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Introduction

Au cours des derniéres décennies, le développement de la microbiologie a abouti a
I’obtention de matériels biologiques tres divers, modifies génétiquement ou non et
susceptibles d’étre utilisés dans des procédés de production de vitamines, d’hormones, de

vaccins et d’enzymes (Scriban, 1999).

Les enzymes d’origine microbienne, présentent des propriétés et des spécificités
diverses. Parmi ces enzymes, on recense les protéases qui sont d’une grande importance en
biotechnologie (Scriban, 1999). Ces propriétés reflétent de plus en plus leurs utilisations
dans divers domaines d’applications, tels que 1’industrie alimentaire humaine et animale,
les détergents pour lessives, I’industrie des tanneries et 1’industric pharmaceutique.

Environ 40% des enzymes industrielles sont d’origine fongique (Bottonet et al., 1999).

Les enzymes proteolytiques ou protéases sont des enzymes qui catalysent 1’hydrolyse des
protéines. Par la diversité de leurs applications, elles représentent 1’'un des plus grands
groupes d’enzymes industrielles. De plus, les protéases sont ubiquistes; elles se retrouvent
aussi bien chez les plantes que chez les animaux et les microorganismes. Cependant, grace
a leur diversité biochimique extensive, les microorganismes représentent une source
exceptionnelle de protéases. En effet, quarante pourcent des enzymes industrielles sont
produites par les microorganismes parmi lesquels, des souches fongiques (Garcia &al.,
2009). Celles-ci possédent plusieurs avantages comme leur qualitt GRAS (Generally

Regarded As Safe) et leur aptitude a produire une large gamme d’enzymes extracellulaires.

La culture des champignons pour la production d’enzymes s’effectue soit sur substrat
solide, soit en culture submergée comme c’est le cas pour la production de la plupart des

métabolites d’origine microbienne (Pol, 1996).

Dans notre étude le son de blé est utilis¢é comme substrat de base pour la production de
protéase sur milieu solide, vue sa richesse en fibres alimentaires insolubles, en protéines et
en sels minéraux (Marlett et al., 2002). En plus, il a été prouvé que certaines protéases
fongiques ont une trés grande spécificité d’action vis-a-vis des protéines, des céréales et
plus particulierement celles du blé, ce qui le rend un excellent substrat pour la production
des protéases par fermentation solide (Kumar et al., 2005;Sumantha et al., 2005;
Chutmanop et al., 2008; Vishwanatha et al., 2009-2010).
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Dans cette optique, nous avons étudié la possibilité d'obtention de protéases acide,

produites a partir des souches fongiques localement isolée. Notre étude comporte les étapes
suivantes :

- Identification macroscopique et microscopique des souches sélectionnées.

- Production de protéases par les fermentations solides, submergé et mixte dans le
but de sélectionné le meilleur substrat.

- Mise en évidence de I’activité protéolytique des souches fongiques sélectionnées.

- Etude de la cinétique de production d’enzyme sur son de blé.
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Chapitre | Les protéases

I. 1 Généralités sur les enzymes

I. 1.1 Définition

Les enzymes sont les catalyseurs du monde biologique. Ce sont des macromolécules de
haute masse moléculaire (10 a 100 kda) présentes dans les cellules de tous les organismes
vivants ou elles jouent un réle essentiel en contrélant les procédés métaboliques permettant
aux nutriments d’étre transformés en énergie et en matériaux cellulaire (Bergmeyer et al.,
1979 ; Pelmont, 1995 ; Drouin, 2005).

1.1.2 Marché des enzymes

De toutes les enzymes industrielles, les protéases sont de loin le groupe le plus important.
En effet, les protéases représentent a elles seules entre 60% du total des ventes d’enzymes.
La dominance des protéases dans le marché des enzymes industrielles devrait s’accroitre
(Garcia-Gémez et al., 2009 ; Rai etMukherjee, 2010). Les ventes industrielles des
protéases sont estimées a plus de 350 millions de dollars annuellement (Kumar et al.,
2008).

1.2 Définition de protéase

Les protéases sont un groupe d’enzymes trés complexe Elles appartiennent a la classe des
hydrolases (EC 3.4.21-24.x), formées d’une ou plusieurs chaines polypeptidiques (Kumar
etal., 2008). Les protéases catalysent le clivage des liaisons peptidiques de toute molécule
protéique (Figure 02). Elles scindent les protéines en fragments polypeptidiques qui seront
par la suite transformés sous 1’influence des peptidases en leurs sous-unités constitutives,
les acides aminés, offrant une multitude de structures (Frazier, 1967 ; Scriban, 1999). La
formation des enzymes protéolytiques est parfois réprimée par 1’adjonction au milieu d’un

hydrolysat de protéines ou d’un mélange d’acides aminés.
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Ac. Am. 1 Ac. Am.2 Ac.Am.3 Ac. Am. 4
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Tétrapeptide

Figure 02: Succession d’acides aminés reliés par des liaisons peptidiques.

(https://rnbio.upmc.fr/Biochimie_liaison-peptidique).
1.2.1 Source de protéase

La vaste distribution des protéases chez les plantes, les animaux, et les microorganismes
démontre que ces enzymes sont nécessaires a la survie des organismes ; les protéases
jouent des roles physiologiques importants dans les différents processus biologiques (Rao
etal.,1998)

1.2.1.1 Protéases d'origine microbienne

L'incapacité des protéases végetales et animales pour répondre aux exigences mondiales
actuelles du monde a conduit a un intérét accru pour les protéases microbiennes. Les
micro-organismes constituent une excellente source d'enzymes en raison de leur grande
diversité biochimique et leur sensibilité a la manipulation génétique. Les protéases
microbiennes représentent environ 60% du total des ventes d'enzymes dans le monde
protéases microbiennes sont préférées aux enzymes végétales et animales car ils possédent
presque toutes les caractéristiques souhaitées pour leurs applications biotechnologiques
(Mala, 1998).

1.2.2 Classification des protéases

En générale, les protéases sont classées selon plusieurs criteres majeurs tout en se basant
sur la localisation cellulaire, le mode d’attaque de la chaine polypeptidique (la nature du

site catalytique), et selon leur besoin en ATP.
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1.2.2.1 Selon la localisation cellulaire

Les protéases sont divisées en deux groupes selon leur localisation dans la cellule, soit des

protéases intracellulaires ou extracellulaires (Mathieu, 2005).
A. Protéases intracellulaires

Ces protéases jouent un role essentiel dans 1’élaboration et la régulation des processus
cellulaires et métaboliques, ce type de protéases est moins intéressant a 1’utilisation
industrielle car ces enzymes nécessitent une étape de lyse cellulaire pour en faire

I’extraction (Malaet al, 1998).
B. Protéases extracellulaires

Ces enzymes catalysent 1’hydrolyse des protéines en petits peptides assimilables par les
cellules. Ces enzymes sont plus intéressantes pour utilisation en industrie car elles ne

nécessitent pas d’étapes de lyse cellulaire pour en faire I’extraction (Malaet al, 1998).
1.2.2.2 Selon le mode d’attaque de la chaine polypeptidique

En fonction de leur mode d’attaque, les peptidases sont subdivisées en deux classes ; les
endopeptidases qui agissent a l’intérieur de la chaine peptidique et les exopeptidases
agissent seulement sur les liens peptidiques prés des extrémités de la chaine peptidique
(Penasse, 1974).

1.2.2.3 Selon leur pH optimal

Selon leur pH optimal on distingue les protéases acides : pH optimal inférieur a 7,0 (2,0-
5,0), les protéases alcalines : pH optimal supérieur a 7.0 et les protéases neutres : pH
optimal 7,0 (Sethia, 2016).

1.3 Applications des protéases

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 applications dans plusieurs secteurs industriels (Souza, 2014).

Les principales industries utilisatrices de protéases sont :
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v' Applications alimentaires

v Industrie des détergents

v Domaine pharmaceutique et médicale
v Traitement des eaux usées industrielles
v' Autres applications

1..3.1 Applications alimentaires

L’application des protéases a 1’industrie alimentaire n’est pas récente. Pour la fabrication
des fromages, seules les enzymes coagulantes fongiques ont donné de bons résultats,
souvent comparables a ceux obtenus avec la présure et la pepsine bovine et porcine (Alais,
1975 ; Peppler& Perlman, 1979).

1.3.2 Synthése des peptides

Dans des milieux aqueux, les protéases catalysent I'nydrolyse des liaisons peptidiques mais
la réaction se procede en sens inverse (synthése) dans des milieux ou l'eau est, restreint

(présence des solvants organiques) (Radha, 2012).
I. 3.3 Synthése de I’aspartam

Bien que les protéases soient des enzymes hydrolytiques, elles peuvent parfois catalyser la
réaction inverse. Sous certaines conditions cinétiqguement contrdlées,une préparation de
thermolysine provenant de Bacillus thermo-protyolyticusest utilisée pour la synthese de
I’aspartam (un édulcorant a basse calorie) a partir de 1’acide L-aspartique et de la L-
phénylalanine méthyle ester. Il est produit industriellement par Toya Soda (Japon)
(Wang,2008).

I. 3.4 Gestion des déchets industriels et ménagers

La possibilité de dépuration des déchets issus de différents secteurs, en les utilisant comme
des substrats pour diverses bio-productions d'intérét économique potentiel, a été largement
développée. Les enzymes protéolytiques de Bacillussubtilis, Bacillus amylique faciens
Streptomyces sp.et de différentes souches d'Aspergillus sont actuellement utilisées dans ce

domaine (Leisola et al., 2001).
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I. 3.5 Utilisation médicale

Les enzymes protéolytiques sont également utilisées pour développer des produits
d'importance médicale : Les protéases d'Aspergillus s’appliquent pour soulager les troubles
digestives gastro-intestinaux tels que la dyspepsie. La brinase, 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 (Hernandez et al., 2006).
I. 3.6 Traitement des eaux usées industrielles

Les protéases sont de plus en plus considérées comme un moyen efficace pour le
traitement des rejets industriels. En effet, les protéases peuvent traiter les rejets riches en

protéines (Kumar et al., 1999 ; Sumantha et al., 2006).
I. 4 Autres applications

La protéase neutre peut étre également utilisée pour le décreusage de la soie naturelle. Ils
sont employés aussi avec des mélanges des enzymes hydrolytiques pour dégrader les
polymeéres constitutifs de la matiére végétale servant pour I’alimentation animale (Aviron-

Violet et al. 1982).
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Chapitre 11 Les champignons filamenteux

I1 .1 Définition

Les champignons, encore appelés "Fungi” (du latin) ou mycétes (du grec mukeés,
champignon),ce sont des organisme eucaryote, immobile, hétérotrophe, tirant leur énergie
d'une grande variété de source nutritionnelle, la plupart des espaces de champignons
filamenteux sont des saprophyte, c'est a dire qu'ils se nourrissent de matiére organique
mort en secretent dans le milieu des enzymes extracellulaires telle que les cellulases,
pectinase, protéase et lipase qui leur permettent de dégradé la matiere organique telle que
les polysaccharides des plantes. Les champignons filamenteux différencient une structure

syncytiale appelé thalle durant leur cycle végétatif.

Ces champignons sont incapables de réaliser la photosynthese (absence de
chloroplastes) et présentent une forme végétative composee de cellules assemblées en

filaments ou hyphes avec une reproduction sexuée et/ou asexuée.

Les champignons filamenteux sont connus pour leur capacité a sécréter de grandes
quantités d'enzymes hydrolytiques différentes, ce qui en fait le principal fournisseur
d'enzymes pour I'hydrolyse de la lignocellulose. Cependant, certaines espéces de
champignons filamenteux peuvent également fermenter une large gamme de substrats et

produire une gamme de produits métaboliques.
Il .2 Les caractéristiques morphologiques

Les champignons filamenteux sont des organismes unicellulaires ou pluricellulaires
eucaryotes, c’est-a-dire possédant des noyaux individualisés pourvus d’une membrane
nucléaire, de chromosomes, d’un nucléole, et un appareil mitochondrial. Ils possédent une
paroi peptido-polyosidique épaisse, de composition variable selon les groupes : mannanes,
glucanes, chitine, chitosan, protéines, phospholipides, et une membrane riche en stérols

(ergostérol).

Les moisissures sont des champignons dont le thalle présente leur structure végétative,
ils sont constitués de longs filaments fins et ramifies, a structure cellulaire appelée hyphes
qui forme un mycélium (prescott et all., 2013). Ces hyphes sont divisés par des cloisons
ou septa et chaque cloison contient un seul noyau, on les appelé alors hyphes septes ou

segmentes. Chez certaine classe de mycétes, ces hyphes sont non septés avec des noyaux
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multiples et on les appelle alors coénocytes, ces cloisons portent des ouvertures permettant

le passage de cytoplasme entre les cellules adjacentes.

Les hyphes qu’ils soient segmentés ou non, sont sous formes de petites tubules transparents
entourés d’une paroi cellulaire rigide de composition différente de celle des bactéries, elle
contient de la chitine et des polymeére de la cellulose qui lui donne une grande rigidité et
une grande capacité de résistance a la chaleur et a la pression osmotique élevée que celle
supportent normalement les bactéries (Tortora et al., 2003).L’existence simultanée d’une
paroi cellulaire périphérique et de vacuoles turgescentes dans le cytoplasme, les rapproche
des végétaux auxquels on les rattachait autrefois. Mais I’absence de chloroplastes (et donc
de chlorophylle) en fait, comme les animaux, des organismes hétérotrophes. Ils peuvent se

reproduire de facon sexuée et/ou asexuee.
11 .3 Développements

Le développement des moisissures et dépendant de facteurs nutritifs et environnementaux.

Elles sont des hétérotrophes exigent donc des éléments nutritifs tels que le carbone et
I’azote comme composés organique et le potassium. Le phosphore, le magnésium, le fer ou
le soufre comme ions minéraux, aussi elles nécessitent d’autres molécules qui peuvent
pénétrés dans la cellule sans transformation comme les acides aminés ou aprés une

digestion enzymatique tels que I’amidon, la cellulose, ou les protéines.

Le développement des moisissures est également dépendant de 1I’environnementale facteur
environnemental le plus important est I’humidité relative, la majorité des moisissures se

développent pour une activité de 1’eau comprise entre 0,85 et 0.99.

Le deuxiéme facteur est la température, les exigences thermiques pour le développement
des moisissures différent d’une moisissure a 1’autre. La majorité des moisissures sont
mésophile, se développent aux alentours de 20-25°C. Mais il existe certaines moisissures

dites thermophiles, thermotolérantes ou psychrophiles.

Le pH peut avoir une influence sur la croissance et le développement des moisissures.
Elles peuvent se développer avec un pH compris entre 4.5 et 8, bien que le pH optimum

soit compris entre 5.5 et 75 (Lecellier, 2013).
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Il .4 Le mode de vie fongique

Les champignons sont des organismes hétérotrophes et leur nutrition dépende de la
présence de matiére organique (Blandeau, 2012).11 existe quatre modes de vie permettent

aux champignons de garantir leurs besoins nutritionnels :

¢+ Saprophytisme : ou il dégrade la matiere organique morte ou en décomposition

afin de prélever les éléments minéraux essentiel.

++ Symbiose : ou ils obtiennent leurs nutriments grace a un autre organisme on

échange de certain bénéfice (1’eau, les minéraux).

+» Commensalisme : Dans ce cas, les champignons tire un bénéfice de leur hote

sans leur nuire et sans leur apporter un quelconque avantage.

++ Parasitisme : Ou le champignon tire profit de son héte, et entrainant par fois sa
mort (Lecellier,2013).

La quasi-totalité des champignons vivent en saprophytes dans le sol, sur des plantes

mortes ou vivantes, mais uniquement a leur surface et sans leur causer de lésions.
Il .5 La Reproduction

La reproduction chez les mycétes s’effectue par deux modes :

++ La reproduction asexuée : Une spore ou un fragment de mycélium croit et ce
développe pour former des conidiophores a I’extrémité des hyphes, des conidies sont

émises puis disséminées.

+¢+ La reproduction sexuée : Exige la rencontre de deux mycéliums avec des signes
sexuels opposes, un mycélium a « n» chromosomes va rencontrer un autre mycélium a
polarité complémentaire pour donner lieu a la fusion des cytoplasmes ce qui donne un

mycélium néoformé a 2n chromosome.
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Il .6 Méthodes d’identification des champignons filamenteux

L’identification des mycetes repose essentiellement sur trois analyses complémentaires :
Il. 6.1 Analyse macroscopique

Cette analyse repose sur I’observation de plusieurs critéres de développement tels que

I’aspect, le relief, la taille, la couleur, la production des pigments.
11.6.2 Analyse microscopique

Dans cette analyse, il est nécessaire d’observer plusieurs structures de champignon

comme le thalle végétatif, les organes de fructifications et les spores (Lecellier,2013).
11.6.3 Analyse moléculaire

Les méthodes moléculaires sont universellement applicables et permettent d’explorer le
polymorphisme a différent niveaux (comparaison entre des souches, les especes, des

genres).

Elles sont basées sur 1’étude d’un géne, d’un fragment d’ADN défini, exemple des ITS
(Internal Transcribed Spacer), ou encore de I’ADN total par 1’étude d’hybridation d’ADN-
ADN (verscheure et al.,2002).

11.7 Fermentation de substrats solides (FMS)

Pour la valorisation des substrats agricoles et des sous-produits de 1’industrie
agroalimentaire, les fermentations en milieu solide apparaissent comme une nouvelle voie
biotechnologique peu exploitée mais prometteuse pour la fabrication d’enzymes, produits

alimentaires, industriels ou pharmaceutiques (Batteche, 2013).
11.7.1 Généralités et définitions

La fermentation en milieu solide est un des plus anciens procédés biotechnologiques
connus au monde, sans doute le premier procédé technologique fermentaire connu de
I’histoire. Aujourd’hui elle est devenue la technologie la plus prometteuse qui peut utiliser

globalement les ressources renouvelables (Azzouz, 2015).
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11.7.2 Fermentation sur milieu solide

La fermentation sur milieu solide est géneralement définie comme une croissance
microbienne sur des particules solides humides en 1’absence d’eau libre (Durand, 2003 ;
Gervais et al., 2003 ; Rahardjo et al., 2006).

De facon simplifiée, 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. Le développement des champignons filamenteux en fermentation solide se fait
par extension et ramification des filaments formant le mycélium. Aprés 1’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 pénétrent a I’intérieur des particules (de 1la 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. Les enzymes
hydrolytiques diffusent dans la matrice solide et dégradent les polymeres afin de permettre la
production de molécules assimilables par le champignon (Holker et Lenz, 2005; Rahardjo et
al., 2006).

11.7.3 Avantages et inconvenients de la fermentation solide

La production industrielle des enzymes et d’autres métabolites fait appel aux deux
procédés de fermentation. La décision de choisir I’'un ou 1’autre est probablement basée sur
le colt et I'efficacité du processus. Il est donc important de connaitre les avantages et les
inconvénients de la fermentation sur milieu solide par rapport a la fermentation liquide.

Parmi ces avantages on note :

e L’absence d’eau libre permet de réduire considérablement le volume des installations de

fermentation et les contaminations bactériennes.

e Le peu d’eau disponible favorise la production de certains métabolites qui n’apparaissent
pas ou peu en culture liquide ainsi il minimise les contaminations bactériennes qui

réclament des taux d’humidité élevés pour croitre (Mathot, 1996).
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e Les opérations de mélange étant facilement modulables, il n’y a pas de production de

mousses lors des fermentations solides, contrairement aux fermentations liquides.

e En calibrant bien les particules du substrat, I’aération peut tre assurée passivement et/ou

sans agitation ou par agitation discontinue (Durand, 1983).

e La réduction des colits et du temps consommé pendant ’extraction et la récupération du
produit (moins de techniques a appliquées et volumes réduits en solvants d’extraction),

ainsi que pour le traitement des effluents (en raison de la faible teneur en eau).

Dans ces conditions et bien d’autres, la fermentation solide présente de nombreux

inconvénients :

e Les microorganismes utilisés sont limités. En effet, seuls qui se développent bien aux
basses humidités peuvent étre employés, cela s’applique aux champignons filamenteux et a

certaines bactéries xérophiles.

e Les connaissances physiologiques et technologiques de la croissance des

microorganismes sur milieux solides sont faibles.
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La protéase est une enzyme a utilisation biotechnologique intéressante. En effet,
elle peut étre exploitée dans divers domaines, en I’occurrence : pharmaceutique, médicale,
alimentaire et détergent etc. Les deux souches fongiques productrices d’enzymes
protéolytiques utilisées dans ce travail, ont été isolées et sélectionnées par la doctorante
Moussi Kenza. Le criblage qualitatif a été réalis¢ a partir d’un fromage expiré sur un
milieu & base de lait écréemé SMA (Skim Milk Agar), pour le criblage quantitatif a éte
effectué sur un milieu liquide par I’utilisation de son de blé comme substrat. Les souches
ont été conservées dans des cryotubes contenant le glycérol (a 30%) et de bouillon (a base
de la pomme de terre) a -80°C. La partie expérimentale est réalisée au niveau du
Laboratoire de Microbiologie Appliquée (LMA) a I’université de Bejaia, sous la direction
du Pr BETTACHE Azzeddine (Enseignant-chercheur a I’université de Bejaia) et M®'

MOUSSI Kenza (Doctorante, université de Bejaia).

I. Purification et sélection des souches

1.1 Purification

Les champignons développés sont repiqués sur le milieu (PDA) (Annexe 01). Cette
étape est realisee par prélevement de quelques colonies a partir des tubes inclinés
contenant le milieux PDA, que I’on transfere sur le méme milieu coulé dans des boites de
Petri sous les conditions d’asepsie. Les cultures fongiques sont incubées pendant 3 jours a

30°C jusqu’a I’obtention de souches pures (Bensmail, 2012).
|.2 Préparation de I’inoculum

L’inoculum correspond a la suspension sporale de la souche fongique sélectionnee.
Cette dernicre, est préparée par addition de 100 ml d’eau distillé stérile contenant 1 ml de
tween80 aux souches cultivées pendant sept jours sur milieu PDA en boite de Pétri. Les
spores sont récupérées superficiellement en utilisant un rateau sous des conditions
aseptiques. Ensuite, la détermination de la concentration de la suspension sporale est

effectuée par dénombrement des spores sur cellule de Mallasses.
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1.3 Dénombrement des spores

A un ml de suspension de spores préalablement agitée, on ajoute 9 ml d’eau tweenée; le

Nombre de spores est determiné par la cellule de Mallasses. L’examen s’effectue au

microscope au grossissement (x40).

| .4 Observations macroscopique et microscopiques des souches

sélectionnées

L’identification des moisissures est basée sur 1’observation des caractéres culturaux et
morphologiques de 1’espéce. Les critéres morphologiques reposent sur les parameétres
macroscopiques (aspect des colonies, couleur du revers) et microscopiques (aspect du

mycélium, des spores, des phialides, des conidiophores,)
1.4.1 Identification macroscopique

Pour toutes les cultures obtenues apres 7 jours sur milieu PDA, l'aspect de la colonie est
examiné a I'ceil nu. Pour déterminer les couleurs des colonies, on les examine a la lumiere

du jour.
L’identification est fondée sur I’examen des caractéres suivant :

» L’aspect, le relief, la taille, la couleur des colonies

» Les structures de fructification.
1.4.2 Identification microscopique
L’identification microscopique des moisissures a éteé réalisée par la méthode de scotch.

» Méthode de Scotch : un petit morceau de scotch est appliqué par la face
collante sur la colonie, puis déposé sur une lame porte—objet, 1’observation microscopique

est effectuée au microscope optique aux grossissements (GX 40).
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1.5 Production de protéases par fermentation :

s Mesure le taux d’humidité

50%. Les résultats sont exprimés en pourcentage de matiére seche.
H (%) =[(PO-Psec) / PO]x100

PO : Poids frais

P sec : Poids sec

MS (%) =100-H (%)

1.5.1 Fermentation liquide (submergée)

Pour la fermentation liquide, on a utilisé 6 substrats, on introduit dans chaque flacon 0.8g
de chaque substrat (son de blé, les écorces de grenades, les écorces d’oranges, les écorces
de pomme de terre, tourteaux de soja, les plumes de volaille)supplémenté a 40 ml de I’eau
minérale ayant la composition suivante (g/l) :KH2PO41.0 ;Na;HPO, 0.8 ;CaCl, 2H.0
0.4;MgSO4 7H20 0.5 ;Nacl 0.3; NH4CI 1, dont le pH est égale a 5.2.La préparation est

stérilisé a I’autoclave a 121°C pendant 20 min.

Aprés stérilisation les flacons ont été inoculés avec 1 ml de la solution sporale préparé
précédemment (107 spores /ml) de chaque souche (S1 et S2) dans des conditions stériles,
incubé a 30°C pendant 7 jours (dans un Shaker).

Figure 01 : Realisation des fermentations submergées dans des flacons.
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1.5.2 Fermentation solide

Les fermentations ont été réalisées en Erlenmeyers de 250 ml, on introduit 10g de chaque
substrat motionné précédemment supplémenté a 10 ml de 1’eau minéral ; le contenu de
chaque Erlenmeyer doit étre bien mélangé. Les Erlenmeyers ont été bouchés au coton

cardé est stérilisé par la suite a I’autoclave a 121°C pendant 20 min.

Apreés stérilisation les Erlenmeyers ont été inoculé avec 1 ml de la solution sporale préparé
précédemment (107 spores /ml) de chaque souche (S1 et S2) dans des conditions stériles, et

on incube a 30°C pendant 7 jours dans 1’étuve.

Aprés la fermentation, la protéase extracellulaire de chaque souche est extraite par I'ajout
de 100 ml de I’eau distillée stérile, et apres 1’agitation manuelle a I’aide d’une spatule, le
mélange est centrifugé a 7000 g pendant 20 min a 4°C, dont le surnageant récupérer

représente I’extrait enzymatique brut utilisé pour les études analytiques.

Figure 03 : Réalisation des fermentations solides dans des Erlenmeyers de 250 ml.
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1.5.3 Production de protéases par fermentation mixte
» Fermentation liquide (submergée)

La fermentation été réalisée dans un flacon, on introduit 0.8g de son de blé supplémenté a
40 ml de I’eau minérale ayant la composition précédemment, dont le pH est égal a 5.2. La

préparation est stérilisée par la suite a ’autoclave a 121°C pendant 20 min.

Apres stérilisation le flacon a éte inoculé avec 0.5 ml de la solution sporale de la souche
1let 0.5 ml de la solution sporal de la souche 2 préparé précédemment (107 spores /ml) dans
des conditions stériles et ont incubé a 30°C pendant 7 jours dans un shaker du marque GFL
3033

» Fermentation solide

La fermentation est realisee en Erlenmeyers de 250 ml, on introduit 10g de son de blé
supplémenté a 10 ml de I’eau minéral ; le contenu de 1I’Erlenmeyer doit étre bien mélangé.
Les Erlenmeyers sont bouchés au coton cardé est stérilisé par la suite a ’autoclave a 121°C

pendant 20 min.

Aprés stérilisation I’Erlenmeyer a été inoculé avec 0.5 ml de la solution sporale de la
souche 1 et 0.5ml de la solution sporale de la souche 2préparé précédemment (10’

spores /ml) dans des conditions stériles, et on incube a 30°C pendant 7 jours dans 1’étuve.

Aprés la fermentation, la protéase extracellulaire de chaque souche est extraite par I'ajoute
de 100 ml de I’eau distillée stérile, aprés 1’agitation manuelle a I’aide d’une spatule, le
mélange est centrifugé a 7000 g pendant 20 min a 4°C, dont le surnageant récupérer

représente 1’extrait enzymatique brut utilisé pour les études analytiques.
1.6 Cinétique de production enzymatique des souches sélectionnées

Des prélevements effectués régulierement chaque 24 h pendant 5 jours, pour la

détermination de I’activité protéolytique pour les souches cultivées.
1.6.1 Dosage de ’activité protéolytique

L’objectif de la mesure de 1’activité protéolytique est I’évaluation du taux de dégradation

du substrat (caséine) par I’enzyme d’origine fongique pendant la réaction primaire. Pour
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cela on mesure les concentrations en produits d’hydrolyse de la caséine, solubles dans
’acide trichloracétique (TCA) a 0.4 M.

L’addition du TCA arréte la réaction, et une centrifugation & 10 000 rpm pendant 10 min a

permet de séparer le précipité de la caséine (culot) et de produit d’hydrolyse (surnageant),

solubilisé dans le TCA

1.7 Méthodes de dosage

1.7.1 Dosage des protéines

1.7.1.1 Principe

Les protéines ont été dosées par la méthode de (Bradford,1976), ou le bleu de coomassie

forme avec les protéines un complexe coloré présentant un maximum d’absorption a 595

nm. La coloration trés sensible peut étre effectuée tres rapidement et a 1’obscurité, le

Sérum Albumine Bovine (SAB) est utilisé comme standard.

1.7.1.2 Elaboration de la courbe d’étalonnage

Une gamme étalon est réalisée avec des quantités croissantes de sérum albumine bovine

(BSA) : 0, 20, 40, 60, 80 et 100 ug. Les échantillons et le blanc sont ajustés a un volume

final de 1000 pl. I’absorbance est mesurée a 595 nm contre le blanc, Les concentrations en

protéine des extraits enzymatiques seront déterminées graphiquement directement a partir

de cette courbe d’étalonnage.

Tableau 1 : Préparation de la gamme d'étalonnage de BSA (0,1mg/ml).

N° du tubes
Blanc |1 2 3 4 5 Echantillon
Solution et réacti
Solution BSA (ul) 0 200 | 400 600 800 1000 | 500 d’extrait
brut
Eau physiologie (ul) 1000 | 800 | 600 400 200 0 500
Réactif de Bradford | 4ml 4ml | 4 ml 4ml 4ml 4ml | 4ml

(ml)
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1.7.2 Activité protéolytique
1.7.2.1 Préparation des extraits enzymatiques

Apres la fermentation, les cultures ont été extraites avec 100 ml d'eau distillée stérile en
assurant une agitation manuelle, le mélange est alors filtré & travers une passoire pour
éliminer les solides (Tunga et al. 2003). Ce dernier, est conservé au congélateur pour le

dosage de I’activité enzymatique.
1.7.2.2 Méthode de dosage de I’activité protéolytique

L’activité protéolytique est déterminée a partir de I’effet de I’enzyme sur la caséine. Ainsi,
lorsque la caséine est hydrolysée par la protéase, une quantité de tyrosine est libérée avec
d’autres acides aminés (Mathieu, 2005). Cette quantité de tyrosine libérée, peut étre
mesurée directement par la méthode colorimeétrique, décrite par, Auberger et al. (1995) et
Mechakra et al. (1999).

1.7.2.3 Elaboration de la courbe d’étalonnage
» La concentration de la solution mere est de 0.4 mg /ml
» L’absorbance du blanc est de 0.140
» Incubé pendant 30 min

Tableau 2 : Préparation de la gamme d'étalonnage de la tyrosine

Les concentrations (ug/ml) 0 40 80 2 4
Solution mere 0 400 600 800 1000
Tampon Tris HCI (ul) 1000 600 400 200 0
TCA 1000 1000 1000 1000 1000
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Ce travail porte sur la production de protéases secrétées par des champignons filamenteux
par la réalisation des fermentations submergés et solide avec utilisation du son de blé
comme substrat de culture. Les souches sélectionnées ont été également identifiés par des

techniques macroscopique et microscopique
I. Identification des souches

L’identification des deux souches obtenues étant basée essentiellement sur les clés
de détermination décrites par la littérature (Botton et al, 1990 ; Guiraud, 1998), en se
basant sur les caractéres macroscopiques des colonies (aspect, couleur, forme, contour,
etc.) et sur les caractéres microscopiques du mycélium et des conidies ou spores

(cloisonnement du mycélium, forme des spores, etc.).
|.1 Etude macroscopique

Les caracteres macroscopiques des deux souches sont éetudies sur le milieu de

culture PDA, qui est I’un des milicux les plus fréquemment utilisé.

Le Tableau (03) résume 1’aspect macroscopique des colonies, des mycéliums, la texture, la

couleur du mycélium, le diamétre de la colonie.
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Souche | Milieu | Diamétre Texture La couleur
obtenue de de colonie de colonie Image
culture
Blanche au
Envahit début et
Souche | PDA toute la | Poudreux entiérement
01 boite verte apres
la
sporulation
Souche Envahit Poudreux Blanc
02 PDA toute la
boite

1.2 Etude microscopique

L’étude macroscopique realisée préalablement est accompagnée par une eétude
microscopique dans le but d’identifier les especes selectionnées. Les caracteres

microscopiques des souches obtenus ont été résumés dans le (Tableau 04).
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Tableau 4 : Etude microscopique des souches fongiques.

Souches | Aspect microscopique | Genre Aspect microscopique obtenus
obtenues | du genre
- Condiophores lisses
incolores qui  sont
terminé par une téte _
Souche renflée Aspergillus
01 -Les conidies de petite Sp
taille globuleuse
- Présente un
mycélium cloisonné
- Les spores rondes et
lisses
- Des phialides qui
Souche entoure a  vésicule
02 prolongeant le
conidiphores Aspergillus
- Présences des
Sp

filamenteux  hyalins
cloisonnés, ramifiés

I1. Production de protéases par les différentes fermentations

Les protéases sont des enzymes essentielles dans les différentes applications

industrielles, biotechnologique, médicinale et dans les domaines de recherche (Coral et

al., 2003 ; Sandhya et al., 2005). Elles sont omniprésentes dans tous les organismes

vivants vue leur role essentiel dans la croissance cellulaire et dans la différentiation

(Gupta et al., 2002 ; Sandhya et al., 2005). 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.

Les fermentations réalisées (solides et submerger) ont permis aprés sept jours, de

récupérer les filtrats pour chaque souche fermentée afin d’extraire les protéases et réaliser

le dosage de I’activité enzymatique.
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Figure 05 : Fermentations submergés dans des flacons.
Le filtrat qui en résulte de chaque opération a été exploité pour le dosage enzymatique.
1.1 Fermentations solides et liquide de la souche 01 (Aspergillus sp)

Afin d’estimer I’aptitude des souches d'Aspergillus sp a produire des protéases sur
le son de bl¢, I'activité protéolytique a été dosée. L’absorbance de I’échantillon mesurée est
transformée en concentration par référence a la courbe d’étalonnage préalablement

obtenue.
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Figure 06 : Evaluation de I’activité protéolytique développée par la souche 1 dans le

milieu solide et submergé par différents substrats.

«+ Au cours de la fermentation submergé on observe une activité faible avec les
écorces d’orange, le son de blé et tourteaux de soja et une activite moyenne avec les
écorces de grenade et les écorces de pomme de terre, par contre on observe une grande
activité avec la plume. En remarque que la meilleure activité a été obtenue avec les plumes
dans les fermentations submergé.

% Au cours de la fermentation solide on observe une activité faible avec les
écorces d’orange, tourteaux de soja et ecorcés de grenade et une activité moyenne avec les
plumes et la pomme de terre, par contre on observe une grande activité avec le son de blé.
On remarque que la meilleure activité protéasique est obtenue avec le son de blé dans la

fermentation solide.
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11.2 Fermentations solides et liquide de la souche 2 (Aspergillus sp)
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Figure 07 : Evaluation de I’activité protéolytique développée par la souche 2 dans le
milieu solide et liquide par différents substrats.

¢+ Au cours de la fermentation submergé on observe une activité faible avec les écorces
d’orange, écorces de grenade et tourteaux de soja et une activité moyenne avec les plumes
et son de blé, par contre on observe une grande activité avec les grenades de pomme de
terre. En remarque que la meilleure activité est obtenue avec les grenades de pomme de

terre dans les fermentations submergées.

¢+ Au cours de la fermentation solide on observe une activité faible avec les écorces de
pomme de terre, tourteaux de soja et écorces de grenade et une activité moyenne avec les
plumes et les écorcés d’orange, par contre on observe une grande activité avec le son de
blé. En remarque que la meilleure activité est obtenue avec le son de blé dans la

fermentation solide.

D’aprés les figuresl et 2, on constate que parmi des différents substrats utilisés, les

meilleures activités ont été obtenues avec le son de blé.

Les résultats ont montré que la production maximale de protéase de la souche 1
(1272pg/min/ml) et (2604ug/min/ml) pour la souche 2ont été obtenues sur le son de blé
comme substrat. Sur ce, le son de blé est un excellent substrat pour la production de

protéase fongique par fermentation solide.
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Selon (Boucherba,2011). Les meilleures activités sont obtenues avec le son de blé,
ce dernier semble induire la production de xylanases, plusieurs études ont rapporté son
efficacité comme inducteur de xylanases. Selon (Attyia et Ashour (2002)) La taille des

particules constitue également un facteur critique dans la fermentation solide.

I11. Production de protéase par fermentation solide et submergée de

différents déchets agro-alimentaire
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substrats

Figure 08 : Production de protéase en FMS et FML par différents déchets pour la souche

01 (Aspergillus sp)

+ La production de protéase en FML est faible avec les écorces d’orange, son de
blé, les écorces de grenade, pomme de terre et avec le tourteau de soja est presque
inexistant (0.68 U /ml), par contre on observe une activité moyenne avec les plumes de
volaille qui atteindre 47,17 U/ml. En remarque que la meilleure activité de protéase est
obtenue avec les plumes dans FML.

¢ Au cours de FMS la production de protéase est presque inexistante avec les
écorces de grenade (2,12 U/ml), et on observe une moyenne activité avec les écorces
d’orange, plume de volaille, tourteau de soja et pomme de terre, par contre avec le son de
blé on a marqué une meilleure activité qui atteindre jusqu’a 80,23U/ml. En remarque que

la meilleure activité de protéase est obtenue avec le son de blé dans FMS.
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Figure 09 : Production de protéase en FMS et FML par différents déchets pour la souche

02(Aspergillus sp).

«¢+ Pour la souche 02(Aspergillus sp) la production de protéase en FML est faible
avec son de blé, les plume et le tourteau de soja, et avec les écorces d’orange et les écorces
de grenade est presque inexistant respectivement (4,44U/ml et 1,21 U/ml), par contre on
observe une activité moyenne avec les pommes de terre qui atteindre 64,16 U/ml. En
remarque que la meilleure activité de protéase est obtenue avec les pommes de terre dans
FML.

« Au cours de FMS la production de protéase pour la souche 02 est presque
inexistante avec le tourteau de soja (1,81 U/ml), une faible activité marquée avec les
écorces de grenade et pomme de terre respectivement (14,15U/ml et 9,71 U/ml) et on
observe une moyenne activité avec les écorces d’orange, plume de volaille, par contre avec
le son de blé on a marqué une meilleure activité qui atteindre jusqu’a 167.86 U/ml.  En

remarque que la meilleure activité de protéase est obtenue avec le son de blé dans FMS.

D’apres les figures 08 et 09, on constate que parmi les différents substrats utilisés
des deux souches sélectionnées que le son de blé est un excellent substrat pour la

production de protéase par FMS pour la souche 02(Aspergillus sp) (167,86U/ml).

Selon (Azzouz ,2015) L’ Aspergillus sp (BG) présente une meilleure activité avec le
son de blé, Les activités maximales observées chez cette souche sont de 0,314, 0,602,

0,462 Ul/ml avec respectivement la paille, le son de blé et le grignon d’olive. Ainsi,
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chaque enzyme produite s’adapte probablement et dégrade un substrat disponible dans un

environnement particulier et a un moment doné (Paes, Berrin, and Beaugrand 2012).
V. Cinétique de production de la protéase

Pour déterminer le temps d’incubation optimal pour la production de protéase par
1’Aspergillus sp, les cultures fongiques ont été incubées a différents temps allant de 1 a 8

jours.

La cinétique d'évolution de l'activité protéolytique des deux souches, durant le
temps d’incubation dans un milieu solide a base de son de blés ont représentées dans les

figures suivantes :
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Figure 10 : Evaluation de ’activité proteolytique développée par la souche 1 dans le

milieu de fermentation solide (son de blé).

% La souche 1: L’activité protéolytique testée dans le milieu de fermentation
solide (son de blé) a montré que cette derniére a été détectée dans le filtrat de culture des le
premier jour, durant cette période 1’activité est trés faible. La production maximale de
I’enzyme est obtenue apres Six jour de fermentation (3160ug/min/ml), au-dela de 6 jours,
la production montre un déclin du rendement en production d’enzyme dans le milieu de
culture, ce qui peut étre dd a la diminution de nutriment dans le milieu de culture et

I’accumulation des métabolites toxiques (Mukhtarand Ul-Hag, 2009).
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Figure 11 : Evaluation de I’activité protéolytique développée par la souche 2 dans le

milieu de fermentation solide (son de blé).

¢+ Souche 2 : L’activité protéolytique testée dans le milieu de fermentation solide
(son de blé) a montré que cette derniére a eté détectée dans le filtrat de la culture des le
deuxiéme jour, durant cette période ’activité est trés faible. La production maximale de
I’enzyme est obtenue aprés sept jours de fermentation (3562pg/min/ml), au-dela de 7 jours

puis la production d’enzyme a progressivement diminué.

Durant les premiéres 24 h, ’activité est trés faible, cela indique que les spores sont
métaboliquement dormantes et que la dégradation du substrat ne peut s’installer qu’apres la

germination (Assamoi et al., 2009).

Une diminution progressive de [’activité protéolytique a été signalée avec
l'augmentation du temps d'incubation, suggérant clairement le role 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. Cette diminution était probablement due a I'épuisement des éléments
nutritifs, I’inactivation d’enzyme par d'autres métabolites toxiques libérés dans le milieu
(Sumantha et al., 2006). Par ailleurs, (Battaglino et al., 1991) indiquent un intervalle de
temps de 72-96 heures nécessaire pour la production d’une activité maximale de la
protéase neutre par Aspergillus oryzae cultivée sur le son de blé comme unique source de

carbone en fermentation solides.
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D’aprés ces résultats on trouve que I’activité protéolytique variée d’une souche a
I’autre suivant la durée d’incubation dont la meilleur production de protéase est obtenue
avec la souche 1 identifiee comme Aspergillus sp avec une valeur minimal de 476
pg/min/ml observé au premier jours et une valeur maximal de 3160 pg/min/ml au sixiéme
jours d’incubation.(Hamaili et Benkerrou (2012)), ont rapporté une croissance
significative dés le ler jour avec Trichoderma reesei cultivée sur son de ble; cela est due
probablement a la composition du son de blé qui est variable notamment plus riche en
vitamines, et en sels minéraux . La production de protéase la plus élevée a été obtenue en
utilisant du son de blé comme substrat a 96 h de fermentation. Les résultats pour la
composition chimique ont montré que les substrats a plus forte teneur en protéines
induisaient la production de protéases au cours des 48 premiéres heures de fermentation
(Castro et al.,2014). Suggérant clairement que le role de 1’enzyme comme métabolite
primaire est produit dans la phase de retard de la croissance du champignon pour

I’utilisation des nutriments présents dans le substrat solide (Rauf et al.,2010).
V. Fermentation mixte

Le son de blé est utilise comme substrat complexe des fermentations en milieu
solide.la production de protéase avec les deux souches mixées est comparé avec les
fermentations des deux souches séparées. Les activités protéolytiques sont mesurées apres

6 jours d’incubation.

Les resultats obtenus sont représentes dans les figures suivantes :
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Figure 12 : Production de protéases par fermentation mixte sur le milieu solide aprés 6

jours d’incubation avec son de blé comme substrat.
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D’apres la figure 5, la production de protéases est meilleure en fermentation mixte
solide par rapport a I’utilisation des deux souches séparément. Une activité maximale de
17400 pg/min/ml a été enregistrée. Dans la fermentation solide de la souche 1, I’activité
est de 3167ug/min/ml et concernant la souche 2, est de 2907pg/min/ml. D’apres les
résultats de (Azzouz et al., 2020), les meilleurs rendements de production d’enzymes sont
obtenus avec les fermentations solide, et que les meilleurs activité xylanasique et
CMCasique sont obtenue avec la fermentation solide mixte. Selon (Hu et al.,2011) cette
performance des cultures mixte s’explique par le fait que dans la nature, la biodégradation
de la biomasse lignocellulosique est réalisée avec la synergie d’une variété de micro-

organismes.

Ce résultat explique aussi le choix de 1’espéce Aspergillus sp pour la production a
grande échelle des enzymes industrielles et principalement les protéases en raison de ses
diverses applications dans les détergents, les industries alimentaires et pharmaceutiques.
etc (Benazir et al., 2011).
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Conclusion

Les enzymes fongiques peuvent étre utilisées afin d'atteindre des buts souvent trés
différents les uns des autres. Elles sont utilisées dans l'industrie des pates et papiers, dans
les textiles, dans les détergents, dans les tanneries, dans l'industrie alimentaire, dans celle
des alcools, dans les boulangeries, dans les confiseries, dans l'industrie laitiére ainsi que

pharmaceutique.

Dans le monde industriel le développement de la microbiologie a abouti a
I’obtention de matériels biologiques trés divers, utilisés dans des procédés de production de

vitamines, de vaccins et d’enzymes.

Les enzymes proteolytiques sont principalement d’origine fongique produit par le
genre Aspergillus, ce genre fongique est caractérisé par leur adaptation a la culture solide a

base de substrat bon marché.

Le but de cette étude est la production de protéases par des champignons
filamenteux du genre Aspergillus sur le milieu a base de son de blé. Le son de blé est un

excellent substrat pour la production des protéases fongiques par fermentation solide.

L’identification des deux souches obtenues étant basée essentiellement sur les clés
de détermination décrites par la littérature, en se basant sur les caractéres macroscopiques
des colonies (aspect, couleur, forme, contour, etc.) et sur les caractéres microscopiques du
mycelium et des conidies ou spores (cloisonnement du mycélium, forme des spores, forme

des organes de fructification, etc.). Les deux souches appartiennent au genre Aspergillus.

Nos résultats montrent que la protéase acide produite par Aspergillus sp isolée

possede les caractéristiques d’une enzyme intéressante a des applications industrielles.

Le dosage de I’activité protéolytique a montré que le son de blé est un milieu
favorable a la production des protéases, pour la souche 01 est de 3160 pg/min/ml et
concernant la souche 02 est de 3562 pg/min/ml, en effet elles produits une activité tres
élevée en protéase acide pour la souche 01 est de 80.23 U/ml et 167,86 U/ml pour la

souche 02.
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Annexe N° 01 : Milieu de culture

1. Potato dextrose agar (PDA) (Guiraud, 1998)

Compositions

» Pommedeterre ..........oooiiiiiiiiii 200 g

P GlUCOSE ..o, 20g

P OAAT 20g

» Eaudistillée..........ooooii i, 1000 ml
Protocole

v" Mesuré par une balance, 200 g de la pomme de terre lavées et pelées.
v Couper en cubes dans 1000 ml d'eau distillée.

v Utilisé la plaque chauffante pendant 30 a 45 min.

v' Filtrer par une passoire pour obtenir le filtrat.

v" On ajoute de I’eau distillé pour un volume final de 1000 ml.
v’ Puis on ajoute 20g du glucose et 20g d’agar.

v Stériliser par autoclavage a 120° C pendant 20 min.
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Annexe N° 02 : Dosage des protéines (Bradford, 1976)

Protocole

Les protéines ont été dosées par la méthode de Bradford (1976), ou le bleu de Coomassie
forme avec les protéines un complexe coloré présentant un maximum d'absorption a 595 nm.
La coloration trés sensible peut étre effectuée tres rapidement et reste stable pendant 30 min,
le Sérum Albumine Bovine (BSA) est utilisé comme standard.

Préparation de bleu de Coomassie :

e 50 mg bleu de Coomassie dissous dans 50 ml de méthanol a 95 %

e On ajoute 100 ml d'acide phosphorique a 85 % ;

e  Oncomplet le volume jusqu'a 1L par I'eau distillée.

e Agitation a froid pendant 24h.

Annexe N°03 : Preparation de TCA (0.4 M)

Composition

» 200 ml d’eau distillé

> 13.06g TCA (0.4 M)
Protocole

v Mesuré par une balance 13.06g de TCA

v On fait dissoudre le TCA dans 200 ml D’eau distillé

v' Faire une agitation a froid jusqu’a obtenir un mélange homogeéne
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Annexe N°04 : Préparation de la solution substrat (caséine 2.5%)

Composition

» 2.5¢ caséine

» 100 ml tampon Tris-Hcl (0.1M) pH =8
Protocole

v Mesure par une balance 2.5 g caséine

v Puis en dissoudre la caséine dans 100 ml tampon Tris-Hcl

Annexe N°05 : Preparation de la solution Tyrosine

Composition :

» 4 mg Tyrosine

» 10 ml eau distillé
Protocole

v" Mesurer 4 mg de tyrosine.

v" Dissoudre la tyrosine dans 10 ml d’eau distillé.



Annexes

Annexe N° 06 : Préparation de la courbe d’étalonnage de tyrosine

La gamme étalon est préparé a partir d’une solution mere de tyrosine dont des concentrations

sont comprise entre 0 et 0.4 mg/ml, comme indiqué dans le tableau suivant :

Concentration (mg/ml) 0 0.04 0.08 0.2 0.4

Absorbance (280 nm) 0 0.101 0.202 0.410 1.04

Aprés une agitation au VORTEX, laisser reposer 30 min a température ambiante.

L’absorbance lue a 280 nm permet de tracer la courbe étalon suivante :
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Figure 11: Courbe d’étalonnage de la tyrosine.



Annexes

Annexe N° 07 : Préparation de la courbe d’étalonnage pour le dosage des

proteines
Solution utilisées :
» Solution mere : BSA (Bovine Sérum Albumine)

» Réactif de Bradford

Concentration pg /mi 3.26 | 4.13 12.82 17.17 24 30.21
Absorbance 595nm 0.08 0.1 0.309 0.430 0.557 0.689
abs
0,8
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Figure 12 : courbe étalon pour le dosage des protéines.



Annexes

Annexe N° 08 : Préparation de I’eau tweenee

Composition

» 1ml du tween 80

» 100 ml d’eau distillée
Protocole

v 1 ml de tween 80 additionné de 100 ml de I’eau distillée

v' Autoclave a 121 °C pendant 20 min.

Annexe N° 09 : Préparation de LA solution M 9 (Tunga et al., 1998)

Composition

» 01g/l de KH2POs.

> 0.8g/l de Naz HPO..

» 0.4 g/l de CaCl,- 2H,0

» 059/l de MgSOs- 7H20

» 0.3 g/l de NaCl

> 019/l de NH.CI
Protocole

v Mesure par une balance chaque élément

v" Fiare dissoudre les éléments dans 2000 ml d’eau distillée

v’ Faire une agitation a froid.



Résumeé

Les protéases occupent la premiére place dans le marché mondial des enzymes, particuliérement par
leur role potentiel dans la biotechnologie. Dans cet objectif une production de protéases par deux souches
fongiques isolée a partir d’un fromage expiré¢ a été réalisée. L’identification présomptive basée sur 1’étude
macroscopique et microscopique a montré que les deux souches appartiennent au genre Aspergillus. Les
fermentations ont été réalisées sur milieu solide et submergés, les résultats montrent que la fermentation a
état solide a donné les meilleurs rendements d’activités protéasiques par apport aux fermentations liquide, et
que le son de blé est marqué comme un bon substrat de fermentation. La fermentation mixte en présence des
deux souches a base de son de blé donne une excellente production de protéase (17000 pg/min/ml). La
production de I’enzyme est estimée par le dosage de 1’activité protéolytique. Les résultats obtenus ont révélé
que la souche 1 qui appartient au genre Aspergillus a donné une meilleure activité, qui est de 3160
pg/min/ml au bout du sixieme jour d’incubation, par la fermentation solide (SSF) sur un résidu
agroalimentaire peu couteux (son de blé) comme un excellent substrat. De ce fait, le son de blé représente un
substrat tres favorable pour la production des protéases acides vu sa richesse en protéines.

Mots clés : Protéases, Identification, Aspergillus sp, fermentation solide, son de blé.
Abstract

Proteases occupy the first place in the world market for enzymes, particularly through their potential
role in biotechnology. For this purpose, a production of proteases by two fungal strains isolated from an
expired cheese was carried out. Presumptive identification based on macroscopic and microscopic study
showed that the two strains belong to the genus Aspergillus. The fermentations were carried out on solid
medium and submerged, the results show that solid state fermentation gave the best yields of protease
activities compared to liquid fermentations, and that wheat bran is marked as a good fermentation substrate.
The mixed fermentation in the presence of the two strains based on wheat bran gives an excellent production
of protease (17000 pug/min/ml). Enzyme production is estimated by assaying proteolytic activity. The results
obtained revealed that strain 1, which belongs to the genus Aspergillus, gave better activity, which is 3160
ug/min/ml at the end of the sixth day of incubation, by solid fermentation (SSF) on a slightly expensive
(wheat bran) as an excellent substrate. Therefore, wheat bran represents a very favorable substrate for the
production of acid proteases given its high protein content.

Key words: Proteases, Identification, Aspergillus sp, solid stat fermentation, wheat bran.
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