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Introduction  

Les enzymes protéolytiques ou protéases sont des enzymes qui catalysent l’hydrolyse des 

protéines. Par la diversité de leurs applications, elles représentent l’un des plus grands groupes 

d’enzymes industrielles. De plus, les protéases sont ubiquistes ; elles se retrouvent aussi bien 

chez les plantes que chez les animaux et les microorganismes. Cependant, grâce à leur 

diversité biochimique extensive, les microorganismes représentent une source exceptionnelle 

de protéases. En effet, quarante pourcent des enzymes industrielles sont produites par les 

microorganismes parmi lesquels, des souches fongiques (García-Gómez et al., 2009). Celles-

ci possèdent plusieurs avantages comme leur qualité GRAS (Generally Regarded As Safe) et 

leur aptitude à produire une large gamme d’enzymes extracellulaires.  

Les protéases neutres fongiques sont les composants les plus importants des préparations 

enzymatiques commerciales ; Aspergillus oryzae est la source prédominante de la protéase 

neutre. La principale caractéristique de cette enzyme est son affinité vis-à-vis des acides 

aminés hydrophobes ; ce qui lui fournit un avantage pour son utilisation dans l’enlèvement de 

l’amertume des aliments (Sumantha et al., 2005).  

La production d’enzymes industrielles exige la préparation de milieux à moindre coût sachant 

que l’estimation du coût du milieu de croissance représente 30-40% du coût de production des 

enzymes industrielles (Srinubabu et al., 2007). Ceci peut être atteint par l’utilisation des 

résidus agroindustriels disponibles et bon marché et par l’optimisation des conditions 

nutritionnelles et physicochimiques du milieu de culture. C’est ainsi que plusieurs déchets et 

sous-produits agro-industriels sont appliqués pour la production d’enzymes.  

En 2010, près de 217 000 tonnes de tomate fraîche ont été transformés en Algérie. Le 

processus de transformation produit une grande quantité de déchets estimée à environ 10-30% 

des tomates fraîches (King et Zeidler, 2004). Ces déchets restent inutilisables et posent un 

problème de pollution environnementale.  

Cependant, la composition des déchets de tomates indique la présence d’une source très 

significative de lycopène, de lipides, d’acide ascorbique, de fibres et de protéines (Al-

Muhtaseb et al., 2010). Cela permet leur exploitation dans plusieurs domaines, en particulier, 

l’alimentation animale et la production d’enzymes et de vitamines. Dans notre cas, ces 

déchets ont été testés comme milieu de production de la protéase neutre par Aspergillus 

1 



oryzae (Boukhalfa, 2003). Les protéases d’Aspergillus oryzae peuvent être produites soit par 

culture solide (SSF), soit par culture liquide (SmF).  

L’objectif principal souligné dans cette étude est la production de la protéase neutre par A. 

oryzae NRRL 2220 en SSF et sa comparaison avec celle en SmF, en utilisant les déchets de 

tomates comme substrat de base. 

 

  

2 



 

 

 

 

Synthèse 

bibliographique 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  



1. Les protéases 
 

1.1. Généralités sur les enzymes 

1.1.1. Définition 

Les enzymes sont les catalyseurs du monde biologique. Ce sont des macromolécules de haute 

masse moléculaire (10  à 100 kDa) présentes dans les cellules de tous les organismes vivants 

où elles jouent un rôle essentiel en contrôlant les procédés métaboliques permettant aux 

nutriments d’être transformés en énergie et en matériaux cellulaire (Bergmeyer et al., 1979; 

Pelmont, 1995; Drouin, 2005). 

En 2005, plus de 3000 activités enzymatiques différentes ont été isolées et identifiées (Patel et 

al., 2005) ; la structure d’environ 1300 d’entre elles a été déterminée (Leisola et al., 2001). 

Les enzymes sont privilégiées en industrie car elles permettent de contourner les 

inconvénients des produits chimiques et améliorent les relations coûts-efficacité des procédés 

(Sandhya et al., 2005a).  

1.1.2. Marché des enzymes 

Le marché global des enzymes industrielles et de spécialité conserve une forte croissance. 

Estimé à plus de 1,5 milliards US$ en l’an 2000. Il est prévu qu’en 2011, il atteindra 6 

milliards de dollars (Kumar et al., 2008b). Parmi les enzymes industrielles, les protéases 

occupent la part majeure des ventes des enzymes, soit environ 60% (García-Gómez et al., 

2009; Rai et Mukherjee, 2010) (Fig. 1). Les ventes industrielles des protéases sont estimées à 

plus de 350 millions US$ annuellement (Kumar et al., 2008b). 

 

 

Fig. 1.   Distribution des ventes des enzymes (Rao et al., 1998). 
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1.1.3. Origine des enzymes industrielles  

Les enzymes industrielles proviennent de source végétale, animale ou microbienne. 

L’extraction à partir des plantes et des animaux est cependant limitée par des paramètres 

difficiles à contrôler. En effet, les principaux avantages des enzymes de production par apport 

aux enzymes d’extraction sont une production indépendante des contraintes saisonnières et 

géographiques, une possibilité d’utilisation de matières premières bon marché, des rendement 

de production pouvant être augmenter de façon importante par l’amélioration des souches 

microbiennes et l’optimisation des conditions de production (Scriban, 1993).    

1.1.4. Classification des enzymes  

Selon la commission des enzymes de l’I.U.B. (International Union of Biochemistry) 

(Bergmeyer, 1979), les enzymes se répartissent en six classes (Tableau 1). Environ 75% des 

enzymes industrielles sont des hydrolases (Rao et al., 1998; Assamoi et al., 2009). 

 

Tableau 1.   Les six classes d’enzymes 

Classes 
Réactions catalytiques 

Oxydoréductases (EC 1.x.x.x)  
Réactions de transfert d’électrons (ou d’atome d’hydrogène) 

Transférases         (EC 2.x.x.x)  
Transfert de radicaux (Groupements phosphates, amines, 

méthyle, etc.)  

Hydrolases            (EC 3.x.x.x)  Réactions d’hydrolyse (bris d’un lien chimique par addition 

d’une  molécule d’eau) 

Lyases                    (EC 4.x.x.x)  Addition de doubles  liaisons à une molécule et enlèvement 

de groupements chimiques sans hydrolyse 

Isomérases            (EC 5.x.x.x)  Réactions d’isomérisation (réaction où un composé est 

transformé en un de ses isomères) 

Ligases                   (EC 6.x.x.x)  Formation de liens chimiques couplés avec la rupture 

d’ATP) 
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1.2. Les enzymes protéolytiques 

1.2.1. Définition  

Les enzymes protéolytiques (protéases ou protéinases) font partie de la classe des hydrolases 

(EC 3.4.21-24.x). En effet, ce sont des enzymes qui catalysent l’hydrolyse des protéines dans 

des sites bien spécifiques en scindant la liaison peptidique qui lie deux acides aminés dans une 

chaîne peptidique (Tableau 2) et sont produites extracellulairement comme intracellulairement 

(Kumar et al., 2008b). Ces enzymes sont généralement synthétisées sous forme de zymogènes 

inactifs, ce qui permet de protéger la cellule contre tout effet désastreux (Pelmont, 1995). 

Elles ont beaucoup de fonctions physiologiques, variant de la digestion générale des protéines 

à des processus régulatrices plus spécifiques (Kumar et al., 2008a). 

Tableau 2.   Spécificité des protéases (Rao et al., 1998). 

Enzyme                                             Liaison peptidique à clivée 

Trypsine .........................................-Lys (ou Arg)↓----- 

Chymotrypsine, subtilisine..............-Trp (ou Tyr, Phe, Leu)↓------ 

Staphylococcus V8 protéase ...........-Asp (ou Glu)↓------ 

Papaïne ...........................................-Phe (ou Val, Leu)-Xaa↓----- 

Thermolysine...................................---↓Leu (ou Phe) ------ 

Pepsine............................................-Phe (ou Tyr, Leu)↓ Trp (ou Phe, Tyr)  

                La flèche indique le site d’action des protéases, Xaa, n’import quel acide aminé 

1.2.2. Sources des protéases  

Les protéases sont extraites aussi bien des plantes que des animaux ou des microorganismes 

(Rao et al., 1998). 

1.2.2.1. Protéases végétales 

Les enzymes d’origine végétale et spécialement les protéases sont par ordre décroissante en 

technologie. La papaïne, la bromélaïne, la kératinases et la ficine représentent quelques-unes 

des protéases bien connues d’origine végétale (Rao et al., 1998).  

 La papaїne (Mr 25 kDa) en provenance du latex de fruit Carica papaya qui se 

développe dans les régions subtropicales de l’ouest et le centre d’Afrique, ainsi en Inde. Elle 

est largement utilisée dans l’industrie pour la préparation des hydrolysats de protéines très 

solubles et aromatisés (Scriban, 1993; Pelmont, 1995; Rao et al., 1998).  

 La bromelaїne est extraite à partir de l’ananas (Ananas comosus). Elle est moins 

thermostable que la papaïne (Rao et al., 1998). 
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 Les kératinases sont produites par certains groupes botaniques des plantes pour 

dégrader les cheveux et la laine. Cette digestion est importante pour la production d'acides 

aminés essentiels tels que la lysine et pour la prévention du colmatage des systèmes de 

traitement des eaux usées (Rao et al., 1998).  

 La ficine est issue de la figue (Ficus glabrata) (Scriban, 1993).  

1.2.2.2. Protéases animales 

La plupart des protéases d’origine animales sont pancréatiques. 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 façon autocatalytique dans des conditions bien déterminés 

(Rao et al., 1998). 

 La trypsine (Mr 23,3 kDa) est une protéase à sérine, elle est la principale enzyme 

digestive intestinale responsable de l'hydrolyse des protéines alimentaires. L’application de la 

trypsine dans l’industrie alimentaire est limitée à cause du  goût très amer qu’elle entraîne 

(Rao et al., 1998).  

 La chymotrypsine (Mr 23,8 kDa), La chymotrypsine pure est très coûteuse et elle est 

utilisée uniquement pour les applications de diagnostic et d'analyse (Rao et al., 1998).  

 La pepsine (Mr 34,5 kDa) est une protéase acide présente dans l’estomac de presque 

tous les vertébrés (Rao et al., 1998), seules les pepsines bovines et porcines présentent un 

intérêt industriel (Scriban, 1993).  

 La rénine (Mr 30,7 kDa) pepsin-like protéase (chymosine ; EC 3.4.23.4) (Rao et al., 

1998) est une protéase à aspartate. C’est un constituant majeur de la présure utilisé en 

industrie laitière comme agent principal de caillage du lait (Pelmont, 1995). Elle a la propriété 

de couper la liaison Phe-Met dans la κ-caséine pour générer une para-κ-caséine et un 

glycopeptide C-terminal (Rao et al., 1998).  

 

1.2.2.3. Protéases microbiennes  

Les protéases microbiennes sont préférées à celles des autres sources car elles possèdent 

presque toute les caractéristiques désirées pour leurs applications industrielles (Sandhya et al., 

2005b). Elles sont produites par une grande variété de bactéries dont, les actinomycètes, de 

moisissures et de levures (Devi et al., 2008). Elles représentent 40% des enzymes du marché 

mondial (Sandhya et al., 2005b). Le grand succès des protéases microbiennes dans les  
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Tableau 3.   Exemples des protéases microbiennes. 

Sources Espèces Références 

 Moisissures 

 

 

 

 

 

 

 

 Levures 

Aspergillus oryzae 

Mucor circinelloides 

Conidiobolus coronatus 

Penicillium sp. 

Aspergillus terreus 

Bauveria felina 

Aspergillus clavatus ES1 

 

Aureobasidium pullulans 

Candida lypolytica 

García-Gómez et al., 2009 

Sathya et al., 2009 

Laxman et al., 2005 

Germano et al., 2003 

Wu et al., 2006 

Agrawal et al., 2005 

Hajji et al., 2007 

 

Chi et al., 2007 

Tobe et al., 1976 

 Bactéries 

 

 

 

 

 

 

 Actinomycètes 

Bacillus licheniformis 

Bacillus amyloliquefaciens 

Bacillus subtilis 

Bacillus sp. 

Virgibacillus sp. SK33 

Synergistes sp. 

 

Streptomyces sp. 

Nocardiopsis alkaliphila sp. 

Ferrero et al., 1996 

George et al., 1995 

Soares et al., 2005 

Patel et al., 2005 

Sinsuwan et al., 2008 

Kumar et al., 2008a 

 

Mehta et al., 2006 

Hozzein et al., 2004 

 

 

 

 

Tableau 4.   Classification des protéases (Rao et al., 1998). 

 

Type de protéase              Classes et sous-classes 

 

 
Exopeptidases    Aminopeptidases 

 Peptidyle peptidases 

 Dipeptidyle peptidases 

 Tripeptidyle peptidases 

                                                                   Carboxypeptidases 

 Sérine carboxypeptidases 

 Metallocarboxypeptidases 

 Cystéine carboxypeptidases 

 

Endopeptidases                                           Protéases sérines 
                                                                    Protéases cystéines ou protéases thiols 
                                                                    Protéases aspartiques ou protéases acides 
                                                                    Métalloprotéases 
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systèmes biotechnologiques est attribué à la diversité biochimique très large, à la faisabilité de 

la culture de masse et la facilité des manipulations génétiques (Ferrero, 2000; Wu et al., 

2006). Quelques exemples de microorganismes producteurs de protéases sont présentés dans 

le Tableau 3. 

Une large proportion des protéases commerciales disponibles, principalement les protéases 

neutres et alcalines sont dérivées de bactéries, particulièrement de souches de Bacillus (Joo et 

Chang, 2005; Laxman et al., 2005; Srinubabu et al., 2007). Leurs propriétés sont adaptées à 

l’usage dans industrie de détergents (Rao et al., 1998). Des protéinases à partir Bacillus 

licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens et Bacillus subtilis sont commercialement utilisées 

(Sinsuwan et al., 2008).  

D’autre part, une large variété de protéases sont également élaborées par les moisissures (Rao 

et al., 1998; Wu et al., 2006). Les enzymes d’origine fongiques sont des enzymes 

extracellulaires, ce qui permet une séparation du mycélium du milieu de fermentation par une 

simple filtration (Sandhya et al., 2005b; Devi et al., 2008). En outre, ces moisissures sont des 

souches GRAS et peuvent se développer sur des substrats moins chers (Devi et al., 2008).  

 

1.2.3. Classification des protéases 

Les protéases sont classées selon la gamme du pH dans laquelle leur activité est optimale, en 

protéases acides, neutres et alcalines (Kumar et al., 2008b). Elles se différencient également 

selon leur site d’action en deux groupes ; les exopeptidases et les endopeptidases (Tableau 4). 

Les exopeptidases agissent seulement sur les liens peptidiques prés des extrémités de la 

chaîne peptidique. En se basant sur la nature de l’extrémité N ou C terminale, elles sont 

classées en amino et carboxypeptidases, respectivement. Par contre, les endopeptidases sont 

caractérisées par leur action spécifique à l’intérieur de la chaîne peptidique (Rao et al., 1998). 

La plupart des enzymes utilisées industriellement sont des endopeptidases. Celles-ci sont 

divisées en quatre familles en se basant sur le mécanisme catalytique ; les protéases sérines 

(EC 3.4.21.x), les protéases cystéines (EC 3.4.22.x), les protéases aspartiques (EC 3.4.23.x), 

et les métalloprotéases (EC 3.4.24.x). Ces dernières forment le groupe de protéases le plus 

varié (Kumar et al., 2008b). 

Les métalloprotéases sont caractérisées par l’exigence en un cation divalent pour leur 

activité ; la stabilité thermique de ces protéases augmente si les ions Ca 
++ 

sont ajoutés au 

milieu. Les métalloprotéases neutres montrent une haute spécificité vers les acides aminés 
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hydrophobes. La plupart des métalloprotéases contient le motif His-Glu-Xaa-Xaa-His 

(HEXXH) (Rao et al., 1998). Ces protéases sont inactivées en présence d’agent chélateurs 

forts [ex : EDTA (Ethylene Diamine Tetra Acetate)] ou phenanthroline (Beynon et Oliver, 

2004). La thermolysine est une métalloprotéase neutre thermostable produite par Bacillus 

stearothermophilus. La collagénase est une autre métalloprotéases très spécifique, elle réagit 

seulement sur le collagène et la gélatine, elle est produite par Achromobacter iophagus et 

autres microorganismes y compris les moisissures (Rao et al., 1998).   

 

1.2.4. Les protéases neutres d’Aspergillus oryzae 

 

Aspergillus oryzae est la source prédominante des métalloprotéases neutres et l’affinité de ces 

dernières vis-à-vis des acides aminés hydrophobes leur fournit l’avantage d’utilisation en 

industrie alimentaire en réduisant l’amertume des hydrolysats des protéines (Sumantha et al., 

2005). A. oryzae produit deux types de metalloprotéases ; la protéase neutre I (NpI) et la 

protéase neutre II (NPII) (Nakadai et al., 1973).  

Les deux protéases neutres contiennent 1 g d’atome de zinc et 2 g d’atome de calcium par 

molécule d’enzyme ; le zinc est essentiel pour l’activité (Tatsumi et al., 1991). Les 

métalloprotéases d’A. sojae, qui est reliée taxonomiquement avec A. oryzae ont été bien 

caractérisées par Sekine (1972a; 1972b). 

 La protéase neutre I (NpI), de poids moléculaire de 41,7 kDa (Fushimi et al., 1999) 

et de pH optimal de 7 à 30°C pour 10 min. Sa température optimale est de 55°C à pH 7,3 pour 

10 min en présence de Ca
++

 (Sekine, 1972a).  

Les propriétés enzymatiques et physicochimiques de NpI sont similaires à ceux de la protéase 

neutre de Bacillus thermoproteolyticus ; la thermolysine (EC 3.4.24.27) (Fushimi et al., 1999)  

 La protéase neutre II (NpII), aujourd’hui est désignée sous le nom de deuterolysine 

(EC 3.4.24.39) (Fushimi et al., 1999), elle possède un poids moléculaire de 19,8 kDa (Sekine, 

1972b). Elle est constituée de 177 acides aminés incluant 3 ponts disulfures. Elle présente des 

activités élevées vis-à-vis des substrats nucléaires basiques, comme l’histone, la protamine et 

la salmine et des activités faibles sur les substrats utilisés habituellement en laboratoire, tel 

que la caséine, l’hémoglobine, l’albumine et la gélatine (Fushimi et al., 1999). L’optimum de 

pH pour la digestion de la caséine est d’environ 6 à 30°C pendant 10 min et la température 

optimale est 65°C à pH 7,3 pour 10 min. L’activité spécifique de NpII est environ 30 fois plus 

basse que celle de NpI  (Sekine, 1972a).  
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Tableau 5.   Exemples de protéases commerciales. 

Nom 

Commercial 

Firmes 

Productrices 

Souches 

microbiennes 

Références 

Kojizyme
™ 

Flavourzyme
™ 

 

Alcalase 
® 

Savinase
® 

Esperase
® 

 

Chymosine 

recombinante 

Purafect
®
 

Maxatase 

BLAPS 

Bioprase 

 

Dispase 

 

Aspergillo-pepsin I 

 

Novozymes, Denmark 

Novozymes, Denmark 

 

Novozymes, Denmark 

Novozymes, Denmark 

Novozymes, Denmark 

 

Genencor International, USA 

 

Genencor International, USA 

Gist-Brocades, Hollande 

Henkel, Allemand 

Nagase Biochemicals, Japon 

 

Invitrogen Corp, USA ; 

BD Biosciences, USA ; etc. 

Kikkoman Corp, Japon 

 

A. oryzae 

A. oryzae 

 

B. licheniformis 

B. amyloliquefaciens 

B. licheniformis 

 

A. niger, A. awamori 

 

B. lentus 

B. licheniformis 

B. lentus 

B. subtilis 

 

B. polymyxa 

 

A. saitoi 

 

Sumantha et al. 

(2006) 

 

Kumar et al. (2008b) 

 

 

 

Rao et al. (1998) 

 

Kumar et al. (2008b) 

Rao et al. (1998) 

Kumar et al. (2008b) 

 

 

Sumantha et al. 

(2006) 
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1.2.5. Les protéases et l’industrie 

Les protéases occupent une grande part du marché des enzymes industrielles. Le Tableau 5 

présente quelques exemples de protéases produites commercialement. Les principaux secteurs 

industriels employant des protéases sont :  

 

1.2.5.1. Industrie alimentaire 

Mis à part le cas de la protéase alcaline dans les détergents, les industries alimentaires 

constituent aujourd’hui encore le principal domaine d’application des technologies 

enzymatiques, qui à partir d’un nombre limité de types de réactions catalysées donnent lieu à 

une grande diversité d’application (Aviron-Violet et al., 1982). Les principales industries 

alimentaires utilisant les protéases sont : 

 Fromageries 

L’application majeure des protéases dans l’industrie alimentaire est dans la fabrication de 

fromages (Rao et al., 1998). La présure a été l’enzyme utilisée à cette fin depuis longtemps. 

Cependant, les fluctuations du prix de caillette et leur pénurie épisodique fait qu’elle est de 

moins en moins utilisée et tend à être remplacée par des protéases microbiennes (Aviron-

Violet et al., 1982). Les protéases utilisées à cette fin sont produites par des microorganismes 

GRAS tels que Mucor miehei, Bacillus subtilis et Endothia parasitica. Les protéases 

fongiques acides, alcalines et neutres produites par A. oryzae ont également été utilisées en 

industrie laitière (Aguilar et al., 2008). 

 Boulangeries  

Les endo et les exoprotéinases d’A. oryzae sont utilisées pour modifier le gluten de blé par 

une protéolyse limitée selon les caractéristiques désirées de la pâte ; un tel traitement 

enzymatique permet de réduire le temps de pétrissage (Aviron-Violet et al., 1982 ; Aguilar et 

al., 2008). Des protéases bactériennes sont également souvent utilisées pour améliorer 

l’élasticité et la force de la pâte  (Rao et al., 1998).  

 Préparation de produits à base de soja  

Les protéases neutres ou alcalines d’origine fongiques sont utilisées depuis très longtemps 

pour préparer la sauce de soja ainsi que d’autres produits à base de soja. Le traitement de ces 

protéines par la protéase alcaline "alcalase" à pH 8 permet la mise au point d’hydrolysats 

solubles utilisés comme additifs protéiniques dans les jus et boissons fruitées et dans la 
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formulation des aliments diététiques (Rao et al., 1998). Kojizyme™ est un complexe 

d’exopeptidases et d’endopeptidases dérivées d’A. oryzae utilisé dans la fermentation du 

sauce du soja (Sumantha et al., 2006). 

 Synthèse de l’aspartam 

Biens que les protéases soient des enzymes hydrolytiques, elles peuvent parfois catalyser la 

réaction inverse. Sous certaines conditions cinétiquement contrôlées, une préparation de 

thermolysine provenant de Bacillus thermoprotyolyticus est utilisée pour la synthèse de 

l’aspartam (un édulcorant à basse calorie) à partir de l’acide L-aspartique et de la L-

phénylalanine méthyle ester. Il est produit industriellement par Toya Soda (Japon) (Rao et al., 

1998; Leisola et al., 2001). 

 

1.2.5.2. Industrie pharmaceutique et médicale   

La grande diversité et spécificité des protéases est un avantage qui permet à ces enzymes 

d’être utilisées dans le développement des agents thérapeutiques efficaces. Par exemple, des 

protéases d’A. oryzae (Luizim et Nortase) sont utilisées comme aide à la digestion ; des 

collagénases provenant de Clostridium sp. ou des subtilisines sont utilisées en combinaison 

avec des antibiotiques dans le traitement des bruleurs, plaies et des ulcères dermiques (Rao et 

al., 1998) ; la « Brinase » (une protéase acide plasmin-like) permet l’hydrolyse de la fibrine et 

la fibrinogène chez les patients souffrant d’une hémodialyse (Sumantha et al., 2006) ; une 

élastotérase provenant de B. subtilis peut être utilisée pour le traitement de furoncles, d’abcès 

et de plaies profondes (Kudrya et Simenenko, 1994) ; etc.  

 

1.2.5.3. Détergents 

A l’heure actuelle, les protéases sont ajoutées comme des ingrédients clé dans la formulation 

des détergents pour usage domestiques (détergents à lessive, détergents à vaisselles), les 

produits de nettoyage pour usage industriels et les produits de nettoyage pour les lentilles 

cornéennes et les appareils dentaires. Cependant, le marché le plus important au niveau de 

détergents est de loin celui des détergents à lessive (Kumar et al., 2008b). Une protéase 

détergente idéal doit avoir une large spécificité de substrat et stable dans l’environnement 

hostile de la machine à laver (température élevée et pH alcalin) (Rao et al., 1998). Bien que la 

pepsine soit utilisée depuis 1913 (Hajji et al., 2007), la plupart des protéases ajoutées dans les 

détergents sont produites par des souches de Bacillus (Gupta et al., 2002).   
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Clear-lens Pro
®
, une marque de Novozyme Denmark est utilisée pour enlever les dépôts à 

base de protéines ainsi que les films protéiniques présentent dans les lentilles cornéennes 

(Sumantha et al., 2006). 

 

1.2.5.4. Tanneries 

Les protéases sont utilisées en tannerie depuis le début du siècle dernier pour leurs capacités à 

libérer les poils et la laine (Laxman et al., 2005). Les trois traitements de la peau à tanner (le 

reverdissage, le délainage et le confitage) sont susceptibles de solutions enzymatiques de 

protéases produites par B. licheniformis, A. oryzae, B. amyloliquefasciens. Jusqu'à présent, 

l’usage des protéases a été limité car leur emploi est souvent plus coûteux que l’utilisation de 

produits chimiques. Par contre, l’emploi de produits chimiques comporte plusieurs 

inconvénients (Rao et al., 1998; Gupta et al., 2002). 

  

1.2.5.5. Autres applications 

Les protéases sont considérées aussi comme moyen efficace pour le traitement des rejets 

riches en protéines (Dalev, 1994; Ichida et al., 2001). La protéase neutre de B. subtilis peut 

être également utilisée pour le décreusage de la soie naturelle. Les protéases sont employées 

aussi avec des mélanges des enzymes hydrolytiques pour dégrader les polymères constitutifs 

de la matière végétale servant pour l’alimentation animale (Aviron-Violet et al., 1982). Une 

autre utilisation des protéases neutres est la récupération d’argents à partir les films 

photographiques par hydrolyse de la gélatine (Sumantha et al., 2006). 
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2. Les moisissures 

2.1. Généralités 

Les moisissures sont largement répandues dans la nature et sont communément observées sur 

le pain rassis, le fromage ou les fruits. Elles constituent avec les levures les deux groupes de 

champignons microscopiques ou mycètes. Ce sont des champignons pluricellulaires 

(filamenteux), alors que les levures sont des champignons unicellulaires (Madigan et 

Martinko, 2007).  

2.1.1. Organisation des moisissures 

Les moisissures sont des eucaryotes non photosynthétiques et immobiles (à cause de la 

rigidité de leur paroi). Elles possèdent un appareil végétatif dépourvu de tiges, de racines et de 

feuilles appelé thalle (Botton et al., 1990).  

Les cellules de moisissures forment des filaments (hyphes) où chacun montre une croissance 

apicale. La ramification des hyphes au cours de leur croissance sur un substrat donne le 

mycélium ; un mycélium et ses spores forment le thalle, détectable à l’œil nu (Guiraud, 1998; 

Perry et al., 2004; Walker et White, 2005). Dans la majorité des cas, la cellule végétative d’un 

hyphe contient plus d’un noyau, parfois de centaines. La paroi de la plupart des moisissures 

est chitineuse ; la chitine est un polymère formé d’unité de N-acétyle glucosamine (Madigan 

et Martinko, 2007). 

Durant la croissance, la division des noyaux peut être accompagnée par la formation de septa 

délimitant une cellule. Toutefois, la formation des septa est d’ordinaire incomplète laissant un 

pore central permettant la libre circulation du cytoplasme et des noyaux. Parfois celle-ci 

n’existe pas ; l’hyphe correspond alors à un tuyau contenant du cytoplasme où baignent les 

noyaux, le thalle est donc d’organisation coenocytique (Scriban, 1993; Perry et al., 2004; 

Madigan et Martinko, 2007). 

2.1.2. Organes de reproduction  

La reproduction et la dissémination des moisissures s’effectuent grâce aux spores et qui 

peuvent avoir une origine sexuelle ou végétative (Guiraud, 1998). Les conidies sont des 

spores asexuées, elles peuvent être noires, bleues, vertes, rouges, jaunes ou brunes; leur 

présence donne au mycélium un aspect poussiéreux (Madigan et Martinko, 2007).  
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Les spores d’origine végétative assurent la reproduction et la dissémination de l’espèce chez 

les formes imparfaites (Deutéromycètes) ; mais on les trouve également chez les autres 

groupes où elles coexistent à coté des formes de reproduction sexuée (Guiraud, 1998). 

2.1.3. Conditions de croissance des moisissures 

Ces microorganismes sont chimioorganotrophes, se caractérisant par des besoins nutritionnels 

élémentaires (Madigan et Martinko, 2007). Leur tolérance à l’égard du pH est souvent 

étendue mais avec généralement une préférence pour les pH légèrement acides (Botton et al., 

1990) ; beaucoup d’espèces supportent des pH très acides (Delarras, 2007). Elles se 

développent dans une gamme de température allant de 0 à 40°C ou plus ; la plupart se 

développe bien aux températures comprises entre 20 et 25°C. La température optimale pour la 

croissance d’A. oryzae est de 35°C, mais la production optimale de protéases se situe à 30°C 

(Botton et al., 1990). La plupart des moisissures sont aérobies strictes et se développent bien 

en l’absence de lumière. Elles tolèrent des teneures en eaux très faibles. De surcroît, elles ont 

un métabolisme très actif, lié à leur production enzymatique variée et intense (Delarras, 

2007).  

De nombreuses moisissures sont utilisées par l’homme depuis fort longtemps dans la 

fabrication de certains produits alimentaires. Certaines synthèses sont effectuées à l’échelle 

industrielle et sont de premières importances telles celles d’enzymes et d’antibiotiques 

(Scriban, 1993). 

2.2. Les Aspergilli 

Le genre Aspergillus a été reconnu comme un microorganisme en 1729 par  Micheli. Il se 

trouve dans le monde entier et se compose de plus de 180 espèces officiellement reconnues 

(Ward et al., 2006). Même s’il inclut les principaux agents pathogènes de champignons 

filamenteux de l’homme : Aspergillus fumigatus (Latgé, 1999; Brookman et Denning, 2000), 

la plupart des membres sont des microorganismes utiles dans la nature pour la dégradation des 

polysaccharides végétaux et sont d’importance industrielle pour la production d’enzymes. 

Parmi eux, A. niger, A. oryzae et A. sojae sont des souches GRAS (Ward et al., 2006). Par 

ailleurs, les espèces A. flavus et A. parasiticus sont aflatoxigèniques. Toutes ces espèces 

appartiennent au genre Aspergillus section Flavi et ont de nombreuses similitudes 

phénotypiques (Lee et al., 2004).  
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Fig. 2.   Exemple d’un conidiophore de l’espèce Aspergillus penicillioides 

 

 

 

 

 

Fig. 3.   Développement d’un conidiophore chez Aspergillus nidulans. 

(a) Pointe d'un conidiophore qui a gonflée pour produire une vésicule. Le conidiophore est 

multinucléaire (noyaux non visibles). 

(b) Développement des métules. Chaque métule contient un seul noyau.  

(c) Production des phialides à partir de chaque métule. Chaque phialide contient un seul noyau. 

(d) Production des conidies uninucléaires.    
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2.2.1. Caractéristiques du genre Aspergillus 

Le thalle des Aspergillus est à mycélium cloisonné portant de nombreux conidiophores 

dressés, non ramifiés. La pointe du conidiophore est gonflée en une structure hémisphérique 

"la vésicule". Les phialides sont formées directement sur la vésicule, dans ce cas le 

conidiophore est dit unisérié (Fig. 2). Alternativement, des cellules stériles (métules) sont 

formées par la vésicule et les pointes des métules donnent naissance à des phialides (tête 

bisériée) (Webster et Weber, 2007) (Fig. 3). 

Les conidies issues des phialides sont sèches, en chaînes divergentes ou associées en colonnes 

compactes, unicellulaires, globuleuses, sub-globuleuses ou elliptiques, lisses ou ornementées, 

hyalines ou pigmentées en jaune, brun, noir ou vert. Cellules à paroi épaissie et sclérotes 

parfois présents (Botton et al., 1990). 

2.2.2. Applications technologiques d’Aspergillus 

Jusqu’à récemment, les principales applications industrielles des espèces d’Aspergillus sont 

appuyées sur l’art traditionnel et les sciences liées à 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 les plus importants. 

2.2.2.1. Production d’acides organiques 

La majorité des Aspergillus produisent de l’acide citrique, A. niger le produit par fermentation 

jusqu'à 200 g/l dans une période de 5 à 7 jours (Ward et al., 2006). L’acide gluconique et 

l’acide oxalique sont par ailleurs produits par Aspergillus niger (Liu et al., 2003; Rymowicz 

et Lenart, 2003). Aspergillus itaconicus et Aspergillus terreus sont ainsi utilisées pour la 

production de l’acide itaconique (Murphy et Horgan, 2005). 

2.2.2.2. Production d’enzymes 

Les espèces d’Aspergillus en particulier les souches GRAS servent à la production à grande 

échelle d’enzymes industriellement précieuses telles que des cellulases, pectinases, xylanases, 

amylases, glucoamylases et des protéases (Murphy et Horgan, 2005;  Ward et al., 2006). Les 

espèces nonaflatoxigéniques d’A. oryzae (Ahlburg) Cohn et d’A. sojae sont largement 

utilisées pour la production d'amylase de qualité alimentaire et dans la fermentation du saké et 

la sauce de soja (Lee et al., 2004; Maeda et al., 2004).  
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Les protéases sont également produites par plusieurs espèces d’Aspergillus; A. oryzae 

(Sandhya et al., 2005b) ; A. fumigatus (Wang et al., 2005b), A. terreus (Wu et al., 2006), A. 

parasiticus (Tunga et al., 2003), A. niger (Singh et al., 1994; Paranthaman et al., 2009). 

Par ailleurs, d'autres enzymes d'importance industrielle sont produites par des espèces 

d’Aspergillus comme la tannase (Ramirez-Coronel et al., 2003), l’inulinase (Jing et al., 2003) 

et la glucose oxydase (Malherbe et al., 2003). 

2.2.3. Applications dans l’environnement  

Les applications d'Aspergillus dans l'environnement sont plutôt limitées. Néanmoins, une 

souche de A. terreus a été signalée de métaboliser les hydrocarbures aromatiques 

polycycliques (Capotorti et al., 2004). A. niger a également été étudiée par différents 

laboratoires pour la biosorption des métaux lourds (Dursun, 2003).  

2.3. L’espèce Aspergillus oryzae (Ahlburg) Cohn 

 

2.3.1. Historique 

Aspergillus oryzae a été isolé pour la première fois à partir de koji par H. Ahlburg en 1876. 

Son nom d'origine, Eurotium oryzae, a été rebaptisé A. oryzae par F. Cohn parce qu'il trouvait 

qu'elle n'avait pas la capacité de la reproduction sexuée. D’après les historiens,  A. oryzae a dû 

exister dans la nature avant la domestication et a pu être isolé des autres espèces dangereuses 

comme A. flavus (Machida et al., 2008). 

Les inoculums de ce champignon filamenteux pour la fermentation ont été disponibles 

commercialement sous le nom de koji depuis les siècles 13 à 15. Ainsi, le mot koji indique à 

la fois la matière fermentée par A. oryzae en fermentation solide et le microorganisme A. 

oryzae lui même (koji mold) (Machida et al., 2008). 

Son utilisation intensive dans les industries alimentaires incite la FDA (Food and Drug 

Administration) de l’États-Unis à placer A. oryzae sur la liste des organismes GRAS. La 

sécurité d’A. oryzae est également supportée par l'organisation mondiale de la santé (World 

Health Organization) (Kobayashi et al., 2007). Aujourd'hui, il a été décidé par la majorité de 

la communauté scientifique que A. oryzae ne produit pas des aflatoxines (Blumentha, 2004).  
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2.3.2. Classification d’Aspergillus oryzae  

Les champignons sont classés en fonction de leur morphologie et la diversité des types de 

cycles de reproduction, en incluant la formation de spores sexuées différentes (Scriban, 1993; 

Madigan et Martinko, 2007) ; mais il n’existe pas encore une classification universelle. 

En effet, selon Botton et al. (1990) et Guiraud (1998), la moisissure Aspergillus oryzae est 

classifiée comme suit : 

Règne : Fungi 

Division : Eumycota 

Classe : Deuteromycetes 

Ordre : Moniliales 

Famille : Moniliaceae 

Genre : Aspergillus 

Espèce : Aspergillus oryzae 

 

Cependant, Geiser et LoBuglio (2001) donnent une autre classification où le genre Aspergillus 

appartient au phylum des Ascomycota, classe des Plectomycetes de l’ordre des Eurotiales et 

de la famille des Trichomaceae (Webster et Weber, 2007).  

2.3.3. Caractères morphologiques d’Aspergillus oryzae 

Selon Botton et al. (1990), Aspergillus oryzae se caractérise par un thalle à croissance rapide 

sur milieu de Czapek, à revers incolore, têtes conidiennes uni ou bisériées (parfois pour une 

même souche), radiées rarement d’un vert franc, d’abord jaunâtres puis jaune verdâtre à vert-

olive, enfin dans les tons de brun, conidiophores hyalins, souvent longs, 2,5 à 5 nm, plus ou 

moins verruqueux suivant les souches, vésicules sub-globuleuses à paroi mince, 40-75 µm, 

métules 8-12 x 4-5 µm, phialides 8-15 x 3-5 µm, conidies d’abord piriformes à elliptiques 

puis sub-globuleuses à globuleuses, de taille très variable, 4,5 - 7(10) µm, lisses à finement 

verruqueuses. 

2.3.4. Utilisation d’Aspergillus oryzae  

Aspergillus oryzae a été utilisée pendant de nombreux siècles auparavant dans l’industrie de 

fermentation traditionnelle japonaise pour produire du saké (vin de riz), shoyu (sauce de soja) 

et le miso (pâte de soja) dans une fermentation solide (Oda et al., 2006; Kobayashi et al., 

2007; Khaldi et Wolfe, 2008). Dans cette fermentation A. oryzae secrète des quantités 

importantes d'amylases et/ou des protéases pour briser les complexes d’amidons en sucres 

simples et les protéines en peptides/acides aminés, qui sont ensuite fermentés par des levures   
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Tableau 6.   Quelques exemples des enzymes produites par A. oryzae. 

Enzymes Applications industrielles Références 

Protéases  Sauce de soja, Fromagerie, Panification, 

Tannerie. 

(Neelakantan et al., 1999; 

Thammarongtham et al., 

2001; Murphy et Horgan, 

2005; Sumantha et al., 

2005). 

α- amylases  Panification, Sirops de glucose. (Kavanagh, 2005). 

Glucoamylases  Panification, Saké et shoyu. (Hata et Ishida, 2000; 

Oda et al., 2006;  Ward et 

al., 2006). 

Xylanases    Bioblanchiment, Panification. (Ward et al., 2006). 

Glutaminase  Sauce de soja, Traitement de leucémie. (Thammarongtham et al., 

2001). 

Polygalacturonases 

et Pectinases 
 Sauce de soja. (Kobayashi et al., 2007). 

Lactases  Hydrolyse du lactosérum acide  (Neelakantan et al., 

1999). 

Cutinases  Recyclage des plastiques biodégradables               (Machida et al., 2008). 

Lipases  Fromagerie (Neelakantan et al., 

1999).      
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et des bactéries acidolactiques (Kobayashi et al., 2007). La société koji seed nommé "Kojiya 

Sanzaemon" est la plus vieille industrie à Kyoto (Murai, 1989).  

2.3.4.1. Production d’enzymes 

Aspergillus oryzae ou "koji mold" est une espèce largement utilisée dans l'industrie de la 

fermentation (Maeda et al., 2004; Ward et al., 2006), par son potentiel à sécréter de grandes 

quantités d’enzymes dans son environnement ; par exemple, des amylases, des protéases, des 

phytases, etc. (Tableau 6) (Hata et Ishida, 2000; Müller et al., 2002). 

Due à l’abondance des peptidases secrétées par A. oryzae, elle a été sélectionnée pour la 

fermentation des matières protéiques comme le soja (Machida et al., 2008). Les protéases 

secrétées par A. oryzae jouent un rôle important dans la production d’un goût délicieux de la 

sauce de soja (Tatsumi et al., 1991). Umamizyme, une préparation commerciale de protéase 

neutre d’A. oryzae présente une activité protéolytique très élevée par rapport aux autres 

préparation protéasiques (Guerard et al., 2002).   

Aspergillus oryzae a été utilisée également pour le premier exemple de la production 

commerciale de la lipase recombinante pour détergents à lessive en 1988 (Machida et al., 

2008). 

2.3.4.2. Alimentation au bétail 

Le supplément alimentaire amylase (Amaize™, Alltech Inc., Nicholasville, KY, USA), 

qui est composé d’un extrait en poudre d’A. oryzae contenant principalement une activité 

amylasique. Ce supplément peut améliorer les performances des bovins laitiers en modifiant 

la digestion ruminale de l’amidon (Tricarico et al., 2008). 

En outre, l’utilisation d’un DFM (direct-fed microbials) d’A. oryzae (Amaferm
®
, Biozyme, 

St. Joseph, MO) montre une augmentation de la digestibilité des fibres alimentaires. En effet, 

plus de matière grasse et de bons rendements en protéines du lait, résultants de l’alimentation 

des vaches laitières par Amaferm (Higginbotham et al., 1993).  

Dans une autre application en cours, koji molds sont utilisés comme des cellules hôtes pour la 

production d'enzymes en utilisant la technologie de recombinaison de l'ADN (Maeda et al., 

2004). 
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3. Déchets de tomates  

3.1. Généralités 

La tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) est une plante originaire d’Amérique du sud ; sa 

valeur nutritive élevée et ses usages multiples dans les préparations culinaires (utilisée comme 

salade, dans les préparations alimentaires, jus, soupe, purée, ketchup ou pâte) en font le 

légume le plus important (Sogi et al., 2005; Altan et al., 2008; Kaur et al., 2008). La culture 

de la tomate est très répandue dans le monde entier mais 90% de la production mondiale est 

obtenue dans l’hémisphère nord (bassin méditerranéen, Californie et Chine) (Celma et al., 

2009). En 2008, environ 130 millions de tonnes de tomates ont été produites dans le monde; 

la Chine, le plus grand producteur, représente environ un quart de la production mondiale, 

suivie par les Etats-Unis et la Turquie (FAO, 2008). La tomate est cultivée aussi bien  pour la 

consommation fraîche que pour la transformation industrielle (Celma et al., 2009). 

3.2. Les vertus thérapeutiques de la tomate 

Les produits de la tomate contiennent des niveaux élevés en caroténoïdes ; le β-carotène et le 

lycopène (Eller et al., 2010). Ce dernier est synthétisé massivement pendant la maturation des 

fruits, il est responsable de la couleur rouge intense de Lycopersicum esculentum (Guil-

Guerrero et Rebolloso-Fuentes, 2009). Les résultats de diverses études suggèrent que le 

lycopène joue un rôle dans la prévention de différents problèmes de santé (maladies 

chroniques, maladies cardiovasculaires, certains cancers, etc) (Altan et al., 2008; Benakmoum 

et al., 2008; Kaur et al., 2008; Bicanic et al., 2010). 

Les β-carotènes ont une activité de pro-vitamine A car ils sont convertis enzymatiquement en 

rétinol par les mammifères. Autres éléments nutritifs de la tomate sont des minéraux et la 

vitamine C (Guil-Guerrero et Rebolloso-Fuentes, 2009). 

3.3. Production de la tomate en Algérie 

Les pays de la Méditerranée couvre 31% de la production mondiale de tomates en 2005, soit 

un volume global de 39 millions de tonnes environ. L’Algérie se situe au 19ème rang mondial 

(avec 1% de la production mondiale) (Giove et Abis, 2007).   

La culture de la tomate industrielle en Algérie a démarré dans les années 1920, dans la région 

de l’est avec la création de la première conserverie TOMACOOP à Bône (actuellement 

Annaba). Les tomates industrielles sont principalement cultivées au nord-est du pays: la 

région d’El Tarf, Annaba, Guelma, Skikda et Jijel représente 85% de la superficie totale  
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 Fig. 4.   Processus de fabrication de concentré de tomate (ADEME).  
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consacrée à cette culture. Le reste est réparti entre le centre du pays (7%) et l’ouest (3%) 

(INPV). 

Selon un bilan réalisé sur une superficie cultivée de 38 000 ha (32 000 ha en 2009), la 

production de la tomate industrielle en Algérie a presque doublé en 2010 dépassant les 6,6 

million de quintaux (mq) contre 3,8 mq en 2009. Les quantités de tomate fraîche transformées 

ont atteint 216 860 tonnes (t), le total équivalent de double concentré de tomate (DCT) 40 220 

t contre 20 912 t en 2009, mais reste loin des besoins nationaux estimées à 80 000 tonnes 

(http://www.algerie-focus-com/....). 

3.4. Les déchets de tomates 

La transformation commerciale de la tomate pour les jus, la pâte et/ou de ketchup produit une 

grande quantité de déchets en provenance de canaux d'eau, du lavage, du tri sur table, du 

pulpeur-raffineur et du nettoyage du matériel (Sogi et al., 2003). La Fig. 4 montre le 

processus de transformation de tomates. 

Les déchets de tomates représentent, environ 10-30% du poids des fruits fraîches (King et 

Zeidler, 2004) ; ils se composent de 33% de graines, 27% de peaux et 40% de pulpe en plus 

de tomates vertes non transformées, parfois mélangés à des feuilles. Les déchets de tomates 

séchés contiennent 44% de graines et le reste, 56% de peaux et de pulpe (Sogi et Bawa, 

1998). Le Tableau 7 montre quelques différences dans la composition entre la peau et la 

farine de graines :  

Tableau 7.   Composition chimique de déchets de tomates. 

Composition Peau de tomates Farine de graines de 

tomates 

Christakopoulos 

et al., 1998 

Kaur et al., 

2008 

 Sogi et Bawa, 

1998 

Liadakis et al., 1995 

Humidité (%) MS 7,5 5,74 6,69-10 8,1 

Protéines (%) MS 13,5 14,3 10-10,7 31,3 

Lipides    (%) MS 3 3,72 1,7-3,96 1,3 

Cendres  (%) MS 2,9 1,28 1,13-5,6 4,6 

Sucres     (%) MS 5,0 3,46 26,7 3,2 

Fibres      (%) MS  68,1 71,3 46,1-55,9 54,1 

MS : Matière Sèche 
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Les déchets de tomates peuvent être séchés facilement à l'air libre sous soleil (Katapodis et 

al., 2006). Toutefois, pour des applications alimentaires, ils doivent être séchés 

immédiatement pour réduire l'humidité avant la contamination microbienne afin d’améliorer 

leur durée de vie, leur apparence, encapsuler la saveur originale et de maintenir sa valeur 

nutritionnelle (Al-Muhtaseb et al., 2010). 

3.5. Utilisations de déchets de tomates  

Pour maximiser ses profits, les déchets de tomates connaissent de nombreuses utilisations. 

3.5.1. Alimentation  

De part sa teneur élevée en fibres et grâce à la capacité des animaux à digérer ces fibres (Al-

Muhtaseb et al., 2010), les déchets de tomates sont principalement utilisés pour nourrir le 

bétail, en particulier les ovins et les bovins (Celma et al., 2009). Leur utilisation a également 

été évaluée pour l’alimentation des volailles (Mansoori et al., 2008), des vaches laitières 

(Weiss et al., 1997), des chèvres (Ventura et al., 2009) et des moutons (Denek et Can, 2006). 

Par ailleurs, les déchets de tomates peuvent représenter une source intéressante de fibres pour 

la consommation humaine (Alvarado et al., 2001). De leur côté, les graines contiennent 

environ 40% de protéines (Al-Wandawi Rahman et al., 1985). Par conséquent, les graines de 

tomates sont recommandées comme source de protéines dans les applications alimentaires 

pour l’homme (Sogi et al., 2005). En outre, Brodowski et Geisman (1980) ont rapporté que 

ces déchets contiennent 13% de lysine de plus que les protéines de soja, ce qui pourrait 

améliorer substantiellement la qualité des protéines des aliments à basse teneur en lysine tels 

les produits de céréales.  

3.5.2. Agent antioxydant 

Baysal et al. (2000) ont signalés qu'une grande quantité de caroténoïdes est perdue sous forme 

de déchets au cours de la  transformation des tomates. Du fait que, 72–92% du lycopène (le 

pigment rouge) est associée à la fraction insoluble dans l’eau et à la peau. Ces déchets 

représentent donc une excellente source de caroténoïdes bon marché. Par conséquent, les 

extraits de peau sont particulièrement riches en lycopène qui pourrait être extraite en utilisant 

des solvants organiques (Kaur et al., 2008). De plus, la qualité des huiles comestibles pourrait 

être améliorée en les enrichis par les caroténoïdes de peaux (Benakmoum et al., 2008). Par 

ailleurs, Knoblich et al. (2005) ont montré le transfert de caroténoïdes vers le jaune d'œuf  

lorsque les poulets sont nourris de peaux et de graines de tomates.  
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D’autre part, King et Zeidler (2004) ont révélé que les niveaux élevés de l’antioxydant α-

tocophérol (vitamine E) dans les déchets de tomates ont réduit la détérioration des lipides au 

cours du chauffage et permet d’améliorer la durée de conservation de la viande de poulets 

stockés.  

3.5.3. Production d’enzymes 

Il y a peu de rapports dans la littérature sur l’utilisation des déchets de tomates pour la 

production d’enzymes. Certaines études décrivent la production d’enzymes par des souches 

bactériennes par des fermentations submergées ; c’est le cas de la xylanase (Katapodis et al., 

2006). D’autres travaux ont permis le fractionnement des laccases et des xylanases par 

Pleurotus ostreatus et Coriolus versicolor. De plus, la quantité de pectine dans les déchets  de 

tomates est suffisamment élevée pour obtenir des niveaux élevés en polygalacturonases par 

Coriolus versicolor (Freixo et al., 2008a, 2008b, 2008c). 

 

3.5.4. Production d’huiles 

Les graines de tomates contiennent environ 20% d'huile. Elles seraient une bonne source 

d’huile de salade à condition qu’elle subisse un raffinage adéquat ; très peu de connaissances 

sont disponibles sur la capacité antioxydante de l’huile de graines de tomates (Eller et al., 

2010).  

De plus, la réduction du taux de cholestérol chez les cochons de Guinée a été mentionnée, en 

leur donnant 1 ml d’huile/kg. L’huile de graines de tomates a également été utilisée dans les 

produits cosmétiques tels que le savon, les lubrifiants, les peintures et les industries de vernis 

(Giannelos et al., 2005). 

 

3.5.5. Traitement de diarrhée 

En 1940, McCay et Smith ont rapporté l'effet anti-diarrhéique des déchets de tomates chez 

une série de chiens, de visons et de renards. Par la suite, Lester et Morrison (1946) ont 

déterminé l’action pharmacologique spécifique des déchets de tomates sur l’intestin comme 

un recours efficace dans le traitement de nombreux types de diarrhées chez des sujets 

humains.  
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4. Types de fermentation 

Les protéases d’A. oryzae peuvent être produites par fermentation liquide (Wang et al., 2005a; 

Srinubabu et al., 2007) ou solide (Battaglino et al., 1991; Agrawal et al., 2005; Sumantha et 

al., 2008).  

4.1. Fermentation liquide ou Submerged Fermentation (SmF) 

La fermentation submergée comprend une large variété de processus microbiens agités et non 

agités, où la biomasse est complètement encerclée dans le milieu de culture liquide. Les 

protéases de Mucor miehei, Endothia parasitica et la majorité des espèces de Bacillus sont 

produites par les fermentations liquides (Sandhya et al., 2005a). Celles-ci sont réalisées avec 

différents substrats, habituellement dissout ou en suspension dans un milieu aqueux. La 

supplémentassion d’un milieu riche en azote avec du glucose augmente souvent la production 

de la protéase. Beaucoup de types de SmFs ont été décrits, tel que, la culture en batch, fed 

batch et continue. Les fermentations continues donnent de meilleurs rendements que celles 

des cultures en batch (Sumantha et al., 2006). 

La fermentation continue est utilisée par exemple pour la fabrication de Quorn en 

mycoprotéines et elle implique le maintien de la moisissure dans un état stable pour 

maximiser la production de biomasse (Kavanagh, 2005). 

Approximativement, 90% de toutes les enzymes industrielles sont produites par SmF, 

fréquemment en utilisant des microorganismes génétiquement modifiés, spécifiquement 

optimisés (Hölker et al., 2004). Cette méthode de culture permet un meilleur contrôle des 

facteurs environnementaux tels que la température et le pH. Cependant, les produits sont 

dilués et les extraits enzymatiques peuvent être moins stables (Sandhya et al., 2005b).  

Cependant, il y a un intérêt significatif d’utilisation des techniques de SSF pour produire une 

large variété d’enzyme, notamment d’origine fongiques, comme il est indiqué par 

l’augmentation de nombre des travaux dans la littérature et par le développement d’un nombre 

visible du nombre de fermentations industrielles (Viniegra-González et al., 2003).   

4.2. Fermentation solide ou Solid-State Fermentation (SSF) 

La fermentation solide (appelée également fermentation de substrats solides, fermentation 

humide, culture solide, etc. ; en anglais : Solid-State Fermentation ou SSF) est généralement 

définie comme une croissance microbienne sur des particules solides humides qui jouent le 

rôle d’un support physique et source de nutriments en l'absence (ou quasi absence) d'eau libre  
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Tableau 8.   Comparaison entre SSF et SmF (Raimbault, 1998; Assamoi et al., 2009). 

Facteur Fermentation solide (SSF) Fermentation liquide (SmF) 

Substrat  
Polymère insolubles (amidon, pectine, 

cellulose, lignine)  
Substrats solubles (sucres)  

Eau Consommation limitée de l’eau; aw faible 
Des grands volumes d’eau sont 

consommés 

pH et 

Température 

Contrôle aléatoire et transfert difficile de 

la chaleur 
Contrôle facile   

Aération (O2) 

Aération facile et diffusion rapide de 

l’oxygène 
Faible solubilité de l’(O2) dans l’eau 

Scale up  Nécessitée de nouveaux équipements  
Equipements industrielles 

disponibles  

Fermentation Fermentation en batch Fermentation continue 

Contamination Risque de contamination fongique Risque de contamination bactérienne 

Demande 

énergétique 
Besoin énergétique faible Consommation élevée d’énergie 

Biomasse  Inséparable du substrat Facilement séparable 

Produit  Concentré  Très dilué 

Pollution Pas d’effluents Grands volumes d’effluents 
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(Gervais et Molin, 2003; Pandey, 2003; Rahardjo et al., 2006). La technologie de SSF permet 

l’utilisation des déchets agricoles et agroindustriels comme substrat de fermentation. Les 

particules à 1 mm de diamètre sont trouvées d’être bien adaptées pour la production des 

protéases dans le cas de divers déchets agroindustriels (Murthy et Naidu, 2010). 

De façon simplifiée, les microorganismes se développent dans un système à trois phases : une 

matrice solide, une phase liquide qui lui est liée et une phase gazeuse prise au piège dans les 

particules ou entre celles-ci (Rahardjo et al., 2006). Le Tableau 8 présente une comparaison 

de quelques paramètres en SSF à ceux en SmF. 

4.2.1. Catégories de bioréacteurs utilisés en fermentation solide  

Les bioréacteurs utilisés en fermentation solide sont classés en deux catégories selon l’échelle 

de fermentation (Durand, 2003). 

4.2.1.1. Les bioréacteurs de laboratoires  

Les bioréacteurs utilisés au stade de laboratoires utilisent quelques grammes à quelques 

kilogrammes de substrat solide. Un exemple, le bioréacteur d’ORSTOM des années 1975 et 

1980 est composé de petites colonnes (Ф = 4 cm, 20 cm de long), rempli avec le milieu de 

culture préalablement inoculé et placé dans un bain d’eau thermostaté. 

4.2.1.2. Les bioréacteurs industriels 

Les bioréacteurs utilisés aux stades industriels utilisent des kilogrammes à des tonnes de 

substrat solide. Le nombre de ces réacteurs est limité. A grande échelle, les transferts de 

chaleur et d’oxygène se font très délicatement. Les solutions proposées consistent à faire 

circuler l’air à travers les couches du substrat ou l’air traverse le substrat. Deux principales 

catégories de réacteurs sont utilisées : les réacteurs non mélangés et les réacteurs mélangés.  

            

4.2.2. Applications de la culture solide 

Depuis la description de la production d’acide citrique dans une culture en surface  par Currie 

en 1917, A. niger est devenue un organisme modèle pour la biotechnologie de la culture solide 

(Hölker et al., 2004). Actuellement, il y a un grand nombre de références qui décrivent les 

applications des cultures solides (Botella et al., 2005; Rodrίguez Couto et Sanromán, 2006; 

Sathya et al., 2009).  
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Tableau 9.   Quelques substrats utilisés pour la production des protéases en SSF. 

Substrat Microorganisme Enzyme Références  

Son de blé + déchets 

d’huile de noix de coco 
A. oryzae NRRL 2217 Protéase neutre 

(Sumantha et al., 

2005) 

Son de riz A. niger MTCC 281 Protéase neutre 
(Paranthaman et al., 

2009) 

Son de blé A. flavus 
Protéase alcaline 

«Clarizyme» 
(Pandey et al.,1999) 

Son de blé + épluchures 

de lentille 
Bacillus sp. Protéase alcaline 

(Uyar et Baysal, 

2004) 

Son de riz + son de blé A. oryzae Ozykat-1 Protéase alcaline 
(Chutmanop et al., 

2008) 

Son de blé + farine de 

déchets de poissons 
Streptomyces sp. CN902 Protéase alcaline (Lazim et al., 2009) 

Déchets du café A. oryzae CFR305 Protéase alcaline 
(Murthy et Naidu, 

2010) 

Déchets de pomme de 

terre douce 
A. niger Protéase acide (Pandey et al., 1999) 

Son de blé A. niger FFB1 Protéase acide 
(Fazouane-Naimi et 

al., 2010) 
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La culture solide est appliquée à large échelle dans les processus industriels, principalement 

en Japon pour la production d’aliments traditionnels, d’enzymes et d’acides citrique et 

d’acides itaconique (Fujiwara, Ltd) (Raimbault, 1998), de même que Lyven-France qui utilise 

exclusivement la fermentation solide pour la production des enzymes industrielles (Assamoi 

et al., 2009).  

Des exemples typiques de la culture solide sont des fermentations traditionnelles, Koji 

(Japonais) et Tempeh (Indonésien), les deux sont les plus importantes applications de SSF 

produites par A. oryzae et Rhizopus oligosporus, respectivement. Un autre exemple est la 

fermentation du fromage bleu (Français) par Penicillium roquefortii, etc. (Raimbault, 1998; 

Hölker et al., 2004; Rodrίguez Couto et Sanromán, 2006). La culture solide est également 

utilisée pour la production des champignons comestibles (Agaricus bisporus) (Kavanagh, 

2005). 

4.2.3. Les protéases et la culture solide 

La fermentation solide détient un grand potentiel de production d'enzymes ; sa particularité 

est l’utilisation directe du produit fermenté brut comme une source d’enzyme (Pandey et al., 

1999). C’est ainsi que différents types des protéases (acides, neutres et alcalines) peuvent être 

produites par la culture solide en utilisant différents résidus agroindustriels. Cependant, le son 

de blé est le substrat le plus utilisé (Tableau 9).  

4.3. Autres techniques de fermentation 

Les processus de SmF et SSF sont généralement les plus utilisés. Cependant, plusieurs 

modifications de ceux-ci ont été rapportées. Une méthode de culture liquide membrane-

surface (Membrane-Surface Liquid Culture ou MSLC) pour la production d’une protéase 

neutre par A. oryzae IAM 2704 a été développée, dans laquelle le microorganisme se 

développe sur une surface membranaire microporeuse exposée à l’air, alors que l’autre coté 

de la membrane est en contact avec les nutriments du milieu liquide (Ogawa et al., 1995).  
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5. Méthodes d’optimisation 

Le processus d’optimisation est un sujet d’importance centrale pour la production industrielle. 

Dans le cas de la surproduction de enzymes, les manipulations des milieux représentent la 

meilleure alternative aux manipulations génétiques (Reddy et al., 2008).   

La démarche expérimentale traditionnelle ―one-variable-at-a-time‖ qui consiste à faire varier 

successivement un seul facteur en maintenant les autres constants, est longue et coûteuse. De 

plus, lorsque un grand nombre de variables est considéré, elle est incapable de détecter 

l’optimum réel et ne prend pas en compte les interactions entre les facteurs (Hajji et al., 2008; 

Kammoun et al., 2008). Les limites d’une telle méthode sont évitée par l’utilisation des plans 

statistiques (les plans expérimentaux factoriels) qui permettent de mesurer l’effet de plusieurs 

facteurs ainsi que les interactions entre les facteurs (Kammoun et al., 2008). 

Les modèles statistiques pour optimiser les composants et les conditions des milieux de 

cultures sont de plus en plus utilisés dans la biotechnologie actuelle grâce à son applicabilité 

facilitée par l’informatique (Reddy et al., 2008). Ces plans sont particulièrement appliqués 

dans les processus d’optimisation de la fermentation des cultures par les bactéries (Tari et al., 

2006; Oskouie et al., 2008; Reddy et al., 2008; Rai et Mukherjee, 2010), les cellules animales 

(Castro et al., 1992) et les moisissures (Hajji et al., 2008; Kammoun et al., 2008; Lakshmi et 

al., 2009). 

Les plans d’expériences les plus utilisés sont les plans factoriels fractionnaires type matrice de 

Plackett et Burman (1946) et le plan composite centré type plan de Box et Wilson (1951). 

5.1. Le plan de Plackett et Burman (1946) 

Le plan de Plackett et Burman est un plan factoriel qui a pour but de sélectionner, parmi un 

grand nombre de variables, les principaux facteurs requis pour augmenter la production de 

métabolite désiré dans des études préliminaires. Ces facteurs sont retenus pour des processus 

d’optimisation ultérieurs. Ces matrices permettant d’évaluer l’influence de k facteurs à deux 

niveaux sur la réponse étudiée avec un nombre d’expériences N, tel que N = k+1, donc avec 

un minimum d’essais. Le plan d’expériences de Plackett et Burman est constitué de matrices 

carrées dites matrices d’Hadamard ne contenant que des éléments égaux à +1 ou -1, 

construites par permutation circulaire à partir d’un générateur de base (Tableau 10). 
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Tableau 10.   Générateur des matrices pour N=8, N=12, N=16, N=20, N=24 essais selon Plackett 

et Burman (1946). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La signification de chaque variable sur la production de métabolite désiré est déterminée via 

le test-t de Student. Le niveau de confiance accepté est (1 – α) ≥ 70%, qui est considéré par 

plusieurs études (Castro et al., 1992; Bennamoun et al., 2004; Djekrif-Dakhmouche et al., 

2006). Il peut être égal à (1 – α) ≥ 95%, comme c’est le cas dans les travaux de (Hajji et al., 

2008; Reddy et al., 2008).  

5.2. Plan composite centré 

Chaque microorganisme possède ses propres conditions pour une production maximale du 

métabolite désiré. Donc, l’optimisation des composants du milieu doit être réalisée pour 

maintenir un équilibre entre les diverses composants, ce qui minimise la quantité des 

substances non utilisés à la fin de la fermentation (Murthy et Naidu, 2010).  

Le plan composite centré est un outil expérimental efficace permettant l’identification des 

facteurs effectifs, l’étude de leurs interactions et la sélection des conditions optimales d’un 

système multivariable.  

Plusieurs rapports sur les plans composites centrés sont utilisés pour l’optimisation de la 

production de diverses enzymes : 

 La protéase neutre par Pseudomonas sp. (Dutta et al., 2004). 

 La protéase alcaline par A. oryzae NCIM 637 (Srinubabu et al., 2007). 

 La protéase alcaline par Bacillus subtilis DM-4 (Rai et Mukherjee, 2010). 

 La xylanase par Bacillus sp. 2129,  (Mullai et al., 2010).  

 Etc.  

 
N=8        +   +   +   -   +   -   -    

N=12      +   +   -   +   +   +   -   -   -   +   - 

N=16      +   +   +   +   -   +   -   +   +   -   -   +   -   -   - 

N=20      +   +   -   -   +   +   +   +   -   +   -   +   -   -   -   -   +   +   - 

N=24      +   +   +   +   +   -   +   -   +   +   -   -   +   +   -   -   +   -   +   -   -   -   - 
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Le plan composite centré est originalement introduit par Box et Wilson en 1951. Il est adopté 

pour déterminer les optima des variables significatives permettant la réponse maximale. Ce 

plan est formé de trois parties distinctes pour générer un nombre de traitements de 

combinaisons égal à 2
k
 + 2.k + N. 

 Un plan factoriel à deux niveaux factoriels (-1, +1), habituellement fractionné à partir 

de k facteur, ce qui forme un plan factoriel complet 2
k
. 

 2.k points en étoiles, avec des niveaux (-α) et (+α), La valeur du α est fonction du 

nombre de facteurs k. 

 N répétitions du point central (niveau 0). La valeur de N est fonction du nombre de 

facteurs k. 
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Matériel et méthodes 
 

  



1. Matériel biologique 

 

1.1. Origine et entretien de la souche 

La souche utilisée dans ce travail est la moisissure Aspergillus oryzae NRRL 2220 fournie par 

l’Institut Pasteur de Paris (France) ; elle a été propagée sur le milieu Potato-Dextrose-Agar 

(PDA) (voir composition dans Annexe 1) en boite de Pétri à 30°C pendant sept jours (Fig. 5), 

puis conservée à 4°C. Les repiquages sont effectués tous les mois (Kammoun et al., 2008; 

Lakshmi et al., 2009). 

 
Fig. 5.   Aspergillus oryzae NRRL 2220. 

1.2. Préparation de l’inoculum 

1.2.1. Préparation de la suspension de spores  

La suspension de spores est préparée par addition de 10 ml d’eau distillée stérile contenant 

0,1% de Tween 80 à la souche cultivée sept jours sur PDA en boite de Pétri. Les spores sont 

déboitées superficiellement en utilisant une anse de platine sous des conditions aseptiques 

(Sandhya et al., 2005b). 

1.2.2. Dénombrement des spores 

A 1 ml de suspension de spores préalablement agitée, on ajoute 9 ml d’eau tweenée ; la 

solution mère ainsi obtenue permet de préparer la gamme étalon. Le nombre de spores dans 

chaque dilution est déterminé par la technique de dénombrement en utilisant la cellule de 

Thomas (Guiraud, 1998). L’examen s’effectue au microscope au grossissement x 40. La 

courbe d’étalonnage est établie par mesure de l’absorbance de chaque dilution à 650 nm au 

spectrophotomètre (JENWAY 6315 ; UK) en fonction du nombre de spores comptées sur la 

cellule (voir Fig. c. en Annexe 4).  

Avant chaque inoculation, le nombre de spores est estimé par référence à la courbe 

d’étalonnage puis, la suspension est diluée de manière à obtenir un nombre de spores de 

10
6
/ml (Sumantha et al., 2008; Paranthaman et al., 2009; Murthy et Naidu, 2010).    
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2. Méthode de fermentation 

2.1. Préparation des milieux de culture  

Le milieu de culture est préparé à partir de déchets de tomates industrielles composés de 

graines et de pulpe adhérente à la peau fournis par la conserverie Maison Latina à Chelghoum 

Laid, MILA. Les déchets sont séchés à l’air libre (25 – 30°C) pendant 3 - 4 jours puis broyés à 

l’aide d’un moulin électrique ménager (Katapodis et al., 2006) de manière à obtenir une farine 

avec des particules de Ф : 0,5 mm pour la culture liquide et de Ф : 1 mm pour la culture solide 

(Murthy et Naidu, 2010).  

2.1.1. Milieu solide 

Dix grammes de déchets de tomates sont introduits par Erlenmeyer de 250 ml puis imbibés de 

l’eau distillée à différentes teneurs (40%, 50%, 60% et 70%) afin de déterminer la teneur 

optimale en humidité pour la production de la protéase. L’agent humidifiant est supplémenté 

par différents facteurs (le son de blé, la caséine, le nitrate d’ammonium, le NaCl et le ZnSO4) 

selon un plan expérimental. Le pH des milieux est ajusté à 6,8 par la solution de NaOH 1N. 

Le contenu de chaque flacon doit être bien mélangé à l’aide d’une tige. Les milieux ainsi 

préparés sont stérilisés à 121°C pendant 20 min. 

2.1.2. Milieu liquide  

La farine de déchets de tomates est diluée dans de l’eau distillée tiède à différentes 

concentrations (2%, 4%, 6% et 8%) afin de déterminer la concentration optimale pour la 

production de la protéase. Après agitation pendant 20 min, la solution subit une centrifugation 

à 4000 rpm pendant 20 min. Le surnageant est filtré à travers de la gaze afin d’éliminer les 

impuretés. Le filtrat constitue alors le milieu de base. Il est supplémenté par les facteurs 

indiqués ci-dessus pour le milieu solide selon le même plan expérimental. Le pH du milieu est 

ajusté à 6,8 avec du NaOH 2N. Les milieux sont répartis en Erlenmeyers de 250 ml à raison 

de 50 ml par erlen puis autoclavés à 121°C pendant 20 min. 
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2.2. Conduite des fermentations 

2.2.1. Fermentation solide (SSF) 

Les milieux solides sont inoculés avec 1 ml de la suspension de spores, agités vigoureusement 

et incubés à 30°C dans un bain-marie thermostaté (CERTOMAT
®

 WR ; Allemand) pendant 

72 h. Toutes les expériences sont réalisées en triple.  

Après fermentation, une quantité connue (5 g) de substrat fermenté est broyée manuellement 

(Chutmanop et al., 2008) et mélangée avec 50 ml de solution de Tween 80 (0,1%). Le 

mélange est laissé s’homogénéiser dans un incubateur agitateur pendant 1 h à 180 rpm 

(Sumantha et al., 2005). Le mélange est alors filtré à travers un tissu de coton pour éliminer 

les solides (Tunga et al., 2003) ; le filtrat est lui-même clarifié par une autre filtration sur 

papier filtre (Whatman n° 1). Le filtrat clair obtenu constitue l’extrait enzymatique brut ;  il 

est conservé au congélateur pour les études analytiques ultérieures. 

2.2.2. Fermentation liquide (SmF) 

Les milieux liquides sont inoculés avec 1 ml de la suspension de spores et incubés à 30°C 

pendant 72 h sous agitation à 180 rpm dans un incubateur agitateur (Edison, NJ. USA) 

(Sandhya et al., 2005b). Toutes les expériences sont réalisées en triple. 

Après fermentation, les milieux de culture sont filtrés sur papier Whatman n° 1. Le filtrat clair 

représente l’extrait enzymatique brut. Il est congelé pour les dosages ultérieurs. 

A la fin des fermentations (solides et liquides), les paramètres suivants sont estimés : pH, 

biomasse, protéines et activité protéolytique. 

 

3. Méthodes analytiques 

3.1. Détermination de la matière sèche (Le coq, 1965)  

La matière sèche des déchets de tomates est déterminée par séchage d’un échantillon de 5 g 

introduit dans une capsule en porcelaine séchée et placée dans une étuve à 105 ± 2°C 

(JOUAN) jusqu’à poids constant (Annexe 2). 
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3.2. Détermination des cendres (Le coq, 1965) 

La teneur en cendres correspond conventionnellement à la masse du résidu d’incinération de 

la substance dans les conditions déterminées ci-après. Les capsules contenant la prise d’essai 

ayant servi à la détermination de la matière sèche sont portées au four à moufle électrique 

(Heraeus) et chauffées très progressivement jusqu’à 550°C. Les échantillons sont maintenus à 

cette température pendant 5 h (Annexe 2).  

 

3.3. Détermination des sucres totaux (Dubois et al., 1956) 

Les sucres totaux des déchets de tomates sont déterminés par la méthode « phenol-sulfiric-

acid ». Cette méthode est utilisée largement à cause de sa sensibilité et sa simplicité. Les 

sucres sont dégradés à chaud en présence d’acide sulfurique concentré, ce qui provoque le 

départ de plusieurs molécules d’eau. Cette déshydratation s’accompagne par la formation 

d’un hydroxy-méthylfurfural dans le cas d’un hexose et d’un furfural dans le cas d’un 

pentose. Ces produits se condensent avec le phénol pour donner le complexe jaune-orangé. 

L’intensité de la coloration est proportionnelle à la concentration des oses en cause. Le 

protocole est décrit en Annexe 3.  

Après dosage, le taux de sucre est calculé par référence à une courbe d’étalonnage 

préalablement établie avec une solution mère de glucose à 100 µg/ml (voir Fig. a. dans 

Annexe 4). Chaque dosage est effectué en triple. 

 

3.4. Détermination des protéines  (Lowry et al., 1951) 

Le principe du dosage des protéines est fondé sur la résultante de deux réactions ; la première 

est la réaction de Biuret, où la présence de sulfate de cuivre en milieu alcalin entraîne la 

formation d’un complexe entre l’ion cuivrique et la liaison peptidique dans la protéine ; la 

deuxième est la réaction au réactif de Folin-Ciocalteu qui réagit sur la tyrosine et la 

tryptophane présentes dans les protéines et se réduit en un complexe bleu. Cela engendre une 

réduction par perte d’un à trois atomes d’oxygène et c’est la fixation de cuivre par chélation 

qui faciliterait le transfert d’électrons vers ce réactif. Le protocole est décrit en Annexe 3.  

Après dosage, le taux de protéines est calculé par référence à une courbe d’étalonnage établie 

à partir d’une solution standard de Bovin Serum Albumin (BSA) à 500 µg/ml (voire Fig. b. 

dans Annexe 4). Ce dosage est réalisé sur les déchets de tomates, ainsi que sur les filtrats des 

cultures solides. Chaque dosage est effectué en triple. 
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3.5. Détermination de la biomasse 

La détermination directe de la biomasse en fermentation solide n’a pu être réalisée à cause des 

contraintes pour séparer la biomasse microbienne du substrat de fermentation. 

Par contre, dans la fermentation liquide, le poids sec de la biomasse est déterminé à la fin des 

fermentations après filtration sur papier Whatman n° 1 (préalablement séché et taré) et rinçage 

deux fois avec de l’eau distillée. Les échantillons sont séchés à 70°C jusqu’à poids constant 

puis pesés.  

3.6. Dosage de l’activité protéolytique 

L’activité de la protéase neutre dans l’extrait enzymatique brut est dosée par la méthode 

décrite par Lenoir et Auberger (1977) et modifiée par Mechakra et al. (1999). 

 Principe 

Les protéases catalysent l’hydrolyse des protéines et les polypeptides en libérant des acides 

aminés libres et des peptides simples qui se trouvent dans la phase soluble. Les molécules non 

hydrolysées sont précipitées par le TCA. La tyrosine est un acide aminé présent dans toutes 

les protéines, que l’on utilise comme standard de dosage colorimétrique de l’activité 

protéasique à l’aide du réactif de Folin-Ciocalteu. Celui-ci réagit avec la tyrosine et le 

tryptophane pour donner par réduction un complexe bleu. 

 

 Réaction enzymatique 

Le mélange réactionnel est préparé par addition de : 

- 1 ml de l’extrait enzymatique décongelé juste avant le dosage ; 

- 1,5 ml du tampon citrate - phosphate (0,1M / 0,2 M), pH 6,8 ; 

- 2,5 de substrat (solution de caséine 2,5% dans le citrate de sodium à 0,02 M). 

Après agitation et incubation 1 h au bain-marie à 40°C, la réaction est arrêtée par addition de 

5 ml de TCA froid (4%). Le mélange est laissé reposer 30 min dans un bain de glace ou à 4°C 

(Beynon et Oliver, 2004; Wu et al., 2006; Devi et al., 2008) ; ce qui entraîne la précipitation 

des macromolécules, y compris l’enzyme et la caséine non hydrolysées (Sandhya et al., 

2005a). Il est ensuite filtré sur papier Whatman n° 1.  
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 Protocole de dosage 

Les composés azotés non protéiques solubles dans le filtrat sont dosés par la méthode 

d’Anson (1938). 0,5 ml du filtrat sont mélangés avec 2,5 ml de Na2CO3 à 2% dans le NaOH 

(0,1N). Après agitation et incubation 15 min à température ambiante, 0,25 ml de réactif de 

Folin-Ciocalteu dilué au 1/4
éme  

sont ajoutés. Les mélanges sont bien agités et laissés reposer à 

température ambiante et à l’obscurité pendant au moins 30 min (Sumantha et al., 2006; 

Paranthaman et al., 2009).  

L’absorbance de la coloration bleue développée est lue à 750 nm ; l’activité est calculée par 

référence à une courbe d’étalonnage établie en utilisant la tyrosine comme standard avec une 

concentration de la solution mère de 100 µg/ml (voir Fig. d. dans Annexe 4). Une unité (U) de 

protéase est l’équivalent de 1 µg de tyrosine libérée pendant 1 h de temps par 1 ml d’une 

solution d’enzyme. Le blanc est préparé de la même manière, sauf que le TCA est rajouté 

avant le substrat. Chaque dosage est effectué en triple. 
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Tableau 11.   Matrice d’expériences de Plackett et Burman pour l’étude de 7 facteurs avec 8 

combinaisons. 

Facteurs 

N° 

d’essai 

X1 X2 (X3) X4 (X5) X6 X7 

1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 

2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1 

3 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 

4 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1 

5 +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 

6 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 

7 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 

8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 

(+1) : niveau supérieur du facteur  

(-1) : niveau inférieur du facteur  

 

 

 
Tableau 12.   Les différents facteurs étudiés et leurs concentrations correspondantes. 

Facteurs Code du  

facteur 

Niveau  

(-) 

Niveau  

(+) 

Culture solide Culture liquide 

 

Son de blé 

 

X1 

 

0% 

 

25% (w/w) 

 

1,45% (w/v) 

Caséine X2 0% 1% (w/v) 1% (w/v) 

Erreur X3 - - - 

NH4NO3 X4 0% 0,5% (w/v) 0,5% (w/v) 

Erreur X5 - - - 

NaCl X6 0% 0,1% (w/v) 0,1% (w/v) 

ZnSO4.7H2O X7 0% 0,01% (w/v) 0,01% (w/v) 
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4. Méthode d’optimisation 

L’optimisation des milieux de cultures est réalisée en deux étapes ; la première étape a pour 

but de sélectionner les paramètres (variables) ayant un effet positif sur la production de la 

protéase neutre en utilisant le plan de Plackett et Burman (1946), la deuxième étape permet de 

déterminer les optima des paramètres sélectionnés par le plan composite centré de Box et 

Wilson (1951). 

4.1. Sélection des variables significatives par le plan d’expériences de Plackett et 

Burman 

Le plan d’expériences de Plackett et Burman est constitué de matrices carrées ne contenant 

que des éléments égaux à +1 ou -1. Dans cette étude, la matrice employée étudie 7 facteurs (5 

réels et 2 irréels) pour 8 combinaisons (Tableau 11). Les facteurs de la dernière combinaison 

étant toujours pris au niveau (-1). Les concentrations réelles de l’ensemble des facteurs testés 

sont consignées dans le Tableau 12. 

Les effets principaux de chaque variable sur l’activité protéolytique sont estimés comme la 

différence entre chacune des moyennes des mesures effectuées au niveau supérieur et au 

niveau inferieur (Annexe 5).  

La signification de chaque variable sur la production de la protéase neutre, la biomasse et les 

protéines est déterminée via le test-t de Student (Annexe 5). Le niveau de confiance accepté 

est (1 – α) ≥ 70%. 

La réponse expérimentale Ŷ s’écrit sous forme d’une équation du premier degré où seules sont 

retenues les variables explicatives Xi à effet significatif positif. 

Ŷ  =  β0 + ∑ βi Xi   + ε                                                          (1) 

 

Ŷ        la réponse expérimentale ; 

β0       constante ; 

βi        coefficient de régression de la variable explicative Xi ;   

Xi       variable explicative ; 

ε         la moyenne des erreurs expérimentales. 
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Tableau 13.   Structure du plan composite centré à deux facteurs. 

N
0 

d’essai Niveaux codés 
 

X1 X2 

 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

5 

 

6 

 

7 

 

8 

 

9 

 

10 

 

11 

 

-1 

 

1 

 

-1 

 

1 

 

0 

 

0 

 

0 

 

-1,414 

 

0 

 

1,414 

 

0 

 

-1 

 

-1 

 

1 

 

1 

 

0 

 

0 

 

0 

 

0 

 

-1,414 

 

0 

 

1,414 
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4.2. Détermination des optima à l’aide du plan composite centré de Box et Wilson  

Le plan composite centré de Box et Wilson (1951) est adopté pour déterminer les optima des 

deux variables significatives permettant la production maximale de la protéase neutre par A. 

oryzae. Notre plan est formé de trois parties distinctes générant 11 traitements de 

combinaisons (Tableau 13).  

 Un plan factoriel complet (2
2
) à deux niveaux factoriels (-1, +1) ; 

 2.k soit 4 points en étoiles, avec des niveaux (-α) et (+α), α = 1,414 ;  

 N=3 répétitions du point central (niveau 0).  

Un tel plan est représenté par l’équation polynomiale du second degré suivante :  

Ŷ  =  β0 + β1 X1 +  β2 X2 +  β11 X1
2
 + β22 X2

2
+  β12 X1 X2                           (2) 

Ŷ              la réponse (activité protéolytique) ; 

X1, X2         les formes codés des variables explicatives ; 

β0                  la constante du modèle  ; 

β1, β2        les coefficients linéaires ; 

β11, β22     les coefficients quadratiques ; 

β12                le coefficient d’interaction.  

 

La relation entre les valeurs codées des variables entrées et ses valeurs réelles (Tableaux 14a 

et 14b) est décrite par l’équation suivante : 

Xi    =  (Ai – A0) où :  Xi : valeur codée du facteur ; 

ΔA Ai : valeur réelle de ce facteur ; 

 A0 : valeur réelle du même facteur au niveau central ;   

    ΔA : pas entre le niveau central et les niveaux ± 1.  

Le plan composite centré permet d’exprimer les résultats sous forme d’un modèle quadratique 

nécessitant une analyse de la variance (ANOVA) qui donne la statistique de Fisher F. En 

général, pour que les prédictions soient significatives, la valeur de F observée doit être plus 

élevée que la valeur tabulée p. 

La validité du modèle est vérifiée en déterminant les coefficients de corrélation multiple (R
2
) 

et R
2

 ajusté. Lorsque R
2
 est large, la régression a été alors expliquée pour une large proportion 

de variabilité totale des valeurs observées de Ŷ, ce qui favorise le modèle. 

 

44 

Partie II                                                                                                                     Matériel et méthodes 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 



 

 

 

Tableau 14.   Relation entre les niveaux codés et les niveaux réels utilisés dans le plan 

composite centré à 2 facteurs. 

 
a. Culture solide 

 
Niveaux codés 

Facteurs –α (-1,414) -1 0 +1 +α (+1,414) 

 

X1 : Caséine (g/l) 

 

2,93 

 

5 

 

10 

 

15 

 

17,07 

 

X2 : NaCl (g/l) 

 

0,086 

 

0,5 

 

1,5 

 

2,5 

 

2,92 

 

 

 

 

 
b. Culture liquide 

 
Niveaux codés 

Facteurs –α (-1,414) -1 0 +1 +α (+1,414) 

 

X1 : Son de blé (g/l) 

 

4,1                                                                               

 

7 

 

14 

 

21 

 

23,9 

 

X2 : NaCl (g/l) 

 

0,086 

 

0,5 

 

1,5 

 

2,5 

 

2,92 
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4.3. Analyse statistique       

Les coefficients de régression ainsi que le test de Student pour la régression linéaire multiple 

sont évalués à l’aide du logiciel « Minitab 15 » 
 
(Minitab Inc, PA, USA).  

Concernant le plan composite centré, les dérivés par rapport à 0 permettant de déterminer les 

coordonnées des extremums qui sont ensuite transformées en valeurs réelles (les optima). 

4.4. Expérience de confirmation 

Deux fermentations sont réalisées en triple avec les optima calculés, l’une pour la culture 

solide et l’autre pour la culture liquide, afin de confirmer la validité du modèle. 

 

5. Cinétique de production de la protéase neutre par A. oryzae 

Les milieux optimisés sont ensemencés et incubés à 30°C pendant 144 h. Des prélèvements 

sont effectués chaque 12 h afin de mesurer la production de la protéase neutre en SSF et en 

SmF ; ce qui permet d’établir leurs cinétiques en fonction du temps et déterminer le meilleur 

temps de production. 

 

6. Etude des caractéristiques de la protéase neutre produite 

L’extrait de la protéase neutre produite a été étudié afin de déterminer quelques 

caractéristiques de l’enzyme : pH optimal, température optimale, stabilité à la température 

optimale et effet des effecteurs (activateurs / inhibiteurs).  

 

6.1. Détermination du pH optimal 

Le pH optimum de la protéase neutre des deux types de cultures est déterminé par l’utilisation 

des solutions tampons à des pH de 4 à 10 (avec un intervalle de 0,5). 

 Citrate - phosphate (0,1 M / 0,2 M) de  pH  4 à 7,5 (plus le pH 6,8). 

 Glycine - NaOH (0,1 M) de pH 8 à 10.   
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6.2. Détermination de la température optimale 

L’influence de la température sur l’activité de la protéase neutre des deux types de cultures est 

étudiée en incubant le mélange réactionnel à différentes températures (30, 35, 40, 45, 50, 55, 

60, 65, 70, 75, 80, 85 et 90°C) pendant 1 h à pH optimal.  

6.3. Stabilité à la température optimale 

La stabilité de l’enzyme est déterminée par incubation des deux mélanges réactionnels à la 

température optimale à différents intervalles de temps (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 et 90 

min).   

6.4. Effet des effecteurs  

L’activité protéolytique est mesurée en présence de l’EDTA, de Zn
++

 et de Ca
++

 (à des 

concentrations de 1 et de 5 mM),  du NaCl (1% et 5%) et de Tween 80 (1% et 2%). 

Les activités résiduelles de la protéase neutre produite par SSF et SmF sont ensuite comparées 

avec celle du contrôle incubé dans les mêmes conditions sans effecteurs. 
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Résultats et discussions 
 

  



1. Composition de déchets de tomates 

L’étude de la composition de déchets de tomates utilisés pour la préparation des milieux de 

culture a donné les résultats résumés dans le Tableau 15. 

 

Tableau 15.   Composition de déchets de tomates par rapport à 100% de 

déchets séchés 

Paramètre                                                                  Pourcentage 

Matière sèche                                       90,1% 

Cendres                                       4,45% 

Sucres solubles                                        13,85% 

Protéines                                        12,33% 

  

 

Ces résultats font apparaitre une teneur en matière sèche très élevée (90,1%) comparable à 

celle rapportée par Alvarado et al. (2001), à savoir une valeur moyenne de 89,9%. Ils 

montrent également la richesse de déchets de tomates en sels minéraux (4,45%), ce qui est en 

concordance avec les travaux décrits par Jafari et al. (2006) et Del Valle et al. (2006) qui 

indiquent une teneur de 4,24% et 3,92%, respectivement.  

Les déchets de tomates utilisés au cours de cette étude contiennent un taux de sucres totaux de 

13,85%, soit une valeur très faible par rapport à celle rapportée par Alvarado et al. en 2001 

(59,07%). Cela s’explique par le fait que les glucides présents dans les résidus de tomates sont 

principalement des fibres dont une proportion élevée (40,54%) est constituée de fibres 

insolubles (Alvarado et al., 2001). 

Par ailleurs, la teneur en protéines totales est faible par rapport à celle annoncée par la 

littérature (17,66% pour Alvarado et al., 2001 ; 19,27% pour Del Valle et al., 2006 ; 19,5%  

pour Denek et Can, 2006 et plus de 20,77% pour Jafari et al., 2006).  Al-Wandawi et al. 

(1985) rapportent également une teneur très élevée en protéines (~ 40% dans les graines et 

environ 11% dans la peau).  
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La composition chimique de déchets de tomates peut varier fortement d’une usine à l’autre ou 

au sein d’une même usine. D’après Jafari et al. (2006). Ces variations sont dues 

principalement à : 

 La variété de tomate employée ;  

 Les méthodes de récoltes (manuelle ou mécanique) ;  

 Les technologies utilisées dans le processus de transformation de tomates.  

Selon la bibliographie, il existe des différences entre la composition chimique des fruits de 

tomates et celle des déchets de tomates ; cependant, selon Ventura et al. (2009), les fruits de 

tomates contiennent 17%  de protéines ; soit une teneur similaire à celle des déchets. 

 

 Conclusion 

Par leur richesse en matières carbonées et azotées et en sels minéraux, les déchets de tomates 

peuvent être aisément utilisés comme milieu de base pour la culture des microorganismes, en 

particulier les moisissures. En effet, d’après Knoblich et al. (2005), les déchets de tomates 

sont équivalents à la farine de soja comme source de protéine ; ils sont donc favorables à 

l’induction de la production des protéases.  
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Fig. 6.   Effet de la teneur en humidité initial sur la production de protéase en SSF. 

 

                                      

  

40 50 60 70 
0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

A
ct

iv
it

é 
p

ro
té

o
ly

ti
q

u
e 

(U
/g

) 

humidité (%) 

50 



2. Optimisation des milieux de cultures 

2.1. Détermination du taux d’humidité optimal en culture solide  

Les résultats de la production de la protéase en fonction du taux d’humidité sont présentés 

dans la Fig. 6. Ils montrent que le niveau optimal d’humidité se situe entre 50% et 60% avec 

une activité supérieure pour le taux 60% (12745 U/g). Ces résultats sont similaires à ceux 

obtenus par de nombreux auteurs en particulier Agrawal et al. (2005) pour l’activité 

protéasique produite par A. oryzae NCIM 649 sur le son de blé supplémenté par 0,1% des 

protéines de soja, Lazim et al. (2009) pour la production d’une protéase alcaline par 

Streptomyces sp. CN902 cultivée sur un mélange du son de blé et des pierres de dattes 

hachées (5 : 5) et Chellappan et al. (2006) lors de la production d’une protéase alcaline par 

Engyodontium album BTMFS10 sur un milieu à base du son de blé. Tous ont rapporté un taux 

d’humidité optimal de 60%.  

De même, ces résultats sont très proches de ceux obtenus pour la production de la protéase 

neutre par A. oryzae (Sumantha et al., 2005) et la protéase alcaline par la même espèce 

(Chutmanop et al., 2008; Murthy et Naidy, 2010) où l’humidité optimale est de 50%. En 

outre, Germano et al. (2003) décrivent l’exigence de 55% de teneur en humidité pour une 

production maximale de la protéase neutre par Pénicillium LPB-9.  

Pour d’autres auteurs par contre,  les teneurs en humidité maximales sont supérieures à 60%. 

C’est le cas dans la sécrétion de la protéase alcaline par Bacillus subtilis DM-04 (Mukherjee 

et al., 2008) et la production de la protéase alcaline par Beauveria felina (Agrawal et al., 

2005), où l’humidité initiale optimale a été trouvée à 100% et 120%, respectivement. 

L’humidité initiale du milieu est un facteur critique en SSF car c’est elle qui détermine la 

croissance microbienne et le rendement en produit (Gervais et Molin, 2003). Des taux 

d’humidité faibles ou élevés affectent largement les activités métaboliques des cultures et par 

conséquent, la synthèse des produits. Les déchets de tomates ont un taux d’humidité faible 

(~10%), à environ 7 - 13%, l’humidité naturelle de substrat est trop basse pour supporter la 

croissance de la moisissure et pour cela le substrat doit être humidifié pendant la préparation 

(Chutmanop et al., 2008). Dans les cultures solides fongiques et bactériennes, des niveaux 

d’humidité inférieurs peuvent conduire à une réduction de la solubilité des éléments nutritifs, 

un faible degré de gonflement des substrats et une tension d’eau plus élevée dans les substrats 

solides (Gervais et Molin, 2003; Lazim et al., 2009). 
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Fig. 7.   Effet de la concentration du substrat sur la production de protéase en SmF. 
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De même, des nivaux d’humidité plus élevée que 60% engendrent une diminution de 

l’activité protéolytique (10708 U/g). Car, des teneurs en humidité  élevées peuvent provoquer 

une diminution de la porosité, ce qui interfère avec le transfert de l’oxygène ainsi que la perte 

de la structure des particules et la réduction du volume de gaz. De plus, elles diminuent les 

échanges gazeux et augmentent la formation du mycélium aérien (Sandhya et al., 2005b; 

Murthy et Naidy, 2010). 

 

2.2. Détermination de la concentration optimale du substrat en culture liquide 

 

Un des paramètres les plus importants dans les systèmes de fermentation est la concentration 

du substrat utilisé. Dans cette étude, les résultats montrent que l’activité protéasique la plus 

élevée (2223 U) est produite par A. oryzae NRRL 2220 dans le milieu à 4% de déchets de 

tomates (Fig. 7). Par ailleurs, Freixo et al. (2008c) préconisent l’utilisation de 2% de déchets 

de tomates pour la production d’une laccase et d’une xylanase par Coriolus versicolor. D’un 

autre côté, un plan composite centré réalisé par Katapodis et al, (2006) a donné des optima de 

4,6% des épis du maïs et de 2,1% de farine des graines de tomates pour un maximum 

d’activité xylanasique. 
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Tableau 16a.    Résultats du pH, de protéines et de la protéase selon le plan de 

Plackett et Burman en culture solide. 

N° 

d’essai 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 pH Protéines 

(g/l) 

Activité 

(U/g) 

1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 6,77 4,11 14571 

2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1 7,67 4,29 14168 

3 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 6,51 4,20 14053 

4 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1 6,73 5,35 17512 

5 +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 7,06 3,75 13129 

 6 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 6,94 3,45 10379 

7 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 7,2 5,27 13735 

8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 6,73 4,15 12967 

U : µg.h
-1

.ml
-1

 

 

Tableau 16b.    Résultats du pH, de la biomasse et de la protéase selon le plan de 

Plackett et Burman en culture liquide. 

N° 

d’essai 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 pH Biomasse 

(g/l) 

Activité 

(U) 

1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 8,84 7,59 2229 

2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1 8,52 6,82 2307 

3 +1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 8,45 8,79 2813 

4 -1 +1 -1 -1 +1 +1 +1 8,79 6,30 2172 

5 +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 8,14 6,25 2453 

6 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 7,95 4,65 2117 

7 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 8,60 5,40 2266 

8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 8,56 3,55 2240 

U : µg.h
-1

.ml
-1
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2.3. Résultats de l’optimisation de la production de la protéase neutre par la 

méthode de Plackett et Burman 

L’effet des facteurs étudiés dans le cadre du plan du Plackett et Burman (son de blé, caséine, 

nitrate d’ammonium, NaCl et ZnSO4) a permis de mesurer 4 réponses : pH, biomasse, 

protéines et activité protéolytique. L’analyse statistique et la modélisation des résultats ont 

permis de mesurer l’effet de chaque facteur et son niveau de signification sur la croissance et 

la production. L’ensemble des résultats est synthétisé dans  les Tableaux 16a et 16b. 

 

2.3.1. Résultats du pH 

Les résultats du pH des 8 essais sont mentionnés dans le Tableau 17. Ils montrent une stabilité 

du pH proche de la neutralité dans les cultures solides avec une légère diminution dans 

certains essais. Cela pourrait s'expliquer par le fait que les déchets de tomates possèdent un 

excellent pouvoir tampon, comme c’est le cas pour la plupart des résidus agroindustriels 

(Chutmanop et al., 2008). La diminution du pH peut être due à une libération d’acides 

organiques dans le milieu (Botton et al., 1990). 

 

Tableau 17.   Résultats du pH du plan de Plackett et Burman. 

N°d’essai 1 2 3 4 5 6 7 8 

Moyennes des 

pH en SSF 
6,77 7,67 6,51 6,73 7,06 6,94 7,2 6,73 

Moyennes des 

pH en SmF 
8,84 8,52 8,45 8,79 8,14 7,95 8,60 8,56 

  

On observe par contre, une augmentation importante du pH dans les cultures liquides ; ce qui 

indique une production d’ammoniac résultant du métabolisme de protéines après l’action des 

protéases puis de l'oxydation des acides aminés au cours de leur utilisation comme source 

d'énergie (García-Gómez et al., 2009). L’oxydation s’effectue selon la réaction suivante : 

 

RCH (NH3
+
) COO

-  
+ NO2   

                             
NCO2   +  H2O + NH4

+
  +  OH

-
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Tableau 18.   Etude statistique de l’effet des facteurs testés sur la production des 

protéines en SSF. 

Facteur Effet Coef. Er-T Coef. t p 

Constante  4,3213 0,1193 36,21 0,001 

Son de blé -0,4674 -0,2337 0,1193 -1,96 0,189 

Caséine 0,8676 0,4338 0,1193 3,63 0,068 

NH4NO3 -0,2626 -0,1313 0,1193 -1,10 0,386 

NaCl 0,6426 0,3213 0,1193 2,69 0,115 

ZnSO4.7H2O 0,0026 0,0013 0,1193 0,01 0,993 
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Ces résultats indiquent que le pH du milieu est affecté par les processus enzymatiques et le 

transport des diverses composants à travers la membrane. En effet, les variations du pH sont 

des indicateurs des changements dans les activités métaboliques. Mais ces variations 

dépendent du type de fermentation (Sandhya et al., 2005b).  

2.3.2. Effet des facteurs sur la production de protéines en SSF 

 

En SSF, la biomasse est estimée par le dosage des protéines solubles (Sumantha et al., 2008) ; 

car il est impossible de la mesurer à cause des difficultés de séparation du mycélium à partir 

du substrat de fermentation. 

Les résultats des protéines (Tableau 16a) montrent que le meilleur taux de protéines (5,35 g/l) 

est obtenu dans l’essai n° 4 (contenant la caséine, le NaCl el le ZnSO4), alors que le taux le 

plus faible (3,45 g/l) est constaté dans l’essai n° 6 (contenant le nitrate d’ammonium et le 

ZnSO4). Avec une moyenne de 4,32 g/l. Les taux de protéines les plus élevés correspondent à 

des activités protéolytiques également importantes.  

 Effet du son de blé 

L’analyse statistique des résultats (Tableaux 18) révèle que la présence du son de blé influe de 

manière significative (p = 0,189) mais négativement (β = - 0,23) sur la production des 

protéines soit une diminution de 11,26% par rapport à son absence. Cela peut s’expliquer par  

la quantité du son de blé ajoutée aux déchets de tomates solides déjà riches en sucres ; une 

forte augmentation du taux de sucres dans le milieu peut jouer le rôle d’un répresseur de la 

synthèse des protéines (Hölker et al., 2004; Sandhya et al., 2005a). 

 Effet de la caséine 

La caséine exerce pour sa part un effet positif très significatif sur la production des protéines 

en SSF (p = 0,068), soit une augmentation de 21%. 

 Effet de NaCl 

La présence de NaCl à un taux de 0,1% se traduit par un effet positif très significatif sur la 

production protéique (p = 0,115), ce qui correspond à une augmentation de 15,48%.  

 Effet du nitrate d’ammonium et de ZnSO4 

Le nitrate d’ammonium ainsi que le ZnSO4 entraînent un effet très faible ou négatif sur la 

production des protéines. Dans les deux cas, les résultats sont non significatifs.   
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Tableau 19.   Etude statistique de l’effet des facteurs testés sur la production de 

la biomasse en SmF. 

Facteur Effet Coef. Er-T Coef. t p 

Constante  6,1688 0,3109 19,84 0,003 

Son de blé 2,3876 1,1938 0,3109 3,84 0,062 

Caséine 0,7176 0,3588 0,3109 1,15 0,368 

NH4NO3 -0,7774 -0,3887 0,3109 -1,25 0,338 

NaCl 1,0326 0,5163 0,3109 1,66 0,239 

ZnSO4.7H2O 0,9426 0,4713 0,3109 1,52 0,269 
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 Modélisation 

La production des protéines s’exprime sous forme de l’équation suivante où seuls les deux 

facteurs X2 et X6 sont retenus :  

ŶSSF    =   4,32 + 0,434 X2 + 0,321 X6 + ε 

Où    X2 : caséine,  X6 : NaCl    

 

2.3.3. Effets des facteurs testés sur la production de biomasse en SmF 

Les résultats de biomasse ainsi que leur analyse statistique sont mentionnés dans les Tableaux 

16b. et 19. D’après ces tableaux, le poids du mycélium sec d’Aspergillus oryzae dans la 

culture liquide varie de 3,55 à 8,79 g/l avec une moyenne de 6,16 g/l. La simple observation 

de ces résultats montre que la meilleure croissance est enregistrée dans l’essai n° 3 contenant 

le son de blé, le NaCl et le ZnSO4 ; alors que la plus faible croissance est obtenue dans l’essai 

n° 8 où le milieu ne contient aucun des facteurs testés.  

 Effet du son de blé 

L’addition du son de blé influence de façon hautement significative la production de la 

biomasse en SmF (p = 0,062). Il est considéré comme source adéquate de carbone et 

d’énergie, entraînant une augmentation de 67,25%. Ceci est confirmé par les travaux de 

Sandhya et al. (2005b) qui préconisent l’utilisation du son de blé comme substrat de base dans 

les milieux de cultures. Sun et al. (2008) rapportent également l’augmentation de la 

croissance de Penicillium decumbens cultivée dans un milieu supplémenté par le son de blé. 

 Effet de la caséine 

L’apport en azote organique sous forme de caséine a un effet positif faible et non significatif 

sur la croissance mycélienne, car le milieu de base de déchets de tomates renferme de l’azote 

organique sous la forme de protéines (12,33%).  

 Effet du nitrate d’ammonium 

Le nitrate d’ammonium exerce de son côté un effet négatif non significatif. Ces résultats 

semblent être en accord avec les travaux de Johnvesly et Naik (2001) et de Patel et al. (2005) 

qui rapportent le même phénomène de répression de la croissance par l’ammonium.  
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 Effet du NaCl 

Le NaCl à 0,1% affecte positivement la croissance mycélienne (p = 0,239) ; il entraîne une 

augmentation de 29% de biomasse. Ce résultat corrobore les études de Wang et al. (2005a) et 

de Patel et al. (2005) qui ont trouvé que l’addition du NaCl favorise fortement la croissance 

d’A. oryzae et de Bacillus sp., respectivement. C’est dû à la tolérance de NaCl par A. oryzae 

(Wang et al., 2005a). 

 Effet de ZnSO4 

La présence de sulfate du zinc dans le milieu de culture a un effet positif (p = 0,269) se 

traduisant par une augmentation du poids du mycélium de 26,55%. Cela s’explique par le rôle 

du zinc comme cofacteur enzymatique ; en effet, il existe plus de 300 enzymes dont l’activité 

dépend des ions Zn
++

 (Pelmont, 1995).  

 Modélisation 

La réponse expérimentale (la biomasse) s’écrit sous la forme d’une équation du premier degré 

suivante avec sélection de trois facteurs à effet positif significatif. 

 

ŶSmF   =  6,17 + 1,19 X1 + 0,516 X6 + 0,471 X7   + ε 

 

Où    X1 : son de blé, X6 : NaCl,  X7 : ZnSO4  

De cette équation, on constate que le coefficient de régression de la variable explicative X1 est 

le plus important. Donc, la production de la biomasse en SmF est mieux expliquée par cette 

variable. Ceci est confirmé par le taux de signification élevé (p = 0,062). 
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Tableau 20.   Etude statistique de l’effet des facteurs testés sur la production de la 

protéase neutre. 

 

 
a. Culture solide 

Facteur Effet Coef. Er-T Coef. t p 

Constante  13814,3 449,2 30,75 0,001 

Son de blé 332,0 166,0 449,2 0,37 0,747 

Caséine 2364,4 1182,2 449,2 2,63 0,119 

NH4NO3 -1923 -961,5 449,2 -2,14 0,166 

NaCl 1586 793,0 449,2 1,77 0,220 

ZnSO4.7H2O 427,6 213,8 449,2 0,48 0,681 

 

 

 

 

 

 
b. Culture liquide 

Facteur Effet Coef. Er-T Coef. t p 

Constante  2324,63 62,06 37,46 0,001 

Son de blé 251,76 125,88 62,06 2,03 0,180 

Caséine -162,24 -81,12 62,06 -1,31 0,321 

NH4NO3 -77,76 -38,88 62,06 -0,63 0,595 

NaCl 202, 76 101,38 62,06 1,63 0,244 

ZnSO4.7H2O 55,26 27,63 62,06 0,45 0,700 
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2.3.4. Effet des facteurs sur la production de la protéase neutre 

En culture solide, l’activité protéolytique varie de 10379 U/g à 17512 U/g avec une moyenne 

de 13814,25 U/g (Tableau 16a). L’activité la plus élevée est constatée dans l’essai n° 4 où le 

milieu de base est enrichi en caséine, en NaCl et en ZnSO4. La composition de ce dernier 

semble être favorable aussi bien pour la production de l’enzyme ciblée (17512 U/g) que pour 

la production de protéines (5,35 g/l). Par contre, l’activité la plus faible est obtenue dans 

l’essai n° 6 où le milieu de culture contient le nitrate d’ammonium et le ZnSO4.  

En ce qui concerne la culture liquide, l’activité protéolytique varie de 2117 U à 2813 U avec 

une moyenne de 2324,6 U (Tableau 16b). L’activité protéolytique la plus importante est 

constatée dans l’essai n° 3 où le milieu de base est enrichi par le son de blé, le NaCl et le 

ZnSO4. La composition de ce dernier semble favorable pour la production de la protéase 

neutre (2813 U) et pour la croissance microbienne (8,79 g/l). Au contraire, l’activité la plus 

faible est obtenue dans l’essai n° 6 contenant le nitrate d’ammonium et le ZnSO4.  

L’analyse statistique des résultats de la culture solide (Tableau 20a) et de la culture liquide 

(Tableau 20b) permet la mesure de l’effet de chaque facteur.  

     

 Effet du son de blé 

Dans la culture solide, l’augmentation de la production de la protéase neutre liée à la présence 

du son de blé est non significative. Ce qui diffère des résultats de Chutmanop et al. (2008) où 

de meilleurs rendements sont obtenus lorsque le son de riz est enrichi par du son de blé.  

Par contre, dans la culture liquide, le son de blé à 1,45% (w/v) engendre un effet très 

significatif (p = 0,180) entraînant une augmentation de 11,24%.    

Plusieurs auteurs ont remarqué l’efficacité du son de blé dans la synthèse des protéases ; 

Kumar et al. (2002) ont montré la potentialité de ce substrat pour la production de protéases 

par Bacillus sp. S4 et Pseudomonas sp. S22 en SmF. Il en est de même pour Sandhya et al. 

(2005b) qui ont trouvé que le son de blé est le substrat le plus efficace pour la production de la 

protéase neutre par A. oryzae NRRL 1808 soit en SSF ou en SmF.  

Par ailleurs, la farine de blé entraîne un effet similaire à celui du son de blé. En effet, Joo et 

Chang (2005) ont montré qu’à 1%, elle augmente la production de la protéase par un facteur 

de 2,4 ; tandis que Margesin et al. (2005) ont trouvé que l’addition de 2% de la farine de soja
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et de 0,5% de la farine de blé dans le milieu de culture de Pedobacter cryoconitis a augmenté 

la production de la métalloprotéase d’environ 40%.  

Ces résultats en culture solide s’expliquent par la présence de quantités suffisantes de sucres 

solubles dans les déchets de tomates ; donc, l’addition du son de blé n’améliore pas la 

production et peut jouer le rôle d’un répresseur de la synthèse des protéases (Sandhya et al., 

2005a). 

En culture liquide, l’extrait de déchets de tomates est pauvre en sucres solubles du fait qu’une 

quantité importante de sucres solubles et de protéines est perdue avec les résidus solides 

débarrassés de ces déchets au cours de la centrifugation. En effet, l’enrichissement du milieu 

de culture en son de blé complète l’apport en sucre et en protéines aussi, car le son de blé en 

contient 18% d’amidon, 5% de sucres solubles et environ 18% de protéines : (Illman et al., 

1993; Sun et al., 2008).  

  

 Effet de la caséine 

Bien que les déchets de tomates soient riches en protéines, la présence de la caséine à 1% 

(w/v) dans le milieu conduit à une augmentation significative (p = 0,119) de la production de 

la protéase neutre de 18,23% en SSF par rapport au milieu de base. Des résultats similaires 

sont rapportés par différents travaux sur culture solide, aussi bien chez Aspergillus oryzae 

NRRL 2160 où la caséine augmente le rendement en protéase neutre par 59% (Battaglino et 

al., 1991), que chez Aspergillus niger var. tieghem où la présence de la caséine avec le son de 

blé augmente l’activité de la protéase acide d’environ 1,4 fois (Chakraborty et al., 1995).  

Cependant, ces résultats sont en désaccord avec ceux de Sumantha et al. (2005) chez A. 

oryzae, de Chellappan et al. (2006) chez Engyodontium album et de Lazim et al. (2009) chez 

Streptomyces sp, qui ont tous trouvé que l’addition de la caséine dans le milieu de culture 

solide à base de son de blé n’augmentait pas la production de protéase.  

L’induction de l’activité protéolytique par l’enrichissement des substrats en protéines semble 

être dépendante de la souche microbienne et du type de substrat utilisé pour l’expérience 

(Agrawal et al., 2005). Les sources d’azote organiques sont des inducteurs de la production 

d’une grande quantité de protéase par rapport aux sources inorganiques (Wang et al., 2008a).  

La caséine pourrait donc fournir les peptides nécessaires au processus d’induction.  
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Au contraire des SSF, la caséine à 1% (w/v) n’entraîne pas d’effet significatif sur la 

production de l’enzyme en SmF ; dans ce cas, l’effet est négatif et non significatif. Ceci est en 

accord avec les résultats de plusieurs études qui signalent des activités protéolytiques très 

faibles produites en présence de caséine en SmF (Joo et Chang, 2005; Laxman et al., 2005; 

Tari et al., 2006; Chi et al., 2007; Abidi et al., 2008; Hajii et al., 2008). Ceci est probablement 

dû à la nature du substrat azoté ; en effet, les  substrats simples tels que la caséine et la 

gélatine possèdent une faible solubilité et donnent des faibles rendements en activités 

enzymatiques en SmF. Au contraire, les substrats complexes tels que la farine de soja 

entraînent de bons rendements en activités protéolytiques (Sumantha et al., 2006).  

Cependant, lorsque le milieu est préparé avec des substrats autres que les déchets de tomates, 

la caséine peut devenir inductible de la production des protéases. C’est le cas de la production  

de la protéase alcaline en SmF par Bacillus horikoshii développée sur la farine de soja (1,5% ; 

w/v) et la caséine (1%, w/v) (Joo et al., 2002).  

 

 Effet du nitrate d’ammonium 

L’enrichissement par le NH4NO3 à 0,5% (w/v) influe négativement sur la production de la 

protéase neutre dans les deux types de culture. Dans la culture solide, l’influence est 

significative (p = 0,166) conduisant à une diminution de 14,83% de l’activité protéolytique, 

alors qu’en culture liquide, l’influence est non significative (p = 0,595).  

Ce résultat est confirmé par la littérature où la production de la protéase est inhibée par les 

ions ammonium (Markovits et Acevedo, 1980; Patel et al., 2005; Srinubabu et al., 2007; Devi 

et al., 2008), alors qu’elle est augmentée par les sources azotées organiques comme le 

tryptone, la peptone, l’extrait de levure et la farine de soja (Rao et al., 2006; Abidi et al., 

2008). Ces conclusions supportent le phénomène de la répression de la croissance et la 

production de l’enzyme par l’ammonium décrite par Johnvesly et Naik (2001) et Patel et al. 

(2005).  

Cependant, les travaux de Sumantha et al. (2005) et Chellappan et al. (2006) ont montré un 

effet positif de NH4NO3 sur la production de la protéase en culture solide. Par ailleurs, Ambati 

et Ayyanna (2001) ont pour leur part trouvé que cette source azotée augmente le rendement en 

acide citrique par Aspergillus niger.  
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 Effet du NaCl 

L’utilisation du NaCl à 0,1% (w/v) dans le milieu de culture semble avoir un effet positif 

significatif sur la production de la protéase neutre, aussi bien dans la culture solide (p = 

0,220)  que dans la culture liquide (p = 0,244) ; les augmentations sont de 12,23% en SSF et 

de 9% en SmF.  

Ce résultat corrobore les études de Wang et al. (2005a) qui démontrent que la  concentration 

optimale pour l’amélioration de la production de protéase par A. oryzae est de 1%. Des 

résultats similaires ont été obtenus avec d’autres microorganismes ; c’est le cas de l’archaeon 

haloalcalophile Natronococcus occultus qui sécrète la protéase à 1-2 M de NaCl (Patel et al., 

2005) et de Aspergillus clavatus ES1 qui produit une protéase alcaline en présence de 0,3 g/l 

du NaCl (Hajii et al., 2007). 

Ces résultats  peuvent être expliqués par le rôle protecteur des ions Na
+ 

contre la dénaturation 

de
 
l’enzyme (Murthy et Naidu, 2010). 

 

 Effet de  ZnSO4 

L’addition du ZnSO4.7H2O à 0,01% (w/v) au milieu de culture n’a aucun effet significatif sur 

la production de l’enzyme dans les deux types de cultures malgré que la protéase neutre d’A. 

oryzae soit une enzyme à zinc et que ce métal joue un rôle capital dans le maintien de 

l’activité enzymatique (Sumantha et al., 2006). Ces résultats sont similaires à ceux trouvés par 

Hajii et al. (2008).  

L’absence d’effet significatif du zinc pourrait s’expliquer par sa présence en quantité 

suffisante dans les déchets de tomates (Alvarado et al., 2001). Cependant, plusieurs études 

préconisent l’emploi de ce sel pour la production de la protéase (Hajii et al., 2007; Rajmalwar 

et Dabholkar, 2009). 
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 Modélisation  

L’analyse statistique permet d’exprimer la production de la protéase neutre par Aspergillus 

oryzae NRRL 2220 en fonction des facteurs sélectionnés, c’est-à-dire ayant un effet 

significatif positif : 

 

ŶSSF   =  13814  + 1182 X2 + 793 X6  + ε 

ŶSmF  =  2325  + 126 X1 + 101 X6 + ε 

 

En effet, la production de la protéase neutre est mieux expliquée par les variables explicatives 

ayant les coefficients de régression les plus importants, à savoir X2 (caséine) et X6 (NaCl) en 

SSF et X1 (son de blé) et X6 ( NaCl) en SmF. 

 

La détermination des concentrations optimales des facteurs sélectionnés nécessite d’employer 

un autre plan d’expériences représenté par le plan composite centré de Box et Wilson (1951). 
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Tableau  21.   Résultats de l’activité de la protéase neutre produite selon le plan composite centré 

de Box et Wilson. 

a. Culture solide 

N
° 

d’essai 
Niveaux codés 

Activité protéolytique 

(U/g) 

 
Caséine NaCl 

 

 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

 

-1 

1 

-1 

1 

0 

0 

0 

-1,414 

0 

1,414 

0 

 

-1 

-1 

1 

1 

0 

0 

0 

0 

-1,414 

0 

1,414 

 

15270 

17470 

14145 

15670 

16920 

16870 

17145 

15220 

16320 

18045 

14545 

 

 

 

 
b. Culture liquide 

N
° 

d’essai 
Niveaux codés 

Activité protéolytique 

(U) 

 
Son de blé NaCl 

 

 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

 

-1 

1 

-1 

1 

0 

0 

0 

-1,414 

0 

1,414 

0 

 

-1 

-1 

1 

1 

0 

0 

0 

0 

-1,414 

0 

1,414 

 

2270 

3700 

2070 

3570 

3900 

3830 

3850 

1690 

3670 

3530 

2520 
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2.3.5. Détermination des optima par la méthode de Box et Wilson 

Les résultats de l’ensemble des réponses de l’activité protéolytique réalisées selon le plan 

expérimental de Box et Wilson (1951) sont rassemblés dans le Tableau 21a pour les cultures 

solides et le Tableau 21b pour les cultures liquides.  

2.3.5.1. Analyse de la variance 

Les valeurs observées de R
2 

montrent que le modèle peut expliquer des variations totales de la 

réponse à 97,60% en SSF et à 96,64% en SmF (une valeur > 0,75 indique la validité du 

modèle). Cela veut dire que le modèle choisi est représentatif du système et confirme la forte 

relation qui existe entre la production de la protéase neutre et les deux facteurs dans les deux 

types de cultures (Tableau 22a et 22b). Le R
2

 ajusté corrige les valeurs de R
2
. Les valeurs de 

R
2
 ajusté (95,19% en SSF; 93,28% en SmF) dans cette étude préconisent une signification 

élevée du modèle (pour un bon modèle statistique, la valeur de R
2
 devrait être la plus proche 

possible de 1) (Dagnelie, 1977). 

L’analyse de la variance confirme les résultats de R
2
 et donne une statistique  F = 40,58 > (p 

< 0,001) pour la culture solide et F = 28,75 > (p = 0,001) pour la culture liquide. Cela 

confirme aussi la forte corrélation existant entre la production de la protéase neutre et les 

facteurs sélectionnés dans chacune des deux types de cultures. Les résultats montrent par 

ailleurs que la valeur observée F pour la régression linéaire est beaucoup plus élevée que la 

valeur tabulée p aussi bien en SSF ; F = 72,72 > (p < 0,001) qu’en SmF ; F = 46,55 > (p = 

0,001). C’est aussi le cas pour les effets des carrés ; en SSF : F = 27,99 > p = 0,002 et en 

SmF : F = 25,32 > p = 0,002 (Annexe 6).  

En se basant sur les résultats obtenus avec les analyses de la régression, l’interaction entre le 

NaCl et la caséine en culture solide se traduit par un effet négatif sur la production de la 

protéase neutre (β12 = - 168,7 ; F = 1,49 > p = 0,277). Par contre, en culture liquide, 

l’interaction du NaCl avec le son de blé a un effet positif (β12 = 17,5 ; F = 0,03 < p = 0,877). 

Dans les deux types de cultures, les effets sont non significatifs.  De ce fait, les termes X1 et X2  

du modèle sont hautement significatifs (p < 0,05), alors que l’effet des interactions est non 

significatif (p > 0,05) (Tableau 22a et Tableau 22b). 
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Tableau 22.   Analyse statistique des résultats du plan composite centré. 

 

 

a. Culture solide 

Terme Coef. Er-T. Coef. t p 

Constant 16978,4 159,81 106,243 0,000 

X1 965,1 97,87 9,861 0,000 

X2 -679,5 97,87 -6,943 0,001 

X1
2
 -271,4 116,50 -2,330 0,067 

X2
2
 -871,6 116,50 -7,481 0,001 

X1 X2 -168,7 138,40 -1,219 0,277 

R
2
= 97,60%,  R

2
 (prév) = 84,21%,  R

2
 (ajust) = 95,19% 

 

 

 
b. Culture liquide 

Terme Coef. Er-T. Coef. t p 

Constante 3859,99 124,14 31,093 0,000 

X1 691,57 76,03 9,096 0,000 

X2 -244,55 76,03 -3,217 0,024 

X1
2
 -612,60 90,50 -6,769 0,001 

X2
2
 -370,03 90,50 -4,089 0,009 

X1 X2 17,50 107,51 0,163 0,877 

R
2
 = 96,64%,  R

2
 (prév) = 76,28%,  R

2
 (ajust) = 93,28% 
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2.3.5.2. Forme des modèles 

La production de la protéase neutre (Ŷ) en fonction des facteurs utilisés est exprimée par les 

équations du second degré suivantes : 

ŶSSF  =  16978,4 + 965,1 X1 - 679,5 X2 - 271,4 X1
2
 - 871,6 X2 

2
 - 168,7 X1 X2                 (1) 

 Où :  X1 est la caséine     et     X2 est le NaCl. 

ŶSmF  =  3859,99 + 691,57 X1  - 244,55 X2 - 612,60 X1
2

 - 370,03 X2 
2 

+  17,50 X1 X2     (2) 

 Où :  X1 est le son de blé       et     X2 est le NaCl. 

 

2.3.5.3. Calcul des optima 

Les optima des facteurs utilisés sont obtenus par le calcul des dérivées partielles des équations 

(1) et (2), ce qui permet de déterminer les coordonnées codées des extremums qui sont ensuite 

convertis en valeurs réelles traduisant les valeurs optimales des facteurs retenus (caséine et 

NaCl en SSF, son de blé et NaCl en SmF) (Tableau 23). 

 

Tableau 23.   Coordonnées codées des extremums des facteurs étudiés en SSF et en 

SmF et leurs valeurs réelles. 

 Facteurs Coordonnées codées Valeurs réels 

SSF Caséine 1,96 19,8 g/l 

 NaCl - 0,58 0,92 g/l 

SmF Son de blé 0,56 17,92 g/l 

 NaCl - 0,32 1, 18 g/l 

 

 Optima en SSF  

o Caséine  

La concentration optimale de la caséine en SSF est évaluée à 19,8 g/l. Cette valeur est très 

proche de celle rapportée par Battaglino et al. (1991) pour la production de cette même 

enzyme par la souche A. oryzae NRRL 2160 ; les auteurs rapportent une  concentration de 20 

g/l de caséine dans un milieu à base de coque du riz : son du riz (7 : 3).  
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o NaCl 

La concentration optimale de NaCl est de 0,92 g/l. Cette valeur est en parfaite concordance 

avec celles préconisées par Sumantha et al. (2008) et Paranthaman et al. (2009) qui décrivent 

l’utilisation de 1 g/l de chlorure de sodium pour la production d’une protéase neutre, les 

premiers par A. oryzae NRRL 2217 sur un mélange de substrats solides, son de blé et déchets 

d’huile de noix de coco (3 : 1) et les derniers par A. niger MTCC 281 sur déchets de riz.  

 Optima en SmF 

o Son de blé 

La concentration optimale de son de blé en SmF est de 17,92 g/l. Ce résultat corrobore celui 

obtenu par Mehta et al. (2006) qui ont trouvé que 15 g/l de son de blé ajoutés à 10 g/l de 

farine de blé peuvent augmenter la production de la protéase alcaline par Streptomyces sp. De 

plus, Hajji et al. (2007) recommandent l’utilisation de ce substrat à 10 g/l avec 2 g/l de la 

farine du poisson et des sels minéraux pour la production d’une protéase alcaline par 

Aspergillus clavatus ES1. Ces différences sont dues apparemment à la composition du milieu 

et à la souche microbienne utilisée. 

o NaCl 

La concentration optimale de NaCl en SmF est de 1,18 g/l. Ce résultat est inférieur à celui 

préconisée par Sandhya et al. (2005b) qui décrivent l’utilisation de 5 g/l de NaCl pour la 

production de la protéase neutre par A. oryzae NRRL 1808 sur son de blé (2%; w/v), ainsi 

qu’elle est inférieur à celui rapportée par Sinsuwan et al. (2008) en optimisant la production 

de la protéase alcaline par Virgibacillus sp et ont déduit une concentration optimale de 5%.  

 Conclusion  

La méthode statistique adoptée dans cette étude représentée par le plan composite centré de 

Box et Wilson (1951) a permis d’établir la composition du milieu de culture pour une 

production maximale de la protéase neutre par A. oryzae NRRL 2220 : 

o Pour la culture solide : déchets de tomates avec un taux d’humidité de 60% ; 

l’agent humidifiant contenant 19,8 g/l de caséine et 0,92 g/l de NaCl. 

o Pour la culture liquide : milieu de base à 4% (w/v) de déchets de tomates enrichi 

par 17,92 g/l du son de blé et 1,18 g/l de NaCl. 
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Fig. 8.  Evolution de la production de la protéase neutre par A. oryzae NRRL 2220 

sur milieu solide. 

  

 

 

Fig. 9.  Evolution de la production de la protéase neutre par A. oryzae NRRL 2220 sur 

milieu liquide. 
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2.3.6. Test de confirmation 

Les résultats de l’optimisation sont confirmés par des cultures sur les milieux contenant les 

facteurs sélectionnés à la valeur optimale déterminée par le plan de Box et Wilson. Les 

activités protéolytiques obtenues sont comme suit : 

 18113 U/g pour le milieu solide.   

 4506 U pour le milieu  liquide.  

Ces tests montrent qu’en milieu solide le résultat est très proche de l’activité maximale 

obtenue par le plan d’expériences (18045 U/g), alors qu’en milieu liquide, la valeur-test a 

augmenté de 15,5% par rapport à l’activité maximale mesurée dans le cadre du plan de Box et 

Wilson (3900 U).   

 

3. Cinétique de production de la protéase neutre par A. oryzae en SSF et 

en SmF 

La production de la protéase neutre par A. oryzae NRRL 2220 est représentée dans la Fig. 8 

pour les cultures en SSF et dans la Fig. 9 pour les cultures en SmF. L’activité enzymatique a 

été détectée dans le filtrat de la culture dés le premier jour. Durant les premières 24 h, 

l’activité est très faible, surtout dans la culture solide ; cela indique que les spores sont 

métaboliquement dormantes et que la dégradation du substrat ne peut s’installer qu’après la 

germination (Assamoi et al., 2009).  

Le profil cinétique montre que la production maximale est obtenue après 96 h de 

fermentation, aussi bien dans la culture solide (21309 U/g) que dans la culture liquide (4687 

U). Le même temps de production est rapporté aussi bien pour la production de protéase 

neutre par Microbacterium sp. kr10 (Thys et al., 2006) que pour la protéase alcaline par 

Colwellia sp. NJ341 et A. oryzae CFR 305 (Wang et al., 2008a; Murthy et Naidu,  2010). Par 

ailleurs, Battaglino et al. (1991) indiquent un intervalle de temps de 72-96 h nécessaire pour 

la production d’une activité maximale de la protéase neutre par A. oryzae NRRL 2160 

cultivée sur le son de blé en SSF.  

Cependant, d’autres travaux rapportent des temps de fermentation différents selon l’activité 

protéasique mesurée ; 84 h pour Chutmanop et al. (2008), 72 h pour Sandhya et al. (2005b), 

Hajji et al. (2008) et Kumar et al. (2008b) et 44 h pour García-Gómez et al. (2009).   
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Au-delà de 96 h,  la production montre un déclin du rendement en enzyme dans les deux types 

de cultures. Cela s’explique par plusieurs raisons : épuisement de nutriments disponibles pour 

le microorganisme et donc l’arrêt de la production ; car les enzymes sont des métabolites 

primaires, ainsi au variation de pH (Sandhya et al., 2005b; Sumantha et al., 2005; García-

Gómez et al., 2009), production d’acides aminés et de composés à faible poids moléculaire 

(Gupta et al., 2002), ainsi que la libération des protéases endogènes lors de la destruction 

complète des cellules (Wang et al., 2005a).   
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Fig. 10.   Effet du pH sur l’activité protéolytique produite en SSF. 

 

 

 

 

 

Fig. 11.   Effet du pH sur l’activité protéolytique produite en SmF. 
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4. Etude de quelques caractéristiques de la protéase produite par 

Aspergillus oryzae en SSF et en SmF 

 

4.1. pH optimal 

L’analyse de la variance (ANOVA) des résultats montre que le pH a un effet significatif sur 

l’activité enzymatique de la protéase neutre d’A. oryzae NRRL 2220 des deux types de culture 

[F = 21,908  >  (p = 0,001) pour SSF et F = 28,649  >  (p < 0,001) pour SmF] (Annexe 7). 

L’effet du pH sur l’activité protéolytique donne un pH optimal de 6,8 pour la protéase neutre 

des deux types de cultures (Fig. 10 et 11). Ces résultats sont très proches du pH optimal de la 

protéase neutre produite par plusieurs moisissures. En effet, les protéases neutres d’A. oryzae 

présentent des pH optimums de 7 (Sekine, 1972a; Benkahoul, 2002; Sumantha et al., 2005) ; 

entre 6,0 et 7,0 (Battaglino et al., 1991) et de 7,2 (Boukhalfa, 2003). La protéase neutre de 

Penicillium sp. montre un pH optimum de 6,5 (Germano et al., 2003). En outre, les protéases 

neutres microbiennes sont généralement actives dans un intervalle de pH compris entre 5 et 9 

(Ferrero, 2000).  

Par ailleurs, une deuxième augmentation de l’activité est observée après le pH 7,5. Cela 

indique la co-production d’une protéase alcaline ayant un pH optimal de 9,5 pour la SSF et de 

9 pour la SmF. A. oryzae NRRL 2220 produit donc plusieurs protéases comme chez beaucoup 

de moisissures (Mechakra et al., 1999). De cette étude, l’extrait enzymatique brut peut 

contenir plusieurs protéinases (Sumantha et al., 2005; Sinsuwan et al., 2008).    

Les protéases neutres servent beaucoup à la fabrication d’aliments traditionnels en Extrême 

Orient tel que le shoyu (sauce de soja) même si les protéases alcalines sont produites en plus 

grandes quantités, en effet le pH du koji est voisin de pH 6,7-7,0 (Botton et al., 1990).  
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Fig. 12.   Effet de la température sur l’activité protéolytique produite en SSF. 

 

 

 

Fig. 13.   Effet de la température sur l’activité protéolytique produite en SmF. 
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4.2. Température optimale 

L’analyse de la variance des résultats (ANOVA) révèle que la température exerce un effet 

significatif sur l’activité enzymatique de la protéase neutre d’A. oryzae NRRL 2220 des deux 

types de culture [F = 17,481 > (p = 0,002) pour SSF et F = 9,729 > (p = 0,010) pour SmF] 

(Annexe 8).  

L’effet de la température sur l’activité de la protéase neutre montre que l'enzyme est active 

dans une large gamme de température ; l'activité maximale est enregistrée à 50°C aussi bien 

pour l’enzyme produite en SSF (Fig. 12) que pour celle produite en SmF (Fig. 13). Au-delà de 

cette température, l’activité protéolytique diminue ; l’enzyme devient presque inactive, cela 

prouve l’instabilité des structures conformationnelles (Kumar et al., 2008a).  

L’enzyme produite au cours de cette étude apparait comme une protéase mésophile. 

Cependant, une fraction mineure de l’activité est observée à 65°C.   

La température optimale de 50°C est obtenue par plusieurs auteurs aussi bien pour la protéase 

neutre d’A. oryzae (Boukhalfa, 2003; Sumantha et al., 2005) que pour la protéase alcaline 

d’Aspergillus clavatus ES1 (Hajji et al., 2007), de Virgibacillus sp. SK33 (Sinsuwan et al., 

2008) et d’Aspergillus oryzae 2095 (García-Gómez et al., 2009). 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 

l’espèce microbienne et d’autre part, de la niche écologique dans laquelle elle vit. En effet, les 

températures optimales des protéases bactériennes sont généralement plus élevées que celles 

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

D’autre part, les métalloprotéases des souches antarctiques de Pseudomonas sp. montrent des 

activités maximales à 40°C (Vazquez et al., 2004). 
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Fig. 14.   La stabilité de la protéase neutre à sa température optimale. 
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4.3. Stabilité de la protéase neutre à la température optimale 

L’étude de la stabilité de l’enzyme à la température optimale (50°C) est réalisée en incubant 

l’enzyme à des temps variant de 10 à 90 min à pH 6,8. La Fig. 14 représente l’évolution de 

l’activité après 10 min d’incubation, soit après que l’activité maximale de l’enzyme soit 

atteinte. L’activité résiduelle est de 74% après 20 min et de 64% après 30 min pour la 

protéase neutre des deux types de cultures. Après 90 min l’enzyme ne garde que 37% de son 

activité maximale pour la SSF et 42% pour la SmF.   

Les valeurs du temps de demi-vie (t1/2) à 50°C pour la protéase neutre de SSF et de SmF sont 

de 54 min et de 65 min, respectivement. Des résultats similaires sont décrits par García-

Gómez et al. (2009) qui ont comparé le t 1/2 de la protéase d’A. oryzae 2095 cultivée en SSF 

avec celui de l’extrait commercial (Flavourzyme 500 MG
®
) ; le résultat est de 52 min à 50°C 

pour la première et de 25 min à 50°C pour la dernière. D’autre part, Vazquez et al. (2004) 

rapportent un  t 1/2 de 22 min à 50°C pour des métalloprotéases des souches antarctiques.  

Les profils de la température et de la stabilité de l'enzyme révèlent que l'enzyme n'est pas 

thermostable. Cependant, il existe plusieurs champs d'application de cette protéase. Par 

exemple, lorsqu’il est nécessaire d’inactiver sélectivement des protéases après leur action 

dans un mélange de protéines (Vazquez et al., 2004) ; de telles enzymes pourraient être de 

nouveaux outils utiles dans la biologie moléculaire. Par ailleurs, les protéases thermolabiles 

pourraient être utiles pour de nouvelles applications telles que la purification des produits 

entre les étapes enzymatiques (Margesin et al., 2005). En outre, la plupart des industries 

alimentaires telles que la boulangerie exigent que leurs processus soient portés à des 

températures autour de 50-60°C ; la protéase neutre d’A. oryzae pourrait servir alors comme  

agent de transformation des aliments (Sumantha et al., 2005). 

En se basant sur le pH optimal et la température optimale, les résultats ont montré la 

convenance de l’enzyme pour les applications biotechnologiques où des valeurs de 

température de 30 à 55 °C et du pH de 6 à 10 sont exigées.  
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Tableau 24.   Effet de quelques effecteurs sur l’activité protéolytique. 

Effecteurs Concentration Activité résiduelle 

(%) 

  SSF SmF 

Contrôle  100 100 

EDTA 1 mM 71,65 69,1 

 5 mM 47,19 30,77 

ZnSO4 1 mM 119,14 120,65 

 5 mM 118,31 122 

CaCl2 1 mM 112,31 115,96 

 5 mM 119,37 120,27 

NaCl 1% 108,68 102,6 

 5% 95,02 81,55 

Tween 80 1% 112 121,67 

 2% 121,62 141,69 
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4.4. Effet des effecteurs 

L’étude de l’action de quelques effecteurs (EDTA, Zn
++

, Ca
++

, NaCl et Tween 80) sur 

l’activité protéolytique a donné les résultats résumés dans le Tableau 24.  

4.4.1. Effet de l’EDTA 

Les résultats de l’action de l’EDTA montrent une inhibition de l’activité de la protéase neutre 

synthétisée en SSF ou en SmF. A 5 mM, l’EDTA réduit l’activité de la protéase neutre en SSF 

de 52,81% en SSF et de 69,23% en SmF. Cela indique la présence d’ions métalliques dans le 

site actif de l’enzyme ; celle-ci appartient donc au groupe des métalloprotéases. En effet, 

l’EDTA est un agent chélateur qui se lie spécifiquement avec les cations divalents (Joo et 

Chang, 2005), d’où l’inhibition observée. Ces valeurs sont similaires à celles décrites par 

Sekine (1972a), Nakadai et al. (1973), Boukhalfa (2003), Margesin et al. (2005) et Wang et 

al. (2008b) qui ont montré la nature métalloprotéasique des protéases étudiées.  

4.4.2. Effet du zinc  

D’après le Tableau 24, les ions Zn
++

 exercent un effet positif sur l’activité de l’enzyme pour 

les deux types de cultures. Ce résultat de l’effet du zinc est en accord avec celui de Boukhalfa 

(2003) et de Margesin et al. (2005) pour la métalloprotéase d’A. oryzae et de Pedobacter 

cryoconitis, respectivement.  

A 1 mM, ZnSO4 engendre une augmentation de l’activité de la protéase neutre de 19% en SSF 

et de 20% en SmF, à 5 mM, l’augmentation est pratiquement la même qu’à 1 mM. Cela 

indique la présence du zinc dans le site actif de la protéase neutre d’A. oryzae et que celui-ci 

joue un rôle capital dans le maintien de l’activité. Zn
++

 est ici le métal pour lequel l’activité de 

l’enzyme est dépendante (Rao et al., 1998; Sumantha et al., 2006). Donc, ce résultat confirme 

l’effet de l’EDTA.  

4.4.3. Effet du calcium 

La présence du calcium dans le mélange réactionnel a un effet positif sur l’activité 

protéolytique pour les deux types de culture, où il entraîne une augmentation d’environ 20%. 

Ce même effet est mentionné pour les protéases de plusieurs moisissures (Sumantha et al., 

2005; Hajji et al., 2007; Devi et al., 2008).  
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Les liaisons peptidiques des systèmes enzymatiques peuvent se lier avec les ions Ca
++

. En 

effet, les sites de liaison du calcium avec la liaison peptidique impliquent des boucles de 

surfaces qui permettent une augmentation de la stabilité de la liaison peptidique et fournissent 

une atmosphère protectrice contre les conditions de l’environnement extraordinaires (Kumar 

et al., 2008a) ; les ions Ca
++

,
 
non seulement protègent l’enzyme contre la dénaturation, mais 

aussi augmentent largement l’activité (Agrawal et al., 2005).  

4.4.4. Effet du NaCl 

Le NaCl affecte peu l’activité protéolytique d’A. oryzae ; à 1% elle augmente de 9% en SSF et 

de 3% en SmF. Par contre, à 5% l’enzyme perd 5% d’activité en SSF et 18,45% en SmF. 

L’augmentation de l’activité s’explique par une augmentation des interactions hydrophobes 

entre le site actif de la protéase et le substrat, provoquée par la présence d’une faible 

concentration de NaCl, conduisant à une augmentation de l’activité protéolytique (Sinsuwan 

et al., 2008). D’autre part, le NaCl a été évalué pour son effet comme agent stabilisateur de 

l’activité enzymatique par Laxman et al. (2005), dans ce cas, il n’y a aucun besoin d’addition 

d’agent de conservation.  

Ces résultats sont similaires à ceux obtenus par Nakadai et al. (1973) qui ont trouvé que le 

NaCl à 4% est un stimulateur de l’activité de la protéase neutre II d’A. oryzae, mais il devient 

inhibiteur au-delà de cette concentration.   

4.4.5. Effet de Tween 80 

Le Tableau 24 montre que la protéase neutre d’A. oryzae NRRL 2220 est non seulement 

stable vis-à-vis du Tween 80, mais à 2% (v/v) ce dernier peut engendrer des augmentations 

importantes de l’activité enzymatique (21,62% en SSF et jusqu’à 41,69% en SmF). 

L’augmentation de l’activité est plus élevée pour l’enzyme de SmF, car l’extrait brut de 

l’enzyme en SSF contient déjà de 0,1% Tween 80 utilisé pour l’extraction de l’enzyme. 

Ces résultats corroborent les travaux de Hajji et al. (2007) pour la protéase alcaline 

d’Aspergillus clavatus ES1 après traitement par le Tween 80 (5%) et de Joo et Chang (2005) 

pour une protéase alcaline de Bacillus sp. I-312 après traitement par le Tween 20 à 1%. Tous 

rapportent une grande stabilité de l’enzyme. Cette stabilité peut s’expliquer par le  rôle du 

Tween 80 comme stabilisateur des protéines (Beynon et Oliver, 2004). Cette grande stabilité 

de la protéase indique que l’enzyme pourrait servir dans les détergents (Hajji et al., 2007).  
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5. Comparaison entre milieu solide et milieu liquide 

5.1. Mode de développement de la moisissure sur SSF et SmF 

La croissance d’A. oryzae donne une morphologie différente selon le type de culture. Sur 

milieu solide, la moisissure se développe par extension des hyphes en surface et à l’intérieur 

des particules du substrat, d’où la difficulté à séparer la biomasse du milieu. En milieu 

liquide, elle donne un mycélium sous forme de pellets séparables par simple filtration 

(Fig.15). 

  

 
Fig. 15.   Aspect d’A. oryzae NRRL 2220 

 (a) Substrat fermenté en SSF  

(b) Biomasse séparée en SmF 

 

En SSF le processus de croissance reste encore mal compris ; par contre, en SmF, la 

croissance des hyphes affecte la rhéologie du milieu de culture et par conséquent les 

caractéristiques du mélange. Il en résulte une mauvaise homogénéisation provoquant un 

mauvais transfert du substrat, ce qui modifie la morphologie des moisissures (forme de 

pellets) (Müller et al., 2002). 

5.2. Comparaison des activités de la protéase neutre produite  

Les résultats des optimisations des cultures en SSF et en SmF sont comparés afin de 

déterminer le type de fermentation  donnant le meilleur rendement en protéase neutre produite 

par A. oryzae NRRL 2220. Pour cela, les activités sont exprimées en U/g dans les deux cas 

(Tableau 25). 

  

(b

) 

(a) 
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Tableau 25.   Comparaison des activités produites en SSF et en SmF. 

 
 SSF SmF Efficacité  

SSF/SmF 

Activité protéolytique  

sur milieu de base 
12967 U/g 1120 U/g 11,5 fois 

Activité protéolytique  

sur milieu optimisé* 
18113 U/g 2253 U/g 8 fois 

Taux d’amélioration  40% 101%  

* Composition du milieu ; SSF : 19,8 g/l de caséine et 0,92 g/l de NaCl ; 

          SmF : 17,92 g/l du son de blé et 1,18 g/l de NaCl. 

 

 

En culture solide, l’activité obtenue dans le milieu optimal est de 18113 U/g, alors en culture 

liquide elle est de 2253 U/g. Donc, l’activité de la protéase neutre produite en SSF est 8 fois 

plus élevée qu’en SmF. Cela montre l’efficacité de la technique de SSF pour la production 

d’enzymes par rapport à la technique de SmF, aussi bien pour les moisissures (Sandhya et al., 

2005b; Assamoi et al., 2009) que pour les bactéries (Soares et al., 2005). En effet, une étude 

comparative sur la production de la protéase alcaline en SSF et en SmF par Bacillus 

amyloliquefaciens ATCC 23844 montre que 1 g de son (SSF) est équivalent de 100 ml du 

bouillon (SmF) (George et al., 1997).  

C’est ainsi de plusieurs enzymes hydrolytiques, en particulier les glucoamylases, les protéases 

et les phosphatases, sont produites à grande échelle par A. oryzae en culture solide (Maeda et 

al., 2004). Par exemple, 50 g d’α-amylase sont produits à partir d’un kg de son blé qui est 

approximativement équivalent à 1 L du milieu de culture liquide (Machida et al., 2008) ;  la 

chymosine recombinante est également produite à un taux 500 fois plus élevée dans la culture 

solide sur son de blé, que dans la culture liquide (Oda et al., 2006).  

5.3. Discussion  

Beaucoup de champignons secrètent plus de protéines en cultures solides qu’en cultures 

liquides comme le montrent Oda et ses collaborateurs (2006) dans l’étude de la production de 

protéines extracellulaires au cours de la croissance d’A. oryzae RIB40 sur son de blé. C’est 

ainsi qu’après 32 h et 40 h, A. oryzae a secrété environ 4 à 6,4 fois plus de protéines par mg 

de mycélium dans SSF que celle dans SmF. En SSF, la moitié de ces protéines ont été les α- 

amylases et les protéases, une protéine était le α-mannosidase et les autres protéines sont avec 

fonction inconnu. 
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Cependant, le mécanisme de production des enzymes par A. oryzae reste vague (Maeda et al., 

2004). Plusieurs théories essayent d’expliquer l’efficacité de la SSF par rapport à la technique 

de SmF : 

 A la différence des autres microorganismes, les moisissures  se développent dans la 

nature sur des substrats solides (Battaglino et al., 1991). Les conditions naturelles de 

croissance des cellules ainsi que la disponibilité des nutriments sont donc plus favorables dans 

la culture solide (Sandhya et al., 2005b). 

 

 La croissance des moisissures en hyphes et leur bonne tolérance de aw faibles les 

rendent efficaces et compétitives dans la microflore naturelle pour la bioconversion des 

substrats solides (Rahardjo et al., 2006). Les enzymes hydrolytiques excrétées ont donc une 

action très efficace dans un milieu peu dilué et permettant la pénétration dans la plupart des 

particules de substrats solides. Cette pénétration augmente l’accessibilité des éléments 

nutritifs disponibles dans les particules (Raimbault, 1998).  

 

 Quelques protéines secrétées dans la culture solide se retrouvent piégées dans la 

paroi cellulaire en culture liquide. A. oryzae a donc besoin d'une paroi cellulaire statique dans 

la culture submergée pour s’adapter avec la faible pression osmotique externe. En revanche, il 

n'y a aucun besoin d’une paroi cellulaire statique dans la culture solide ; la paroi cellulaire 

peut être dégagée, par conséquent, la sécrétion des enzymes devient plus facile (Oda et al., 

2006). 

 

 Une analyse protéomique a montré qu’A. oryzae produit une quantité beaucoup plus 

grande de protéines totales dans la culture solide (son du blé) que dans la culture submergée 

(la suspension du son du blé). La sécrétion d'une grande quantité d'enzymes serait nécessaire 

pour obtenir des éléments nutritifs sous une faible activité d'eau libre (Machida et al., 2008). 

De ce fait, plusieurs facteurs de l’environnement affectent l’expression des gènes chez A. 

oryzae et donc divers phénotypes, comme la croissance et la production des enzymes (Oda et 

al., 2006; Ward et al., 2006).  
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Conclusion générale 
 

Le but de cette étude est la production de la protéase neutre par une moisissure filamenteuse, 

Aspergillus oryzae NRRL 2220, sur milieu solide (SSF) et sa comparaison avec le milieu 

liquide (SmF). En effet, de part ses propriétés physiologiques, enzymologiques et 

biochimiques, les moisissures sont le groupe des microorganismes le plus important utilisé 

dans les processus SSF. Pour cela, des déchets agroindustriels (les déchets de tomates) ont été 

utilisés comme substrat, ce qui permet une valorisation de ces déchets et la préparation de 

milieux à moindre coût telle que l’exige la production d’enzymes industrielles. 

L’étude de la composition des déchets de tomates révèle sa richesse en sucres (13,85%) et une 

teneur importante en protéines (12,33%). Ces proportions en sources carbonées et azotées 

conviennent donc aussi bien à la croissance microbienne qu’à la production de 

métabolites. Dans ce cas, la protéase neutre. 

La production de l’enzyme par A. oryzae NRRL 2220 a commencé par fixer le taux 

d’humidité de la culture solide (60%) et la concentration en substrat dans la culture liquide 

(4%). Ces deux milieux ont donné un rendement en activité protéasique élevé qui indique que 

la teneur en protéines des déchets de tomates a  provoqué une bonne induction de la synthèse 

de l’enzyme. 

La production s’est poursuivie par l’optimisation de la composition des milieux de culture en 

réalisant les expériences dans le cadre de deux plans ; le premier pour la sélection des facteurs 

d’enrichissement ayant un effet significatif et le second pour la détermination des optima. 

Pour cela, cinq facteurs de supplémentation des milieux de base sont utilisés : le son de blé, la 

caséine, le nitrate d’ammonium, NaCl et ZnSO4.  

L’analyse statistique des résultats du premier plan (matrice de Plackett et Burman) et la 

modélisation selon une régression linéaire multiple ont permis de sélectionner la caséine et le 

NaCl pour la SSF, le son de blé et le NaCl pour la SmF. L’application du deuxième plan (de 

Box et Wilson) suivi du calcul des optima des facteurs sélectionnés a permis d’établir la 

composition du milieu optimal pour chaque type de culture : 19,8 g/l de caséine avec 0,92 g/l 

de NaCl pour la SSF et 17,92 g/l du son de blé avec 1,18 g/l de NaCl pour la SmF. 
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L’optimisation a ainsi entraîné une augmentation de l’activité enzymatique de 40% en SSF et 

de 101% en SmF. D’autre part, les milieux optimisés sont composés de substrats naturels bon 

marché pouvant entraîner une réduction considérable dans le coût de production. De plus, 

l’utilisation de déchets de tomates constitue un très bon moyen de lutte contre la pollution.  

L’étude cinétique ainsi que l’étude des propriétés physicochimiques de la protéase neutre 

produite par A. oryzae a pour but d’établir les conditions et le mécanisme d’action de 

l’enzyme ce qui permet de montrer ses aptitudes technologiques. Le pH optimal de 6,8, la 

température optimale de 50°C et la stabilité à la température optimale indiquent que cette 

enzyme peut servir dans les applications technologiques telles que la boulangerie et 

biotechnologiques telles que la biologie moléculaire.  

Des informations sur le site actif de l’enzyme sont obtenues après l’étude de l’action des 

effecteurs sur l’activité protéolytique ; celle-ci montre que l’EDTA inhibe la protéase neutre 

d’Aspergillus oryzae alors que le zinc et le calcium  l’activent ; l’enzyme est donc une 

métalloprotéase.  

La stabilité des enzymes reste un aspect critique dans les applications pharmaceutiques et 

industrielles. C’est ainsi qu’à 1% du NaCl, l’activité de la protéase neutre reste stable ; il 

pourrait donc servir comme agent de conservation de l’enzyme. Cette protéase montre 

également une grande stabilité vis-à-vis du Tween 80, indiquant que l’enzyme pourrait servir 

dans les détergents.  

La comparaison entre les fermentations solides et liquides a donné une activité protéolytique 

en SSF 8 fois plus élevée qu’en SmF. Cela confirme l’application de plus en plus fréquente de 

la fermentation solide par l’enzymologie industrielle utilisant des moisissures pour la 

production des protéases. En effet, la culture solide est bien adaptée aux processus de 

développement des moisissures sur des substrats végétaux naturels. En outre, le substrat 

fermenté après SSF pourrait être utilisé comme source directe d’enzymes dans plusieurs 

applications technologiques : en tannerie, comme fourrage ensilé, comme additif alimentaire, 

pour l’hydrolyse ligno-cellulosique et pour le traitement des fibres naturelles.  

Enfin, ces résultats exigent d’autres études et ouvrent de nouvelles perspectives : 

 Tester les milieux optimisés à l’échelle semi-pilote. 

 Mettre au point le protocole de séparation de l’enzyme. 

 Etudier les domaines d’application  de l’enzyme  et son mécanisme d’action. 
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Annexes 
  



Annexe 1 

 

 

 
 Gélose à la pomme de terre 

 

Le milieu pomme de terre dextrose agar (Potato Dextrose Agar), est recommandé pour 

l’isolement, la culture et le dénombrement des levures et des moisissures dans les denrées 

alimentaires et autres produits (Guiraud, 1998). 

La composition chimique type en g/l d’eau distillée de ce milieu est : 

- Infusât de pomme de terre (à partir de 200 g de pomme de terre)……….4 

- Glucose…………………………………………………………………..20 

- Agar-agar………………………………………………………………...15 

pH final 5,6 ± 0,2 à 25°C 

Stérilisation à l’autoclave : 121°C pendant 15 min. 

 

  



Annexe 2 

 

 

 
 Détermination de la matière sèche (MS) 

Le taux de matière sèche exprimé en pourcent de l’échantillon est donné par la formule 

suivante : 

 

 

 

 

 

Dont  P0 : poids initial en gramme, de la prise d’essai ;  

          P : poids en gramme, de la prise d’essai séchée ; 

MS (%) = 100 – H (%)                   d’où  H : humidité  

 

 

 Détermination des cendres 

Le taux de la matière organique (MO) exprimé en pourcent de l’échantillon est donné par la 

formule suivante : 

 

 

 

 

 

Dont  P0 : poids initial en gramme de la prise d’essai ; 

          P : poids en gramme du résidu gris résultant de l’incinération ; 

C (%) = 100 – MO (%)                 d’où C : cendres 

 

  

(P0 – P) x 100/ P0    

 

(P0 – P) x 100/ P0    

 



 

Annexe 3 

 

 
1. Dosage des sucres totaux 

 

 Protocole 

A 1 ml de l’échantillon dilué, est ajouté 1 ml de phénol à 5% et 5 ml de l’acide sulfurique 

95% de pureté. Après agitation, le mélange réactionnel est laissé reposer 10 min à température 

ambiante. Il est ensuite incubé au bain-Marie à 30°C pendant 30 min. La lecture des 

absorbances est effectuée au spectrophotomètre (JENWAY 6315) à 490 nm. 

 

2. Dosage des protéines 

 Réactifs  

   Solution A : Na2CO3 à 2% dans le NaOH (0,1N) ; 

   Solution B : CuSO4, 5H2O à 1% dans l’eau distillée ; 

   Solution C : Tartrate double de sodium et de potassium à 2% dans l’eau distillée ; 

   Solution M : 1 ml de solution C + 1 ml de solution B + 20 ml de solution A ;  

   Réactif de Folin-Ciocalteu dilué au 1/10
éme

. 

 

 Protocole 

A 1 ml de l’échantillon dilué, 1 ml de la solution M est ajouté. Le mélange est laissé reposer 

10 à 15 min à température ambiante, ensuite 3 ml du réactif de Folin est ajouté. Après 

agitation vigoureuse, l’échantillon est incubé à température ambiante à l’obscurité pendant 45 

min. L’absorbance est lue à 750 nm.  

   

  



Annexe 4 

 

 

 

Fig. a. La courbe d’étalonnage de glucose. 

 

 

 

Fig. b.   La courbe d’étalonnage des protéines. 
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Fig. c.   La Courbe d’étalonnage de spores d’Aspergillus oryzae NRRL 2220. 

 

 

Fig. d.   La courbe d’étalonnage de la tyrosine. 
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Annexe 5 

 
Plan d’expériences de Plackett et Burman 

 

Mathématiquement l’effet de chaque facteur ainsi que l’erreur est exprimé comme suit : 

 

E      =         ∑ réponses au niveau (+)   -      ∑ réponses au niveau (-) 

                n n 

 

Où  E : Effet de chaque facteur ; 

       n : Nombre d’apparition du facteur au niveau supérieur ou inferieur, n = 4 

La variance du system est définie comme étant la moyenne des carrées des erreurs, qui peut 

être exprimé par : 

                           VE    =      ∑ (erreurs)
2
  

       N 

 

Où  VE : Variance des effets ;   

       N : nombre des erreurs. 

 

 

L’erreur standard  E . S  est définie comme étant la racine carré de la variance exprimée par : 

 

 

                           E.S   =   √VE 

 

 

La signification de chaque facteur est déterminée par le test-t de Student. 

 

                            t   =  E / E.S  

 

 

Si le test-t est significatif, l’effet est donc dû au changement du niveau du facteur et non pas 

au hasard ni à l’erreur expérimental. C'est-à-dire le changement du facteur du niveau inférieur 

au niveau supérieur entraîne un effet positif ou négatif sur la réponse.  

  



Annexe 6 

 
Analyse de la variance pour la production de la protéase neutre selon le 

plan composite centré. 

a. Culture solide 

Source DL Som Car séq Som Car ajust CM just F p 

Régression                                                        5 15546243 15546243 3109249 40,58 0,000 

   Linéaire                                                          2 5586213 5586213 2793106 72,72 0,000 

   Carré                                                                 2 4289523 4289523 2144762 27,99 0,002 

   Interaction                                                         1 113906 113906 113906 1,49 0,277 

Erreur résiduelle                                      
5 619247 619247 123849   

Inadéquation de                                 

 l'ajustement            3 340159 340159 113386 5,28 0,163 

Erreur pure                                                       2 42917 42917 21458   

Total                             10 15929318     

 

 
b. Culture liquide 

Source DL Som Car séq Som Car ajust CM just F p 

Régression                                                        5 6646500 6646500 1329300 28,75 0,001 

   Linéaire                                                          2 4303987 4303987 2151993 46,55 0,001 

   Carré                                                                 2 2341288 2341288 1170644 25,32 0,002 

   Interaction                                                         1 125 1225 1225 0,03 0,877 

Erreur résiduelle                                      5 2321173 231173 46235   

Inadéquation de                                 

 l'ajustement            3 228573 228573 76191 58,61 0,017 

Erreur pure                                                       2 2600 2600 1300   

Total                             10 6877673     

  



 

Annexe 7 

 

 

 
a. Analyse de la variance de l’effet du pH sur l’activité protéolytique 

pour SSF (p < 0,05) 

Modèle Somme des 

carrés 

ddl Moyenne 

des carrés 

F p 

Régression 3,541 1 3,541 21,908 0,001 

Résidu 1,940   12 1,616   

Total 5,480 13    

  

 

 

 

 

 
b. Analyse de la variance de l’effet du pH sur l’activité protéolytique 

pour SmF (p < 0,05) 

Modèle Somme des 

carrés 

ddl Moyenne 

des carrés 

F p 

Régression 3,485 1 3,485 28,649 0,000 

Résidu 1,460 12 1216375,828   

Total 4,944 13    

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 
b. Analyse de la variance de l’effet de la température sur l’activité 

protéolytique pour SmF (p < 0,05) 

 

 

 

 

 

  

Annexe 8 

 

 

 
a. Analyse de la variance de l’effet de la température sur l’activité 

protéolytique pour SSF (p < 0,05)  

Modèle Somme des 

carrés 

ddl Moyenne 

des carrés 

F p 

Régression 5,567 1 5,567 17,481 0,002 

Résidu 3,503 11 3,185   

Total 9,070 12    

 

Modèle Somme des 

carrés 

ddl Moyenne 

des carrés 

F p 

Régression 3,194 1 3,194 9,729 0,010 

Résidu 3,612 11 3283300,303   

Total 6,806 12    
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Résumé 

Une étude comparative de la production de la protéase neutre par Aspergillus oryzae NRRL 

2220 sur deux types de fermentations (SSF et SmF) est réalisée sur un milieu à base de 

déchets de tomates. Pour cela, les milieux sont optimisés suivant des méthodes statistiques en 

utilisant deux plans d’expériences. Le premier correspond aux matrices de Plackett et Burman 

à N = 8 expériences et N-1 facteurs, cinq réels (les facteurs de production : son de blé, 

caséine, nitrate d’ammonium, NaCl et ZnSO4) et deux erreurs. Le deuxième est le plan 

composite centré de Box et Wilson à deux facteurs. L’analyse des résultats a permis la 

sélection de deux facteurs ayant un effet significatif sur la production de l’enzyme (la caséine 

et le NaCl en SSF ; le son de blé et le NaCl en SmF) puis la détermination de leurs optima 

(19,8 g/l de caséine et 0,92 g/l de NaCl pour la SSF ; 17,92 g/l du son de blé et 1,18 g/l de 

NaCl pour la SmF). Le meilleur temps de production de la protéase neutre déterminé par 

l’étude cinétique est de 96 h pour 21309 U/g en SSF et 4687 U en SmF. Les caractéristiques 

de la protéase neutre produite montrent un pH optimum de 6,8 et une température optimale de 

50°C avec des demi-vies de 54 min pour la SSF et 65 min pour la SmF. La protéase est 

inhibée par l’EDTA et activée par les cations divalents (Zn
++ 

et Ca
++

) ; il s’agit d’une 

métalloenzyme. Elle est stable en présence de 1% de NaCl et présente également une grande 

stabilité vis-à-vis du Tween 80. Lorsque l’activité protéolytique est exprimée par poids du 

substrat ; l’activité optimale en SSF est 8 fois plus élevée que celle en SmF. Ces résultats 

montrent clairement la rentabilité du SSF sur la SmF ; ils confirment le potentiel 

biotechnologique élevé de cette espèce fongique pour la production de la protéase neutre dans 

la culture solide. 

 

Mots-clés : Protéase neutre, Aspergillus oryzae, fermentations solides, fermentations 

liquides, déchets de tomates, plans d’expériences, optimisation. 

 

 

 

 

 

 
 



 

 ملخص
 

ٌّ دساسخ ًّ   Aspergillus oryzae NRRL 2220ثٕاسطخ انفطش  Neutral proteaseإَزبج إَضٚى إ ش ػٍ طشٚق انزخ

ًّ ٔ  (SSF)هتانصّ  ًّ   (SmF)بئمانسّ  شيقبسَزٓب ثبنزخ ّٔ ُبػٛخ كًبدّ ًبطى انصّ ذ ثبسزؼًبل يخهفّبد انطّ قذ ر نهٕسظ نٛخ ح أ

ُُ  انًؼٛشٙ. ّٔ  دبسة.طٍٛ نهزّ ثبسزؼًبل يخطّ  ُذ ٔفقب لأسبنٛت إزصبئٛخ ٔ رنكسّ الأٔسبط انًؼٛشٛخ قذ ذُ  ل ٚزٕافق يغالأ

بنخ انقًر، ػٕايم الإَزبج : َخّ خًسخ زقٛقٛخ ) ؛ػبيم  - 1ردشثخ ٔ ٌ 8=   راد ٌ Plackett-Burmanيصفٕفبد 

شكٛجبد ظ انزّ بَٙ فٛزٕافق يغ يخطّ ٔ اثٍُٛ يٍ الأخطبء. أيب انثّ  (4ZnSOٍٔٛ، َزشاد الأيَٕٕٛو ، كهٕسٚذ انصٕدٕٚو ٚانكبص

زبئح ثبخزٛبس اثٍُٛ يٍ سًر رسهٛم انُّ رٔ ػبيهٍٛ.  Box and Wilson)ل   (Central Composite Designانًشكضٚخ

بنخ انقًر ٔكهٕسٚذ انصٕدٕٚو ؛ َخّ  SSFٍٛ ٔكهٕسٚذ انصٕدٕٚو فٙ ال ٚانؼٕايم انزٙ نٓب رأثٛش كجٛش ػهٗ إَزبج الإَضٚى )انكبص

 17،92؛ SSF/ل يٍ كهٕسٚذ انصٕدٕٚو فٙ ال ؽ 0,92ٍٛ ٔ ٚ/ل يٍ انكبصؽ19،8ذٚذ قًٛٓى انًثهٗ )ٔ ثزس )SmF فٙ ال

انز٘  protease  Neutral. أفضم ٔقذ لإَزبج ال)SmF ل يٍ كهٕسٚذ انصٕدٕٚو فٙ الؽ/ 1،18بنخ انقًر ٔ /ل يٍ َخّ ؽ

. أثشصد َزبئح SmFفٙ ال  SSF ٔ U 4687فٙ ال  U/g 21309سبػخ ل  96ساسخ انسشكٛخ ْٕرسذٚذِ ثٕاسطخ انذّ  رىّ 

س يئٕٚخ يغ َصف زٛبح رقذّ °50ٔ دسخخ زشاسح يثهٗ ػُذ  6،8 س ةدساسخ خصبئص الإَضٚى انًُزح دسخخ زًٕضخ يثهٗ رقذّ 

يٍ  EDTAثٕاسطخ ال  proteaseرثجٛظ َشبط ال  . قذ رىّ SmFد ثبنُسجخ لاَضٚى ال  SSF  ٔ65د ثبنُسجخ لاَضٚى ال  54ة 

Zn)رُشٛطّ ثٕاسطخ انكبرَٕٛبد انثُبئٛخ خٓخ، ٔ رىّ 
++

 and Ca
++

ًّ  ؛يٍ خٓخ اخشٖ  ( ٌّ ب ٚؤكّ ي الإَضٚى يؼذَٙ. كًب  ذ ػهٗ أ

 ٌّ  ػُذيب رىّ  .Tween 80ظٓش اسزقشاسا خٛذا فٙ ٔ ٔخٕد ال أكهٕسٚذ انصٕدٕٚو ٔ يٍ  ٪1ا ػُذ ثقٙ يسزقشّ  الإَضٚىَشبط  أ

ّٔ ؼجٛش ػٍ ٔزذح َشبط الإَضٚى ػهٗ أسبط ٔصٌ انًبدّ انزّ  كجش يُّ فٙ ال أيشاد   8م ًٚثّ  SSFشبط الأيثم فٙ ال نٛخ؛ انُّ ح الأ

SmF.  ُّزبئح رظٓش ثٕضٕذ فؼبنٛخ ال ْزِ انSSF يقبسَخ ة الSmF   ّٕع انفطش٘ فٙ ؼبنٛخ نٓزا انُّ انقذسح انذ ػهٗ ٔ رؤك

  هت.فٙ انٕسظ انًؼٛشٙ انصّ   Neutral proteaseكُٕنٕخٛب انسٕٛٚخ لإَزبج ال انزّ 

 

 

 

ًّ   ، Neutral protease ،Aspergillus oryzae: الكلمات المفتاحية ًّ انزخ فبد شاد انسبئهخ، يخهّ شاد انصهجخ، انزخ

 شاد.   ًّ خًبطى، يخططّبد انزدّبسة، رسسٍٛ انزانطّ 

 

   

  



 

Abstract 

A comparative study of the production of neutral protease by Aspergillus oryzae NRRL 2220 

on two types of fermentations (SSF and SmF) is achieved on tomato waste basis medium.   

For this, the media are optimized according to statistical methods while using two plans of 

experiences. The first corresponds to the matrixes of Plackett-Burman in N=8 experiences and 

N-1 factors, five are real (the factors of production: wheat bran, casein, ammonium nitrate, 

NaCl and ZnSO4) and two errors. The second is the central composite design of Box and 

Wilson for two factors. The analysis of the results permitted the selection of two factors 

having a significant effect on the production of the enzyme (casein and NaCl in SSF; wheat 

bran and NaCl in SmF), then theirs optima (19,8 g/l of casein and 0,92 g/l of NaCl for the 

SSF; 17,92 g/l of wheat bran and 1,18 g/l of NaCl for the SmF). The best time of production 

of the neutral protease determined by the kinetic study is of 96 h for 21309 U/g in SSF and 

4687 U in SmF. The characteristics of the produced neutral protease show an optimum pH of 

6,8 and an optimal temperature of 50°C with half-lives of 54 min for the SSF and 65 min for 

the SmF. The protease is inhibited by the EDTA and activated by metal ions (Zn
++

 and Ca
++

); 

it is a metalloenzyme. It is stable in the presence of 1% of NaCl and presents a large stability 

against Tween 80. When the proteolytic activity is expressed by weight of the substrate; the 

optimal activity in SSF is 8 times more elevated than the one in SmF. These results clearly 

show the efficient of SSF on the SmF; and confirm the high biotechnological potential of this 

fungal species for the production of the neutral protease in solid-state fermentation. 

 

Key-words : Neutral protease, Aspergillus oryzae, solid-state fermentation (SSF), 

submerged fermentation (SmF), tomato pomace, experimental designs, optimization. 

 

 

 

 

  


