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Introduction 

Les protéases représentent l'un des trois plus grands groupes d'enzymes industrielles et 

représentent environ 60% du total des ventes mondiales d'enzymes. Les enzymes protéolytiques 

catalysent le clivage des liaisons peptidiques des protéines, elles peuvent être classées en protéase 

acide, neutre et alcaline en ce qui concerne leur plage de fonctionnement de pH. Ils font partie 

intégrante de la vie existante sur terre, comme les animaux, les plantes et les micro-organismes 

(Razzaq et al., 2019).  

       Les protéases sont importantes pour leurs avantages techniques et économiques et son 

application dans les industries de production.  Ces enzymes sont très demandées en raison de 

leurs applications biotechnologiques larges et différentes, elles jouent un rôle capital dans les 

industries des détergents, pharmaceutiques, alimentaires, chimiques, l'industrie du cuir et de la 

soie ainsi que dans les applications environnement. 

       Les champignons filamenteux sont considérés comme les micro-organismes les plus 

appropriés pour la fermentation sur milieu solide (SSF), en particulier Aspergillus niger, qui 

peuvent excréter des quantités importantes d'enzymes protéase sur milieu solide car cette 

technique peut stimuler leur habitat naturel. Ce support solide pourrait être la source de 

nutriments ou de carbone utilisée par les micro-organismes pour soutenir le développement, la 

croissance et les activités métaboliques, et excrètent les enzymes nécessaires pour la dégradation 

des molécules du substrat (Ooi, et al., 2021). La SSF est une technique peu coûteuse qui utilise 

des déchets agro-industries (Rocha et al., 2021). 

       Dans ce contexte,  l’objectif de ce travail est de faire une synthèse de quelques travaux 

de recherches étudiant  la production de protéase par l’Aspergillus niger par fermentation sur 

milieu solide. Le milieu de culture utilisé est le son de blé qui se caractérise par son faible coût, 

ce qui pourrait ouvrir la voie à la production d'enzymes moins chères en quantités suffisantes 

pour répondre aux besoins en protéases à l'échelle industrielle.  

       Notre recherche se divise en deux parties :  
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- la partie bibliographique comprend des informations générales sur les protéases dans le 

premier chapitre, l'Aspergillus niger dans le deuxième chapitre, et enfin, le troisième chapitre 

traite de la méthode de fermentation sur milieu solide ; 

- la partie expérimentale comprend la méthodologie utilisée dans cette étude, la 

présentation des résultats obtenus, et enfin la conclusion générale. 



 

 

 

 

 

PARTIE I. Synthèse 

bibliographique 
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1.1. Définition des protéases 

Les protéases (peptidases ou enzymes protéolytiques) (Souza et al., 2015) sont des enzymes 

hydrolytiques qui catalysent le clivage des liaisons peptidiques dans d'autres protéines en 

fragments peptidiques plus petits (S.Radha et al., 2012), ces enzymes sont généralement 

synthétisé sous forme de zymogène inactifs, ce qui permet apparemment de protéger la cellule 

contre tout effet désastreux (Jean, 1993). 

1.2. Sources des protéases 

 Les protéases se trouvent partout dans la nature, à savoir dans les plantes, les animaux et 

les micro-organismes (Razzaq et al., 2019). 

1.2.1. Protéases d'origine végétales  

 

L'utilisation de plantes comme source de protéases est régie par plusieurs facteurs tels que 

la disponibilité des terres pour la culture et l'adéquation des conditions climatiques pour 

croissance (Rao et al., 1998); la papaïne, la broméline, les kératinases et la ficine sont quelques-

unes des protéases bien connues d'origine végétal, cependant, leur production à partir de sources 

végétales est un processus qui prend du temps (Jisha et al., 2013). 

1.2.2. Protéases d'origine animale 

Les protéases les plus connues d'origine animale sont la trypsine pancréatique, la 

chymotrypsine, la pepsine et la rénine (Jisha et al., 2013), ceux-ci sont préparés sous forme pure 

en grande quantités ; mais, la production de ces enzymes dépend de la disponibilité de bétail, qui 

est gouverné par la politique et les bris d'agriculture (Rao et al., 1998). 

1.2.3. Protéases d'origine microbiennes 

Les micro-organismes représentent une excellente source de protéases, étant également la 

principale source de production (Aguilar et Sato, 2018), elles possèdent presque toutes les 

caractéristiques requises pour leurs applications industrielles.  

De plus, les microbes nécessitent un minimum d'espace pour la culture, une croissance 

rapide, une productivité plus élevée à faible coût et peuvent être facilement manipulés 
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génétiquement pour produire de nouvelles enzymes aux propriétés modifiées (Nawab et al., 

2016). 

1.3. Classification des protéases 

Les protéases peuvent être classées en deux grands groupes : exopeptidase et 

endopeptidases, en raison du site d'action, ils peuvent également être regroupées en trois types 

selon leur pH optimal, c'est-à-dire les protéases acides: pH optimal inférieur à 7,0 (2,0–5,0), 

protéases alcalines: pH optimal au-dessus de 7,0 et protéases neutres: pH optimal de 7,0 (Sethi et 

al, 2016).  Les protéases sont subdivisées en quatre groupes selon leur spécificité de chaîne 

latérale et sur le groupe fonctionnel présent au site actif : protéases à sérine (EC.3.4.21), protéases 

à Cystéine (EC.3.4.22), Protéases à acides aspartiques (EC.3.4.23) et les métalloprotéases 

(EC.3.4.24) (Kumar et al., 2008). 

1.4. Application industrielle de protéases  

1.4.1. Industrie alimentaire 

1.4.1.1. Préparation du fromage 

Les protéases sont utilisées pour la coagulation du lait, la principale étape de la production 

de fromage, depuis des milliers d'années (Alavi et Shima, 2020), les industries de fabrication du 

fromage utilisent une source microbienne de protéases, parmi plusieurs classes de protéases, les 

protéases aspartiques sont considérées comme les meilleures pour les industries fromagères 

(Goutam et Kumar, 2017). 

1.4.1.2. Boulangerie  

Dans l'industrie de la boulangerie, pour une préparation plus rapide de la pâte, son gluten est 

partiellement hydrolysé par une protéase fongique thermolabile en raison de son inactivation 

précoce lors de la cuisson ultérieure (Razzaq et al., 2019)., le traitement enzymatique de la pâte 

facilite sa manipulation et son usinage et permet la production d'une plus large gamme de 

produits. L'addition de protéases réduit le temps de mélange et entraîne une augmentation de 

volumes de pain, les protéases bactériennes sont utilisées pour améliorer l'extensibilité et la force 

de la pâte (Rani et al., 2012). 
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1.4.2. Domain pharmaceutique et médical  

L'application médicinale de la protéase pour le diagnostic et thérapeutique est largement 

acceptée et plusieurs enzymes sont utilisées depuis de nombreuses années ; les protéases sont 

principalement associées au développement d'agents anticancéreux, anti-inflammatoires, 

antimicrobiens et dissolvant les caillots (Srilakshmi et al., 2014),  à des fins thérapeutiques.              

Les protéases alcalines immobilisées isolées de Bacillus subtilis sont utilisées pour la 

composition de la pommade, les tissus non tissés, les formules médicinales en gel mou, la gaze et 

les nouveaux matériaux. Les protéases isolées d'Aspergillus oryzae ont aidé au diagnostic pour 

corriger certain syndrome de déficit enzymatique ; la propriété élastolytique d'une sérine protéase 

de Bacillus subtilis a été utilisée pour préparer l'élastotérase. Cette formulation est utilisée dans le 

traitement des abcès, des brûlures, des anthrax et autres plaies (Hira et al., 2016). 

1.4.3. Industrie du cuir 

Les industries du cuir consomment une quantité importante de protéase pour le traitement 

du cuir brut. Les protéases alcalines produites par les micro-organismes sont très utiles pour 

l'épilation, ce qui est plus sûr que la méthode traditionnelle utilisant des produits chimiques 

dangereux, qui crée une pollution environnementale (Goutam et Kumar, 2017). 

Les utilisations particulières de la protéase sont pertinentes dans la phase de trempage, de 

cuisson et d'épilation de la préparation de la peau ; Les protéases alcalines microbiennes sont 

devenues très populaires dans les industries du cuir (Razzaq et al., 2019). 

1.4.4. Détergents 

L'industrie des détergents représente la plus grande application industrielle d'enzymes 

équivalant à 25 à 30% des ventes totales d'enzymes (Singh et al., 2016). 

Les Protéases obtenues à partir de Bacillus sp. Sont très utiles dans la fabrication de 

détergent à lessive. La demande de protéase compatible avec les détergents est élevée et, par 

conséquent, le criblage des bactéries productrices de protéase est un processus continu et leur 

utilisation microbienne dans la fabrication de détergents est bonne pour la santé et la nature 

(Banerjee et Ray, 2017). 
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2.1. Généralité   

Le nom Aspergillus a été introduit pour la première fois par Micheli en 1729 pour décrire 

des champignons asexués (Tsang et al., 2018) ; le genre Aspergillus comprend environ 180 

espèces (Robert et Pitt, 1989), ces espèces sont vitales pour l’industrie alimentaire et un bon 

nombre d’entre elles sont exploitées pour produire des aliments fermentés (Tsang et al., 2018). 

2.2. Espèce Aspergillus niger  

Membres d’Aspergillus section noir auparavant A. niger sont distribués dans le monde 

entier et sont considérés comme des champignons (Abarca et al., 2004). 

2.3. Taxonomie 

Al-Musallam en 1980 a révisé la taxonomie de ce groupe de champignons en utilisant une 

analyse par grappes impliquant tous les paramètres morphologiques et culturels disponibles.  

Aspergillus est un groupe diversifié de champignons filamenteux et cosmopolites qui 

comprend des espèces importantes pour la mycologie médicale, l'alimentation, la recherche 

fondamentale et l'agro-industrie, ils appartiennent au sous-genre Circumdati qui comprend 26 

espèces réparties dans les clades A. niger, A. carbonarius, A. heteromorphus, A. homomorphus et 

A. acualeatus (Díaz et al., 2020). 

2.4. Morphologie 

Les champignons filamenteux présentaient une morphologie dispersée (hyphe libre ou amas 

lâches) ou granulée (agglomérats sphériques d'hyphes) (Salvatierra et al., 2021), l’A.niger est 

caractérisé par la présence de filaments perpendiculaires (stipes) aux hyphes végétatifs, ces stipes 

se terminent par  une vésicule  supportant  les  cellules  de  la  conidiogénèse  :  les  phialides.  

Celles-ci, sans collerette, sont soit portées directement par la vésicule, soit séparées par des pièces 

intermédiaires ou métules (Morin, 2003) ; l’une des caractéristiques les plus intrigantes et souvent 

incontrôlables de cet organisme filamenteux est sa morphologie complexe, allant des pastilles 

sphériques denses aux mycéliums visqueux en fonction des conditions de culture, une 

productivité optimale est fortement corrélée à une forme morphologique spécifique 

(Wucherpfennig et al., 2011) 
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2.5. Reproduction 

A.niger est un champignon ascomycète connu pour se reproduire uniquement par des 

spores asexuées (Wadman et al., 2009), le cycle asexué est le principal moyen de dispersion 

cellulaire et protège le génome fongique dans des conditions défavorables, et la production de 

métabolites secondaires est fréquemment associée à ces processus de développement. La 

sporulation produit des conidies contenant les spores haploïdes et asexuées uni-nucléées (Ward et 

al., 2006). 

La croissance est initiée par germination de la spore, avec formation d'hyphes tubulaires, se 

développant de manière apolaire par extension apicale et ramification pour former un réseau de 

mycélium, qui acquiert des nutriments de l'environnement (Ward et al., 2006). 

2.6. Enzymes produites par l'Aspergillus niger 

Les fonctions d'Aspergillus ont été démontrées comme la production d'enzymes (Yan et al., 

2021), en raison de leur grande capacité à produire et à sécréter des enzymes extracellulaires, 

Aspergillus joue un rôle important dans la production d'enzymes industrielles (Ward et al., 2006) 

Figure 2 . Représentation macroscopique d’A. 

niger  (Nygren et al., 2007). 

 

Figure 1. Représentation microscopique de la 

conidiophore d’A.niger (Pasqualotto, 2010). 
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et sécrètent une variété d'enzymes comprenant des protéase, des cellulases, des lipases, 

hémicellulase, phytase et d'autres, pectinase, inulinase, glucoamylase et xylanase.  

Tableau 1. Enzymes produites par A. niger. 

Enzymes Microorganisme Substrat/ milieu Référence 

 

 

Protease 

A.niger son de blé (Ahmed, 2018) 

A.niger DEF 1 effluent sous forme laitière (Lanka et al., 2017) 

A.niger WA 

2017 

alcaline tolérante aux solvants, aux 

sels et aux alcalins 

(Wahab et Ahmed, 

2018) 

Cellulase A.niger un milieu Czapek-Dox supplémenté 

avec 1,0% (p / v) de cellulose 

(Narasimha et al., 

2006) 

Lipase A.niger MYA 

135 

gélose au glucose et aux pommes de 

terre 

(Salvatierra et al., 

2021) 

Hémicellulase A. niger paille de blé (Azzouz et al., 

2021) 

Phytase 

 

 

 

A.niger isolat no 

62 

son de blé /son de riz /tiges de coton 

fèves /tiges de coton /pulpe de grenade 

écorces de pois 

(Ghalyorcid et al., 

2021) 

Pectinase A.niger Chrysophyllumalbidum (Nsude et al., 2021) 

Inulinase A. niger A42 extrait de caroube (Ilgın et al., 2020) 

Gluco 

amylase 

A.niger  CBS  

513.88 

gélose de pomme de terre dextrose 

(PDA) 

 

(Cao et al., 2020) 

 A.niger VTCC-

F017 

Collection de cultures de type 

vietnamien (VTCC). 

(Tuyen et al., 2021) 
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3.1. Généralité 

L'utilisation d'enzymes dans les processus de fermentation anciens est connue depuis 

l'antiquité (Sharma et al., 2017) ; la production d'enzymes par fermentation peut être réalisée à 

la fois par fermentation submergée (SmF) et par fermentation sur milieu solide (SSF) 

(Alagarsamy et al., 2005);  la nature de la fermentation influe divers aspects de la croissance 

du micro-organisme ainsi que la production d'enzymes (Sharma et al., 2017). 

3.2. Fermentation sur milieu solide 

SSF est définie comme le processus dans lequel la croissance microbienne se produit sur 

un support solide en l'absence ou presque d'eau libre (Rocha et al., 2021); dans ce processus, 

le substrat solide fournit non seulement le nutriment à la culture, mais sert également 

d'ancrage pour les cellules microbiennes (Sharma et al., 2017). La SSF est un processus 

hétérogène en trois phases, comprenant des solides, des liquides et phases gazeuses, qui 

offrent des avantages potentiels pour la culture microbienne pour les bioprocédés et le 

développement de produits (Thomas et al., 2013). 

3.3. Avantages et inconvénients 

SSF offre de nombreux avantages pour la production des produits chimiques et des 

enzymes par rapport aux SmF, parmi ces avantages on a : 

 une technique simple, peu coûteuse est utile pour produire de nouveaux 

biocatalyseurset bioproduits à partir de déchets issus de l'agro-industrie ; 

 le peu d’eau disponible favorise la production des métabolites, volume de réacteur plus 

faible requis, risques de contamination négligeables, pas de formation de mousse ; 

 Le produit peut être récupéré sous une forme hautement concentrée par rapport à ceux 

obtenus par fermentations immergées ; 

 une productivité volumétrique supérieure, des machines plus simples, l'utilisation d'un 

substrat peu coûteux, de faibles besoins en énergie et faible rendement des eaux usées, 

faible investissement en capital, niveaux inférieurs de répression des catabolites et 

cependant, les processus SSF présentent certains inconvénients :        

 la technique SSF est principalement confinée au processus impliquant des 

champignons, la gamme restreinte de micro-organismes capables de croître dans des 

niveaux d'humidité réduits, le contrôle des conditions est encore une fois très difficile et 

il n'y a pas de concentration définie des composants du milieu ; 
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 de plus, la SSF est généralement plus lente en raison des barrières de diffusion 

imposées par la nature solide de la masse fermentée ; 

 contrôle difficile des paramètres du processus (pH, chaleur, humidité, conditions 

nutritionnelles, ...) ; 

 les connaissances physiologiques et technologiques des microorganismes sur milieux 

solides sont faibles (Sharma et al., 2017; Assamoi et al., 2009). 

3.4. Substrats utilisés 

Le coût et la disponibilité sont des considérations importantes et, par conséquent, le 

choix d'un substrat solide approprié joue un rôle important dans le développement de 

procédés SSF efficaces (Sharma et al., 2017); de ce fait, les résidus agro-alimentaires 

semblent d’êtres les plus intéressants, en raison de leurs avantages potentiels surtout pour les 

champignons filamenteux, qui sont capables de pénétrer à l’intérieur de leurs structure solide 

(Nigam, 2009). 

3.5. Microorganismes utilisés 

La sélection d'un micro-organisme approprié est l'un des critères les plus importants de 

la SSF. Plusieurs micro-organismes ont été utilisés dans une large gamme de procédés SSF 

pour divers objectifs. La culture de champignons filamenteux sur des substrats solides a été 

largement utilisée à différentes fins à l'échelle du laboratoire, le SSF a été le plus couramment 

utilisé en utilisant A.niger pour l'enrichissement en protéines ainsi que pour la production 

d'enzymes, comme la protéase (Nigam et Pandey, 2009) car ils sont les meilleurs adaptés en 

raison de leur capacité à s'étendre et à pénétrer à l'intérieur du substrat solide (Manpreet et al., 

2005). 

3.6. Applications industrielles de la fermentation sur milieu solide 

Bien que son intérêt se soit accru ces dernières années, l'application de la SSF pour la 

production de nourriture est connue depuis l'Antiquité. Fermentation alimentaire traditionnelle 

comme la production de fromage peuvent être considérés comme des exemples des plus 

anciennes applications documentées de SSF (Rosales et al., 2018). SSF abouti de nouvelles 

applications des technologies pour la production d'antibiotiques et d'autres métabolites 

secondaires, des enzymes industrielles , denrées alimentaires enrichies, biocarburants, acides 

organiques et composés aromatiques  (Krishna, 2005).
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Ce chapitre est divisé en deux parties : 

- la première partie vise à l’identification morphologique et moléculaire de la souche 

isolée « Aspergillus niger» ; 

-  la deuxième partie vise à la production de protéase à partir de cette souche. 

 

4.1. Matériel biologique 

La culture d'Aspergillus niger provenait de Kaypeeyesbiotechpvt Ltd (KBPL), zone 

industrielle Hebbal, Mysuru, Karnataka, Inde ( Purushothaman et al., 2019). 

Un repiquage s’effectue tous  les  deux  mois  sur  le  milieu Potato  Dextrose  Agar 

(PDA)  afin  d’assurer  la préservation de la vitalité de la souche (Bensmail et al., 2013). 

4.2. Mise en évidence de l’activité protéolytique  

L'activité de la protéase a été typiquement déterminée qualitativement par la capacité 

des isolats de culture pure à croître sur la protéine comme seule source d'azote, à développer 

des zones claires sur des boites de gélose protéique  (Nygren et al., 2007). 

 La capacité de la souche isolée, à dégrader les caséines du lait, est mise en évidence sur 

gélose au lait. Pour l’obtention de cette gélose à 45°C, le milieu de culture Sabouraud (voir 

annexe 1-a) et le lait stérile sont mélangés dans un rapport 4/1, puis versés dans des boites de 

Pétri. Après refroidissement et dans des conditions stériles la souche est déposée au milieu de 

la boite et incubée à 25°C pendant 72 heures (Benlounissi, 2012). 

4.3. Identification de la souche isolée 

4.3.1. Identification morphologique 

L’identification d’une souche fongique est effectuée par deux techniques classiques : 

une observation macroscopique et une étude microscopique des souches et cela en réalisant 

des ensemencements par touches sur des milieux d’études solides favorisant la croissance et la 

sporulation des moisissures.  
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 Figure 3. Etapes d’identification morphologique de la souche A.niger. 

Identification microscopique 
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4.3.1.1. Identification macroscopique 

  L’examen macroscopique tient compte de la surface et du revers des boîtes de 

Pétri contenant la souche (Matotou et al., 2021),  après avoir obtenu la culture pure, 

l’isolat a été ensemencé dans des boîtes de Pétri contenant les milieux de culture 

suivants : Czapeck Yeast Gélose (CYA) (voir annexe 2-a), Malt Extract Agar (MEA) 

(voir annexe 2-b), Czapek (Cz) (voir annexe 2-c). 

Après 7 jours d'incubation à 25 ºC (Silva et al., 2011), les critères macroscopiques 

ont été maintenus : 

 taux de croissance : rapide, lent ou modéré, en mesurant les diamètres des colonies ; 

 la  détermination  de  la  couleur  de  la  colonie de la surface et  du  revers  de  la  

culture: une  couleur uniforme ou une distribution fluctuante ; 

 Sécrétion de pigments colorés diffusibles dans le milieu de culture ; 

 la structure superficielle de la colonie : veloutée, cotonneuse, granuleuse ou lisse, plate 

ou surélevée à la surface du milieu ; 

 la présence de gouttelettes aqueuses transpirées par le mycélium aérien (exsudats) 

(Sadrati, 2021). 

4.3.1.2. Identification microscopique  

L’examen microscopique d’une colonie fongique est réalisé après prélèvement d’un ou 

plusieurs fragments de la culture et étalement de la préparation entre lame et lamelle. 

Généralement, l’objectif x40 est suffisant pour mettre en évidence les éléments 

importants du diagnostic (Lahouar, 2016). 

Le bleu de coton au lactophénol a été utilisé (Sigma-Aldrich, Allemagne) pour étudier 

les caractéristiques microscopiques des champignons. 

- une goutte de solution de lactophénol a été placée sur une lame propre ; 

- ensuite, les aiguilles ont été stérilisées au bec Bunsen, la petite quantité de culture 

fongique a été retirée du bord de la colonie avec un peu de milieu gélosé avec le 

champignon, puis étalée sur une lame en utilisant une deuxième aiguille afin de 

démêler les structures fongiques (Maitig et al., 2018) ; 

- à la fin, la culture fongique a été examinée au microscope pour voir les critères 

suivants :  
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 propriétés des hyphes : couleur, cloisonnés ou coenocytiques ; 

 production de fructifications : sporonia, perithecia, pycnidia, sporodochia, corenia ; 

 la couleur, la taille et la forme des fructifications ;  

 conidiophores : absents, simples, ramifiés ; 

 organes de fructification : périthèces, cléistothèces (sexué), pycnides (asexué) ; 

 le mécanisme de production des spores et ses caractéristiques (Sadrati, 2021). 

Et enfin pour identifier l’isolat fongique, ces critères macroscopiques et microscopiques 

ont été comparés à des clés d’identification. 

4.3.2. Identification moléculaire 

Auparavant, toute identification fongique était basée sur des critères macro et micro 

morphologiques. Cependant, l'identification des taxons est difficile, et a maintenant été 

complétée par une identification moléculaire qui compare des gènes spécifiques ou des 

séquences partielles nommées marqueurs moléculaires (Díaz et al., 2020). 

Une identification moléculaire des espèces fongiques a été réalisée en amplifiant et 

séquençant des régions différentes de leur ADN, pour but de confirmer l'identification 

morphologique de la souche fongique (Zerroug, 2021). 

4.3.2.1. Extraction d’ADN 

- l'isolat fongique a été cultivé sur milieu PDA pendant 7 jours à 25°C ; 

- un broyeur à billes a été utilisé  pour la lyse des cellules de moisissures ; 

- l'ADN génomique a été extrait à l'aide d'un kit d'extraction d'ADN microbien (Mo Bio 

Laboratories, Inc.) suivant le protocole mentionné dans le bulletin technique du 

fabricant. 

 Protocole d’extraction 

Le protocole mentionné dans le bulletin technique de ce kit est : 

- aux tubes de solution de billes de 2 ml fournis, ajouter 0,25 à 1 g d'échantillon et 

vortexer doucement pour mélanger ; 

- ajouter 60 μl de Solution S1 et inverser plusieurs fois ou vortexer brièvement (vérifier 

la solution S1. Si la solution S1 est précipitée, chauffer la solution à 60 °C jusqu'à 

dissolution avant utilisation); 

- ajouter 200 μl de solution IRS (solution d'élimination des inhibiteurs) ; 
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- vortexer à vitesse maximale pendant 10 minutes ; 

- centrifuger les tubes à 10 000 x g pendant 30 secondes ; 

- transférer le surnageant dans un tube de prélèvement propre de 2 ml (fourni) ; 

- ajouter 250 μl de Solution S2 et vortexer pendant 5 secondes, incuber à 4°C pendant 5 

minutes ; 

- centrifuger les tubes pendant 1 minute à 10 000 x g ; 

- en évitant le culot, transférer 450 μl de surnageant dans un tube de prélèvement propre 

de 2 ml (fourni) ; 

- agiter pour mélanger la Solution S3 avant utilisation. Ajouter 900 µl de solution S3 au 

surnageant et vortexer pendant 5 secondes ; 

- charger environ 650 μl sur un Spin Filter et centrifuger à 10 000 x g pendant 1 minute ; 

- jeter le flux et ajouter le surnageant restant au Spin Filter et centrifuger à 10 000 x g 

pendant 1 minute ; 

- ajouter 300 μl de Solution S4 et centrifuger pendant 30 secondes à 10 000 x g ; 

- jeter le liquide traversant et centrifuger à nouveau à 10 000 x g pendant 1 minute ; 

- placer soigneusement le Spin Filter dans un nouveau tube collecteur de 2 ml (fourni) ; 

- ajouter 50 μl de Solution S5 au centre de la membrane filtrante blanche ; 

- centrifuger à 10 000 x g pendant 30 secondes et jeter le Spin Filter ; 

L'ADN dans le tube est maintenant prêt pour toute application en aval (Anwar et al., 2019). 

 Estimation de la concentration de l’ADN et contrôle de leur qualité 

a- Estimation de la concentration de l’ADN par Nanodrop 

La concentration d'ADN a été déterminées à l'aide  d'un spectrophotomètre NanoDrop 

(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) ; 

L'absorbance à 280 nm et à 260 nm a également été mesurée et le rapport A260 / A280 

a été déterminé pour évaluer la pureté de l'ADN (Das et al., 2017). 

b- Contrôle de la qualité d’ADN sur gel d’agarose 

La préparation du gel se fait par cuisson pendant 2 min d’un mélange de 0,8 g d’agarose et de 

100 ml de TAE dans un four à microondes.Le gel est coulé sur support d’une cuve 

horizontale. Dans chaque puits du gel, il est déposé le mélange de : 10 μl de’ADN extrait+4 μl 

de bleu de bromophémol, et un puits pour de 3 μl de marqueur de poids moléculaire. Tout le 
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système est soumis, par la suite, à un voltage initial de 30 V pendant 10 min puis évoluant à 

100 V pendant 30 min (Lahouar, 2016). 

4.3.2.2. Amplification du fragment ITS par PCR  

L’amplification d’ADN est réalisé par la méthode de « Réaction en Chaine par 

Polymérase », cette méthode permet  d’obtenir d’importantes quantités de fragments d’ADN à 

partir d’une petite quantité de matériel biologique (Moussavou, 2021). 

L’ADN ribosomique fongique des régions d’espaceur interne transcrit (ITS) a été 

amplifié par PCR conventionnelle, en utilisant la paire d’amorces suivante (Shehada et al., 

2021) : 

- TTACGTCCCTGCCCTTTGTA  

- GCATTCCCAAACAACTCGACTC.   

 

 

 

 

 

 

 

 Préparation du mix réactionnel de PCR 

Dans cette étude, la PCR a été réalisée en utilisant 50 μl de mélange réactionnel :  

- 25μl de mélange PCR (Bioline, Allemagne) ;  

- 2,5μl d'échantillon d'ADN ; 

- 2,25 µl de chaque amorce ; 

- 17,5μl de dH2O (Mkumbe et al., 2018). 

 

Figure 4. Schéma montrant le fragment ITS amplifié (Mkumbe et al., 2018) 

 



Chapitre 4                                                                                                  Matériel et Méthodes 

17 
 

 Déroulement de la PCR  

La technique PCR se réalise par le biais d'un appareil programmable appelé 

thermocycleur dans lequel sont placés les microtubes contenant le mélange réactionnel. Cet 

appareil permet d'exposer les tubes à des températures choisies et pour des durées déterminées 

par l'expérimentateur (Magniez, 2009). 

Le mélange obtenu est mis dans un thermocycleur (Applied Biosystems®), 

préalablement programmé pour la réalisation de l’ensemble des étapes d’une réaction de PCR, 

comprenant les étapes suivantes (tableau 2) : 

Tableau 2. Programme de PCR (Shehada et al., 2021). 

 

Étape de la PCR Répéter le cycle Température (°C) Durée 

Dénaturation primaire 1 95 3 min 

Dénaturation  

40 

 

95 1 min 

Hybridation 58 30 secondes 

Elongation 72 1min 

Elongation finale 1 72 10 min 

 Visualisation des fragments amplifiés 

Les produits de PCR ont été séparés par électrophorèse sur gel d'agarose (1% p/v dans 

TAE x1) et visualisés sur UV après coloration au Red Gel (Shehada et al., 2021). 

 Elution et purification d’ADN 

Le kit « GenElute™ Gel Extraction Kit » (sigma-aldrich) a été utilisé et le protocole 

décrit dans le bulletin technique de ce kit a été appliqué.  

Le protocole 

 1. À l'aide d'un scalpel Exciser le fragment d'ADN du gel d’agarose, coupez l'excès de gel 

pour réduire au minimum la quantité d’agarose ; 

2. Dans un tube incolore taré, peser la tranche de gel ; 

3. Ajouter 3 volumes de gel de « la solution de solubilisation de gel » à la tranche de gel ; 

(c'est-à-dire, ajoutez 300 μl de solution de solubilisation de gel pour chaque 100 mg de gel 
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d'agarose) ; incuber le mélange de gel pendant 10 minutes à 50-60°C, ou jusqu'à ce que la 

tranche de gel est complètement dissoute ; pendant la période d'incubation, vortexer le gel 

toutes les 2-3 minutes pour faciliter sa dissolution ; 

4. Placer la colonne de liaison GenElute G dans l'un des tubes de prélèvement de 2 ml 

(fournis) ; ajouter 500 μl de solution de préparation de colonne à chaque colonne de liaison. 

Centrifuger pendant 1 minute et jeter le liquide qui s’écoule ; 

5. Ajouter un volume de gel d'isopropanol à 100% et mélanger jusqu'à ce qu'il soit 

complètement homogène ;  

6. Chargez le mélange de solution de gel solubilisé dans la colonne de liaison qui est 

assemblée dans un tube de collecte de 2 ml ; 

7. À la colonne de liaison, ajoutez 700 μl de solution de lavage, après une minute de 

centrifugation, jeter le liquide qui s'écoule après avoir retiré la colonne de liaison du tube de 

collecte. Pour éliminer l'excès d'éthanol, remettez la colonne de liaison dans le tube de 

collecte et centrifuger à nouveau pendant 1 minute sans aucune solution de lavage 

supplémentaire ; 

8. Dans un nouveau tube de prélèvement, placer la colonne de liaison. Incuber pendant 1 

minute après avoir ajouté 50 μl de solution d'élution au centre de la membrane et centrifuger 

pendant une minute.  

4.3.2.3. Séquençage 

Pour la confirmation des espèces, les fragments de la PCR contenant le locus ITS ont 

été séquencés en utilisant une paire d'amorces de : 

- ITS1, TCCGTAGGTGAACCTGCGG ; 

- ITS4, TCCTCCGCTTATTGATATGC (Shehada et al., 2021). 

Les réactions de séquençage ont été réalisées avec le kit « CEQ™ DTCS Quick Start » 

(Beckman Coulter, Brea, CA, USA) en utilisant « CEQ 8000 Genetic Analysis System » 

(Shehada et al., 2021). 

4.3.2.4. Construction de l’arbre phylogénétique 
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L'objectif principal de cette étape est d'identifier la souche fongique isolée et de la 

confirmer comme Aspergillus niger, et la détermination a été basée sur la PCR et l'arbre 

phylogénétique de la région ITS (Halim et Saadon, 2020). 

- Les séquences ont été excisées, assemblées et des séquences consensus ont été 

obtenues en utilisant le logiciel Bioedit.  

- La recherche de similarité a été effectuée à l'aide de l'outil de recherche BLAST au 

NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlastAlign.cgi) pour comparer les séquences ITS 

obtenues à partir de cette étude avec les séquences de référence ITS disponibles dans la 

base de données pour l'identification de l’isolat (tableau 3) (Mkumbe et al., 2018) . 

- La construction de l'arbre phylogénétique et l'histoire de l'évolution ont été déduites en 

utilisant la méthode du maximum de vraisemblance «maximum likelihood »  et le 

modèle de Tamura et Nei. L'analyse évolutive a été menée dans MEGA X ( 

Purushothaman et al., 2019).  

Tableau 3. Liste des séquences utilisées pour construire le cladogramme 

Genre Espèce N° d'accession Genbank 

Aspergillus Niger GQ229077.1 

Aspergillus Niger MN585763.1 

Aspergillus Niger MT990726.1 

Aspergillus Niger MN788108.1 

Aspergillus Niger MH095994.1 

Aspergillus Niger MN788114.1 

Aspergillus Niger MT316340.1 

Aspergillus Tubingensis EF178271.1 
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Aspergillus Tubingensis MK450659.1 

Aspergillus Tubingensis MK450658.1 

Aspergillus Awamori MG569530.1 

Aspergillus Awamori KX610171.1 

Aspergillus Awamori MG569684.1 

Aspergillus Awamori MG569617.1 

Aspergillus Brasiliensis MK450631.1 

Aspergillus Brasiliensis MK450630.1 

Aspergillus Brasiliensis MK450632.1 

Aspergillus Carbonarius JF838359.1 

Aspergillus Carbonarius JF838358.1 

Penicillium Expansum XM 016738295.1 

Penicillium Expansum XM 016737567.1 

4.4. Préparation de l'inoculum 

La suspension de spores a été préparée dans de l'eau distillée stérile contenant environ 

0,01 % (v/v) de Tween 80 (Fazilat, 2016). Cette solution a été utilisée comme source 

d'inoculum. La suspension a ensuite été filtrée à travers une étamine stérile à trois couches 

pour éliminer les fragments mycéliens (Tian et al., 2018). 
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Après filtration, un ml de la suspension de spores contenant 2x106 spores/ml 

(concentration déterminée après dénombrement sur cellule de Malassez) a été utilisé comme 

inoculum (Bensmail et al., 2013). 

4.5. Production de protéase aspartique par fermentation sur milieu solide  

La culture a été cultivée par fermentation sur solide en utilisant le son de blé comme 

substrat. À 100 g de son de blé, 60 ml de HCl 0,2 N contenant des oligo-éléments (voir 

annexe 3-d) ont été ajoutés. Du son de blé stérile a été inoculé avec une suspension de spores 

fongiques et incubé à 30 °C pendant 7 jours ( Purushothaman et al., 2019). 

Après la fermentation, la protéase aspartique extracellulaire sécrétée est extraite par 

l'ajout d’un volume de NaCl 0,1 M, et après l’agitation, le mélange est centrifugé à 7000 x g 

pendant 10 min à 4°C et filtré sur papier filtre Whatman n° 1. Le surnageant clair a été utilisé 

comme source d'enzyme ( Purushothaman et al., 2019). 

4.6. Méthode de dosage 

4.6.1. Dosage des protéines (Bradford, 1976) 

La concentration des protéines totales de l’extrait enzymatique a été déterminée selon la 

méthode de Bradford, (1976). Une gamme étalon est réalisée avec des quantités croissantes de 

sérum albumine bovine (BSA). L’absorbance est mesurée à 595 nm contre le blanc. Les 

concentrations en protéine des extraits enzymatiques seront déterminées graphiquement 

directement  à partir de cette courbe d’étalonnage (Benlounissi, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 5.Courbe d'étalonnage de la solution des protéines (Benlounissi, 2012) 
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4.6.2. Mesure de l’activité protéolytique 

L’activité protéolytique a été dosée comme suit :  

- 1 mL d'hémoglobine à 2% préparé dans un tampon acétate 0,1 M à pH 4 a été utilisé 

comme substrat; 

- 0,4 ml d'enzyme (l'enzyme a été préparée dans un tampon d'acétate 0,2 M, pH 4 

contenant 0,5 M de NaCl) a été ajouté et incubé à 60°C pendant 10 min ; 

- la réaction a été arrêtée par l'ajout de 2 ml d'acide trichloroacétique (TCA) à 5 % et les 

tubes ont été incubés à température ambiante pendant 20 min ; 

- après 20 min, le mélange réactionnel a été filtré sur papier filtre Whatman n° 1 et 

l'absorbance du filtrat contenant la tyrosine libérée a été mesurée à 280 nm en utilisant 

un spectrophotomètre (Eppendorf BioSpectrophotmeter) ; 

- la quantité de tyrosine libérée a été calculée à l'aide d'un étalon de tyrosine (0 à 60 

g/mL) ; 

- Une unité d'activité protéasique est définie comme la quantité d'enzyme nécessaire 

pour libérer 1 ug de tyrosine par minute, dans des conditions de dosage standard (K. 

Purushothaman et al., 2019). 

4.7. Purification de l’enzyme 

La purification de l'enzyme protéase aspartique extracellulaire de l’Aspargillus niger a 

été réalisée en 3 étapes : 

- précipitation au sulfate d'ammonium à 60 %; 

- filtration sur gel de polyacrylamide Biogel P100 ; 

- chromatographie échangeuse d'ions sur DEAE-sépharose. 

Mode opératoire 

- Au surnageant de culture, le sulfate d'ammonium à 60 % a été ajouté sous agitation 

constante à 4°C pendant 6 h ; 

- Le précipitât a été récupéré par centrifugation à 7000 x g pendant 30 min à 4°C ; 

- Le culot de sulfate d'ammonium a été remis en suspension dans un tampon d'acétate de 

50 mM, pH 5 contenant 0,1 M de NaCl ; 

- Cet échantillon (2 ml contenant 95 mg de protéine) a été chargé sur une colonne de 1,5 

cm × 78 cm remplie de 137 ml de billes de polyacrylamide Biogel P100, équilibrée 
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avec le tampon acétate 50 mM, pH 5 contenant 0,1 M de NaCl et éluée avec le même 

tampon ; 

- Des fractions ont été collectées à un débit de 20 ml/h et surveillées par l'absorbance à 

280 nm ; 

- l'activité de la protéase est évaluée pour chaque fraction;  

-  Les fractions actives de la colonne Biogel ont été regroupées et chargées dans une 

colonne DEAE-Sepharose (2,5 cm x 8 cm, 39 ml) ;  

- Un échantillon de 6 ml contenant 13,2 mg de protéine a été chargé sur la colonne 

préalablement équilibrée avec du tampon acétate 50 mM, pH 5 contenant 0,1 M de 

NaCl. La taille des fractions a été fixée à 2 ml avec un débit de 2 ml/min. L'élution a 

été réalisée dans 0 à 1 M NaCl ( Purushothaman et al., 2019). 

4.8. SDS-PAGE   

La SDS-PAGE a été réalisée avec du gel de polyacrylamide à 10 % ; 

- la coloration à l'argent a été utilisée pour visualiser le motif des bandes de protéines ; 

- Le poids moléculaire de la protéase aspartique purifiée a été calculé en traçant les 

valeurs de distance de migration relative (Rf) par rapport au log du poids moléculaire ; 

- Les standards de protéines utilisés sont : la phosphorylase B (97,4 kDa), la BSA (66,0 

kDa), l'ovalbumine (43,0 kDa), l'anhydrase carbonique (29,0 kDa), l'inhibiteur de 

trypsine de soja (20,1 kDa) et le lysozyme (14,3 kDa) ; 

- Le poids moléculaire a également été confirmé par mesure à l'aide d'un logiciel de 

lecture de gel (Image Lab, Gel Doc EZ Imager, Bio-Rad) ( Purushothaman et al., 

2019). 

 Estimation du poids moléculaire par chromatographie de filtration sur gel 

- Le poids moléculaire a été calculé en traçant le log du poids moléculaire en fonction de 

Ve/Vo obtenu à partir de la chromatographie de filtration sur gel en utilisant les 

standards : albumine de sérum bovin (BSA) (66 kDa), DNase I (31 kDa), trypsine (23,3 

kDa) et lysozyme (14,6 kDa). 

-  Le tampon utilisé pour la migration et l'élution était un tampon acétate 50 mM, pH 5 

contenant 0,1 M NaCl ( Purushothaman et al., 2019). 
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4.9. Caractéristiques de la protéase aspartique 

L’effet des paramètres, température et pH, est étudié sur l’activité de la protéase afin 

de connaitre ses propriétés. 

4.9.1. Effet du pH sur l'activité et la stabilité 

Le pH optimal est mesuré par dosage de l’activité protéolytique à des pH variant de 2 à 

8, sachant que les tampons utilisés sont : 

- 100 mM de glycine-HCl pour pH 2 à 2,7 ; 

- citrate pour pH 3 à 3,5 ; 

- acétate pour pH 4 à 5,5 ; 

- phosphate pour pH 6 à 8. 

Le dosage a été effectué à 60°C ; 

La stabilité de la protéase à différents pH a été déterminée en incubant l'enzyme dans 

divers tampons avec un pH allant de 2,0 à 8,0 pendant 24 h à 30 °C ; 

L'activité résiduelle a été mesurée à 60 °C et comparée au témoin, qui a été considéré 

comme une activité de 100 % ( Purushothaman et al., 2019). 

4.9.2. Effet de la température sur l'activité et la stabilité. 

L’influence de la température sur l’activité de la protéase est étudiée en portant le 

mélange réactionnel  à différentes températures de 35 à 75 °C. Le dosage a été effectué à pH 

4,0.  

L'activité la plus élevée obtenue a été prise comme 100 % et exprimée en % d'activité 

résiduelle. 

La thermo-stabilité a été déterminée en présence de NaCl 0,5 M, en incubant l'enzyme à 

différentes températures allant de 40 à 70 °C pendant 15 min, en refroidissant immédiatement 

dans bain de glace pendant 5 min et en dosant les échantillons à 60 °C, pH 4,0 pour 

déterminer la activité résiduelle ; 

Le contrôle a été pris en tant qu'activité à 100 % et les échantillons d'essai ont été exprimés en 

% d'activité résiduelle ( Purushothaman et al., 2019). 
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4.9.3. Paramètres cinétiques de l'enzyme. 

Les valeurs Km et Vmax de la protéase aspartique ont été déterminées en utilisant 

l'hémoglobine comme substrat dans l’intervalle de concentration de 0 à 2 %. Le test a été 

effectué pendant 10 minutes à pH 4,0 et 60 °C ; 

Le graphique Lineweaver-Burk a été utilisé pour déterminer les valeurs de Km et de Vmax ( 

Purushothaman et al., 2019). 
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Cette partie expose l’ensemble des résultats obtenus portant sur l’identification 

morphologique et moléculaire de la souche A.niger avec la conformation par un arbre 

phylogénétique, les résultats de l’activité protéolytique, la purification de l’enzyme, SDS-

PAGE et la caractérisation de la protéase aspartique. 

5.1. Mise en évidence de l’activité protéolytique 

La souche est capable de générer une zone de protéolyse de taille supérieure à 3 mm. 

Cette observation démontre clairement que, d’une part, la souche d’Aspergillus niger est 

capable d’hydrolyser la caséine du lait et d’autre part, que les enzymes responsables de cette 

hydrolyse sont sécrétées dans le milieu extérieur, ce qui représente un point très positif pour 

leur production et leur caractérisation (Benlounissi, 2012). 

5.2. Identification de la souche isolée  

5.2.1. Identification morphologique 

En ce qui concerne l'identification morphologique, les études se sont appuyées sur les 

caractéristiques macro et microscopiques de la souche isolée et identifiée après la 

comparaison avec les clés d’identification : Samson et al., (2004) ; Chabasse et al., (2002); 

Klich (2002), Pitt et Hocking, (1997). 

Tableau 5. Diamètres d’Aspergillus niger après 7 jours d'incubation à 25 Co (Nyongesa et 

Sheila Okoth, 2015). 

 

Milieux  Diamètre de colonie  

PDA 40 – 50 mm 

MEA 45 - 55 mm 

CYA 50 - 60 mm 

Cz 50 - 65 mm 
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L’incubation à 25 °C en milieu de culture CYA est rapportée comme suit :  

- l’Aspergillus niger produit des colonies étaient de couleur blanche à olivâtre avec un 

épais tapis de mycélium blanc sous les colonies formant des sillons rayonnants sur la 

colonie ; 

- il y avait une croissance rapide des colonies, produisant des exsudats mais pas de 

pigments solubles ; 

- le revers était brun pâle à jaune (Nyongesa et Sheila Okoth, 2015). 

L’incubation à 25 °C en milieu de culture MEA est rapportée comme suit :  

- l’Aspergillus niger produit des colonies sur MEA, étaient marron datte avec un épais 

tapis blanc à crème de mycélium floconneux sous les colonies et sur les bords ; 

-  il formait des sillons radiaux très proches les uns des autres ; 

- ils manquaient de pigments solubles et d'exsudats ; 

- l'envers était brun (Nyongesa et Sheila Okoth, 2015). 

L’incubation à 25 °C Sur Cz est rapportée comme suit : 

- les colonies étaient chamois olivâtre et viraient au brun avec l'âge ; 

- ils ont produit des conidies noires au centre et des mycéliums blancs vers le bord ; 

- les exsudats étaient présents ; 

- le revers était grisâtre à paille ; 

- les têtes de conidies étaient bisériées et de forme globuleuse avec de larges vésicules 

sphériques à globuleuses mesurant de 37 à 52 μm ;  

- le stipe mesurait 440 - 680 × 6 - 12 μm avec une couleur lisse et légèrement brune ; 

- les conidies variaient en tailles allant de 4 à 6 μm, de texture rugueuse, globuleuses et 

brunes ; 

- fonction de diagnostic ; ils avaient un pied grandes et large (Nyongesa et Sheila Okoth, 

2015). 
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L’identification de ces   critères   macroscopiques   et   microscopiques de l’isolat a été 

identifié comme « Aspergillus   niger   groupe »    par   examen   morphologique et 

maintenant seront identifiés à l’espèce A.niger par comparaison de séquence d’ADN 

(Fazouane et al., 2008). 

5.2.2. Identification moléculaire 

5.2.2.1. Estimation de la concentration de l’ADN par Nanodrop 

Figure 6. Colonies d'Aspergillus niger sur PDA (a - d) ; MEA (b - e) ; CYA (c - f) ; Cz (g - 

h); (j) Têtes de conidies bisériées et globuleuses et vésicules (Nyongesa et Sheila Okoth, 

2015). 
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- Le rapport d'absorbance à 260/280 nm est de 1,8 pour un échantillon d'ADN pur et une 

diminution indique une contamination par (en grande partie) des protéines, tandis que 

la présence d'ARN augmente le rapport (au-dessus de 2,0) ; 

- Le rapport A260/A230 doit être supérieur à 1,8 et le rapport A260/A270 doit être 

compris entre 1,2 et 1,3 dans des préparations d'ADN exemptes de contamination en 

polysaccharides et polyphénols respectivement (Varma et al., 2007).  

5.2.2.2. Visualisation des fragments amplifiés 

Un fragment de la région ITS de 1500 pb a été amplifié par PCR. La ci-dessous 

(Shehada et al., 2021). Le profil éléctrophorètique (figure 7) montre trois amplicons de bonne 

qualité et quantité. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Profil électrophorétique montrant le produit amplifié de fragments ITS (Shehada 

et al., 2021). 
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5.2.2.3. Analyse de l’arbre phylogénétique  

L’analyse  phylogénétique est   une  étape  essentielle  pour   compléter et valider 

l’identification phénotypique (Ouiddir, 2019).  

Nous avons utilisé 21 séquences d’ITS de l’ADNr téléchargé à partir de la base de 

données NCBI pour construire l’arbre phylogénétique.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le phylogramme  montre 6 clades bien séparés ; 

- Le clade 1 était une espèce d’Aspergillus niger ; 

- Le clade 2 était une espèce d'Aspergillus tubigensis ; 

Figure 8. Arbre phylogénétique de la souche fongique montrant les plus proches voisins. La  

culture a été identifiée sur la base de la région « internal transcribed spacer » de l'ADN 

génomique. L'histoire de l'évolution a été déduite en utilisant la méthode du maximum de 

vraisemblance (Maximum Likelihood). 
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- Le clade 3 était une espèce d’Aspergillus awamori ; 

- Le clade 4 était une espèce d’Aspergillus brasiliensis ; 

- Le clade 5 était une espèce d’Aspergillus carbonarius. 

L’isolat a été identifié comme Aspergillus niger par amplification et analyse de la 

séquence d'ADN de la région ITS. L'analyse phylogénétique a révélé que les voisins les 

plus proches sont les souches Aspergillus niger avec les numéros d'accession MT990726.1 

et MN788108.1 (figure 8). L'identité du champignon basée sur les caractéristiques 

morphologiques était en bon accord avec celle de la caractérisation moléculaire. 

5.3. Purification de la protéase aspartique d'Aspergillus niger 

- L'enzyme protéase aspartique extracellulaire de la fermentation au milieu solide a été 

éluée avec du NaCl 0,1 N ; 

- La protéine a été précipitée en utilisant 60 % de sulfate d'ammonium (La précipitation 

est une technique simple qui nécessite peu d'énergie et un équipement simple et peu 

couteuse) ; 

- Le culot a été dissous dans un tampon acétate de 50 mM et pH 5 et résolu sur une 

colonne de filtration sur gel Biogel P100 suivi d'une Chromatographie d'échange d'ions 

DEAE-Sepharose ; 

- Le profil d'élution de l'enzyme sur Biogel P100 est montré dans la figure 9a. Les 

fractions actives éluant entre 25 et 30 ont été regroupées. A ce stade, l'enzyme avait 

une activité spécifique de 19 743 U/mg avec une pureté 5,35 fois et un rendement de 

65 % ; 

-  La fraction regroupée depuis la colonne Biogel P 100, après résolution sur colonne 

DEAE-Sepharose a été éluée en utilisant un gradient de concentration en NaCl de 0 à 1 

M. L'enzyme protéase active a été éluée dans 0,4 M en NaCl (Figure 9b) . Les étapes 

de purification, le facteur de pureté, le rendement en pourcentage et l'activité spécifique 

sont présentés dans le tableau 6. Dans la purification finale, une activité spécifique de 

38 362 U/mg avec une pureté de 10,4 fois et un rendement de 56 % a été obtenue ( 

Purushothaman et al., 2019). 

 

La protéase aspartique d'Aspergillus niger dans cette étude a donné l’activité 

spécifique la plus élevée par rapport à celle obtenue par Siala et al. (2009), la protéase acide 

purifiée d’Aspergillus niger I1 a montré une activité spécifique de 13429 U/mg. L’étude de 
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Kalpana Devi et al. (2008) a également indiqué une activité spécifique de 165.92 U/mg de la 

protéase alcaline d’Aspergillus niger. 

Ce résultat explique le choix de l’espèce Aspergillus niger pour la production à grande 

échelle des enzymes industrielles et principalement les protéases en raison de ses diverses 

applications dans les détergents, les industries alimentaires et pharmaceutiques…etc.        

Cette activité protéolytique peut être augmentée en optimisant l’extraction de la protéase par 

plusieurs paramètres comme: divers paramètres de culture comme le substrat, le pH, la 

température, temps d'incubation…etc (Benazir et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9.  Purification de la protéase aspartique d'Aspergillus niger. a) Chromatographie par 

perméation de gel en utilisant Biogel P100. b) Chromatographie d'échange d'ions en utilisant 

du DEAE-Sepharose (K. Purushothaman et al., 2019). 
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Tableau 6. Résumé des étapes de purification de la protéase aspartique d'Aspergillus niger ( 

Purushothaman et al., 2019). 

Étape de 

purification 

Volume 

totale 

(ml) 

Activité 

totale 

(Unités) 

protéines 

totales 

(mg) 

Activité 

spécifique 

(Unités/mg)  

Facteur de 

purification  

 

Rendement   

(%) 

Extrait brut 

 

60 8,66,760 235.2 3685 1 100 

Précipitation 

au sulfate 

d'ammonium 

2 7,61,510 94.8 8032 2.17 87 

Filtration sur 

gel (Biogel) 

13 5,64,655 28.6 19,743 5.35 65 

Échange 

d'ions (DEAE  

sépharose) 

80 4,91,040 12.8 38,362 10.41 56 

5.4. SDS-PAGE  

- L'enzyme a été purifiée jusqu'à homogénéité apparente comme en témoigne la bande 

unique dans la SDS-PAGE (Figure 10); 

-  Les poids moléculaires de l'enzyme obtenus en mesurant la valeur Rf et en utilisant un 

logiciel de lecteur de gel étaient de 50,54 ± 0,75 kDa et 51,06 ± 0,37 kDa, 

respectivement ( Purushothaman et al., 2019). 
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 Estimation du poids moléculaire 

Une Chromatographie par filtration sur gel a été utilisée pour déterminer le poids 

moléculaire de la protéase aspartique. En utilisant le graphique avec le log du poids 

moléculaire tracé en fonction de Ve/Vo, on a estimé que la protéase avait un poids 

moléculaire de 50 ± 1 kDa (Figure 11) ( Purushothaman et al., 2019). 

 

 

 

 

 

Figure 10. Profil électrophorétique de SDS-PAGE de la protéase purifiée. Un gel de polyacrylamide 

à 10 % a été utilisé et la révélation a été réalisée par coloration à l'argent. Puits 1 : Marqueur de 

poids ; Puits 2 : extrait brut ; Puits 3 : fraction de protéase Biogel PA00 ; Puits 4 : fraction de 

protéase DEAE-Sepharose (K. Purushothaman et al., 2019). 
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3.7.  

 

5.5. Caractérisation de la protéase aspartique 

5.5.1. Effet du pH sur l'activité et la stabilité de la protéase aspartique 

purifiée 

Les souches d'Aspergillus niger produisent différent type de protéases, selon leur pH 

optimal on distingue : les protéases acides, neutre et alcalines, mais leurs conditions de 

production et leurs activités sont très variées.   

Dans cette étude Purushothaman et al. (2019) ont trouvé que la protéase purifiée 

d’Aspergillus niger est une protéase acide, active entre  pH 3 et 4,5 avec une activité optimale 

à pH 3,5 (Figure 12) ; L'enzyme est stable entre pH 2,7 et pH 6,5 pendant 24 h à 30 °C.  

Ces résultats sont presque semblables à ceux obtenus par Siala et al. (2009) qui ont 

montré que la protéase acide d’A.niger I1est plus active à pH 3 et très stable à pH 3. L’étude 

de Li-Jung Yin et al. (2013) a montré que le pH optimal est de 2,5 avec une stabilité à pH 2-

Figure 11.  Graphique standard pour l’estimation du poids moléculaire de protéase 

aspartique. Les marqueurs de poids moléculaire utilisés sont (cercles pleins) l'albumine de 

sérum bovin (66 kDa), la DNase I (31 kDa), la trypsine (23,3kDa) et le lysozyme (14,6 kDa) ; 

Le poids moléculaire de la protéase aspartique (cercle vide, ligne pointillée) s'est avéré être 

d'environ de 50 kDa (K. Purushothaman et al., 2019). 

  . 
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4 de la protéase acide purifiée d’Aspergillus niger BCRC 32720. Un autre résultat de Ahmed 

(2018) a indiqué que le pH optimal est de 7. 

Chaque enzyme possède un pH optimum auquel la vitesse de la réaction catalysée est 

maximale et ses activités ralentissent avec toute diminution ou augmentation appréciable de 

cette valeur, en raison des modifications de l’ionisation des groupements compris dans le site 

actif de l’enzyme (Mukhtar & Ul-Haq, 2009). 

Les protéases acides sont les groupe de protéases le plus intéressant en ce qui concerne 

l'utilisation dans l'industrie alimentaire en particulier dans les industries fromagères, 

permettant les utiliser comme substituts de la chymosine de veau. Ils sont également exploités 

pour améliorer la texture de la pâte de farine et attendrir le muscle fibrillaire (Razzaq et al., 

2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12. Paramètres cinétiques de la protéase aspartique purifiée : le pH optimal et la 

stabilité ont été vérifiés de pH 2 à 8 (K. Purushothaman et al., 2019). 
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5.5.2. Effet de la température sur l'activité et la stabilité de la protéase 

aspartique purifiée 

 La température optimale varie d’un organisme à l'autre, pour cela chaque souche 

fongique possède une température optimale auquel l'activité de la protéase atteigne leur max. 

L’étude de Purushothaman et al. (2019) a trouvé que la température optimale de la protéase 

est entre 60 et 65 °C à pH 4,0 et l'enzyme conserve sa stabilité thermique à 60 °C (Figure 13). 

Ce résultat est similaire à celui rapporté par Siala et al. (2009) d’une protéase d’A. niger 

I1 avec une stabilité à des températures inférieures à 40 °C. Par contre, ce résultat est 

supérieur à celui trouvée par Kalpana Devi et al. (2008) et Olajuyigbe et al. (2003) qui ont 

trouvé que la température optimale est de 35° C et 50°C respectivement pour la protéase 

d’A.niger avec une stabilité de l’activité enzymatique  à une température 40 °C. 

La température est un facteur critique pour une activité enzymatique maximale et c'est 

une condition préalable pour que les enzymes industrielles soient actives et stables à une 

température plus élevée (Devi et al., 2008). La stabilité à des températures plus élevées a 

constitué une caractéristique intéressante pour une enzyme pour des applications industrielles 

( Purushothaman et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. Paramètres cinétiques de la protéase aspartique purifiée : la température 

optimale et la stabilité (K. Purushothaman et al., 2019). 
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5.5.3. Détermination de Km et Vmax 

L’activité enzymatique est influencée à la fois par des propriétés spécifiques à l’enzyme 

en particulier la concentration de substrat qui possède un effet sur l'activité de la protéase et 

de la vitesse maximale . Le Km est une constante caractérisant une réaction enzymatique, 

correspond à la valeur de la concentration de substrat pour laquelle la vitesse de réaction 

enzymatique est égale à la moitié, plus le Km est faible plus l'activité enzymatique maximale 

est atteinte pour un faible niveau de concentration de substrat, l'affinité de l'enzyme pour le 

substrat est forte, il s'agit en général d’enzyme sélective et/ou très active. 

Dans cette etude la concentration optimale du substrat pour l'activité enzymatique de la 

protéase aspartique maximale a été déterminée en termes de Vmax et de Km à l'aide du 

graphique de Lineweaver-Burk en utilisant l'hémoglobine.  

Purushothaman et al. (2019) ont trouvé que le Km et Vmax étaient de 6,3 mg/mL 

(98,52 M) et 50 μmol/min respectivement (figure 14). Des valeurs différentes sont signalées 

par Kalpana Devi et al. (2008) avec Vmax est de 85,0 U/mg de protéine et Km de 0,8 mg/ml 

pour la protéase alcaline d'Aspergillus niger utilisant la caséine comme substrat. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 14. Paramètres cinétiques de la protéase aspartique purifiée : Km et Vmax de la 

protéase aspartique ont été déterminés avec un substrat d'hémoglobine en utilisant le 

graphique de Lineweaver- Burk (Purushothaman et al., 2019). 
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Conclusion 

 Les protéases occupent une position importante parmi les enzymes industrielles en 

raison de leurs nombreuses applications. 

Les buts de ce travail sont (i) la production de protéase aspartique par un champignon 

filamenteux « Aspergillus niger », par fermentation sur milieu solide agroalimentaire (son de 

blé) (ii) la purification de l’enzyme par  précipitation au sulfate d’ammonium à 60%, filtration 

sur gel Biogel P100 et chromatographie échangeuse d'ions sur DEAE-sepharose (iii) 

détermination de ses caractéristique physico-chimique, pH optimum, température optimale, 

Km et Vm.  

 L’isolat fongique a été identifié par deux techniques : morphologique par observation 

macroscopique et étude microscopique, et moléculaire, en construisant un arbre 

phylogénétique. 

La production de protéase par l’Aspergillus niger a été réalisée par fermentation sur 

milieu solide utilisé le son de blé comme substrat  qui se caractérise par son faible coût, suivie 

d’une purification qui comprend trois étapes essentielle : tout d’abord une  précipitation au 

sulfate d’ammonium qui  a été effectuée à 60% de saturation, ensuite  une filtration sur gel 

Biogel P100 et enfin  chromatographie échangeuse d'ions sur DEAE-sepharose. L’enzyme 

purifié montre une activité spécifique de 38 362 U/mg avec une pureté de 10,4 fois et un 

rendement de 56 % a été obtenu. L’activité de la protéase aspartique est élevé avec une bonne 

thermostabilité, pour cela elle semble être un bon candidat pour la manipulation industrielle. 

L’effet de plusieurs paramètres (température, pH, Km et Vmax) été  étudié afin de 

connaitre les propriétés de cette protéase, les caractéristiques physico-chimique de la protéase 

aspartique  montré que l’enzyme présent un pH acide de 3.5 et température optimale de  60°C, 

avec stabilité à 50 °C. Dans le même cadre de recherche les paramètres cinétiques Km et 

Vmax de la protéase aspartique ont été trouvé de 6,3 mg/mL (98,52 M) et 50 μmol/min 

respectivement. 

 La protéase aspartique a un grand potentiel dans des applications telles que la 

préparation d'hydrolysats de protéines, de peptides bioactifs et la modification des 

caractéristiques fonctionnelles de protéines comme le soja. Avec une activité catalytique et 

une thermostabilité élevées. Cette protéase aspartique s'est avérée être un candidat pour la 
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manipulation génétique pour une application biotechnologique dans les industries alimentaires 

et fourragères, en raison de son taux de rotation catalytique élevé et de sa thermostabilité 

(Purushothaman et al., 2019).
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Annexe 1 « REACTIFS » 

 

Annexe 1-a. tableau de la composition de BD Sabouraud Glucose Agar 

(Benlounissi, 2012). 

Bactonéopeptone 5,0 g 

Glucose (dextrose) 40,0 g 

Gélose 15,0 g 

1 Litre d’eau distillé 
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Annexe 2« MILIEUX » 

  

 Annexe 2-a. Tableau de la composition de milieu CYA - CzapeckYeast Gélose  (Diba 

et al., 2007). 

K2HPO4 1,0 g 

concentré de Czapek 10,0 ml 

Extrait de levure 5,0 g 

Agar 15,0 g 

Eau distillée :1 litre 

Concentré de Czapek 

NaNO3 30,0 g 

KCl 5,0 g 

MgSO4.7H2O, 5.0g 

FeSO4.7H2O 0,1g 

ZnSO4.7H2O 0,1 g 

CuSO4.5H2O 0,05 g 

Eau distillée : 100 ml 

 

 Annexe 2-b. Tableau de la composition de milieu MEA -Malt Extract Agar (Diba et 

al., 2007) 

 

Pepton 1,0 g 

Glucose 30,0 g 
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Agar 20,0 g 

Eau distillée : 1 litre 

 

 Annexes 2-c. Tableau de la composition de milieu czapekdox agar (Cz) (Diba et al., 

2007). 

Czapek concentration 10.0ml, 

K2HPO4 1.0gr 

Saccharose 30.0gr 

Gélose 17.5gr 

eau distillée  :1.0 lit 

 

 Annexe 2-d. Tableau de la composition de milieu oligo-éléments(K. Purushothaman 

et al., 2019). 

oligo-éléments 

CuSO4 70 mg 

ZnSO4 70 mg 

FeSO4 70 mg 

100 ml de 0,2 NHCl 
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   ملخص                                                                                                                                          

تحقيقا لهذه  العالمية.في السوق الأول  استخداما ويحتل المركز الصناعية الأكثر الانزيمات أحدالبروتياز حاليا يعتبر 

الغير  )نخالة القمح ةالزراعي الاغذيةعلى بقايا زرعت  وجزيئيا،تم تعريفها بنيويا التي  الرشاشيات السوداءسلالة  ،الغاية

تقنية  تم استخدام خارج الخلية، البروتيازبعد انتاج  .زمن اجل انتاج البروتيا صلب في وسطعن طريق التخمير  مكلفة(

كانت درجة كيلو دالتون. و 5.0± 05بوزن جزيئي  الذي تم الحصول عليهالمنقى الانزيم  لتنقيته.الاستشراب التقليدي 

بروتياز استقرار  فيما يخصاما  ،درجة على التوالي 05و 5.0منقى ال هذا الانزيمالحموضة ودرجة الحرارة المثلى ل

 وحدة في الميليغرام. 56503المنقى بلغ درجة مئوية والنشاط الخاص بالإنزيم 05دقيقة عند  05لمدة   كانفقد  الاسبارتيك

  اص.خ اطنش ،تنقية ،صلبالتخمير في وسط  ،بروتياز الاسبارتيك ،الرشاشيات السوداء: الكلمات المفتاحية

Résumé                                                                                                                                       

Les protéases sont actuellement l'une des enzymes industrielles les plus utilisées et 

occupe la première place sur le marché mondial. Dans cet objectif une souche Aspergillus 

niger,  identifiée par étude morphologique et moléculaire, a été cultivée sur un résidu 

agroalimentaire (son de blé peu couteux) par fermentation sur un milieu solide afin de 

produire des protéases. Après la production de la protéase aspartique extracellulaire, des 

techniques chromatographiques conventionnelles ont été appliquées pour purifier cette 

enzyme. L'enzyme obtenue a un poids moléculaire de 50 ± 0,5 kDa. Le pH et la température 

optimaux de la protéase purifiée sont respectivement de 3,5 et 60 °C. L'enzyme est stable 

pendant 60 min à 50 °C. L'enzyme purifiée avait une activité spécifique de 38 362 U/mg. 

Mots clés : Aspergillus niger,  protéase aspartique, SSF,  purification, activité spécifique.   

Abstract                                                                                                                                                                                                                                                                                

Protease is currently one of the most widely used industrial enzymes and occupies the 

first place in the world market. For this purpose, an Aspergillus niger strain, identified by 

morphological and molecular study, was cultivated on an agro-food residue (inexpensive 

wheat bran) by solid-state fermentation medium in order to produce proteases. After the 

production of the extracellular aspartic protease, conventional chromatographic techniques 

were employed to purify this enzyme. The enzyme obtained has a molecular weight of 50 ± 

0.5 kDa. The optimum pH and temperature for the purified aspartic protease was found to be 

3.5 and 60 ° C respectively. The enzyme was stable for 60 min at 50 ° C. The purified enzyme 

had a specific activity of 38,362 U / mg. 

Key words: Aspergillus niger, aspartic protease, SSF, purification, specific activity. 
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