ce processus est réalisé a
I'aide de micro-organismes se développant sur des substrats humides et solides qui sont
utilisés depuis des milliers d'années pour produire des aliments tels que le pain et le fromage
(Soccol et al., 2017). cité dans (Ramon et Janet , 2020).

1.5. Microorganismes utilisés dans la fermentation a I'état solide

Les microorganismes notamment utilises dans la fermentation a I'état solide sont
principalement des champignons filamenteux des genres Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
Rhizopus et Trichoderma. Des levures (Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii,
Candida sp) et des especes d'actinobactéries (Streptomyces thermonitrificans, Streptomyces
chattanoogensis) sont également utilisées dans la fermentation a I'état solide (Orozco et al.,
2008 ; Hu etal., 2012 ; Munishamanna et al., 2017). Les bactéries, en particulier Bacillus
megaterium, Bacillus mycoides et Lactobacillus spp telles que L. acidophilus, L. bulgaricus,
L. plantarum, L. rhamnosus, L. delbrueckiiet L. coryniformis, sont également utilisées dans la
fermentation a I'état solide (Oboh, 2006 ; Hongzhang et al., 2011 ; Hsu et al., 2013 ; Andriani
et al., 2015 ; Saanu et Oladiti, 2018). Les champignons filamenteux et les levures digérent les
substrats organiques solides dans un environnement a faible teneur en humidité, ce qui les
rend idéaux pour une utilisation en fermentation & I'état solide (Yazid etal., 2017). Les
Streptomyces spp. qui sont des bactéries mycéliennes a Gram positif, sont utilisées dans la
fermentation a I'état solide car elles peuvent coloniser efficacement les matiéres organiques
solides, produire une pléthore d'enzymes dégradantes et tolérer des conditions

environnementales difficiles (Orozco et al., 2008). cité dans (Yafetto, 2022).
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1.6. Avantages de la fermentation sur milieu solide

Elle permet le recyclage des déchets alimentaires et agro-industriels et la conservation de la
biomasse. De plus, le SSF est une technologie prometteuse et fiable pour le développement de
divers produits biotechnologiques. Les différents avantages qui ont été identifiés a travers la

littérature peuvent étre décrits en fonction de différents criteres :

Avantages biologiques
- Produits fabriqués en grande quantité.
- Niveau de productivité et stabilité des produits plus éleve.
- Tolérance a une concentration élevée en substrat.
- Aération plus facile.

- Absence de production de mousse.

Avantages du traitement

- Les bioréacteurs sont généralement de petit volume et sont compacts.

- Le volume de chargement du substrat est beaucoup plus élevé.

- Les substrats de croissance proviennent de ressources naturelles proportionnellement
simples et non raffinées.

- Le traitement en aval peut étre simple car les produits sont concentrés.

- L'extraction des produits nécessite beaucoup moins de solvant (si nécessaire).

- Le processus n'implique pas de produits anti-mousse.

Avantages environnementales

- Produire moins de déchets liquides.

- Résoudre le probléme des déchets en tant que détoxification.

- Substrats généralement des matériaux naturels - Source de carbone naturelle
inutilisable extrémement bon marché, variable et abondante dans l'agro-industrie et les

déchets alimentaires.

Avantages économiques

- Les bioréacteurs modifiés sont simples, bon marcheé et conviviaux.

- Faible co(t de récupération dans le traitement en aval.

- Le procédé SSF est trés attractif d'un point de vue économique et s'est avéré
économiquement faisable. cité par (Mussalbakri et Colin, 2017).
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1.7. Applications industrielles de la fermentation sur milieu solide

Elle est récemment devenue un processus trés pertinent pour la production de produits
pharmaceutiques, biochimiques et alimentaires, ainsi que pour la production de bioénergie.
Les produits obtenus permettent une plus grande productivité enzymatique pour de
nombreuses enzymes car ils sont moins sujets a I'inhibition du substrat (Yazid et al., 2017).
Dautres applications de SSF incluent : pigments, arbme et /ou production de composés
phénoliques, compostage, bio blanchiment, etc. (Soccol et al., 2017). Les restes de SSF (qui
ont un niveau de biodégradabilité différent) peuvent étre utilisés pour le compostage, la
digestion anaéerobie ou pour produire du biogaz (Yazid et al., 2017). cité dans (Ramon et
Janet, 2020).
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Matériel et méthodes

Le premier travail porte sur I'optimisation de la production de protéase en utilisant les graines
d’Artocarpus heterophyllus comme substrat dans le milieu de culture. Les graines collectés
sont séchées naturellement et réduit en poudre, emballé et stocké jusqu'a leur utilisation.

Dans cette fermentation Aspergillus flavus est cultivée sur PDA (gélosé au dextrose de

pomme de terre) (Dasari, 2020).

1.1. Préparation et développement de I'inoculum

L'ensemencement en stries est effectué a partir de cultures anciennes d'Aspergillus flavus sur
des géloses dextroses de pomme de terre (PDA) qui sont incubées a 30°C pendant 3 jours,
puis 10ml d'eau distillée stérile sont ajoutés aux cellules, ensuite 1ml de suspension contenant

environ 10°-10% spores/ml a été utilisé comme inoculum dans chaque flacon.

1.2. Conditions de fermentation

La fermentation en milieu solide a été réalisée dans des fioles de 250ml contenant 10g de
substrat avec 10ml de milieu de production (voir annexe 1). Aprés la stérilisation, les flacons
sont inoculés avec 1ml de solution sporale (10° spores/ml) et incubés & 30°C pendant six jours
dans un incubateur avec agitation a 100rpm.

A la fin de la fermentation, les cultures sont extraites avec 100ml d'eau distillée en agitant
pendant 1h. Le filtrat obtenu a été centrifugé a 8000rpm pendant 10min a température

ambiante. Le surnageant obtenu est 1’extrait enzymatique brut.

1.3. Dosage de I’activité protéolytique

L'activité de I’enzyme est déterminée selon la méthode d'Anson modifiée. Des échantillons
blancs ont été préparés en ajoutant la solution d'acide trichloracétique avant I'addition du
substrat.

L'effet de divers facteurs comme le temps d'incubation, la température, la taille de I'inoculum,
le pH, la teneur en humidité, la source de carbone (voir annexe 3) et les sources d’azote sur la
production de la protéase ont été testés au cours de a fermentation afin de déterminer leur

impact sur la production enzymatique.
Le second travail porte sur I’amélioration de la production de la protéase alcaline en testant

differents parametres lors de la fermentation solide par Aspergillus flavus (Suman Kumar et
al., 2021)
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Des echantillons de sol ont été prélevés depuis 3 sites différents de la zone cotiere de
Kothakoduru, Nellore dist, AP. Ces échantillons ont été prélevés au hasard a une profondeur
d'un pied. Des dilutions en série ont été préparées. Ensuite, étalés sur les plagues PDA et
incubées pendant 72 heures a température ambiante. Les colonies isolées et purifiées sont

repiquées sur les pentes pour étre utilisées par la suite.

1.1. Mise en évidence de ’activité protéasique

La gélose au lait écremé a été utilisé pour le depistage qualitatif de la production de la
protéase alcaline (Sharma et al., 2006). Le milieu comprend 100 g du lait écréme en poudre, 5
g de peptone et 20 g de la gélose par litre et le pH ajusté a 8,0. Les champignons isolés des
pentes purs ont été inoculés sur les plaques de gélose au lait écrémé et incubées a température
ambiante pendant 72 heures. Aprés incubation, 1’apparition de la zone claire autour de la
colonie permet de sélectionner les moisissures productrices de 1’enzyme recherchée, celles-Ci
sont par la suite transférées sur des géloses inclinées au dextrose de pomme de terre et
maintenus a 4°C. La souche ayant présenté la plus grande zone d’hydrolyse a été identifiée

comme, il s’agit d ’Aspergillus flavus.

1.2. Production de la protéase alcaline

Dans des fioles de 250 ml, 10 g de son de blé avec 15 ml d'agent humidifiant ont été déposés
et stérilisées a 121°C. Aprés refroidissement, les fioles sont inoculées avec la moisissure
préalablement sélectionnée. L’incubation se fait a 30 °C pendant 72 heures. Apres
I’incubation, 80 ml d'eau distillée ont été ajoutés au flacon et secoués sur un agitateur pendant
14 heures a 200 rpm. Le contenu de la fiole a été filtré et le filtrat représentant 1’extrait brut a

subit le dosage de I'activité enzymatique.

1.3. Dosage de la protéase

L'activité de la protéase dans I'extrait enzymatique brut a été testée en utilisant 1% de caséine
dans un tampon citrate (pH 7). Le mélange réactionnel contenait 1 ml de caséine et 1 ml
d'extrait enzymatique brut, I’incubation s’est faite pendant 1 heure a température ambiante.
Aprés 1 heure, 5 ml d'acide trichloracétique (TCA) ont été ajoutés pour arréter la réaction
enzymatique.

Aprés lI'addition du TCA, les tubes ont été secoués et le contenu a été centrifugé a 10000 rpm
pendant 15 min. Au surnageant, 5ml de solution de Na OH ont été ajoutés et laissé reposer

pendant 15 min supplémentaires. Enfin, 0,5 ml de réactif de Folin-ciocalteu (réactif FC) a été
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ajouté et l'intensité de la couleur bleue développée a été mesurée. L’absorbance est mesurée a
700 nm. L’activité d'enzymatique est calculée en utilisant la courbe d’étalonnage de la
tyrosine. Une unité d'activité enzymatique est définie comme étant la quantité de I'enzyme qui

libére 1pug de tyrosine par ml par heure.

1.4. L'optimisation

La production de protéase a partir d’Aspergillus flavus a été optimisée en contrdlant
différents parameétres physico-chimiques comme le pH, la température, les ions métalliques et
divers substrats pour un meilleur rendement de I'enzyme.

Ces études d'optimisation ont été réalisées a différents temps d'incubation, a savoir : 24, 48 et
72 heure.

1.4.1. Effets des différents substrats

Des graines de sésame, d'arachide, de coton et le son de blé, ont été utilisés comme substrat
dans cette étude. La composition du milieu minéral ajouté se trouve dans 1’annexe 2 .Parmi
les quatre substrats, la concentration efficace a été identifiée pour le substrat le mieux éprouvé

en testant la production d'enzymes a différentes concentrations (2,5 a 12,5 %) du substrat.

1.4.2. Effets de la température et du pH

La production d'enzyme a différentes températures allant de 20 a 45°C a été estimée. De
méme, pour l'optimisation du pH, la production d'enzymes a différents pH allant de 6,54 8,5 a
été estimée a trois temps d'incubation préalablement citées.

1.4.3. Action des activateurs et des inhibiteurs

Divers produits chimiques ont été testés & une concentration de 0,1 M comme activateurs et
inhibiteurs lors du dosage de l'activité protéasique. Les activateurs utilisés étaient des ions
métalliques comme le sulfate de zinc (ZnSQ,), le chlorure de Calcium (CaCl,) et le sulfate
ferreux (FeSQ,) et les inhibiteurs comprenaient le PMSF (fluorure de phénylméthyl
sulfonyle), SDS et EDTA.
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Résultats et discussions de la premiére partie
1. Effet du niveau d’inoculum sur la production de la protéase

Dasari (2020) a utilisé [’Artocarpus heterophylus comme substrat principal pour produire la
protéase, et a trouvé une productivité maximale quand I’inoculum est 20% (v/w) (figure 5).
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Figure 5 : Effet du niveau d’inoculum sur la production de I’enzyme

2. Effet du pH et de la température sur la production d’enzyme
La production maximale de la protéase a été notée a pH 5 (figure 6)
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Quant a Peffet de la température sur la production de la protéase, ’optimum a été observeé a
38°C (figure 7).
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Figure 7 : Effet de température sur la production d’enzyme.

3. Effets des sources de carbone et de nitrogéne

Les résultats indiquent que la production maximale a été observée a 4% de saccharose
comme source de carbone et 0,4 % w/w de nitrate de potassium comme source d'azote (figure
8).
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Figure 8 : Effet de source de carbone et nitrogéne sur la production d’enzyme.

4. Effet de la teneur d’humidité

La teneur en humidité est un paramétre important pour la production d'enzymes dans le
SSF. Une humidité élevée entraine une diminution de la porosité du substrat, qui a son
tour empéche la pénétration de I'oxygene. Ceci peut aider a la contamination bactérienne.
Des résultats concernant les différentes teneurs en humidité (40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80
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%, 90 %, et 100 % v/w) ont été notes dans chaque fiole conique. L'activité maximale a

été observée a 70 % v/w du taux d'humidité (figure 9).
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Figure 9 : Effet de la teneur en humidité sur la production d’enzyme.

5. Effet du temps d’incubation

L’activité maximale de la protéase a ét¢ observée a 72 heures. Apres les quelles, elle diminue
en raison de I'épuisement des éléments nutritifs (figure 10). Des résultats similaires ont été

notés par Sankeerthana et al. (2013).
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Figure 10 : Effet de temps sur la production d’enzyme.

Résultats et discussions de la seconde partie

1. Effets des différents substrats et leurs concentrations sur la production de I’enzyme
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L'utilisation de substrats naturels et bon marché dans la production d'enzymes a été étudiée a
I'aide de divers produits agro-industriels. Le son de blé est un substrat important parmi divers
sous-produits agricoles utilisés dans différents systemes de croissance (SSF, SMF et systémes
a deux phases) par plusieurs chercheurs (Kaur et al., 2001 ; Sumantha et al., 2005 ; Naidu et
Devi, 2005). Suman Kumar et al. (2021). Ces chercheurs ont enregistrés une production
maximale de protéase apres 72 h d'incubation lorsqu’ils ont utilisés 10 % de son de blé (figure
11).
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Figure 11: Effet de différents substrats et leur concentration sur la production de la protéase par Aspergillus

flavus.

Des résultats similaires ont été rapportés par Kranthi et al., (2012) et Mulimani et Patil
(1999). Muthulakshmi (2011) a rapporté que la production de la protéase est maximale
lorsque 3 % de son de blé ont été utilisés.

Les graines de sesame est un substrat efficace car il a présenté une production maximale de
protéases, en fournissant des sources de carbone et d'azote dans le milieu nutritif
(Ramchandra et al., 2007).

2. Effet du pH et de la température

Le pH et la température sont des facteurs déterminant dans la productivité de la protéase,
celle-ci dépend fortement du pH du milieu. Suman Kumar et al. (2021) trouvent que I’activité

enzymatique est maximale (76 Ul) a pH 8,5 (figure 12).
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Figure 12 : Effet du pH sur la production de protéase par Aspergillus flavus.

Malathi et Chakraborty (1991) montrent une production protéolytique maximale a pH 7.5 et a
pH 9.25. En comparant entres la productivité protéolytique par Aspergillus niger et
Aspergillus flavus, Sankeerthana et al. (2013) rapportent une production maximale a pH 9 et

a pH 7 respectivement.

Suman Kumar et al. (2021) ont observés une augmentation progressive de la production de la
protéase par Aspergillus flavus avec I'augmentation de la température jusqu'a 30°C ou le pic

de la production jusqu’a 76 Ul est atteint. Ensuite, il diminue (figure 13).
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Figure 13: Effet de la température sur la production de protéase par Aspergilus flavus.
Oyeleke et al. (2010) et Muthulakshmi (2011) ont montré des résultats similaires.

Kranthi et al. (2012) ont rapporté qu'Aspergillus flavus est un bon producteur de protéase a la
température de 45°C. Roshnichoubey et al. (2016) et ont enregistrés que chez Aspergillus

flavus, la production de protéase alcaline s'est avérée plus élevé a 28°C.
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3. Effet des inhibiteurs et des activateurs

Lors de I'étude de I'effet des activateurs, Suman Kumar et al. (2021) observent que le ZnSO,

augmentait I'activité de la protéase jusqu'a 82 Ul suivi de FeSO, et CaCl, (figure 14).
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Figure 14 : Effet de I’activateur/ inhibiteur sur la production de protéase par Aspergillus flavus.

Un résultat similaire a été rapporté par Kranthi et al. (2012). Muthulakshmi (2011) a étudié
I'effet de divers ions métalliques sur l'activité de la protéase d'Aspergillus flavus et a montré
que les ions métalliques Zn™" et Cu™ soutenaient 1’activité enzymatique maximale ou Na®,
Ca’" inhibe I'activité de la protéase en particulier Mg™™ s'est avéré étre un puissant inhibiteur
de la protéase. Dans la présente étude, 'EDTA s'est avéré étre un inhibiteur efficace pour la
production. Roshnichoubey et al. (2016) ont enregistré que chez Aspergillus flavus, la
production de protéase alcaline s'est avérée la plus élevée avec I'ion Mn™. Niyonzima et
More (2015) ont rapportés que Fe®* affecte la production de protéases par Aspergillus terreus.
Sumantha et al. (2005) ont rapportés que la protéase était activée par Ca**, Fe** et Mg®".
Oludumila et al. (2015) ont rapporté que 'EDTA, Cu™, Fe™", Mg""et Ca™" inhibent et le Na*
amelioré l'activité protéase alcaline produite par Aspergillus niger.
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Conclusion

Le but de cette étude est ’optimisation de la production de protéase par Aspergillus flavus
sur milieu solide (SSF). Les résultats obtenus montrent qu’Aspergillus flavus est un puissant

champignon producteur de cet enzyme.

La meilleure production de la protéase alcaline est trouvée lorsque le son de blé est utilisé
comme substrat a 10%, a une température de 30°C, a pH 8.5, et pendant un temps
d'incubation de 72 heures. En plus, le sol du bord de mer peut étre utilise comme source

potentielle pour isoler les champignons producteurs de 1’enzyme.

A. flavus est un agent prometteur pour une application industrielle puisqu'il a donné une
activité protéasique significative (62.24 U/mg) par rapport a Artocarpus heterophyllus en
utilisant la fermentation solide. Ce substrat peu colteux, une matiere premiere facilement
disponible et un produit adapté a la culture en milieu solide. L’étude a 1'échelle du laboratoire
sur la production de protéase pourrait donner les informations de base pour le développement

de la production de protéase a grande échelle.
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ANNEXE 1
Composition de milieu de production.

KNO3 2, MgSQO4.7H20 0.5, Ko;HPO, 1, ZnS04.7H,0 0.437, FeS0O,4.7H,0 1.116,
MnS0O,4.7H,0 0.203, pH 5.

Il été autoclavé a 121°C pendant 20 minutes.
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ANNEXE 2

Composition de I'agent humidifiant (milieu minéral).
0,5% de nitrate d'ammonium (NH4NO3).
0,2% de dihydrogénophosphate de Potassium (KH,PO,).
0,2% de sulfate de magnesium (MgSQO,).

0,1% de chlorure de sodium (Na CI).

Ces composés sont préparés dans 1’eau.
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ANNEXE 3
L’effet de carbone et nitrogeéne sur la production de protéase

Il préparé le milieu de production avec différentes concentrations de nitrate de potassium

comme 0,2%. 0,4%. 0,5%. 0,6 % et 0,7 % en poids / poids ont été dispersés dans 250 ml
conique flacons.
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Résumé

Résumé

Les protéases sont capable de catalyser des réactions hydrolytiques qui degradent les
molécules de protéines jusqu’aux peptides et éventuellement aux acides aminés libres, elle
constitue les enzymes les plus essentielles en raison de leur grande variété de fonctions et ont
d'immenses applications dans diverses industries, par conseéquent, cette étude porte sur
modélisation de la production de protéase par Aspergillus flavus qui a été isolé a partir de sol
dans une fermentation a I'état solide, ont utilisé divers substrats et elles contrélent différents
paramétres physiques et chimiques. Lorsqu’ en utilise Artocarpus heterophyllus comme
substrat, L'activité protéasique maximale a été trouvée aprés 72h a une température de 38°C,
pH 5, un niveau d'inoculum de 20% v/w et une teneur en humidité de 70% v/w, 0,4% p/p de
nitrate de potassium comme source d'azote et le saccharose comme source de carbone. Et
lorsqu’en utilise 10% de son de blé comme substrat, la production maximale de la protéase a
été trouvee apres 72h de fermentation, a la température 30°C, a un pH 8,5. Le ZnSQ, était un
activateur et 'EDTA était un inhibiteur de I'activité enzymatique. Sachant que les graines de
sésame s'est avéré étre un substrat approprié apres son de blé pour la production de protéase
alcaline par A.flavus.

Mots- clés : Protéase, Aspergillus flavus, Artocarpus heterophyllus, Son de blé, graines de
sésame, Fermentation solide, Modélisation.



Abstract

Abstract

Proteases are able to catalyze hydrolytic reactions that degrade protein molecules down to
peptides and eventually free amino acids, they constitute the most essential enzymes due to
their wide variety of functions and have immense applications in various industries. therefore,
this study focuses on the modeling protease production by Aspergillus flavus which was
isolated from soil in solid state fermentation, used various substrates and they control
different physical and chemical parameters. When using Artocarpus heterophyllus as a
substrate, maximum protease activity was found after 72h at a temperature of 38°C, pH 5, an
inoculum level of 20% v/w and a moisture content of 70% v /w, 0.4% w/w potassium nitrate
as nitrogen source and sucrose as carbon source. And when using 10% wheat bran as a
substrate, the maximum production of protease was found after 72 hours of fermentation, at a
temperature of 30°C, at a pH of 8.5. ZnSO4 was an activator and EDTA was an inhibitor of
enzyme activity. Knowing that sesame seed proved to be a suitable substrate after wheat bran

for the production of alkaline protease by A. flavus.

Keywords: Protease, Aspergillus flavus, Artocarpus heterophyllus, Wheat bran, Sesame seed,

Solid fermentation, Modelization.



Présente par : KOMIRI MANAL
Année universitaire : 2021-2022 MAKHLOUFI SAFA
DJAMA CHAIMA

Modélisation de la production de protéase par Aspergilus flavus sur milieu solide.

Meémoire pour I’obtention du diplome de Master en Mycologie et Biotechnologie fongique

Résumé

Les protéases sont capable de catalyser des réactions hydrolytiques qui dégradent les molécules de
protéines jusqu’aux peptides et éventuellement aux acides aminés libres, elle constitue les enzymes les
plus essentielles en raison de leur grande variété de fonctions et ont d'immenses applications dans
diverses industries, par conséquent, cette étude porte sur modélisation de la production de protéase par
Aspergillus flavus qui a été isolé a partir de sol dans une fermentation a I'état solide, ont utilisé divers
substrats et elles controlent différents paramétres physiques et chimiques. Lorsqu’ en utilise Artocarpus
heterophyllus comme substrat, L'activité protéasique maximale a été trouvée aprés 72h a une température
de 38°C, pH 5, un niveau d'inoculum de 20% v/w et une teneur en humidité de 70% v/w, 0,4% p/p de
nitrate de potassium comme source d'azote et le saccharose comme source de carbone. Et lorsqu’en utilise
10% de son de blé comme substrat, la production maximale de la protéase a été trouvée apres 72h de
fermentation, a la température 30°C, a un pH 8,5. Le ZnSO4 était un activateur et 'EDTA était un
inhibiteur de l'activité enzymatique. Sachant que les graines de sésame s'est avéré étre un substrat

approprié apres son de blé pour la production de protéase alcaline par A.flavus.

Mots-clefs : Protéase, Aspergillus flavus, Artocarpus heterophyllus, Son de blé, graines de sésame,

Fermentation solide, Modélisation.
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