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Introduction

Le questionnement sur le gluten est de plus en plus présent dans notre société, ces
derniéres années. En effet, un nombre croissant de personnes souffrent de problémes digestifs
liés au gluten, allant d'une sensibilité au gluten jusqu'a la maladie cceliaque. Un régime sans
gluten tout au long de la vie est actuellement le seul traitement disponible pour les personnes
intolérantes au gluten. Bien que efficace, un tel régime est difficile & maintenir en raison de

l'utilisation fréquente du gluten dans l'industrie alimentaire.

La composition unique des prolamines de céréales dans le bl¢, 1'orge et le seigle les
rend résistantes aux enzymes protéolytiques gastro-intestinales. Cela s'explique principalement
par une teneur élevée en glutamine et en résidus de proline qui entraine une dégradation
incompléte de ces protéines au cours de la digestion humaine normale (Bruce et al., 1984 ;
Hausch et al., 2002). Une telle dégradation partielle est considérée comme un facteur crucial
dans l'activation de la réponse immunitaire dans la muqueuse du petit intestin et la progression
de la maladie ceeliaque chez les personnes génétiquement sensibles (Shan et al., 2002 ; Sollid,

2002).

Des stratégies alternatives pour détruire complétement ou diminuer au moins
partiellement I'activité ceeliaque des gliadines de blé fait I'objet d'une recherche approfondie.
Celles-ci Comprennent I'exploration du blé ancien (Van Den Broeck et al., 2010), 1'inhibition
de Transglutaminase 2 (Maiuri et al., 2005), prévention de peptides immunogénes a travers
les jonctions étroites telles que les antagonistes de la zonuline (Leffler et al., 2012),
l'induction de la tolérance utilisant des anti-cytokines telles que l'anti-IFN-y (Bethune et al.,
2009). Enfin, le plus prometteur une approche thérapeutique alternative semble le clivage
enzymatique des gliadines en utilisant les Prolyl-endopeptidases spécifiques (PEP) d'origine
différente (Shan et al., 2002 ; Mitea et al., 2008), dégradation de peptides immunogeénes par
germination des enzymes céréaliéres et transamidation de farine de céréales. Cependant, la
complexité de la molécule de gliadine de bl¢ a rendu la procédure une tache trés difficile

(Matysiak-Budnik et al., 2005).



Introduction

Ces dernicres années, ont connu une croissance exponentielle dans 1’utilisation des
enzymes comme catalyseurs industriels en raison de leur robustesse et aptitude a étre utilisées
dans diverses industries telles que I’industrie alimentaire, pharmaceutique, tanneries, des
détergents et chimique, ainsi que pour le traitement des déchets (Raghunath et al., 2010 ;
Abhijit, 2012).

La thérapie de supplémentassions de protéases par voie orale, basée sur le principe
d’une poursuite de la digestion de peptides de gluten en petits peptides non toxiques avant
qu’ils n’atteignent 1’épithélium intestinal, est 1’approche la plus largement étudiée pour des

traitements alternatifs de la maladie cceliaque (Bousquet, 2015).

Cependant, grace a leur grande diversité biochimique, les microorganismes
représentent une source exceptionnelle de protéases. En effet, 40 % des enzymes industrielles

sont produites par les microorganismes (Kirti et al., 2012).

Les Aspergillus constituent un groupe de moisissures qui a montré une diversité
considérable et une dominance dans la production de métabolites bioactifs comme les
antibiotiques et les enzymes, ces composés ont témoigné d’un grand intérét par leurs
applications aux différents domaines biomédicaux et biotechnologiques (Prakash et al.,

2013).

L’Aspergillus niger, le groupe dominant des Aspergillus, sont largement utilisés
comme producteurs d’enzymes, entre autres les protéases. Une variété de molécules issues de
cet espece est employée comme additifs détergents, pour épilation des peaux dans I’industrie
de cuir et dans la production des acides citriques dans le domaine agroalimentaire (Chavan et

al., 2013).

Nous avons a travers ce travail abordé ce volet thérapeutique qui ouvre de nouvelles
perspectives dans le domaine de I’approche enzymatique visant a éliminer I’immunogénicité
du gluten. Dans ce travail, nous nous sommes concentrés sur la capacit¢ de clivage de
nouvelles protéases d'origine fongique qui peut servir d’outil potentiel pour dégrader les

gliadines de blé.
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C’est dans ce contexte que nous avons fixé comme objectif principal de rechercher une
enzyme protéolytique capable de dégrader la gliadine a partir d’une souche d’Aspergillus

niger.

Pour atteindre cet objectif nous avons structuré notre travail selon 1’ordre suivant:
- Identification de la souche appartenant au genre Aspergillus, espéce: Aspergillus niger ;
- Extraction de 1’enzyme protéolytique a partir de la souche d’Aspergillus niger ;
- Mise en évidence de 1’activité protéolytique de la souche par fermentation sur milieu solide ;
- Caractérisation physicochimique de 1’extrait enzymatique de la souche ;

- Etude de I’action de la protéase extraite d’Aspergillus niger sur la gliadine (gluten).
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Partie bibliographique Le gluten

I. Le gluten
I.1. Définition du gluten

Le gluten est le terme utilisé pour décrire la fraction protéique extraite du blé, orge et
seigle, responsable de la maladie cceliaque. Il s’agit d’une fraction protéique alcoolo-soluble
(insoluble dans 1’eau) de céréale qu’on appelle prolamine, constituée de 33 acides aminés
riche en glutamine (environ 15%) et proline (environ 30%) et dont le nom varie selon 1’origine
de la céréale: gliadine pour le blé, hordéine pour 1’orge et sécaline pour le seigle (Sturges et
al., 1991).

En raison de sa richesse en glutamine et proline (gliadine), cette fraction protéique
n’est pas digérée par I’intestin humain, c'est-a-dire qu’elle n’est pas dégradée par les enzymes
gastriques, pancréatiques ou de la bordure en brosse de I’intestin (Shan et al., 2002).

La macromolécule du gluten est, en effet, une agrégation de monomeéres de gliadines et
de polymeres de gluténines, qui constituent « les protéines de réserve » de I’albumen (Fasano,

2011) (voir figure 01).

a Gluten (gliadin + glutenin)

Figure 01. Structure du gluten (gliadines + gluténines), a: schéma représentatif montre
I’interaction entre les protéines du gluten, b: image de la structure du gluten sur un microscope

¢lectronique a balayage (Fasano, 2011).
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1.2. Composition du gluten

Le gluten est un matériel viscoélastique obtenu par lixiviation d’une pate de blé
(malaxage en présence d’une eau salée et tamisage pour retenir les parties non solubles)
(Feillet, 2000 ; Branlard, 2012).

Le gluten est principalement constitué de protéines (75 a 85%), il contient également
de I’amidon (8 a 10 %), des sucres réducteurs (0.5 a 2%), des lipides (5 a 10%), des

pentosanes (2%) et des matieres minérales (1%) (Dacosta, 1986) (voir figure 02).

Pentosanes  g,cres réducteurs
2% 0,5 %

Lipides
8%

Matieres minérales
1%

Protéines
80%

Figure 02. Représentation graphique de la composition du gluten (Feillet, 2000).

L.3. Propriété du gluten

Il est impossible de déterminer les caractéristiques du gluten dans le blé sans d'abord
créer une pate. Pour former du gluten, il faut obligatoirement de la farine, de 1'eau, et 1'énergie
du pétrissage (Branlard, 2012).

Les propriétés du gluten deviennent évidentes quand la farine est hydratée, donnant
une pate extensible, avec de bonnes propriétés de rétention de gaz (Fould, 1996).

Le gluten a des propriétés de cohésion, d'¢lasticité, de viscosité et de plasticité qui lui
permette au cours de la panification, de former un réseau tridimensionnel imperméable,
capable de retenir le gaz carbonique et de s'étirer sous sapression pour former la structure et la

texture alvéolée de la pate (Fould, 1996).
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Il se forme au cours du pétrissage: les gluténines s'unissent par ponts disulfures
formant une grande surface sur laquelle de nombreuses liaisons non covalentes peuvent
apparaitre avec des gliadines (plus lachement associées) (Godon, 1991) (voir figure 03).

Ainsi, les gluténines sont responsables de la tenacité et de 1'¢lasticité de la pate et les
gliadines de l'extensibilité. La quantité de gluten et la qualité de ses protéines font la valeur

boulangere de la farine (Godon, 1991).

— L & i Gliadin
l_ p— _ .  ——— e
- —— |
— "
. L Ty | I -|.—,-.:..:- — _ __.I_.'_ -
] b oy o Glutenin
P
l Mixing
Disulphide |“'m - .'.“.,--I
bond formation L/
e T
=
q

Figure 03. Schéma représente la formation des ponts disulfures entre les protéines du gluten

(Kerfal et al., 2010).

I.4.Protéines de gluten

Les gliadines et les gluténines sont d'abord regroupées en une grande famille de
prolamines (des protéines de réserve riches en proline et en glutamine).

Les gluténines sont constituées de deux sous-groupes: les sous unités de gluténines de
haut poids moléculaire (SG-HPM) et les sous unités de gluténines de faible poids moléculaire
(SG-FPM).

D’une manicre générale, la proportion entre ces différentes prolamines est la suivante:
40% de gliadines, 40% SG-FPM et 20% de SG-HPM. Ces protéines ont aussi été classées
selon leur composition: les prolamines riches en soufre qui représentent 70% des prolamines

et sont constituées des gliadines de type a, B, y et des SG-FPM, les prolamines pauvres en
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soufre qui représentent entre 10 et 12% des prolamines totales et sont exclusivement

constituées des gliadines de type o (Wrigley et al., 2006) (voir figure 04).

1.4.1. Gliadines

Les gliadines sont des protéines monomeériques de poids moléculaires allant de 15 a 85
kDa (Branlard, 2012).

Il y a quatre gliadines dans le blé : a, B, v et ®. Elles sont pauvres en acides aminés
basiques et trés riches en glutamine et proline (surtout ). Il y a quasi absence d'acides aminés
soufiés dans les m-gliadines. La présence d'acides glutamique et aspartique sous forme amidée
et la pauvreté en acides aminés basiques font de la gliadine une protéine a faible charge, qui
avec une forte hydrophobicité expliquent les propriétés de solubilité particulieres de cette
protéine (Alais et Linden, 1994).

Les a, B, y-gliadines sont stabilisées par des ponts disulfures intra-moléculaires, par de
nombreuses liaisons H. Les gliadines sont extrémement collantes lorsqu'elles sont

déshydratées et n'ont pas ou peu de résistance a l'extension (Alais et Linden, 1994).

1.4.2. Gluténines

Ce sont des protéines polymérisées par des liaisons covalentes (disulfures) et leurs
poids moléculaires varie de 200 kDa a plus de 45 000 kDa (Branlard, 2012).

Les gluténines ont une teneur en résidus lysine, glycine, alanine, sérine et tyrosine
fortement supérieure a celles des gliadines, mais leur teneur en acide glutamique, proline et
cystéine est inférieure (Alais et Linden, 1994).

Il existe deux types de gluténines, les gluténines a faible poids moléculaire (FPM) et
les gluténines a haut poids moléculaires (HPM). Les deux sont associées par liaisons non
covalentes, essentiellement des liaisons hydrophobes. Les gluténines sont résistantes a
l'extension. Le rapport entre gliadines et gluténines est considéré comme important dans le

comportement des pates (Alais et Linden, 1994).



Protéines monomériques

Partie bibliographique Le gluten
Protéines de la farine
% Y
Protéines cytoplasmiques Protéines de réserves
(15 2 20%) (80 a 85%)
A \
¥ N
Gliadines Gluténines
Globuline Albumine (30 2 40 %) (40 2 50 %)
A\ \/

Protéines agrégées

PM =25 kDa a 75 kDa PM > 10 kDa
o-gliadines || p-gliadines || SG-HPM SG-FPM
(18%) (28%) (30-40%) (60-70%)

Protéines fonctionnelles

a-gliadines
(20%)

v-gliadines
(39%)

Protéines du gluten

Figure 04. Composition protéique de la farine de blé

(rapprochement entre classification) (Osborne, 1924 ; Shewry, 1986).
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L.5. Extraction de gluten

Pendant la fabrication des pates, les caractéristiques qualitatives et quantitatives du gluten
de la farine détermine la qualité¢ du produit fini. Ce sont les protéines de blé constituantes du
gluten qui lui apportent ses caractéristiques techniques. Elles ont chacune leur réle :

¢ Les gliadines donnent a la pate ses propriétés d’extensibilité et de fluidité.
¢ Les gluténines lui apportent élasticité, cohésion et résistance aux déformations.

Les gliadines et les gluténines forment le réseau de gluten dont le comportement affecte

considérablement les propriétés rhéologiques des pates (Buche, 2011).

I.5.1. Analyse quantitative
Le gluten représente la fraction insoluble d’un paton de farine recueillie, sous un filet
d’eau par malaxage et essorage. La masse plastique obtenue est pesée a 1’état humide puis,

apres dessiccation (Buche, 2011).

I.5.2. Analyse qualitative par 1'alvéographe chopin

L’approche de la valeur boulangére d’une pate et la prédiction de ses propriétés
panifiables peuvent se faire empiriquement, a travers la mesure de leur force et de leur
expansion par I’alvéographe chopin, c’est un appareil utilisé pour la mesure de la valeur
boulangere d'une farine. On fabrique un petit paton ferme sans levure et on I’installe dans
I’alvéographe (Del Frate, 2005).

La méthode de 1’alvéographe chopin consiste a enregistrer graphiquement sous forme
d’une courbe la transformation d’un paton préparé dans des conditions standardisées par la
pression de 1’air insufflé sous le paton. Le paton se distend et forme une bulle qui éclate
lorsque la limite d’¢lasticité est atteinte (Del Frate, 2005).

Cette courbe permet de déterminer les parametres suivants : la ténacité de la pate « P »,
I’extensibilité « L », le rapport « P/L », le gonflement G et le travail de déformation « W »

(Del Frate, 2005).

I.6. Intolérance au gluten

Une partie de la population humaine ne peut pas tolérer le gluten. Par conséquent, un
nouveau groupe de produits sans gluten basés sur les farines sans gluten issues de céréales,
pseudo-céréales ou autres est développés et consommé non seulement par un nombre de plus

en plus important des cceliaques mais également par d'autres qui souhaitent exclure les
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produits a base de gluten de leur régime pour des raisons de santé (Hager et al., 2012 ;
Lucisano et al., 2012).

La maladie cceliaque est une entéropathie chronique a Iésions inflammatoires de la
muqueuse de l'intestin gréle. Elle est la conséquence d'une réaction auto-immune contre le
gluten alimentaire chez des individus génétiquement prédisposés. Elle se caractérise
principalement par une infiltration inflammatoire du duodénum et jéjunum et une atrophie
villositaire intestinale entrainant une malabsorption et d'autres manifestations cliniques,
régressives apres exclusion alimentaire du gluten de blé et des prolamines équivalentes des
autres céréales réputées toxiques (Clot et al., 2001 ; Mouterde et al., 2008 ; Armstrong et
al., 2009 ; Weber, 2012 ; Roujon et al., 2013).

1.6.1. Physiopathogénie

Les protéines responsables d’intolérance au gluten sont les prolamines. Ces dernieres
(gliadine du blé, sécaline du seigle et hordéine de 1'orge, collectivement désignée sous le nom
du gluten) ont ét¢ identifiées comme le composant de ces céréales capable d'induire des
dommages chez les ceeliaques (Crowe, 2008).

Les séquences toxiques des prolamines (gliadine, sécaline et hordéine) ont plusieurs
caractéristiques uniques qui contribuent a leurs propriétés immunogenes. Elles sont
extrémement riches en acides aminés proline et glutamine (Mouterde et al., 2008).

Ces deux acides aminés sont a la base des deux étapes majeures dans la cascade
inflammatoire de la maladie cceliaque:

1) ils conférent une résistance a la dégradation enzymatique, car l'intestin humain n’a
pas une prolyl-endopeptidase qui peut aisément couper les peptides du gluten riches en
prolines.

2) les peptides du gluten riches en glutamine sont un substrat idéal pour la
désamination par la transglutaminase tissulaire (Lerner, 2010).

Apres l'ingestion du gluten, il est dégradé en plusieurs segments. Les peptides de
gluten résistants aux enzymes digestives traversent la barriere épithéliale et pénétrent au
niveau du chorion suite a une augmentation de la perméabilité intestinale.

La transglutaminase tissulaire, grace a sa fonction de désamination (transformation de
la glutamine en acide glutamique), crée des charges négatives au niveau des peptides de la

gliadine favorisant leur ancrage dans les poches a peptides des molécules DQ2 et DQ8, qui

10



Partie bibliographique Le gluten

contiennent des acides aminés chargés positivement. Ces peptides désaminés sont présentés
par les cellules présentatrices d'antigene, qui disposent de poches d'affinit¢ DQ2ou DQS (telles
que les cellules dendritiques, les macrophages, ou les lymphocytes B), aux lymphocytes T du
chorion (de type CD4) qui sont activés et induisent une réaction inflammatoire avec
production d'interféron gamma et une réaction immunitaire de type humoral avec production
d'anticorps anti-gliadine et anti-transglutaminase tissulaire.

Une hyperplasie des lymphocytes T intra-épithéliaux (de type CDS) est constante et
semble liée a une sécrétion exagérée d'une cytokine (interleukine 15) par les cellules
épithéliales qui est impliquée dans la genese de l'atrophie villositaire (cytotoxicité directe des
lymphocytes intra-épithéliaux sur les cellules épithéliales) et dans la survenue des
complications lymphomateuses (lymphome invasif et sprue réfractaire) (voir figure 05) (Cerf-

Bensussan et Jabri, 2001 ; Hue et al., 2004 ; Briani et al., 2008 ; Tkoub, 2008).
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Figure 05. Processus physiopathologiques de la maladie cceliaque (Green et al., 2007).
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1.6.2. Symptomes

La maladie cceliaque atypique est habituellement vue chez des enfants plus agés et les
caractéristiques de la malabsorption sont absentes. Les symptdmes peuvent tre intestinaux ou
extra-intestinaux. Les symptomes intestinaux peuvent inclure la douleur abdominale
récurrente, la stomatite aphteuse récurrente et la constipation (Catassi et Fasano, 2008).

Il y a aussi des symptomes extra-intestinaux apparemment non reliés (retard pubertaire
chez I’adolescent, anémie, asthénie, atteintes osseuses et dentaires, atteintes cutano-
muqueuses, troubles endocriniens, neuropathies, troubles de la fertilité, ménopause précoce).

Les malades cceliaques présentent aussi fréquemment des troubles de I’humeur ou la

dépression (Malmut et al., 2009).

1.6.3. Diagnostic

Les premiers critéres de diagnostic ont été ¢tablis en 1969. La maladie cceliaque se
définissait alors selon 3 caractéristiques; une muqueuse anormale sous di¢te normogluténique;
une amélioration des tissus; suite au retrait du gluten de I’alimentation du patient; une
détérioration lors de la réintroduction (Di Sabatino et al., 2007).

La diversité des symptomes représente un défi pour les praticiens qui ne sont pas
familiers avec la maladie cceliaque. Dans la pratique, le diagnostic des maladies cceliaques
repose sur des biopsies intestinales et la présence concomitante d’une sérologie positive

(Smecuol et Bal, 2011).

1.6.4. Traitement

Il n’existe aucun traitement médicamenteux contre la maladie. Seule une di¢te sans
gluten permet de diminuer, voire supprimer, les symptomes, de pallier les carences et de
prévenir d’éventuelles complications. Le régime sans gluten doit étre poursuivi a vie. Le
gluten est présent sous différentes formes dans les produits du commerce, ces traces peuvent
étre évidentes dans la farine ou masquées dans les excipients de médicaments ce qui rend ce
régime compliqué et contraignant (Weber., 2012).

L’objectif du régime sans gluten chez les cceliaques est double ; d’une part corriger les
anomalies cliniques, biologiques, histologiques de la maladie et d’autre part diminuer le risque
de complication néoplasique a long terme notamment le lymphome hodgkin de I’intestin gréle

(Hager et al., 2012 ; Lucisano et al., 2012).
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Une supplémentation vitaminique, en fer, en folates, en calcium et en vitamine D est
souvent nécessaire a la phase initiale du traitement (Farell et al., 2002).

L’application du régime alimentaire sans gluten se heurte a de nombreuses difficultés.
Il est beaucoup plus cofiteux et le surcoiit des produits de substitution en particulier pour les
milieux modestes est trés élevé (Stevens et Rashid, 2008 ; Thompson et al., 2005 ;
Boukezoula, 2016).

De plus, les produits sans gluten ne sont pas pris en charge par la sécurité sociale
algérienne (Berrah et al., 2000). La faible palatabilité est due a la mauvaise qualité des
produits sans gluten commercialisés sur le marché Algérien (Benatallah, 2009).

Le probléme principal rencontré dans la préparation des aliments destinés aux
ceeliaques lors de la substitution du blé par le mais et le riz, est la difficulté d’obtenir une pate
qui tienne. Ceci est essentiellement di au fait que les produits de substitution (mais et riz) sont
exempts de gluten. Ce dernier, est un déterminant majeur des caractéristiques rhéologiques de
la pate, telles que I'¢lasticité, 'extensibilité et la capacité de rétention de gaz carbonique
produit lors de la fermentation dans le cas de la panification (Lazaridou et al., 2007).

Les enfants sont souvent attirés par le pain et les patisseries contenant du gluten et leur
régime est difficile a suivre dans les cantines scolaires et les collectivités. Le manque d'appétit
est 1i¢ a la prise individuelle des repas, donc la perte du plaisir lors des prises alimentaires

collectives (Khalafalla et Bushara, 2005 ; Hadjivassiliou et al., 2010).

1.7. Utilisation des enzymes digestives pour les malades cceliaques

La digestion incompléte des protéines du gluten par les enzymes digestives libere des
peptides immunogenes qui peuvent pénétrer dans la muqueuse. De nouvelles enzymes ont été
identifiées qui sont actives des I’estomac et permettent une digestion plus efficace du gluten.
ALV003, combine EB-P2 une cystéine-protéase dérivée de I’orge a la prolyl endopeptidase de
F. meningosepticum initialement (Gass et al., 2007).

D’autres enzymes d’origine différente ont été proposées et qui sont actives dés
I’estomac. Leur efficacité a été testée de fagon originale dans un mod¢le mécanique de tractus
gastro-intestinal en 1’administrant simultanément avec une tranche de pain ou un repas type «

fast-food » (Stepniak et al., 2006) (voir figure 06).
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Before gluten ingestion, during food
processing: Food Technological Approach:

1. Sourdough Technology:

+ lactobacilli, Bifidobacterium, Streptococcus
*Fungal protease: Asp. oryzae, Asp. niger

2. Pre-treatemnt of gluten using ALV003

After gluten ingestion, in the
gastrointestinal tract: Medical
Approach (oral supplements)

Figure 06. Deux enzymes d’hydrolyse le gluten (ALV003: est un mélange de deux glutenases;

une endoprotéase cystéine de germination des graines d’orge (EP-B2)
et prolyl endopeptidase de Sphingomonas capsulata (SC-PEP); Asp: Aspergillus
(M’hir et al., 2012).
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I1. Les protéases
I1.1. Définition des protéases

Les protéases, protéinases ou peptidases, sont aussi appelées enzymes protéolytiques
ou hydrolases. Elles sont rassemblées dans le groupe des enzymes catalytiques et constituent
un des plus grands groupes utilitaires des protéines (Kirti et al., 2012).

Les protéases sont des enzymes qui catalysent des réactions hydrolytiques dans
lesquelles les molécules de protéines sont dégradées en peptides et acides aminés, aussi elles
peuvent catalyser plusieurs réactions métaboliques. Elles interviennent dans toutes les

réactions vitales (Sumantha et al., 2006).

I1.2. Sources de protéases
Les protéases sont largement distribuées dans I’environnement. Le taux le plus élevé
(43,85 %) est extrait des végétaux, suivi par les bactéries (18,09 %), les moisissures (15,08
%), les animaux (11,15 %), les algues (7,42 %) et les virus (4,41 %) (Raghunath et al., 2010).
De nos jours, les enzymes issues des plantes et des animaux, la plupart du temps des
protéases, sont toujours sur le marché et certaines d'entre elles sont d'importance commerciale
mais la plus grande part du marché mondial des enzymes industrielles est occupée par des

enzymes protéolytique d’origine microbienne (Illanes, 2008).

I1.2.1. Protéases végétales
Les protéases peuvent étre extraites de plusieurs parties de la plante : racines, graines,
fleurs, tiges, fruits,...etc. Parmi les protéases d’origine végétale les mieux connues sont : la

papaine, la bromélaine, la ficine et les kératinases (Kirti et al., 2012).

I1.2.1.1. Papaine
Elle a un poids moléculaire de 25 kDa (Sumantha et al., 2006). Elle est extraite du
latex des fruits de Carica papaya, cette protéase végétale est traditionnellement utilisée surtout

dans I’industrie des hydrolysats de protéines trés solubles et aromatisées qui sont actifs entre

un pH 5 et 9 (Jisha et al., 2013).

11.2.1.2. Bromelaine
Elle extraite a partir de I’ananas (Ananas comosus) et elle est moins thermostable que

la papaine (Sumantha et al., 2006).
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I1.2.1.3. Ficine
Elle est issue de la figue (Ficus glabrata) (Singh et al., 2004 ; Raghunath et al.,
2010).

I1.2.1.4. Kératinases
Elles produites par certains groupes de plantes pour dégrader les cheveux et la laine.
Cette digestion est importante pour la production des acides aminés essentiels, tels que la

lysine, et pour la prévention du colmatage des systemes de traitement des eaux usées (Kirti et

al., 2012).

I1.2.2. Protéases animales

La plupart des protéases d’origine animale sont pancréatiques: la trypsine, la
chymotrypsine, la pepsine et la rénine. En effet, elles ont la propriété de dégrader les protéines
alimentaires. Elles sont toutes synthétisées sous forme d’un précurseur qui peut s’activer de

fagon auto-catalytique dans des conditions bien déterminées (Kirti et al., 2012).

I1.2.2.1. Trypsine

Elle a un poids moléculaire de 23,3 kDa, c’est une protéase a sérine (Kirti et al.,
2012). Elle est la principale enzyme digestive intestinale responsable de I’hydrolyse des
protéines alimentaires. L’application de la trypsine dans I’industrie alimentaire est limitée a

cause du gout trés amer qu’elle entraine (Jisha et al., 2013).

11.2.2.2. Chymotrypsine
Elle a un poids moléculaire de 23,8 kDa) (Kirti et al., 2012). Elle est préparée par des
extraits pancréatiques de chymotrypsine animale pure. C’est une enzyme trés couteuse, elle est

utilisée uniquement pour les applications de diagnostic et d’analyse (Jisha et al., 2013).

11.2.2.3. Pepsine
Elle a un poids moléculaire de 34,5 kDa) (Kirti et al., 2012). C’est une protéase acide
présente dans 1’estomac de presque tous les vertébrés. Seules les pepsines bovines et porcines

présentent un intérét industriel (Jisha et al., 2013).

I1.2.2.4. Rénine
Elle a un poids moléculaire de 30,7 kDa), appelée aussi pepsin-like protéase ou

chymosine (Kirti et al., 2012), c’est une constituante majeure de la présure utilisée en
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industrie laitiére comme agent principal de caillage du lait (Jisha et al., 2013). La rénine est
une protéase aspartique, elle a la propriété de couper la liaison entre la phénylalanine et la
méthionine dans la x-caséine pour générer une para-x-caséine et un glycopeptide C-terminal

(Adinarayana et al., 2003 ; Raghunath et al., 2010).

I1.2.3. Protéases microbiennes

Les microorganismes représentent une excellente source d’enzymes du fait de leur
diversité biochimique et susceptibilité génétique. Les protéases microbiennes sont préférées a
celles des autres sources car elles possédent presque toutes les caractéristiques désirées pour
leurs applications biotechnologiques. Elles sont produites par une grande variété de bactéries,
de moisissures et de levures. Elles représentent 40 % des enzymes du marché mondial (Gupta

etal., 2002 ; Raghunath et al., 2010 ; Kiran et al., 2012).

11.2.3.1. Protéases bactériennes

La plupart des protéases commercialement disponibles, principalement les protéases
neutres et alcalines, sont dérivées de bactéries, en particulier de souches de Bacillus a titre
d’exemple les especes: Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens et Bacillus subtilis
(Sinsuwan et al., 2008 ; Madhavi et al., 2011 ; Kirti et al., 2012). Les protéases neutres
bactériennes sont actives dans une gamme de pH étroite (de pH 5 a 8), elles produisent moins
d’amertume dans I’hydrolyse des protéines alimentaires. Les protéases alcalines bactériennes
sont caractérisées par leur haute activité a un pH alcalin, par exemple pH 10 et une

température optimale autour de 60 °C (Kirti et al., 2012).

I1.2.3.2. Protéases fongiques

Une large variété des protéases sont €laborées par les moisissures. Les enzymes
d’origine fongiques sont des enzymes extracellulaires, produites dans le milieu de
fermentation ce qui permet leur séparation, du mycélium, par une simple filtration. Elles sont
actives dans une large gamme de pH (de pH 4 a 11) (Wu et al., 2006 ; Jisha et al., 2013).

Les protéases fongiques acides ont un pH optimal entre 4 et 4,5 et sont stables entre un
pH 2,5 et 6. Elles sont particulierement utilisées dans 1’industrie des fromages. Les protéases
fongiques neutres sont des métalloprotéases actives a pH 7, utilisées dans I’industrie
alimentaire, des tanneries et pharmaceutique, elles sont inhibées par des agents chélateurs

(Kirti et al., 2012).
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11.2.3.3. Protéases de levures

Certaines levures produisent aussi des enzymes protéolytiques, il s’agit essentiellement
du genre Saccharomyces qui, par exemple, produit trois types des protéases, une protéase
sérine, une protéase aspartique et une métalloprotéase. L’activité protéolytique de ce genre est

utilisée particuliérement pour I’affinage des fromages (Raghunath et al., 2010).

11.2.3.4. Protéases virales
Les protéases virales ont gagné une importance particuliere due a leur participation
dans le traitement des virus qui causent certaines maladies fatales, telles que le sida et le

cancer (Raghunath et al., 2010 ; Kirti et al., 2012).

I1.3. Nomenclature et classification des protéases

Selon la classification de la commission d’enzyme (EC) les protéases appartiennent au
groupe 3 (hydrolases) et au sous-groupe 4 (qui hydrolysent les liaisons peptidiques), ce qui
leur donne le code (EC 3:4, 11-19, 20-24, 99) (Sumantha et al., 2006 ; Jisha et al., 2013).

Les protéases sont aussi distinguées par la présence ou I’absence de groupements
chargés dans les positions relatives au site de liaison, et sont classées sur la base de plusieurs
critéres : leur pH optimum (acide, neutre ou alcalin), leur substrat spécifique comme exemple :
les collagénases, kératinases, €lastases,...etc, ou leur homologie de bien étudier les protéines

comme exemple : la tripsine, la pepesine,...ctc (Sumantha et al., 2006).

I1.4. Différents groupes de protéases
Les protéases sont généralement subdivisées dans deux groupes majeurs (Lopes et al.,

2008 ; Raghunath et al., 2010).

11.4.1. Exopeptidases

Les exopeptidases agissent seulement sur les liens peptidiques pres des extrémités de la
chaine peptidique. En se basant sur la nature de I’extrémité, N ou C terminale, elles sont
classées, respectivement, en amino et carboxypeptidases (Raghunath et al., 2010 ; Kirti et

al., 2012).

I1.4.1.1. Aminopeptidases
Les aminopeptidases agissent a D’extrémit¢ N libre terminale de la chaine

polypeptidique et libérent un seul acide aminé, un di ou un tripeptide. Elles sont des enzymes
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intracellulaires, leur activité dépend souvent de la présence d’ions métalliques et elles sont
produites par une large variété des espéces microbiennes (Raghunath et al., 2010 ; Kirti et

al., 2012).

I1.4.1.2. Carboxypeptidases

Les carboxypeptidases agissent a I’extrémité C terminale de la chaine peptidique et
libérent un seul acide aminé, un di ou un tripeptide. Elles sont divisées, selon la nature des
acides aminés dans le site actif, en 3 groupes: carboxypeptidases de la sérine, de la cystéine et

de métallopeptidases (Raghunath et al., 2010 ; Kirti et al., 2012).

11.4.2. Endopeptidases

Les endopeptidases sont caractérisées par leur action spécifique a I’intérieur de la
chaine peptidique. Elles représentent la plupart des enzymes utilisées industriellement
(Kumar et al., 2008 ; Kirti et al., 2012). Celles-ci sont divisées, sur la base du mécanisme
catalytique, en quatre familles: les protéases sérines, les protéases cystéines, les protéases
aspartiques et les métalloprotéases. Ces dernicres forment le groupe de protéases le plus varié.
Les propriétés analytiques de ces quatre types de protéases sont rassemblées dans le tableau

01(Raghunath et al., 2010).

11.4.2.1. Protéases sérines

Les protéases sérines sont treés répandues dans la nature, aussi bien chez les eucaryotes
que les procaryotes. Parmi ces protéases, on trouve la chymotrypsine, la trypsine, 1’élastase et
la subtilisine. Elles ont un groupe de sérines au niveau du site actif et sont généralement de
faibles poids moléculaire (entre 18,5 — 35 kDa). Ces protéases sont actives a pH neutres et
alcalins, avec un optimum se situant entre 7 et 11 (Kirti et al., 2012). Elles sont inhibées par le
di-isopropyle fluorophosphate (D.F.P.) et le phényle méthyle suphonyle fluoride (P.M.S.F.), et
aussi inhibées par les agents avec un groupement thiols, tels que le p-chloromercure benzoate

(pC.M.B.) (Raghunath et al., 2010).

11.4.2.2. Protéases cystéines

L’activité catalytique de ces protéases nécessite la présence d’histidine, d’aspartate et
de la cystéine. Elles comprennent, entre autres, la papaine, la bromélaine, la ficine et les
cathepsines (B, L et H) du complexe lysosomial qui participent au renouvellement des

protéines dans la cellule. La plupart de ces enzymes sont actives a pH entre 5 et 8, et aussi
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activées par les agents réducteurs, tels que le cyanide de potassium ou la cystéine, le
dithiothreitol et I’(E.D.T.A.). Les protéases cystéines sont sensibles aux agents sulfurés, tels
que le pC.M.B., la tosyl-L lysine chlorométhyle kétone (T.L.C.K.), I’acide iodoacétique,
I’iodoacétamine et les métaux lourds (Raghunath et al., 2010 ; Kirti et al., 2012).

11.4.2.3. Protéases aspartiques

Les protéases aspartiques sont des enzymes répandues chez les eucaryotes: les
champignons ou les vertébrés, mais elles sont rarement retrouvées chez les bactéries et les
protozoaires (Kirti et al., 2012).

Généralement les protéases aspartiques ont un poids moléculaire de 30 a 45 kDa. La
pepsine et la chymosine (rénine) appartiennent aussi a cette famille. Toutes ces enzymes sont
caractérisées par la présence de deux résidus essentiels d’aspartate et sont inhibées par la
pepstatine ou par des époxydes en présence d’ions cuivre. Les protéases aspartiques sont
caractérisées par leur activité maximale a de faibles pH (entre 3 et 4) et leur insensibilité aux
inhibiteurs des trois autres groupes d’enzymes. La plupart des protéases aspartiques fongiques

sont instables a des pH supérieurs a la neutralité (Raghunath et al., 2010).

11.4.2.4. Métalloprotéases

Les métalloprotéases sont des hydrolases qui contiennent des cations métalliques dans
leur site actif, généralement du zinc. L.’atome de zinc est essentiel pour I’activité enzymatique.
Elles sont caractérisées par 1’exigence en cations divalent, requis pour stabiliser la structure de
la protéine (Kirti et al., 2012). La plupart des métalloprotéases bactériennes et fongiques
contiennent du zinc (Jakubowski, 2001 ; Beynon et Oliver, 2004).

Les métalloprotéases de ce groupe ont un pH optimum se situant entre 5 et 9. Les
métalloprotéases neutres montrent une haute spécificité vers les acides aminés hydrophobes et
sont inactivées en présence d’agents chélateurs forts, comme exemple I’éthyléne diamine tétra

acétate (E.D.T.A.) ou la phénanthroline (Raghunath et al., 2010).
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Tableau 01. Propriétés analytiques des quatre types de protéases (Raghunath et al., 2010).

Propriétés Protéases Protéases Protéases Métalloprotéases
sérines cystéines aspartiques
Ancien nom Protéases Thiol protéases Carboxyl Meétalloprotéases
sérines protéases
Nomenclature 3.4.21 3.4.22 3.4.23 3.4.24
Site actif Sérine Cystéine Aspartate Zn""
pH optimum 7-11 5-8 3-4 5-9
Température 20-80 25-55 50-70 65-85
optimale (°C)
Masse 18-35 34-65 30-45 19-37
moléculaire
(kDa)
Inhibiteurs PM.S.F,D.F.P. pCMB. Pepstatine E.D.T.A.
E.D.T.A.
Sources Bacillus Aspergillus Aspergillus Bacillus
Aspergillus Sreptococcus Mucor Pseudomonas
Tritirachium Clostridium Penicillium Streptomyces
album Latex des fruits  Tissue animale  Penicilium
(figue, ananas)  (estomac) Aspergillus

*D.F.P : Di-isopropyle fluorophosphate
*kDa: kilo dalton

*pC.M.B: p-chloromercure benzoate

*E.D.T.A : éthyléne diamine tétra acétate

*P.M.S.F: phenyl methyl sulfonyl fluoride
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I1.5. Mode d’action des protéases

Le mode d’action des protéases différe d’une enzyme a 1’autre par la nature de leur site
actif, bien qu’elles aient toutes le méme principe de base. Ce processus catalytique est résumé
en trois étapes:

* dans les deux premicres étapes, ’enzyme déforme la liaison peptidique et renforce la
polarité du carbonyle, ce qui facilite son attaque nucléophile conduisant ainsi a la formation
d’une liaison covalente transitoire entre la fraction portant le carbonyle du substrat et 1’enzyme
avec la libération d’une autre fraction (c’est le premier produit) protonée par un proton cédé
d’un résidu enzymatique ;

* dans la troisiéme étape, une nouvelle substitution nucléophile est exercée par le OH d’une
molécule d’eau et libeére, ainsi, le deuxieme produit de la réaction, ou le site actif de I’enzyme

se trouve régénérer par un proton (de I’H20) (Raghunath et al., 2010).

I1.6. Inhibiteurs de protéases

Les inhibiteurs de protéases sont des protéines tres répandues dans la nature, en général
de petites tailles moléculaires (de 3 a 47 kDa), monomériques ou multimériques. Ils sont
présents chez les animaux, les plantes et les micro-organismes. La nomenclature actuelle
répartit les inhibiteurs de protéases dans 21 familles, dans la plupart des cas, les membres
d’une sous famille d’inhibiteurs sont dirigés contre des protéases cibles possédant le méme
mécanisme catalytique (Raghunath et al., 2010).

Il existe trés peu d’inhibiteurs bifonctionnels, ou les deux domaines, hétérologues,
inhibent deux enzymes de classes différentes. Deux cas sont décrit: 1’inhibiteur qui inhibe une
trypsine et une a-amylase, et 1’équistatine qui est isolée d’une anémone de mer, et inhibe
simultanément les enzymes de la famille de la papaine et de la cathepsine D (protéase acide)

(Birk, 2003 ; Raghunath et al., 2010).

I1.7. Fonctions physiologiques des protéases

Les protéases jouent un rdle dans beaucoup de processus physiologiques et
pathologiques tel que la coagulation du sang, 1’arrangement du tissu, 1’inflammation,
I’augmentation de la teneur métastase et le transport des protéines sécrétées a travers les
membranes. Elles peuvent réaliser aussi une grande variét¢ de fonctions physiologiques

complexes (régulatrices et métaboliques) (Raghunath et al., 2010 ; Kirti et al., 2012).
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En générale, les protéases extracellulaires catalysent les réactions hydrolytiques des
protéines en petits peptides pour une ultérieure absorption par les cellules, dont les protéases
intracellulaires jouent un rdle critique dans le réglage du métabolisme (Raghunath et al.,
2010 ; Kirti et al., 2012)

I1.8. Applications industrielles des protéases

Les protéases occupent une grande part du marché des enzymes industrielles, soit
environ 60 % (figure 07) (Ahmad et Ansari, 2013). Les principaux secteurs industriels
employant des protéases sontles fromageries, les boulangeries, 1’usage médical et

pharmaceutique, les détergents, I’industrie chimique et les tanneries (tableau 02).

Amylases

Autres protéases
18%

21%

Autres
carbohydrases
Rénines 10%
10%
Lipases
. 3%
Trypsine

3%

Prptéases alcalines
25%

Figure 07. Distribution des ventes des enzymes (Ahmad et Ansari, 2013).
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Tableau 02. Quelques protéases et leurs applications industrielles (Raghunath et al., 2010).

Industries Applications Enzymes
Tannerie Rabattre de cuirs Trypsine
Epilation des peaux Autre protéases
Boulangerie Modification des protéines Plusieurs protéases
(protéine de soja ou gluten du bl¢)
Fromageries Coagulation des protéines du lait Rénine de veaux et
(production du fromage) autres
Production des enzymes qui modifient le
fromage (traitement du lactosérum) Trypsine,
Remplacement de rénine des veaux Chymotrypsine,
Composant actif de la présure des veaux Ficine
Protéases fongiques
Chymotrypsine
Détergents Utilisation intensive dans les détergents a Protéases alcaline
lessive pour 1'¢limination des taches de
protéines
Viande Attendrissage de la viande Papaine, Protéases
fongiques
Boissons Elimination de la turbidité Papaine
Confiseries Hydrolyse inverse dans la synthése de Thermolysine
l'aspartame
Pharmaceutique Elimination des tissus morts et la Trypsine
dissolution des caillots de sang .
Traitement de certains types de maladies Chymotryps1.ne
Conversion de I’insuline de porc Carboxypeptidase
Production de I’insuline humaine Trypsine

I1.8.1. Industrie alimentaire

Au cours des fermentations alimentaires, ce sont les enzymes des cellules
microbiennes qui provoquent les modifications complexes observées. Il est également possible
de faire intervenir des enzymes seules, en I’absence de toute cellule vivante. Ces enzymes
microbiennes jouent plusieurs roles dans les productions alimentaires industrielles (Spinnler,

2008).
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Les industries alimentaires constituent le principal domaine d’application des protéases
microbiennes en technologies enzymatiques (Spinnler, 2008 ; Raghunath et al., 2010). Les

principales industries alimentaires utilisant les protéases sont:

I1.8.1.1. Fromageries

L'industrie fromageére emploie une quantité importante de protéases. Les protéases
employées sont surtout des protéases acides (Abhijit, 2012).

La majorité des protéases employées sont produites par Mucor sp., Bacillus subtilis et
Endothica parasitica. Elles sont utiles pour la coagulation des protéines du lait. La présure de
veau a longtemps été I'enzyme utilisée a cette fin. Cependant, elle est de moins en moins
utilisée car elle provient du systéme digestif de trés jeunes veaux. Comme il n'est pas
¢économiquement viable de tuer les veaux aussi jeunes, elle tend a étre remplacée par des
protéases microbiennes (Raghunath et al., 2010 ; Kirti et al., 2012).

Les protéases fongiques acides, alcalines et neutres, produites par Aspergillus oryzae

ont également été utilisées en industrie laitiere (Sumantha et al., 2006 ; Aguilar et al., 2008).

11.8.1.2. Boulangeries

La farine de blé est tres utilisée en boulangerie. Cette farine contient du gluten, une
protéine insoluble, qui est responsable des propriétés de la pate. Les endo et les exo
protéinases d’Aspergillus oryzae sont utilisées pour hydrolyser le gluten du blé par une
protéolyse limitée selon les caractéristiques désirées de la pate (Aguilar et al., 2008).

Le traitement enzymatique de la pate facilite sa manipulation et permet de réduire le
temps de pétrissage. Pareillement, des protéases bactériennes sont souvent utilisées pour

améliorer I’¢élasticité et la force de la pate (Aguilar et al., 2008 ; Kirti et al., 2012).

I1.8.1.3. Préparation de produits a base de soja

Les protéases neutres ou alcalines d’origine fongiques sont utilisées depuis trés
longtemps pour préparer la sauce de soja, ainsi que d’autres produits a base de soja. Les
modifications des protéines du soja par les protéases aident a augmenter leurs propriétés
fonctionnelles. Ainsi, le traitement de ces protéines par la protéase alcaline "alcalase" a pH 8
permit la mise au point d’hydrolysats solubles avec des propriétés nutritives trés intéressantes.
Ces hydrolysats sont utilisés comme additifs protéiniques dans les jus et les boissons fruitées

et dans la formulation des aliments dié¢tétiques (Raghunath et al., 2010 ; Kirti et al., 2012).
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La Kojizyme™ est un complexe d’exopeptidases et d’endopeptidases dérivées d’Aspergillus

oryzae utilisée dans la fermentation de la sauce du soja (Sumantha et al., 2006).

11.8.1.4. Synthése de I’aspartame

L'aspartame est un dipeptide composé d'un résidu acide L-aspartique et d'un résidu L-
phénylalanine. La configuration en L de la molécule est responsable du golt sucré. Le
maintien de cette configuration est donc crucial, mais engendre des colits trés importants
lorsque des méthodes de synthéses chimiques sont employées (Raghunath et al., 2010).

La synthése enzymatique de l'aspartame est donc préférable. Si les protéases sont
considérées comme des enzymes hydrolytiques, elles peuvent parfois catalyser la réaction
inverse, sous certaines conditions cinétiquement contrdlées. Une préparation immobilisée de
thermolysine, provenant de Bacillus thermoprotyolyticus, est utilisée pour la synthése de

l'aspartame (Leisola et al., 2001 ; Raghunath et al., 2010).

I1.8.1.5. Attendrissage de la viande

Les protéases jouent un rdole prédominant dans ’attendrissage de la viande de beeuf.
Une ¢élastase alcaline et une protéase alcaline thermostable, ont montré leur efficacité a
attendrir la viande puisqu’elles possedent la capacité d’hydrolyser les tissus connectifs ainsi
que les fibres protéiques des muscles (Raghunath et al., 2010).

Ainsi, I’hydrolysat de la viande est un produit qui a montré d’excellentes propriétés
organoleptiques et peut étre utilisé en tant qu’additif aromatique dans les concentrés de soupe.
Une hydrolyse d’environ 20 % n’a pas montré d’amertume lorsque cette combinaison
d’enzymes est utilisée. Ceci pourrait étre due au fait qu’une spécificité préférentielle a été
favorable quand les métalloprotéinases et les sérines protéinases ont été utilisées
simultanément (Abhijit, 2012).

La papaine et certaines enzymes protéolytiques microbiennes, telle que la protéase
alcaline d’Aspergillus oryzae, sont employées comme des additifs pour augmenter la

digestibilité des aliments et 1’attendrissage des viandes (Bekhit et al., 2013).

I1.8.2. Industrie pharmaceutique et médicale
La grande diversité et spécificité des protéases est un avantage qui permet a ces
enzymes d’étre utilisées dans le développement de nouveaux agents thérapeutiques efficaces.

Par exemple, des protéases d’Aspergillus oryzae sont utilisées comme aide a la digestion chez
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certains individus souffrants de déficits en enzymes lytiques au niveau du systéme digestif.
Egalement, des collagénases provenant de Clostridium sp. ou des subtilisines sont utilisées en
combinaison avec des antibiotiques dans le traitement des brilures, plaies et des ulceres
dermiques ; une asparaginase provenant de Escherichia coli est utilisée pour éliminer
l'asparagine dans la circulation sanguine de certains patients atteints de certaines formes de
leucémie ; la brinase (une protéase acide plasmin-like) permet 1’hydrolyse de la fibrine et le
fibrinogéne chez les patients souffrant d’une hémodialyse (Raghunath et al., 2010 ; Kirti et
al., 2012).

Enfin, une ¢lastotérase provenant de Bacillus subtilis peut étre utilisée pour le
traitement de furoncles, d’abcés et de plaies profondes, et une protéase alcaline ayant une

activité fibrinolytique a été utilisée comme agent thrombolytique (Abhijit, 2012).

I1.8.3. Industrie des détergents

Les protéases sont ajoutées comme des ingrédients clé dans la formulation des
détergents pour usage domestiques (détergents a lessive et a vaisselles), les produits de
nettoyage pour usage industriels, pour les lentilles cornéennes et les appareils dentaires. Outre
les protéases, les détergents peuvent contenir des lipases, des amylases et des cellulases.
Néanmoins, les protéases sont les enzymes les plus utilisées dans les détergents ; la grande
majorité sont des protéases sérines alcalines et thermophiles (Raghunath et al., 2010 ; Kirti
etal., 2012).

Bien que la pepsine soit utilisée depuis 1913, la plupart des protéases actuellement
ajoutées dans les détergents sont produites par des souches de Bacillus (Gupta et al., 2002 ;

Hajji et al., 2007 ; Kumar et al., 2008 ; Jisha et al., 2013).

I1.8.4. Tanneries

Les protéases sont utilisées pour leur capacité a libérer les poils et la laine des peaux.
Cette opération se fait a des pH ¢élevés (pH 11), et nécessite donc des protéases alcalines,
comme celles produites par Bacillus licheniformis (Abhijit, 2012).

Apres l'enlévement des poils, les peaux subissent le reverdissage, étape essentielle afin
de rendre la peau douce et élastique. Les préparations enzymatiques servant pour le
reverdissage peuvent contenir des protéases de Aspergillus oryzae, Bacillus

amyloliquefasciens ou Bacillus licheniformis. Cependant, l'usage des protéases a été limité car
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leur emploi est souvent plus cotiteux que 1'utilisation de produits chimiques. Par contre,
I'emploi de produits chimiques comporte plusieurs inconvénients, dont des impacts majeurs
sur la sécurité des travailleurs et sur I'environnement. De plus, le traitement des eaux usées de
ces industries cause de sérieux problemes (Madhavi et al., 2011 ; Abhijit, 2012).

Par conséquent, I'emploi d'enzymes dans les procédés est maintenant privilégié. De
plus, I'amélioration des procédés, la découverte et la mise au point de nouvelles protéases plus
performantes permettent I'emploi grandissant des enzymes dans cette industrie (Gupta et al.,

2002 ; Kirti et al., 2012).

I1.8.5. Industrie de la photographie

Les protéases alcalines sont aussi employées dans les bioprocédés utilisant les films de
rayons X usés pour la récupération de I’argent. En effet, ces pellicules contiennent
approximativement 1,5 a 2 % d’argent dans leurs couches de gélatine. La pratique
conventionnelle de récupération de 1’argent consiste a bruler les films ce qui provoque des
problémes de pollution environnementale. Pour cela, I'utilisation des enzymes hydrolytiques
permet de recycler non seulement 1’argent mais aussi la base en polyester du film (Abhijit,
2012 ; Jisha et al., 2013).

L’addition des enzymes protéolytiques a une température de 50 °C et pH 8 dégrade la
gélatine rapidement et permet la séparation des particules d'argent, a titre d’exemple la
protéase alcaline de Bacillus subtilis et Bacillus coagulans a décomposé le revétement
gélatineux des films de rayons X usés a partir desquels I’argent a été récupéré (Kirti et al.,

2012).

I1.8.6. Traitement des déchets

Les protéases sont de plus en plus considérées comme un moyen efficace pour le
traitement des rejets industriels, notamment ceux riches en protéines, a titre d’exemple : des
protéases alcalines provenant de Bacillus subtilis pour le traitement des rejets semi-solides des
abattoirs de volailles ; des protéases sont aussi utilisées pour traiter les eaux usées riches en
kératine provenant des chaines d'abattage de volailles ; en outre, une préparation a base
d'enzymes de Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefasciens et Streptomyces sp. est
commercialement disponible pour le nettoyage des drains domestiques (Ichida et al., 2001 ;

Abhijit, 2012 ; Kirti et al., 2012 ; Jisha et al., 2013).
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I1.8.7. Autres applications

La protéase neutre de Bacillus subtilis peut étre utilisée pour le décreusage de la soie
naturelle (Abhijit, 2012 ; Kirti et al., 2012). Les protéases sont employées aussi avec des
mélanges d’enzymes hydrolytiques pour dégrader les polyméres constitutifs de la maticre

végétale servant pour I’alimentation animale (Sumantha et al., 2006).

I1.9. Propriétés des enzymes protéolytique

D’aprés Descamps (2008), on peut résumer les propriétés générales des enzymes
protéolytique dans les points suivants:

» Ce sont des biocatalyseurs de nature protéique qui accélérent une réaction biochimique
et se retrouvent intact en fin de réaction;

» Toute enzyme posséde une zone particuliére appelée site actif. Cette zone se
décompose en un site de fixation du substrat (molécule qui sera modifiée par I’action de
I’enzyme) et d’un site catalytique;

> La vitesse de réalisation d’une réaction enzymatique se mesure par la quantité de
substrat disparaissant par unité de temps ou la quantité de produit formé par unité de temps. La
vitesse initiale de catalyse est proportionnelle a la quantité de substrat, et lorsque tous les sites
de fixation sont occupés par le substrat, I’enzyme est saturée;

» Les enzymes sont sensibles a de nombreuses modifications environnementales telles
que les changements de température et de pH. Toute enzyme posséde une température
optimale d’activité enzymatique pour laquelle la vitesse initiale de catalyse est maximale.
L’enzyme posséde également un pH optimal d’activité (le pH modifie en effet la charge
ionique des acides aminés, ce qui entraine une modification de la structure);

» Un seul substrat a une configuration tridimensionnelle complémentaire de celle du site
de fixation enzymatique et peut former une liaison temporaire avec celui-ci: il y a spécificité
de substrat. La formation du complexe enzyme substrat provoque alors 1’activation du site
catalytique qui ne permet la réalisation que d’un type de réaction biochimique, qui peut étre
une condensation, une hydrolyse, un transfert d’électrons ou de groupement ou encore une

isomérisation: cela induit une spécificité d’action.
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I1.10. Diagramme général d’obtention d’une enzyme
Pour I’isolement d’une enzyme, deux grandes étapes constituent le processus d’obtention

de la biomolécule: 1’extraction et la purification (figure 08) (Laurent, 1982).

MATIERE PREMIERE
|

v

Animale Végétale Microbienne

' v v

Etape 1: Extraction

EXTRAIT BRUT

Etape 2: Purification

ENZYME PURE

Figure 08. Représentation schématique d’un processus d’isolement et de purification

d’une enzyme (Laurent, 1982).
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II1. Aspergillus niger
I11.1. Définition et caractéristiques générales
II1.1.1. Les Aspergillus

De nombreuses moisissures sont utilisées par I’homme depuis fort longtemps dans la
fabrication de certains produits alimentaires. Certaines syntheses sont effectuées a 1’échelle
industrielle et sont de premicres importances telles celles d’enzymes et d’antibiotiques
(Scriban, 1993).

L'Aspergillus est une espéce de champignon, constitué¢ de filaments, présent dans les
moisissures. L'aspergillus se retrouve dans le sol, les céréales, les aliments et le compost en
décomposition. Leurs spores sont présentes dans l'air et la poussiére, et peuvent étre ingérés en
consommant des fruits. Il existe environ 180 espéces d'aspergillus, qui peuvent étre nocifs
pour l'étre humain, en causant des mycoses, ou l'aspergillose, une infestation des voies
respiratoires, potentiellement mortelle (Samson et Varga, 2007).

Le genre comprend prés de 180 espéces répartis en 18 groupes essentiellement définis
d’aprés les caractéres de I’appareil reproducteur (Botton et al., 1990).

Certaines especes peuvent étre directement pathogenes pour I’homme et les animaux
en étant capable d’envahir les tissus vivants et provoquer des aspergilloses (Aspergillus
fumigatus responsable de mycoses pulmonaires; Aspergillus niger responsable d’aspergillose
du conduit auditif) (Morin, 1994).

I11.1.2. Aspergillus niger

Aspergillus niger, l'aspergille noir, est un champignon filamenteux ascomycéte de
l'ordre des Eurotiales. C'est une des espeéces les plus communes du genre Aspergillus qui
apparait sous forme d'une moisissure de couleur noire sur les fruits et légumes (Raper et
Fennel, 1977).

L’Aspergillus niger est 1'un des espéces de champignons les plus importants
économiquement, bien que 1’altération des aliments et la production de mycotoxines figurent
en téte de ses caractéristiques (Pitt, 1989).

Peu d’especes trouvent des applications industrielles dans le domaine alimentaire et
dans D’industrie biotechnologiques notamment pour la production d’enzymes, d’acides

organiques (Botton et al., 1990). Les plus importantes probablement Aspergillus niger.

31



Partie bibliographigue Aspergillus niger

I11.2. Croissance et cycle fongique

Dans I’environnement les Aspergillus niger sont sous la forme de champignons
filamenteux septés et ramifiés: cette forme végétative est appelée mycélium. En condition de
sevrage ou d’autres stress, des structures spécialisées se développent a partir du mycélium: les
conidiophores. Il s’agit d’organes de fructification au bout desquels les tétes aspergillaires ou
vésicules terminales sont retrouvées. Les conidies, spores asexuées unicellulaires et
uninuclées, sont produites au niveau des organes de fructification par les phialides, qui sont
des cellules conidiogenes fertiles, en forme de bouteille et qui prennent naissance sur la
vésicule terminale. Ce sont les conidies, 2 a 3 um de diameétre et trés volatiles, qui sont
responsables de la dissémination du champignon dans 1’environnement (Quatresous, 2011).

La germination des spores se déroule en deux étapes. Dans des conditions adéquates,
les conidies gonflent. Cette phase de croissance iso-diamétrale dure 3 a 4h a 37°C. Apres cette
phase de gonflement, la croissance devient polarisée. En effet, on observe I’apparition d’un
tube germinatif qui va s’allonger progressivement et produire un filament ramifie qui formera

la colonie typique de tous les champignons filamenteux (Quatresous, 2011) (voir figure 09).

Figure 09. Développement d’Aspergillus niger surveillés par microscope électronique

a balayage (Dijksterhuis et Wosten, 2013).
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I11.3. Taxonomie

En raison de son importance économique, 1’Aspergillus est 1'un des genres les mieux
décris du point de vue taxonomique parmi les champignons filamenteux. Al-Musallam,
(1980) a révisé la taxonomie du groupe Aspergillus niger en prenant essentiellement les
caractéristiques morphologiques en compte. Elle reconnut sept espeéces dans ce groupe
(Schuster et al., 2002).

La position systématique d’Aspergillus niger est résumée comme suivant
(Alexopoulos et Mims, 1979 ; Bocquet, 1993).
Reégne: Mycetes
Embranchment: Amastigomycota
Sous-embranchement: Deuteromycotina
Classe: Deutoromycetes
Ordre: Moniliales
Famille: Moniliaceae
Genre: Aspergillus

Espéce: Aspergillus niger

I11.4. Ecologie

De nombreux Aspergillus noirs ont été isolés du monde entier. Aspergillus niger est un
champignon filamenteux qui se développe en aérobiose sur la matiére organique. Dans la
nature, on le trouve dans le sol, le compost et les zones sombres et humides; aussi on le trouve
dans les denrées alimentaires; les céréales, les arachides et dans le matériel végétal (fruits et
légumes) en décomposition (Dijksterhuis et Wosten, 2013).

Aspergillus niger est capable de croitre dans la plage température large de 6-47°C avec
une température relativement élevée avec un optimum de 35 a 37°C. La limite d'activité de
I'eau pour la croissance est 0,88 (aw) qui est relativement élevée comparativement aux autres
espéces d'Aspergillus. Aspergillus niger peut pousser sur une trés large gamme de pH:1,4-9,8
(Schuster et al., 2002).

Ces capacités et l'abondante production de conidies, qui sont distribués par
l'intermédiaire de l'air, garantissent 1'occurrence omniprésente de 1'espece, avec une fréquence

plus élevée aux lieux chauds et humides (Schuster et al., 2002).
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II1.5. Morphologie
IIL.5.1. Caracteres culturaux

Aspergillus niger pousse rapidement (2-3 jours) sur les milieux de culture classiques
(géloses au malt et Sabouraud). La température optimale de croissance varie généralement
entre 25 et 30°C, mais aussi Aspergillus niger peut se développer jusqu’a 42°C (Tabuc, 2007).

Les colonies d’Aspergillus niger peuvent atteindre 3 a 4 cm en 10 jours, le mycélium
extensif hyalin en grande partie immergé dans la gélose. Les colonies apparaissent d’abord
blanches, puis jaunes, et enfin granuleuses noires a la maturation (Quatresous, 2011).

En effet, ce champignon produit également du mycélium aérien blanc et de tres
nombreuses structures sporiféres érigées, pulvérulentes, brun-noir, qui est généralement
disposées en cercles concentriques (Quatresous, 2011).

Le revers des colonies est incolore ou jaune pale, un exsudat jaune pale peut étre
produit en toutes petites gouttelettes (Tabuc, 2007).

Cette espece a une croissance rapide, avec un optimum thermique compris entre 25 et
30°C, mais il peut pousser jusqu’a 42°C. Son developpement est aussi inhibe par I’actidione

(Quatresous, 2011).

I11.5.2. Aspect microscopique

La multiplication de cette espece est végétative. Il n’y a pas de reproduction sexuée
connue, ni présence de « Hiille cells ». On observe alors des tétes conidiennes larges, brun-
rouge trés sombre a noir, tout d’abord sphériques et secondairement radié¢es. Elles sont portées
par de longs conidiophores (1,5 @ 3 mm de long) qui présentent une paroi €paisse, lisse et
incolore. La vésicule est globuleuse, brune, et de grande taille (40 a 70 um de diameétre).

Les phialides, trés serrées, sont insérées sur la vésicule par I’intermédiaire de métules
disposées sur tout le pourtour de la vésicule. Les métules et phialides sont légeérement teintées
de brun. Les conidies sont produites en trés longues chaines qui, au fil du temps, ont tendance
a se regrouper en plusieurs colonnes compactes. Elles sont typiquement globuleuses, brunes,
échinulées a trés verruqueuses, et mesurent 3,5 a 5 um de diamétre.

La pigmentation n’est pas repartie de fagon uniforme sur toute la surface de la conidie,
mais correspond a des granulations ornementales regroupées en crétes irrégulierement
distribuées. La téte aspergillaire est donc bisériée radiée, et noire a maturité¢ (Dijksterhuis et

Wosten, 2013) (figure 10).
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Figure 10. Aspect microscopique (a) et représentation schématique (b)

de la conidiophore d’Aspergillus niger (Pasqualotto, 2010).

I11.6. Importance industrielle d’Aspergillus niger

Jusqu’a récemment, les principales applications industrielles des espéces d’Aspergillus
niger sont appuyées sur 1’art traditionnel et les sciences liées a la production d’aliments
fermentés, ainsi que sur les procédés classiques de biochimie, microbiologie, génétique et le
génie génétique (Ward et al., 2006). Les acides organiques et les enzymes constituent les

métabolites d’Aspergillus niger les plus importants.

I11.6.1. Production des acides citriques

Aspergillus niger est devenu un organisme industriellement utilisé lorsque l'acide
citrique a été tout d'abord produit par fermentation en 1919 (Roukas, 2000 ; Schuster et al.,
2012).

L'acide citrique est employé couramment dans une variété d'industries et, en volume
des ventes, dépassent largement les autres métabolites tels que 1'acide gluconique (Roukas,

2000 ; Schuster et al., 2002).
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L'acide citrique est produit presque exclusivement par la fermentation d'Aspergillus
niger et Aspergillus fistulosum parce que les rendements de ces organismes sont élevés et
formation des produits indésirables tels que l'acide gluconique et l'acide oxalique est minime.
La Food and Drug Administration (FDA) a classé Aspergillus niger comme source d'acide
citrique (21 Code of Federal Regulations §173.280) (Schuster et al., 2002).

I11.6.2. Applications dans ’environnement
Les applications d'Aspergillus dans I'environnement sont plutot limitées. Néanmoins,
une souche d’Aspergillus niger a été étudiée par différents laboratoires pour la biosorption des

métaux lourds (Dursun, 2003).

I11.6.3. Production des enzymes

La richesse de D’arsenal enzymatique des espéces aspergillaires les fait utiliser
notamment dans la production d’une large gamme des acides organiques (acide citrique, acide
gluconique, acide acétique,..), des enzymes (protéases, lipases, amylases, ...) et des
métabolites bioactives tels que les mycotoxines (Abraca et al., 2004 ; Varga et al., 2004 ;
Holker et al., 2004 ; Bouchet et al., 2005 ; Heitman et al., 2007).

Aspergillus niger est trés largement utilisé dans la production des enzymes
commerciales vues les hautes productivités enzymatiques qui peuvent étre atteintes (Iwashita,
2002 ; Bakhtiari et al., 2006 ; Aftab et al., 2007 ; Mhetras et al., 2009) (voir tableau 03).

Les principales activités protéolytiques d’Aspergillus niger semblent étre dues a des
protéases extracellulaires acides, ce qui refléte 1'adaptation de ce dernier aux milieux de
croissance a pH acide (Schuster et al., 2002).

Grace aux capacités hydrolytiques importantes d’Aspergillus niger et sa tolérance a
l'acidité (pH<3), il permet d’éviter les contaminations bactériennes au cours des processus

biotechnologiques (Jarai et Bouxton, 1994 ; Dekrif-Dakhmouche et al., 2006).
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Tableau 03. Production des enzymes par Aspergillus niger.

Enzymes Microorganisme Substrat/ mileu Références

Protéases A. niger MTCC 281  Son de riz Paranthman et al., 2009.

Protéase A. niger Pelures de I’igname ~ Oludumila et al., 2015.

Protéase A. niger Son de blé, tourteau Mukhtar et al., 2009.
de soja, tourteau de
tournesol, tourteau
de colza, graines de
coton

Protéase A. niger Son de riz, son de Suganthietal., 2012.
blé, son de noix de
coco

Protéase acide A. niger BAN3E Son de riz, son de Suganthietal., 2011.
blé, tourteau de noix
de coco, tourteau
d’arachides

Amylase A. niger Son de blé Bhatnagar et al., 2010.
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Amylase A. niger ML-17 Son de blé Irfan et al., 2012.

Pectinase A. niger Zeste d’orange Tobechukwu et al., 2014.

Pectinase A. niger Son de blé + cosse Akhteretal., 2011.
de riz

Keratinase A. niger Cheveux humains, Lopes etal., 2011.
poils de porc, farine
de plumes, plumes
de poulet, corne de
boeuf
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Matériel et méthodes

I. Matériel biologique

Le matériel biologique est un champignon appartenant a la classe des Ascomycetes, I1
s'agit de l'espéce Aspergillus niger.

L'Aspergillus niger apparait sous forme d'une moisissure de couleur noire sur les fruits
secs « abricot sec » (pourriture noire), aprés avoir exposé a ’air ambiant pendant quelques

jours dans une chambre.

I1. Prélévement et purification de la souche
I1.1. Prélévement

Le prélévement de cette espece a €té fait sur les abricots secs au niveau du laboratoire
de controle de qualité alimentaire a 1'aide d'une anse de platine flambée, a proximité d'une
zone stérile.

Pour le réaliser, il faut frotter la pourriture noire et ensemencer l'échantillon de
moisissure prélevé a la surface d'un milieu de culture « Sabouraud » (annexe 01) contenu dans
des boites de pétri.

Avant l'ensemencement, trois gouttes d'acide acétique concentrées a 3% (annexe 01)
ont ¢été additionné dans chaque boite comme agent bactériostatique pour éviter la
contamination bactérienne (Delarras, 2007). Les boites sont ensuite incubées a 30°C pendant

5 jours et sont observées quotidiennement.

I1.2. Repiquage et purification

Une partie des colonies a €té prélevée et ensemencée dans les boites de pétri a l'aide
d'une anse de platine stérile. Par la suite, et par la méme méthode que la précédente, des
nouvelles boites contenant le milieu de culture « Sabouraud » ont été¢ ensemenceées.
La purification a été réalisée par deux repiquages successifs jusqu'a 1'obtention des colonies

identiques (Delarras, 2007).

I1.3. Méthodes d’identification

L’identification des moisissures a fait essentiellement appel aux caractéres culturaux
(identification macroscopique) et a la morphologie (identification microscopique). Elle
nécessite souvent l'utilisation de milieux standards favorisant la croissance ou la reproduction

et permettant ainsi une expression correcte des caractéres a étudier (Botton et al., 1990).
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I1.3.1. Critéres d’identification macroscopique

» Aspect des colonies: les colonies peuvent étre duveteuses, laineuses, cotonneuses,
veloutées, poudreuses ou granuleuses; parfois certaines colonies peuvent avoir une
apparence glabre (absence ou pauvreté du mycélium aérien).

» Relief des colonies: les colonies peuvent avoir un aspect plat ou plissé et la
consistance des colonies est variable (molle, friable, ¢lastique ou dure) envahissantes.

» Couleur des colonies: est un élément trés important d’identification ; les colonies
peuvent étre de couleur blanche, créme, jaune, brune allant jusqu’au noir (Diguta,

2010).

I1.3.2. Critéres d’identification microscopique

L’examen microscopique d’une colonie fongique a été fait apres réalisation d’un
¢talement entre lame et lamelle. Généralement, un examen a 1’objectif (x40), (x100), est
suffisant pour mettre en évidence la plupart des éléments importants a identifier. Les
observations microscopiques permettant I’identification des moisissures sont fondées sur les
types de spores. La plupart des organismes ne produisent que des spores asexuées. L’examen
permet aussi de déterminer les quatre caractéres culturaux suivants: la vitesse de croissance, la
texture et la couleur du thalle, la couleur du revers de la culture et I’odeur (Rinaldi et al., 1998
; Botton et al., 1999).

Les moisissures sont conservées a 4°C par la méthode la plus simple et la plus

communément utilisée au laboratoire (Botton et al., 1999).
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I11. Préparation de l'inoculum
I11.1. Préparation de la suspension des spores

La récupération des spores a été effectuée a partir des cultures d’Aspergillus niger sur
milieu Sabouraud incubées a 30°C pendant 5 jours, par I’addition d’une solution stérile de
Tween 80 a 0,1% (10 ml/boite de Pétri) (voir annexe 01) (Agrawal et al., 2005 ; Sandhya et
al., 2005 ; Paranthaman et al., 2009 ; Bensmail et al., 2015).

A l'aide d'une anse de platine stérile, la surface de la gélose a été grattée légérement
afin de mettre en suspension les spores fongiques, qui ont été ensuite filtrées par passage sur

papier filtre stérile.

I11.2. Dénombrement des spores

L’estimation du nombre de spores de la suspension fongique a été effectuée par la
mesure de 1’absorbance a 650 nm a [’aide d’un spectrophotométre. Les lectures
photométriques ont été transformées en nombre de spores par cellule de Malassez sous
microscope photonique au grossissement (x40) (voir annexe 02), ce qui permet d’établir la
courbe d’étalonnage de I’absorbance en fonction du nombre de spores d’Aspergillus niger
(annexe 03: figure 11). Un millilitre de la suspension de spores contenant 2 x10° spores/ml a

été utilisé comme inoculum (Markwell et al., 1989 ; Bensmail et al., 2015).

IV. Etude du potentiel protéolytique
IV.1. Inoculation du milieu de fermentation

Le son de blé a été utilisé comme substrat pour tester quantitativement 1’activité
protéolytique d’Aspergillus niger. Le substrat a été broyé afin de réduire la taille des particules
(0,425-0,850 mm), puis conservé dans des boites stériles avant l'utilisation, la composition

chimique du son de blé utilisé est donnée dans I’annexe 04 (Sumantha et al., 2005).

Cinq grammes (5 g) du son de blé broy¢ supplémenté avec 4 ml du milieu minéral testé
ont été introduites dans des erlen meyers de 250 ml (Taux d’Humidité initial=54%) (Annexe
05). Le milieu minéral testé ayant la composition suivante (% p/v): NH4aNOs3 0,5; KH2PO4 0,2;
MgS04.7H20 0,1; NaCl 0,1 dont le pH=3 (annexe 01) (Sumantha et al., 2005 ; Bensmail et
al., 2015).
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Les erlen meyers ont été bouchées avec du coton cardé enveloppé dans un filet de gaze
et coiffés de papier aluminium (qui assure une bonne étanchéité et supporte les hautes

températures) (Kumar et al., 2005).

Apres autoclavage (121°C pendant 15-20 min) et refroidissement, chaque milieu a été
inoculé avec 1ml de la suspension de spores d’Aspergillus niger dont I’A (650 nm) = 0,782; ce
qui correspond a un inoculum de 1.8x10° spores/ml par référence a la courbe d’étalonnage
(annexe 03: figure 11). L’inoculum a été distribué¢ de manieére homogene sur le substrat. Les
milieux ensemencés ont été ensuite incubés pendant 72 heures a 30°C (Sumantha et al., 2005

; Bensmail et al., 2015).

IV.2. Extraction de la protéase

A la fin de la fermentation, la protéase produite par Aspergillus niger a été extraite a
I’eau distillée. Le son de blé fermenté a été repris dans 50 ml d’eau distillée, ce qui correspond
a un rapport de 1:5 (p/v) (Tunga et al., 1999 ; Tunga et al., 2003 ; Sandhy et al., 2005).

Cette opération a été suivie d’une agitation lente pendant 45 min (systéme d’agitation:

STUART SCIENTIFIC). Le mélange a été filtré sur un papier filtre (Kumar et al., 2005).

Le filtrat a été soumis a une centrifugation a 4000 r.p.m pendant 30 min a 4°C, dont le
surnageant récupéré représente 1’extrait enzymatique brut. Il a été conservé au frais a une

température de 4°C (Tunga et al., 2003 ; Sandhy et al., 2005).

IV.3. Dosage de I’activité protéolytique de I’extrait brut

L'activité protéolytique a été¢ déterminée a partir de l'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. Cette quantité de tyrosine libérée, qui peut étre mesurée
directement par colorimétrie, devient alors une mesure de l'activité¢ de I'enzyme (Tsuchida et

al., 1986).
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IV.3.1. Courbe étalon de la tyrosine

Une courbe étalon standard de la tyrosine a été préparée par différentes concentrations
de tyrosine allant de 0 a 100 pg/ml, complétées jusqu’a un volume de 1 ml avec I’acide tri-
chloro acétique (TCA) 0,4 M. A cette solution, 5 ml du carbonate de sodium (Na2CO3) a 0,4
M et 1 ml du réactif Folin-ciocalteu a 10 % ont été rajoutés. Le développement de la couleur a

¢té mesuré par spectrophotometre a 750 nm (Sathiya, 2013).

La courbe étalon a été tracée en mettant les concentrations de la tyrosine en micromole

par ml sur 1’axe des abscisses et 1’absorbance a I’axe des ordonnés (annexe 06: figure 12).

Cette courbe a servi pour calculer la quantité de la tyrosine libérée et par conséquent la

quantité de I’enzyme peut étre estimée.

IV.3.2. Détermination de I’activité protéolytique de I’extrait enzymatique brut

L’activité protéolytique a été déterminée selon la méthode de Tsuchida et al. (1986).
Le mélange réactionnel contient 1 ml de la caséine (extraction de la caséine a partir du lait
écrémé: annexe 07) a 2 % (préparée dans le tampon phosphate pH 7,0) et 1 ml de I’extrait

enzymatique brut. Le mélange a été incubé pendant 30 minutes a 40 °C au bain-marie.

La réaction enzymatique a été arrétée par 1’addition de 2 ml de TCA a 0,4 M. le
mélange a été ensuite centrifugé a 4500 r.p.m pendant 10 minutes a 4°C. Un millilitre (1 ml)
du surnageant a été transféré dans un autre tube dans lequel a été ajouté 5 ml de Na.COs a 0,4

M et 1 ml du réactif Folin-ciocalteu a 10 %.

Le mélange a été incubé pendant 20 minutes a 40 °C et a ’obscurité. Le blanc a été
préparé dans les mémes conditions, sauf que le TCA a été rajouté avant le substrat. Chaque
dosage est reproduit trois fois. L’absorbance a ét¢ ensuite mesurée a une longueur d’onde de
750 nm.

Une unité de protéase (UP) est I’équivalent de 1 pg de tyrosine libérée pendant 1h de

temps par 1 ml d’une solution d’enzyme.
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IV 4. Caractérisation de I’extrait enzymatique brut
Les caractéristiques de 1’enzyme protéolytique produite par Aspergillus niger ont été
¢tudiées. Il s’agit de déterminer le pH optimum, la température optimale et la stabilité¢ de

I’enzyme a la température optimale.

IV.4.1. Détermination du pH optimum
Le pH optimum de I’extrait enzymatique brut a ét¢ déterminé en réalisant la réaction
enzymatique dans des solutions tampons a des pH allant de 1 a 10 (Belmessikh, 2011):
-HC1 - KCI (0.2 M) (pH 1 et 2).
-Acide citrique - Na;HPO4 (0.1 M /0.2 M) (pH 3, 4, 5, et 6).
-Phosphate (0.1 M) (pH 7 et 8).
-Glycine - NaOH (0.2 M) (pH 9 et 10).

La préparation des solutions tampon est donnée dans 1’(annexe 08).

IV.4.2. Détermination de la température optimale

La température optimale de ’activité de la protéase a été déterminée en incubant le
mélange réactionnel (enzyme-substrat) a différentes températures (30, 40, 50, 60, 70 et 80°C)
a pH optimum. Elle a ét¢ déterminée en tragant les courbes de ’activité protéolytique en

fonction de la température (Olajuyigbe et Falade, 2014 ; El-Khonezy et al., 2015).

IV.4.3. Stabilité a la température optimale
La stabilit¢ de I’enzyme a été déterminée par incubation du mélange réactionnel
(enzyme-substrat) a pH optimum et a la température optimale a différents intervalles de temps

(10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 et 90 min) (Belmessikh, 2011; Bellir et al., 2014).

44



Matériel et méthodes

V. Etude de I’action de I’extrait enzymatique brut sur la gliadine (gluten)
V.1. Extraction des gliadines

L’extraction a été réalisée a partir de la farine de cinq graines de blé dur, Triticum
durum et cinq graines de blé tendre, Triticum aestivum, broyés au mortier selon la méthode
décrite par Singh et al., (1991). Cette méthode est basée sur une extraction séquentielle des

protéines de réserve selon leur solubilité (Annexe 09).

L’extraction des gliadines a été réalisée a partir des farines, en ajoutant 1ml de
propanol 50% (v/vl). Une incubation pendant 30 min a 65°C, avec deux agitations
intermédiaires a I’aide d’un vortex toutes les 10 min ont été réalisés. Une centrifugation finale
est ensuite réalisée a 10 000 r.p.m pendant 15 min. La deuxiéme extraction a été effectuée sans
agitations intermédiaires. La fraction de gliadine présente dans le surnageant a été aspirée et

évaporée a 65°C pendant 12 h (Singh et al., 1991 ; Bellir et al., 2014 ; Abed, 2016).

V.2. Incubation de I’extrait enzymatique brut avec la gliadine

Dix milligrammes (10 mg) de gliadine de blé dur et 10 mg de gliadine de blé tendre
ont été respectivement dilués dans 1ml de tampon citrate phosphate (0,1 M) pH =7,5. Le
mélange a été rajouté a un 1 ml de I’extrait enzymatique brut puis soumis a une incubation
pendant 2 h a 37°C (Bellir et al., 2014 ; Abed, 2016). La réaction a été arrétée par 1’ajout de 2
ml de TCA frais (0.4M). L’activité protéolytique du mélange a ét¢ mesurée a 1’aide d’un
spectrophotometre a une longueur d’onde de 750 nm selon le méme protocole décrit

précédemment par Tsuchida et al., (1986).
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Résultats et discussion

I. Isolement et purification de la souche
L’isolement de la souche a été fait a partir des moisissures (pourritures noires)
présentes sur les fruits secs “abricot sec” sur le milieu de culture Sabouraud apres avoir ajouté

des gouttes d’acides acétiques dans le milieu.

Toujours dans le but d’empécher la prolifération bactérienne, nous avons additionné
I’acide acétique concentré a 3 %. Selon la littérature et les expériences réalisées au laboratoire,
I’acide acétique est I’un des antibiotiques typiques et ce grace a sa stabilité vis-a-vis de la
température et la pression (conditions de stérilisation); il se caractérise ainsi par leur large

spectre d’action (Delarras, 2007).

Ces derniers ont été prouvés par les résultats obtenus lors de 1’isolement. Le pouvoir
inhibiteur de I’acide acétique et I'utilisation de Sabouraud comme milieu d’isolement ont

permis de réduire I’apparition des bactéries.

Les petites colonies filamenteuses apparues ont été prélevées et repiquées sur le milieu
Sabouraud. Le développement rapide des colonies sur ce milieu refléte sa richesse en éléments
nutritifs indispensables. Cette opération est suivie par un deuxiéme repiquage sur le méme

milieu qui a permis d’obtenir la moisissure pure.

I1. Identification de la souche

L’identification des isolats obtenus ¢tant 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
mycélium.

Ce type d’étude est primordial pour I’identification de la moisissure (aspect de la

colonie, couleur, revers et la vitesse de croissance,...).

I1.1. Identification macroscopique
Les caractéres macroscopiques de la moisissure isolée ont été¢ étudiés sur milieu
Sabouraud. L’étude a été réalisée par des observations a 1’ceil nu et des mesures quotidiennes.

Le tableau 5 résume 1’aspect macroscopique de la souche isolée (planche 01: photo 04).
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Tableau 05. Résultats de I’examen macroscopique de la souche isolée et purifiée.

Milieu Diametre de la Vitesse de Couleur de Revers
colonie (mm) croissance la colonie
Sabouraud 15-20 mm et rapide Blanche au  incolore a jaune
peut étendre a début, puis pale
40 mm jaune et
entiérement

noire apres la

sporulation

L’analyse du tableau 05 permet la conclusion suivante:
* La souche identifiée pousse rapidement sur le milieu utilisé (Sabouraud),
* Les colonies sont granuleuses de teinte noiratre sur le milieu de Sabouraud,

* Le revers de la colonie est incolore a jaune péle.

En se basant sur les clés d’identification utilisées par Raper et Fennell (1965) pour
I’identification du genre Aspergillus, ces résultats indiquent que la souche appartient au genre

Aspergillus, ce qui confirme 1’étude macroscopique.

I1.2. Identification microscopique

L'identification a été fait par un examen microscopique d’une colonie fongique apres
réalisation d’un étalement entre lame et lamelle avec une goutte d'huile d'immersion.

Généralement, un examen a 1’objectif (x40), (x100), (x400) est suffisant pour mettre
en évidence la plupart des éléments importants a identifier.

Les résultats obtenus de I’examen microscopique de la souche sélectionnée sont

mentionnés dans le tableau 06.
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Tableau 06. Résultats de I’examen microscopique de la souche isolée et purifiée.

Caractéristiques

Parameétres Aspect Taille Couleur

Coniophore lisse, non ramifié long, large Brun

Vésicules globuleuses / /

Conidies globuleuses petites tailles Brunes

Mycélium filaments septés / Jaune

4
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L’analyse de ces résultats permet la conclusion suivante:
* des filaments mycéliens septés.
* des conidiophores lisses, non ramifiés, longs, larges, a parois épaisses et bruns.
* une téte Aspergillaire brunatre foncé, rayonnante et la vésicule globuleuse.
* des phialides de petites tailles par rapport aux métules.

* des conidies globuleuses, brunes, échinulée a trés verruqueuses.

D’aprés la bibliographie, L’ensemble de ces structures caractérise 1’espece Aspergillus
niger ce qui confirme 1’étude macroscopique (Raper et Fennell, 1965 ; Ottaviani et al., 1988
; Botton et al., 1999 ; Guiraud, 1998 ; Jernejc et Cimerman, 2001 ; Dai et al., 2004 ; Pitt
et Hoecking, 2009).
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Photo 04. Aspect macroscopique de 1’Aspergillus niger cultivé sur milieu Sabouraud,

Culture agée de 5 jours (prises personnelles).

Photo 05. Aspect microscopique d’Aspergillus niger.
a: Aspect microscopique des colonies d’Aspergillus niger objectif (x100).
b: Aspect microscopique des spores d’Aspergillus niger objectif (x40)

(prises personnelles).

Planche 01. Aspect macroscopique et microscopique d’Aspergillus niger isolé au laboratoire

de CQA de I'université de Tébessa (prises personnelles).
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a: Aspect de téte conidienne radié¢ d’Aspergillus niger

Photo 07. Aspect microscopique d’Aspergillus niger (téte et conidiophore).
, objectif (x100)
b : Aspect et structure de conidiophore d’Aspergillus niger, objectif (x40)

(Prises personnelles).

(prises personnelles).

Planche 02. Aspect microscopique des différents ¢léments importants d’Aspergillus niger
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I11. Potentiel protéolytique de I’extrait enzymatique brut
I11.1. Mise en évidence de ’activité protéolytique de I’extrait enzymatique brut

Aprés revivification et vérification de la souche d’Aspergillus niger, la mise en
¢vidence de son activité protéolytique a été effectuée par fermentation sur milieu solide a base
de son de blé humidifi¢ et par une solution minérale. Le produit de fermentation est 1’extrait

enzymatique brut.

Nos résultats ont montrés que ’extrait brut de 1’Aspergillus niger posséde une activité
protéolytique de 1’ordre de 78,54 pg/ml/h (UP), c’est une activité trés élevée par rapport a
celle enregistrée par Paranthman et al. (2009), Sandhya et al. (2005) et Bhatnagar et al.
(2010) concernant la méme espece. Ces auteurs ont noté une activité égale a 67.7 UP, 31.2 UP

et 54.89 UP respectivement.

L’activité trouvée est par contre trés proche a celles trouvée par Syed et Vidhale.

(2013) concernant 1’espéce Fusarium oxysporum (70.5 UP).

Concernant les extraits enzymatiques produits par les graines de Nigella sativa, Bellir

et al. (2014) ont trouvés une activité protéolytique égale a 84.26 UP.

Cette activité protéolytique peut étre augmentée en optimisant ’extraction de la
protéase par plusieurs parametres comme: 1’inoculum (nombres des spores), la composition du
milieu de fermentation, les facteurs physicochimiques (pH, température,...) et par le temps

d’incubation de la fermentation.

Ce résultat explique 1’utilisation de 1’espéce Aspergillus niger dans plusieurs industries
telles que D’industrie alimentaire et 1’industrie pharmaceutique. Au niveau de I’industrie
pharmaceutique les protéases sont utilisées dans le développement de nouveaux agents

thérapeutiques (Azadeh et al., 2014).
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I11.2. Caractéristiques de ’activité protéolytique de I’extrait enzymatique brut
I11.2.1. Effet du pH

L’activité protéolytique de I’extrait enzymatique brut d’Aspergillus niger a été
déterminée selon les variations du pH (Figure.13). L’analyse des résultats montre que le pH

optimum est de 3.

La méme figure indique que la souche sélectionnée présente également une activité
protéolytique a pH neutre, mais cette activité est moins importante que la premicre. Cette
moisissure produit donc au moins deux protéases, I’'une ayant un pH optimum de 3,0 et ’autre

un pH optimum de 7,0. Les deux types de protéase se dénaturent aux pH alcalins.

Des résultats similaires sont aussi obtenus par de nombreux auteurs en particulier
Edens et al. (2005), Bhatnagar et al. (2010) et Negi et Banergee. (2010).
D’autres auteurs ont trouvés des pH optimum égale a 4.5 pour la méme espece

(Mukhtar et Ul-Haq, 2009 ; Bensmail et al., 2013 ; De Castro et al., 2014).

Tous ces auteurs ont constaté que pour toutes les protéases, en dehors de ce pH

optimum, I’activité protéolytique décroit rapidement.

Chaque enzyme possede un pH optimal auquel la vitesse de la réaction catalysée est
maximale. Des légeéres variations du pH autour de cette valeur entrainent une diminution de
I’activité enzymatique, en raison des modifications de 1’ionisation des groupements compris
dans le site actif de I’enzyme. Des déviations plus importantes du pH, conduisent a dénaturer
I’enzyme en modifiant 1’ionisation des acides aminés et en rompant les interactions non

covalentes maintenant sa structure tridimensionnelle (Hames et al., 2006).

L’activité €levée des enzymes protéolytiques dans des conditions acides, est un facteur
considérablement important pour les enzymes utilisés dans le domaine agro-alimentaire et le

domaine pharmaceutique (Lee et al.,2010 ; Bensmail et al., 2015).

Ainsi donc, I’extrait brut étudié semble étre un mélange de protéases acide, neutre, il
pourrait étre efficace dans 1’estomac et également au niveau des intestins. Shaukat et al.
(2003) ont également recommandé 1’utilisation de protéase issue de Carum copticum qui est
une protéase mixte ayant un pH optimum a 3 et a 7 pour traiter les problémes gastro-

intestinaux.
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Figure 13. Variation de I’activité protéolytique de I’extrait enzymatique brut d’Aspergillus

niger selon le pH.

I11.2.2. Effet de la température

Les résultats de I’effet de la température sur 1’activité protéolytique d’Aspergillus niger
sont donnés dans la figure 14.

Selon ces résultats, 'activité protéolytique maximale est obtenue a 50°C. Au-dela de
cette température une diminution de 1’activité protéolytique est observée. L’enzyme devient

presque inactive, cela prouve 1’instabilité de sa structure (Kumar et al., 2008).

La température optimale de 50°C est obtenue par plusieurs auteurs aussi bien pour la
protéase neutre d’Aspergillus oryzae (Boukhalfa, 2003 ; Sumantha et al., 2005), pour la
protéase acide d’Aspergillus oryzae LK-101 (Lee et al., 2010) que pour la protéase alcaline
d’Aspergillus niger (Oludumila et al., 2015), d’Aspergillus clavatus ES1 (Hajji et al., 2007),
et d’Aspergillus oryzae 2095 (Garcia-Gémez et al., 2009).

Le résultat obtenu est par contre supérieur a celui donné par Bensmail et al. (2015) qui
a trouvé une température optimale de 45°C pour la méme espece et il est inférieur a celui

trouvé par Negi et Banerjee. (2009) et Vishwanatha et al. (2009) qui ont trouvé une
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température de 55°C pour Aspergillus awamori MTCC 6652 et Aspergillus oryzae MTCC
5341.

Des résultats similaires sont rapportés sur des protéases produites par des especes du
genre Streptomyces : S. thermoviolaceus (James et al., 1991), Streptomyces sp. 594 (De
Azeredo et al., 2004), Streptomyces sp. (Hui et al., 2004), S. pseudogrisiolus NRC-15 (Awad
etal., 2013), S. griseus NCRRT (El Khonezy et al., 2015), Streptomyces sp. P3 (Guangyan et
al., 2015), ainsi que chez d’autres bactéries comme: Bacillus sp. BZI-2 (Adinarayana et al.,
2003) et Bacillus polyfermenticus SCD (Choi et al., 2013).

Par ailleurs, quelques protéases fongiques présentent des optima de température de

60°C (Singh et al., 1994 ; Chellappan et al., 2006).

La variation de la température optimale des activités protéolytiques dépend d’une part,
de I’espece et d’autre part, de la niche écologique dans laquelle elle vit. En effet, les
températures optimales des protéases bactériennes sont généralement plus €levées que celles

des protéases fongiques (Joo et Chang, 2005 ; Shaheen et al., 2008 ; Wang et al., 2008).

Dans la plupart des cas, la température optimale des protéases d’origine microbienne
est entre 30 et 40°C, les enzymes actives a une température plus élevée (telle que 50°C) est

une requéte pour toute industrie pour un meilleur rendement (EI-Mougy et al., 2004).

L’activité enzymatique de 1’extrait enzymatique persiste jusqu’a température maximale
de 80°C indiquant une résistance de I’enzyme a la chaleur. Ceci est rare selon les données de
la littérature. Kumar et al., (2005) et Bensmail et al., (2013) rapportent que la plupart des

protéases acides issues des bactéries ou moisissures sont dénaturées au dela de 60°C.

Khan et al. (1981) et Jilani et Khan. (1986) témoignent que la plupart des protéases

acides issues des plantes sont dénaturées a des températures entre 40 et 50°C.
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Figure 14. Variation de I’activité protéolytique de I’extrait enzymatique brut d’Aspergillus

niger selon la température.

I11.2.3. Stabilité a la température optimale

L’¢tude de la stabilité de I’enzyme a la température optimale 50°C est réalisée en
incubant le mélange réactionnel (enzyme + substrat) a des temps variant de 10 a 90 min a pH
3.0. Les résultats de la stabilit¢ de I’activité protéolytique a température optimale

d’Aspergillus niger sont donnés dans la figure 15.

Nous avons observé une augmentation de D’activité protéolytique de I’extrait
enzymatique proportionnelle a la durée d’incubation en présence du substrat a la température
optimale entre 10 et 30 min. Une diminution de cette activité a été observée a 40 min
d’incubation suivi d’une stabilit¢ entre 40 et 50 min. A partir de 60 min d’incubation une
augmentation proportionnelle de ’activité protéolytique a été observée. Cette derniére atteint
une valeur maximale aprés 90 min d’incubation, avec une augmentation de plus de 16.56 %

par rapport a celle enregistrée aprés 10 min d’incubation.
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Figure 15. Variation de 1’activité protéolytique de I’extrait enzymatique brut d’Aspergillus

niger selon la durée d’incubation a température optimale.

Bellir et al. (2014) ont rapporté qu’aprés 90 min d’incubation, la protéase acide de la
graine d’une plante médicinale Nigella sativa a enregistré une activité maximale, sachant que
la température optimale de cette protéase est de S0°C.

D’autre part Benchiheub (2015) aprés 90 min, d’incubation a 50°C des protéases de

Scolymus maculatus et Scolymus hispanicus a enregistré une activité relative d’environ 90%.

D’autres études ont montré qu’il y a des espeéces microbiennes comme exemple la
souche Streptomyces sp. D1 qui produise une protéase qui a conservé 74,3 % de son activité

initiale pendant 120 minutes (Mane et al., 2013).

Les profils de I’effet de la température et de la stabilit¢ a la température optimale
révelent que notre extrait enzymatique brut est thermostable. Ce caractére thermorésistant de
la protéase d’Aspergillus niger, peut étre du a une structure oligomérique de la protéase et une
richesse en liaisons disulfures (Bellir et al., 2014). Il peut s’expliquer également par la culture
d’origine de cette espéce fongique qui lui confere cette caractéristique afin de résister aux

conditions du climat.
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La plupart des industries alimentaires telles que la boulangerie et la fabrication du
fromage exigent que leurs processus soient portés a des températures autour de 50-60°C
(Sumantha et al., 2006), la protéase d’Aspergillus niger peut servir alors comme agent de

transformation des aliments.

IV. Mise en évidence de I’effet protéolytique de I’extrait enzymatique brut sur la gliadine
(gluten)

Une activité protéolytique de I’extrait brut de la protéase issue de la souche
d’Aspergillus niger a été mise en évidence sur la gliadine comme substrat aprés 2 heures

d’incubation, a un pH 7,5 et une température de 37°C.

Les résultats consignés dans le tableau 07 montrent que I’activité protéolytique de
I’extrait enzymatique produit par Aspergillus niger est importante comparée a celle de 1’extrait
enzymatique brut avec la caséine, aussi bien sur la gliadine du blé tendre (Triticum aestivum)
comme substrat, ou nous avons obtenu 50,30 pg/ml/h (UP), que sur la gliadine du blé¢ dur

(Triticum durum) comme substrat avec 45,69 pg/ml/h (UP).

Un travail similaire de Bellir et al. (2014), qui rapportent I’effet d’une protéase
végétale de la graine Nigella Sativa trés acide de pH 1.5 et de température optimale de 50°C
sur la gliadine a aboutit a une activité protéolytique de 19.7 pg/ml/h (UP) pour le blé dur et de
69.3pg/ml/h (UP) pour le blé tendre.

D’aprés nos résultats, ’extrait enzymatique présente une capacité¢ intéressante de
dégradation de la gliadine a pH 7,5, aprés 2 heures d'incubation, I’extrait enzymatique a pu

dégrader 58.17 % et 64.04 % des gliadines du blé dur et blé tendre respectivement (figure 16).

Cette dégradation incompléte pourrait s’expliquer par I’action de 1’extrait enzymatique
qui n’est pas purifié¢ d’une part et au pH utilisé de 1’autre part. En plus, nous n’avons pas dosé
les protéines dans la solution enzymatique utilisée, il est donc probable que la solution
contenant la protéase utilisée serait diluée. D’autre part, La complexité de la molécule de la
gliadine du blé rend la procédure de dégradation trés difficile (Shan et al. 2004 ; Matysiak-
Budnik et al., 2005). Une combinaison de différentes enzymes, plutét qu’une protéase
spécifique, est probablement nécessaire (Siegel et al., 2006 ; Gass et al., 2007 ; Ehren et al.,
2009).
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Actuellement, le seul traitement pour les patients cceliaques est un régime sans gluten a
vie. Une adhésion stricte a ce régime est coliteuse et difficile. En outre, la contamination des
produits naturellement sans gluten avec des traces de gluten peut nuire aux patients. Il a été
montré que seulement 100 mg de gluten ou de protéines similaires de seigle et d'orge par jour
peut entrainer une atrophie villositaire (Catassi et al., 1993). La supplémentation orale avec

des enzymes pourrait étre une méthode précieuse pour lutter contre cette maladie.

Idéalement, la dégradation du gluten devrait se produire dans 1'estomac avant que les
fragments du gluten ou le gluten peuvent atteindre le duodénum. Une problématique est
proposée dans I'utilisation des enzymes protéolytique comme une thérapie alternative dans la
maladie cceliaque, est que ces enzymes ne fonctionnent pas complétement dans les conditions
de l'estomac et elles sont dégradées par la pepsine (Shan et al., 2004). L'utilisation de prolyl
peptidases orales a partir de sources bactériennes telles que Flavobacterium meningoseptica,
Sphingomonas capsulata, Myxococcus xanthus et Lactobacillus helveticus ont montré des
inconvénients dues a une dégradation incomplete du gluten, permettant la libération de
peptides immunogenes. En outre, il a été signalé que ces enzymes bactériennes sont inactivées

par la pepsine et la faible pH gastrique (Matysiak-Budnik et al., 2005).

Au contraire, La protéase utilisée dans notre étude a présenté une activité protéolytique
optimale a pH 3 et donc elle est fonctionnelle dans le pH gastrique et active dans 1’estomac, si

elle n’est pas dégradable par les enzymes gastro-intestinaux.

L’avantage majeur de ’utilisation de cette protéase dans la détoxification du gluten est
que l'extraction de cette protéase étant simple et non couteuse. Son inconvénient est qu’elle
nécessite une purification avancée avec des colts €élevés pour €éliminer les toxines avant d’étre

utilisées in-vivo.

Pour cela, afin de proposer une alternative thérapie pour les malades cceliaques, la
protéase d’Aspergillus Niger vise a prévenir le contact des fragments immunogenes du gluten
avec le systéme immunitaire a travers la supplémentation orale qui pourraient permettre une
digestion des peptides de gluten riches en proline (gliadine) en fragments entiérement

dépourvus des propriétés immunogenes (Shan et al., 2002 ; Sollid et Khosla, 2005).
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Figure 16. L’activité relative protéolytique d’Aspergillus niger utilisant deux substrats

différents (caséine et gliadine).
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Conclusion

Cette ¢étude a comme but principal d’étudier une enzyme protéolytique produite par

une souche d’Aspergillus niger et son effet sur la gliadine (gluten).

Dans le cadre de la recherche d’une enzyme protéolytique élaborée par une moisissure
apparait sous forme de pourriture noire, le prélévement a été effectu¢ a partir du fruit sec
« abricot sec ». La culture de prélévement sur le milieu de Sabouraud a permis I’isolement de
la moisissure. Le pouvoir inhibiteur de 1’acide acétique au cours de 1’isolement a permis de

réduire 1’apparition des bactéries.

Pour I’identification de la moisissure isolée, une étude macroscopique est effectuée.
Cette derniére a permis de déterminer le genre soit, Aspergillus. Cette étape est complétée par
une étude microscopique dans le but d’identifier ’espéce de la souche. L’étude microscopique

a confirmé I’espéce ; il s’agit d’Aspergillus niger.

Cette derniére a été cultivée sur un milieu de fermentation solide a base de son de blé
pour la production et I’extraction des protéases extracellulaires. Le dosage de D’activité
protéolytique a montré que ce milieu est favorable a la production des protéases par

Aspergillus Niger, en effet elle produit une activité importante de 78.54 pg/ml/h (UP).

Afin de mieux connaitre la protéase produite, nous avons étudié ses propriétés ce qui
permet de connaitre les éventuelles applications. Cette étude a donné un pH optimum de 3.0,
cette propriété nous a permis de conclure que c’est une enzyme acide. Aussi, I’enzyme
protéolytique a une température optimale de 50°C et la stabilité thermique de I’enzyme est

reflétée par une activité maximale pendant 90 minutes.

L’ensemble des résultats (pH acide, température optimale, stabilité a la température
optimale) montrent que la protéase produite par la souche d’Aspergillus niger posseéde des
caractéristiques importantes et peut-étre utilisée comme catalyseur dans plusieurs domaines
industriels notamment dans les applications technologiques telles que la boulangerie, la
biotechnologie et la biologie moléculaire. La stabilit¢ des enzymes reste un aspect critique

dans les applications pharmaceutiques et industrielles.
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Nos résultats semblent mettre en évidence une activité protéolytique de I’extrait
enzymatique brut issue de la souche d’Aspergillus niger sur la gliadine comme substrat.
L’effet protéolytique était plus important sur la gliadine issue du blé tendre 50.30 pg/ml/h
(UP) que sur celle issue du blé dur 45.69 pg/ml/h (UP).

Cette ¢étude montre qu’il existe des preuves substantielles suggérant 1’intérét de
I’utilisation de 1’enzyme protéolytique d’Aspergillus niger dans le traitement de la maladie

ceeliaque. Ceci va servir de plateforme aux études cliniques.

En conclusion, nous démontrons que la protéase d’Aspergillus Niger peut agir dans
des conditions similaires a celles trouvées dans le tractus gastro-intestinal et peut dégrader le
gluten a des fragments inoffensifs. L'enzyme est extrémement stable et peut étre produit a
faible cott.

L'efficacit¢ in vivo de cette protéase pour la désintoxication du gluten devra
finalement étre abordée dans des études cliniques impliquant des patients cceliaques. La

protéase acide d’Aspergillus Niger semble étre un candidat principal a de tels essais cliniques.

Ces résultats bien que préliminaires et non concluants semblent néanmoins proposer
une nouvelle approche enzymatique pour le traitement de la maladie cceliaque. En effet, une
telle enzyme pourrait étre administrée au cours des repas ou incorporée lors de la fabrication

des produits sans gluten.

Les objectifs fixés dans ce travail sont atteints, mais ils ont ouvert un chemin de
recherche vers d’autres perspectives comme:
-L’optimisation de I’extraction de I’enzyme protéolytique.
-L’étude des autres caractéristiques de 1’enzyme protéolytique issue d’Aspergillus niger.
-La purification de I’enzyme protéolytique et la détermination de son poids moléculaire.
-Le test de I’activité de la protéase sur différents substrats pour évaluer son éventuel intérét et
application.
-L’étude de la structure de la molécule et déterminer son originalité.

-L’¢étude de I’effet des enzymes du tractus gastro-intestinal sur cette protéase.
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Annexe 01. Composition du milieu et solutions de production

1. Milieu de Sabouraud : (quantité en g /1)

Peptone pepsine de viande................ 10 gr
GlUCOSC. ...t 20 gr
Chloramphénicol............................ 0.5 gr
Agar Agar bactériologique................ 15 gr

Eau distillée

Stérilisation a 1’autoclave :121°C pendant 20 minutes

pH 5.6 £0.2 4 25°C

2. Solution utilisée comme agent bactériostatique (Delarras, 2007).
Acide acétique..........cooviiiiiiiinnn. 3 ml

Eau distillée

3. Solution pour préparation de I’inoculum (Agrawal et al., 2005 ; Sandhya et al., 2005 ;
Paranthman et al., 2009).

Tween 80. ..., 0.1 ml

Eau distillée

4. Solution minérale pour préparation de la fermentation (Sumantha et al., 2005 ;

Sumantha et al., 2006 ; Paranthman et al., 2009) (SM) (% : p/v) : pH=3.

NHaNO3. oo 0.5 gr
KHoPO4..ooiii 0.2 gr
MESO4. i 0.1 gr
NaCl oo 0.1 gr
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Annexe 02. Procédé de comptage par la cellule de Malassez
Principe
La cellule de Malassez possede un quadrillage spécifique comportant 100 rectangles;
Parmi les 100 rectangles totaux, on trouve 25 rectangles qui sont divisés en 20 petits carrés
afin de faciliter le comptage.
» Le volume correspondant au quadrillage total est égal 4 1 mm? = 106 dm?

» Chaque rectangle correspond a un volume 100 fois plus faible: 0,01 mm = 10 dm?

Mode opératoire

1. Remplissage de la cellule de numeration

* Placer la cellule de comptage sur une surface plane. Homogénéiser la suspension cellulaire,
et prélever celle-ci a I’aide d’une pipette Pasteur. Remplir la chambre de comptage par
capillarité, en placant la pointe de la pipette légerement inclinée pres de la lamelle sur la plate-
forme centrale quadrillée.

* Le remplissage doit étre fait en une seule fois, sans bulles d’air, et sans faire déborder le
liquide dans les rigoles. Laisser sédimenter les cellules sur le quadrillage quelques minutes, et
passer a la numération.

* Aprés utilisation, la lame porte-objet et la lamelle planée sont immergées dans un bain d’eau
de Javel pendant 5 minutes, puis sont rincées avec de 1’eau distillée et essauyées avec du

papier (sans frotter, en particulier au niveau du quadrillage).

2. Numération

*» Observer a I’objectif (x10) pour repérer la position du quadrillage, et vérifier I’homogénéité
de la réparation des cellules a compter.

* Observer ensuite a I’objectif (x40) pour réaliser le comptage (1 rectangle par champ).

* Compter les cellules contenues dans 4, 10, 20 ou dans la totalité¢ des 100 rectangles du

quadrillage.

NB: pour les cellules chevauchant les lignes de quadrillage, compter seulement celles qui
chevauchent 2 arétes du rectangle sur 4 (en pratique, on choisit de prendre en compte les

cellules chevauchant la ligne horizontale supérieure, et la ligne verticale droite).
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3. Calcul de la concentration cellulaire

Apres avoir effectué la manipulation, on calcule la concentration cellulaire de la suspension:
n: Nombre de cellules comptées. V: Volume de comptage.

f: Facteur de dilution. N: Nombre de cellules par litres.

Sion a n cellules dans V litres, alors on a N cellules dans un litre:

NxV=nxl1 N=n/V

Si la solution avait été diluée: N=m/V)xf
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Photo 01. Types de cadrillage de la cellule de Malassez (prise personelle).
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Annexe 03. Courbe d’étalonnage de spores d’Aspergillus niger
Principe
L’estimation du nombre de spores de la suspension fongique est effectuée par la
mesure de D’absorbance a 650 nm a [D’aide d’un spectrophotométre. Les lectures
photométriques sont transformées en nombre de spores par cellules de Malassez sous

microscope photonique au grossissement (x40) (Markwell et al., 1989).

Mode opératoire

Nombres de spores x (10%)/ml 0 0.8 1.8 2.6 3.9

Densité optique a (650 nm) 0 0.323 0.782 1.110 1.613

1,8 -

1,6 4 y = 0,0073x
R?=0,9979

Densité optique a 650 nm

0,4 A
0,2 A

Nombre de spores x (10%)/ml

Figure 11. Courbe d’étalonnage du nombre de spores d’Aspergillus niger.
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Annexe 04. Préparation du substrat : son de blé

Préparation du substrat
Le son de blé est utilisé comme substrat de base en cas de fermentation sur milieu

solide, vue sa richesse en fibres alimentaires insolubles (75% du contenu du germe du grain de
blé et plus de 90% dans le cas du son), 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 les protéines des céréales et plus particulierement celles du blé (gliadines et
gluténines), ce qui le rend un excellent substrat pour la production des protéases par SSF

(Kaur et al., 2001 ; Kumar et al., 2005 ; Sumantha et al., 2005).

Le son de blé caractérisé (tableau 04) a été broy¢ afin de réduire la taille des particules
(0,425- 0,850 mm), puis conservé dans des sachets en plastique ou dans des boites stériles

avant l'utilisation.

Tableau 04. Composition chimique du son de blé dur utilisé (zone de récolte: Tebessa).

Paramétres mesurés Valeurs Valeurs de la littérature (%)
expérimentales (%) (Onipe et al., 2015)

Taux d’humidité 12.63 8.1-12.7

Cendre 5.2 3.9-8.1

Protéines 15.3 9.6-18.6

Glucides 63.8 60-75

Lipides 4.23 4.48

Fibres 37.74 33.4-63

Photo 02. Préparation du son de bl¢ (une prise personelle).
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Annexe 05. Détermination du taux d’humidité
Principe
On procede a la dessiccation des sous-produits a la température de 103 + 2°C dans une étuve
isotherme ventilée a la pression atmosphérique jusqu’a avoir une masse pratiquement constante
(A.O0.A.C, 1965).
Appareillage et réactifs
- Balance de précision 1/1000 gr.
- Etuve a régulation automatique de température.
- Creusets en matiere inerte.
- Dessiccateur a base de grain de silice.
Mode opératoire
* Une fois lavés, rincés, séchés et refroidis, nous tarons les creusets.
* Par la suite nous prenons un poids en matiére fraiche (P) comprise entre 3 a 5gr et on pése
I’ensemble (M1).
* Mettre les creusets a 1’étuve pendant 2 heures a une température de 103 + 2°C.
* Le refroidissement s’effectue dans un dessiccateur, en pése I’ensemble apres 1’étuvage (Mz2).

Expression des résultats

TH% =M;—M,/P x100

P: 09.37 gr
TH % =26.85-21.86/9.37 x 100

Mi: 26.85 gr

M;: 21.86 gr

Taux d’humidité (TH) initiale = 53.33 % TH % =53.33 %
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Annexe 06. Courbe d’étalonnage de la tyrosine
Solutions utilisées
- Solution mere : 100 pg/ml de tyrosine
- Solution de TCA : 0.4 M
- Solution de Na2COs: 0.4 M dans NaOH 0.1 N
- Solution de Folin-Ciocalteux dilué : (1/10°™)
Mode opératoire (Sathiya, 2013).

N° du tube Blanc 1 2 3 4 5
Concentration de tyrosine (ug/ml) 0 20 40 60 80 100
Volume de tyrosine prélevé (ml) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
TCA (ml) 1 0,8 0,6 0,4 0,2 0
Na;COs a 0.4 M dans du NaOH 0,1N (ml) 5

Agitation puis laisser le mélange pendant 15 min pour stabilisation

Réactif de Folin-ciocalteu dilué (1/10°™¢) 1

Incubation a 40 °C pendant 20 min

Densité optique a (750 nm) 0 0,225 {0.450 |0,670 | 0,887 | 1,111
1,2 r
y=10,0111x .
g I R = 0,9999
=
- -
208 f
<
]
g 2
.g' 0,6 r
="
=}
-5 >
£ 04t
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0,2 r -
O - 1 1 1 1 1 J
0 20 40 60 80 100 120
Concentration de la tyrosine en pg/ml

Figure 12. Courbe d’étalonnage de la tyrosine.
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Annexe 07. Extraction de la caséine

Principe
1. Le caillage du lait se réalise a pH = 4.6, deux phases sont obtenues :

» Caillé : qui contient la caséine et la maticre grasse.

» Lactosérum ou petit lait : contenant ’eau et les protéines solubles.
2. A pH = 4.6 ; la caséine est globalement neutre, les micelles ne se repoussent plus (il n’y a
plus de répulsion électrostatique car plus de charge négative). Les matiéres grasses se
réunissent et floculent car insoluble dans la phase aqueuse.

3. Lors de la dénaturation des micelles (pH = 4.6) : caséine + matiéres grasses précipitent.

4. Les maticres grasses sont solubles dans la propanone (acétone), la caséine n’est pas soluble
dans ce solvant, un lavage du solide obtenu lors du caillage du lait permet la dissolution des
matieres grasses et I’extraction de la caséine.

Mode opératoire

* Introduire a I’aide d’une éprouvette graduée, 100 ml de lait écrémé dans un bécher.

* Chauffer a I’aide d’un bain-marie a 40°C tout en agitant.

* Ajouter goutte a goutte a I’aide d’une pipette environ 20 ml d’acide éthanoique a 10 %.

* Controler le pH a I’aide d’un pH-metre ; ajouter de I’acide éthanoique toujours goutte a
goutte jusqu’a ce qu’il soit 4.6.

* Installer une gaze sur un filtre biichner ; essorer le caillé.

* Sécher le caillé a 1’aide de papiers absorbants.

* Mettre le caillé dans un bécher ; ajouter 10 ml d’acétone ; essorer a 1’aide d’un biichner muni
d’un papier filtre.

* Sécher la caséine a I’aide de papiers absorbants. La caséine a été extraite.

* Placer la caséine dans une étuve a 100°C. Peser apres 30 minutes la masse obtenue.

yd ///' . | - A Y

SN ) e

Photo 03. Extraction de la caséine (prise personnelle).
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Annexe 08. Préparation des solutions tampons

Solutions tampons (Gomori, 1955 ; Kamoun, 1987).

Tampon chlorure de potassium-HCI

Tampon acide citrique-Na;HPO4. 2H,0

Chlorure de potassium 0.2 M

1491g— 5 1000 ml Solution (A)
HC10.2 M
729g 5 1000ml  Solution (B)

pH 1 :50 mlde (A)+ 97 ml de (B)
compléter a 200 ml

pH 2 : 50 ml de (A) + 10.6 ml de (B)
compléter a 200 ml

Acide citrique 0.1 M

21.01g— 1000 ml Solution (A)
Na:HPO4 (2H20) 0.2 M
356g — 51000 ml  Solution (B)

pH 3 :39.8 ml de (A) + 10.2 ml de (B)
pH 4 :30.7mlde (A)+ 19.3 ml de (B)
pH 5:24.3 mlde (A)+25.7 ml de (B)
pH6:17.9 mlde (A) +32.1 ml de (B)

Tampon phosphate Tampon glycine-NaOH

KH2PO40.1 M Glycine 0.2 M

9.073g— 1000 ml Solution (A) | 15.01g— 5 1000 ml Solution (A)
Na:HPO40.1 M NaOH 0.2 M

11.87g— 5 1000 ml Solution (B) 8g ——» 1000 ml Solution (B)

pH 7 :41.3 mlde (A)+ 58.7 ml de (B)
pH 8 : 3.7 ml de (A) + 96.3 ml de (B)

pH 9 :50 mlde (A)+ 8.8 ml de (B)
compléter a 200 ml
pH 10 : 50 ml de (A) + 32 ml de (B)
compléter a 200 ml
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Annexe 09. Extraction des gliadines

Extraction des gliadines (Singh et al., 1991).

Extraction des gliadines

l

Farine d’un grain entier broy¢ au mortier
- Introduire 1 ml de la solution A

- Vortexer le mélange

- Etuver 30 minutes a 65°C avec deux vortex intermédiaires

- Centrifuger 15 minute a 10 000 r.p.m

l

Récupérer le surnagent

l

Evaporation du surnagent a 65°C pendant 12 heure

l

Reprendre le résidu sec

Solution utilisée dans l'extraction des gliadines
Solution A: Propanol-1.................... 50 ml
Eau distillée.................. 100 ml
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Annexe 10. Dosage de ’activité protéolytique
Solutions utilisées
- Extrait enzymatique déja préparé
- Solution de caséine a 2% dans le tampon phosphate (pH 7.0)
- Solution de TCA : 0.4 M
- Solution de Na2COs: 0.4 M dans NaOH 0.1 N
- Solution de Folin-Ciocalteux dilué : (1/10°™)
Mode opératoire (Tsuchida et al., 1986).

N° du tube Blanc Essai 1 Essai 2 Essai 3
Extrait enzymatique (ml) 1 1 1 1
Solution de caséine a 2 % (ml) 1 1 1 1

Agiter puis incuber le mélange a 40°C au bain marie pendant 30 min

Solution de TCA 2 0.4 M (ml) 2

Incubation dans un bain de glace pendant 15 min

Centrifugation a 4500 r.p.m a 4°C pendant 10 min

Produit de la centrifugation (surnageant)
(ml) 1 1 1 1

Solution Na,COj3 a 0.4 M dans NaOH
0.1 N (ml) 5

Réactif de Folin-ciocalteu dilué (1/10°™)
(ml) 1

Incubation a 40°C pendant au bain marie 20 min a I’obscurité

Mesure de la densité optique a 750 nm

Mesure de ’activité protéolytique
Une unité de protéolyse correspond a la libération de 1pg de tyrosine résultante de
I’hydrolyse enzymatique par heure et dans un ml d’échantillon (1pg/h/ml). La concentration

déduite de la courbe d’étalonnage de la tyrosine.

Activité protéolytique (ng/h/ml) = concentration déduite de la courbe d’étalonnage x 2 (pour

ramener le temps a 1h).



Annexes

Annexe 11. Détermination de ’activité protéolytique et I’activité relative

pH optimum
pH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Activité
protéolytique | 70.92 | 76.23 | 133.95 | 119.52 | 105.23 | 82.18 | 78.54 | 46.25 | 21.06 | 14.01
(ng/ml/h)

Activité
relative (%) | 52.95 | 56.91 100 89.23 | 78.56 | 61.35 | 58.63 | 34.53 | 15.72 | 10.46

Température optimale

Température (°C) 30 40 50 60 70 80
Activité
protéolytique 61.28 133.95 141.50 63.32 29.04 19.12
(ng/ml/h)

Activité relative (%)
43.31 94.56 100 44.75 20.52 13.51

Stabilité a la temperature optimale

Temps (min) 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Activité
protéolytique | 122.63 | 132.92 | 140.90 | 125.04 | 121.94 | 128.35 | 126.32 | 138.06 | 146.97
(ng/ml/h)

Activité
relative (%) 83.44 | 90.44 | 95.87 | 85.08 | 82.97 | 87.33 | 85.95 | 93.94 100

L’activité relative (%) est calculée en considérant ’activité protéolytique (pg/ml/h)

maximale comme 100 %.



Résumé

Cette étude a comme but principal d’étudier une enzyme protéolytique produite par

une souche d’Aspergillus niger et son effet sur la gliadine (gluten).

Dans ce travail nous avons procédé a extraire une enzyme protéolytique a partir d’une
souche appartenant au genre Aspergillus et I’espéce Aspergillus niger, souche fongiques isolée
et identifiée. La culture de 1’Aspergillus niger a été effectuée sur milieu solide a base de son de
blé¢ humidifié, aprés I’extraction dans les conditions optimales, le produit de la fermentation

sert comme extrait enzymatique brut.

L’extrait enzymatique brut d’Aspergillus niger a une activité protéolytique de 1’ordre
de 78,54 ng/ml/h (UP), avec un pH optimum de 3.0 et une température optimale de 50°C.

Cette protéase a résisté a la température optimale apres incubation de 90 min.

Nos résultats semblent mettre en évidence une activité protéolytique de la protéase de
la souche d’Aspergillus niger sur la gliadine. La dégradation de la gliadine issue de blé tendre
(Triticum aestivum) (50.30 UP) était plus élevée que celle de la gliadine de blé dur (Triticum
durum) (45.69 UP).

On suggeére que I’enzyme protéolytique d’Aspergillus niger peut représenter une piste

thérapeutique potentielle dans le traitement de la maladie cceliaque.

Mots clés : Aspergillus niger, protéase, activité protéolytique, gliadine, maladie ceeliaque.



Abstract

The main purpose of this study is to study a proteolytic enzyme produced by a strain

of Aspergillus Niger and its effect on gliadin (gluten).

In this work we proceeded to extract a proteolytic enzyme from a strain belonging to
the genus Aspergillus and the species Aspergillus niger, fungal strain isolated and identified.
The culture of Aspergillus Niger was carried out on solid medium based on bran of wheat
moistened, after extraction under optimum conditions, the product of fermentation serves as

crude enzymatic extract.

The crude enzymatic extract of Aspergillus niger has a proteolytic activity of the
order of 78.54 pg/ml/h (UP), with an optimum pH of 3.0 and an optimum temperature of

50°C. This protease was resistant to optimum temperature after 90 min incubation.

Our results seem to show a proteolytic activity of the protease of the strain of
Aspergillus Niger on the gliadin. The degradation of gliadin from soft wheat (Triticum
aestivum) (50.30 UP) was higher than that of durum wheat (Triticum durum) (45.69 UP).

It is suggested that the proteolytic enzyme of Aspergillus niger may represent a

potential therapeutic path in the treatment of celiac disease.

Key words: Aspergillus niger, protease, proteolytic activity, gliadin, celiac disease.
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