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Résumé

Dans I’industrie fromagere plusieurs enzymes ont été étudiées dans le but de découvrir
des substituants comparables a celle-ci.

Dans cette optique nous avons procédé a extraire une enzyme coagulante a partir de
I’ Aspergillus niger, souche fongique isolée localement et identifiée.

L’absence de I’ochratoxine A, a démontré I’innocuité de ce germe.

La culture de I’Aspergillus niger a été effectuée sur milieu solide a base de son de blé.

Apres extraction, les conditions optimales d’activité de la coagulase ont été déterminées (T° :
45°, PH 5.5, concentration en CaCl, de 0.01M).

L’extrait enzymatique présente une stabilit¢ a des températures inferieures a 46°C et dans
I’intervalle de pH compris entre 3 et 5.5, et conserve son activité au cours d’un stockage a
basses températures (-18°C).

Un essai de purification par chromatographie d’exclusion moléculaire sur gel G 75 et
une ¢lectrophorése en permis de mettre en €vidence la protéase et d’en estimer son poids
moléculaire (de I’ordre de 48735 Da).

L’ensemble des résultats indique la possibilité d’obtenir un extrait coagulant a partir
de 1’Aspergillus niger, cependant des propositions en perspective sort a envisager afin
d’améliorer la force coagulante de notre extrait enzymatique.

Mot clés : protéase, coagulation du lait, Aspergillus niger.

Abstract

In recent years due to acute shortage of calf rennet, several enzymes have been studied
for the purpose to discover substituting. In this optic we proceeded to extract a coagulant
enzyme from Aspergillus niger, fungic stock isolated locally and identified.

The absence of the ochratoxine A, showed the character pain-killer of this germ.

The culture of the Aspergillus niger on a solid medium containing wheat bran permitted the
secretion of the coagulase object of our research.

After extraction, the optimal conditions activity’s where determined (PH 5.5, 45°C, and for a
0.01M CaCl2). The extract presents stability for temperature less than 46 °C and pH between
3 and 5.5, and conserves its activity during the low temperature conservation operation.

A test of purification by molecular exclusion chromatography on frost G75 and a
electrophoresis allowed some to put in evidence the protease and to estimate its molecular
weight (48735 Da).

The set of the results indicates the possibility to get a coagulant excerpt from the Aspergillus
niger, however of the propositions in perspective fate to consider in order to improve the
coagulant strength of our enzymatic excerpt.

Key word: protease , coagulation milk, Aspergillus niger.
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Introduction

Introduction

La présure principal coagulant dans I’industrie fromagere est traditionnellement
obtenue a partir de la caillette de jeunes veaux.

Par ailleurs, depuis quelques années, elle a connu une demande accrue en raison d’une
augmentation réguliére de la production mondiale du fromage.

A T’inverse, son offre n’a pas toujours suivi cette demande en raison du prix élevé et aux
difficultés d’approvisionnement, car la production de veaux de lait est fluctuante alors que
I’industrie fromagére nécessite un approvisionnement suffisant et régulier.

Cette situation de déséquilibre entre I’offre et la demande de la présure, a suscité de multiples
recherches sur de nouvelles sources potentielles d’enzymes de remplacement notamment les
enzymes d’origine animale, végétale et microbienne.

En dépit de nombreux travaux relatifs aux enzymes de remplacement de la présure
animale ; les applications industrielles restent limitées.

En revanche, les inconvénients des enzymes d’origine végétale résident dans leur
inaptitude technologique.

Par ailleurs, le développement de la microbiologie a permis de mieux comprendre la
synthése des enzymes chez les microorganismes et d’orienter leur production industrielle vers
le processus fermentaire.

En effet, des enzymes d’origine fongique présentent des propriétés et des spécificités diverses,
dont les principales sont les suivantes :
- Une production indépendante des contraintes saisonniéres géographiques et
religieuses.
- Une possibilité d’utilisation de substrats bon marché et disponibles.
- Des rendements de production pouvant étre augmentés par 1’amélioration génétiques

microbiennes et |’optimisation des conditions de fermentation.

L’Algérie demeure dépendante des laboratoires étrangers fournisseurs de présure, d’ou
I’intérét de recherche des sources locales de production d’enzymes coagulantes.
Dans cette optique, nous avons étudié la possibilité d’obtention de protéases coagulant le lait,

produites a partir d’une souche fongique localement isolée. Il s’agit de « I’Aspergillus niger ».




Introduction

Notre étude comporte cing étapes :
1- Isolement de I’Aspergillus niger ;
2- Son identification ;
3- Dosage de I’ochratoxine A ;
4- Extraction de I’enzyme coagulante ;

5- Caractérisation de I’extrait enzymatique partiellement purifié.
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I. Présure et succédanés de présure

La présure et les protéases de remplacement sont des enzymes capables de coaguler le
lait. Elle peuvent étre de différentes origines ; animale (Garnot & Martin, 1980 ; Eck & Gillis,
1997), végétale (Gutfeld & Rosenfeld, 1975) et microbienne (Foltmann, 1981 ; Eck & Gillis,
1997 ; Vierling, 2003 ; Scriban, 1999).

Les enzymes qui coagulent le lait sont du groupe des protéases. Leur action sur la
caséine est analogue a celle de la présure. Les inconvénients majeurs de 1’utilisation des
protéases de remplacement sont dans certains cas, la baisse du rendement fromager (Alais,
1971 ; Amiot et al., 2002) et une texture molle et I’apparition de golits anormaux d’ou
I’intérét accordé par plusieurs auteurs a 1’activité protéolytique non spécifique (Alais, 1971 ;
Barboza et al.. 1976 ; Garnier, 1977 ; Escobar & Barnett, 1993).

Les protéases, en plus de leur activité coagulante, interviennent dans I’affinage des

fromages (Mahaut et al., 2003).

I.1 La présure

La « Présure » est une enzyme protéolytique, extraite de la quatriéme poche de
I’estomac (obomasum ou caillette) des jeunes ruminants nourris exclusivement au lait (avant
sevrage), (Eck & Gillis, 1997). Elle est traditionnellement a la base de la fabrication des
fromages (Wigley, 1996 ; Vierling, 2003). La dénomination présure est réservée a I’extrait
coagulant provenant de la caillette du jeune veau. Elle est sécrétée sous une forme inactive a
I’état de pro-présure (Boudier, 1974).
La présure est constituée de deux enzymes bien distinctes la Chymosine et la Pepsine.
I.1.1 La Chymeosine : EC.3.4.23.4

La Chymosine est la protéase majeure responsable d’au moins 85% de [’activité
coagulante totale (Eck & Gillis, 1997).
Elle est sécrétée inactive sous forme de prochymosine dans la caillette. Sous I’action de
I’acidité (ions H;0") sécrétée par cet organe, il y a transformation en chymosine active.

C’est une holoprotéine, de 35Kda, appartenant au groupe des protéases acides. Elle
comporte 323 acides aminés.
Elle est stable au pH acide : 5,3 a 6,3 ; elle est inactivée en pH basique vers 7,5 et dénaturée a
pH 8,0.
L’inactivation thermique a lieu dés 50 C°, elle est totale a 61°C (Scriban, 1999).
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I. 1.2 La Pepsine : EC.3.4.23.1

La pepsine est secrétée en proportions plus importantes aprés sevrage, dés que la
ration alimentaire renferme des aliments solides et que le jeune animal commence a brouter,
la proportion de chymosine chute trés fortement, c¢’est pourquoi la présure a toujours été
extraite de jeunes ruminants avant sevrage (Eck & Gillis, 1997 ; Scriban, 1999).

A T’opposé de la chymosine, la pepsine posséde une activité protéolytique élevée et
une faible activité coagulante.
D’aprés Broome et Hikey, (1990), 20% de ’activité coagulante est assurée par la pepsine

dans la fabrication fromagere (Cheddar, emmenthal.....).

I. 2 Les succédanés de présure

Ces dernicres années, un certain nombre de raisons ont stimulé de multiples
recherches concernant de nouvelles sources de remplacement de la présure. Selon Boudier,
(1974) ; Eck & Gillis, (1997) ; Scriban, (1999), et Sushil Kumar ef al., (2005), les raisons
principales sont les suivantes :

v" Nécessité pour I’industrie fromagére d’un approvisionnement régulier en enzyme de
coagulation, alors que la production de la présure tend a diminuer en raison du prix
¢éleve et aux difficultés d’approvisionnement car la production de veaux de lait est
fluctuante ;

v" Pour des raisons philosophiques ou religieuses, 1’utilisation de la présure est interdite
dans certains pays (Inde, Israél) ;

v' Variation de la qualité de la présure industrielle qui résulte des mauvaises influences
des techniques d’¢élevages modernes sur la flore intestinale des jeunes veaux ;

v" Exploitation des nouvelles capacités de I’industrie de fermentation.

I.2.1 Propriétés physico-chimiques des succédanés de la présure

D’aprés Scott, (1973); Reps et al., (1982), toute enzyme de remplacement de la
présure doit présenter certaines propriétés physico-chimiques pour étre utilisée a 1’échelle
industrielle, entre autres :

v Une bonne solubilité dans I’eau, qui va conditionner la répartition du produit et

permettre 1’obtention d’un coagulum homogéne ;

v Une odeur et une couleur faibles ou nulles, afin de ne pas modifier I’aspect et les

qualités organoleptique du fromage ;

v" Une bonne activité coagulante et une durée de conservation raisonnables ;

v" Une absence de toxicité et un degré de pureté élevé ;
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v" Une activité protéolytique et lipolytique faible ; la premiére conditionne la tension du
coagulum formé ainsi que le développement de 1’amertume, alors que la deuxieme
conditionne les propriétés organoleptiques.

v" Une activité antibiotique nulle, pour éviter la perturbation du développement des
ferments lactiques au cours du processus de fabrication du fromage, et la perturbation
de la flore intestinale du consommateur.

I. 2.2 Les succédanés de présure d’origine animale
Différentes protéases digestives autres que celles contenues dans la présure ont fait

I’objet d’expérimentations (tableau I-1) (Eck et Gillis, 1997).

Tableau I-1 : Exemples de quelques succédanés de présure d’origine animale
(BOUDIER, 1974).

Origine Enzyme Marque Commerciale
Préparation de présure de veau Chymosine - Pepsine Rennet Hausen
Présure de veau pur, cristallisée Chymosine Strersen (Bengeas)
Pepsine de Porc Pepsine Pautex—peptilac (Hausen)
Pepsine de beeuf Pepsine Colepsine
M¢élange enzymatique animal Chymosine Metroclot (Pfizer)

Le tube digestif de certains mammiféres secréte des protéases autres que la présure,
notamment la trypsine, la chymotrypsine et la pepsine. La trypsine et la Chymotrypsine,
présentent une activité protéolytique €levée mais trop peu spécifique pour coaguler le lait ; les
fromages ne sont pas satisfaisants au plan organoleptiques (amertume, texture molles)
(Richardson & Chaudar, 1970 ; Alais, 1971 ; Eck & Gillis, 1997).

La pepsine bovine et la pepsine porcine provenant de I’estomac d’animaux adultes ont
fait I’objet de nombreux essais qui ont débouché sur une utilisation industrielle (Fox, 1969 &
Mathieu, 1981).

Les pepsines ont une activité protéolytique assez voisine de celle de la chymosine,
leurs sensibilités aux variations des facteurs de milieu sont semblables sauf pour 1’effet du
pH ; elles ont un caractére plus acide avec un optimum au voisinage de pH 1,5 — 2,0.
L’activité chute rapidement au dessus de pH 6,3 au pH du lait frais, la coagulation n’apparait
pas (Eck & Gillis, 1997).

Selon Emmons et al., (1970) et Mathieu, (1981), I'utilisation de la pepsine porcine en

mélange 50/50 avec la présure est autorisée aux USA et au CANADA.
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De nombreuses études ont été réalisées sur la pepsine d’origine avicole (Gordin et al.,
1978 ; Husek et Sedek, 1981 et Smeets, 1995). Cette enzyme a été utilisée dans la fabrication
des fromages Cheddar et Emmenthal, peu de différences d’ardme, de gotit ou de consistance
ont été remarquées par rapport aux méme types de fromage témoin préparé avec la présure.

Récemment, de nombreux auteurs se sont intéressés a 1’extraction de 1I’enzyme
coagulante a partir de I’estomac d’autres animaux, en I’occurrence I’extrait de la pepsine
obtenu a partir de la paroi interne de 1’estomac de la morue de I’ Atlantique Brewer et al.,
(1984), ainsi que celui de la muqueuse gastrique du phoque (Shamsuzzaman, 1985 et Haard,

1985). Alors que Ramman, (1994), a étudi¢ la pepsine extraite de I’estomac du lapin.

I. 2.3 Les succédanés de présure d’origine végétale

De trés nombreuses préparations coagulantes sont issues du régne végétal et sont
extraites par macération de différentes parties de plantes supérieures (Eck & Gillis, 1997).
Parmi les espéces de climat tempére¢, on trouve les fleurs du chardon (Cynara cardunculus) et
de l’artichaut (Cynara scolymus), (Tsouli, 1974 ; Posnaski ef al., 1975 ; Barabosa, 1976 et
Corderio et al., 1992).

Dans les régions chaudes, on exploite également a cette fin plusieurs plantes dont on extrait
des principes coagulants ; les ficines proviennent du latex du figuier, la papaine est issue du
papayer et la bromelaine de ’ananas (Eck & Gillis, 1997).

Si de nombreux extraits végétaux ont été obtenus et leurs propriétés coagulantes

déterminées, il n’en demeure pas moins que leur application industrielle est actuellement tres
limitée.
Un des inconvénients majeurs de ces extraits réside dans leurs forte activité protéolytique qui
se traduit par I’apparition des défauts de golit et d’amertume observé dans les fromages
préparés avec ces extraits (Alais, 1971 ; Ramet & Hardy, 1973 ; Roseiro, 1991 et Wilkinson,
1993).

Ainsi, les préparations d’origine végétale sont, comme les produits issus d’animaux,
dépendantes de bonnes conditions de collecte et de conservation des mati¢res premieres et

leur utilisation oblige a les purifier au préalable, ce qui augmente leur prix de revient.
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1.2.4 Les succédanés de présure d’origine microbienne
1.2.4.1 Généralités

Depuis une quarantaine d’années, les industries de fermentations se sont
considérablement développées dans le monde, chose qui a permis une meilleure
compréhension des mécanismes de synthése des enzymes chez les micro-organismes (Sharma
& Mathur, 1988 et Margesin & Schinner, 1994).

Un travail considérable a été réalisé dans la sélection de micro-organismes capables de
produire des enzymes coagulantes. Plusieurs raisons sont a 1’origine de cet intérét :(Eck &
Gillis, 1997).

- Les enzymes microbiennes peuvent étre produites en quantité pratiquement illimitée
sans qu’il y ait dépendance d’un approvisionnement en maticre premiere ;

- Culture rapide avec un bon rendement pouvant étre augmenté par 1’amélioration
génétique des souches, la maitrise et I’optimisation des conditions de fermentations ;

- Techniques de production sont relativement simples et les équipements utilisables a
plusieurs fins ; les prix de revient sont de ce fait satisfaisants ;

- L’usage des préparations coagulantes d’origine microbienne est universel ; il peut
étre envisagé a travers le monde sans contraintes géographiques, climatiques,
philosophiques et religieuses (Tubesha & AL-Delaimy, 2003, Thakur et al., 1993).
Bien que I’industrie fermentaire demande un investissement lourd, de 1’énergie et des

conditions d’hygiéne rigoureuses, le développement qu’a connu ce secteur ces dernicres
années ouvre de nouveaux horizons.
1.2.4.2 Spécificités réglementaires exigées :

Les enzymes obtenues a partir d’une culture microbienne n’excluent pas I’existence de
substances toxiques. En effet, il est essentiel qu’un contrdle de pureté des préparations
enzymatiques soit effectué¢ au cours de la production de fagon systématique. Noor - Develliet
et al., (1983) et Anstrup et al., (1979), signalent que la production d’enzymes microbiennes
nécessitent des conditions rigoureuses afin d’éviter tout risque de toxicité li¢ a :

- La nature protéique des ces enzymes susceptibles de provoquer des réactions
allergiques ;

- Des procédés d’extraction et de concentration qui nécessitent I’emploi de solvants ;

- L’utilisation d’agents de stabilisation afin d’éviter le développement de micro-

organismes, et la perte d’activité durant le stockage ;
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- L’utilisation d’agents diluants, dans le but de faciliter la solubilisation de 1’enzyme
lors de son incorporation dans le produit alimentaire.
En outre, la réglementation impose que les préparations enzymatiques répondent a certains
criteres d’hygiéne liés a leur production, extraction et a leurs utilisation. Parmi ces critéres
citons :
- Le milieu de culture utilisé¢ dans le cas des enzymes microbiennes ne doit laisser
aucun résidu nocif ou toxique ;
- Les micro-organismes utilisés doivent étre non pathogénes et ne pas produire de
toxines ou de substances cancérigenes ;
- Les préparations enzymatiques commercialisées ne doivent pas contenir de
contaminants microbiens ;
- Les agents de stabilisation ou de dilution doivent étre dans un état d’innocuité ;
- Respecter les doses d’utilisation des préparations enzymatiques car les

conséquences d’un surdosage pourraient étre dangereuses.

1.2.4.3 Les succédanés de présure d’origine bactérienne :

Le développement des industries de fermentations a permis de mettre en évidence les
potentialités des bactéries a produire des coagulases (Green, 1977). Parmi les bactéries
étudiées signalons les espéces appartenant au genre Bacillus, Lactobacillus, Micrococcus,
Streptococcus. De nombreuses especes productrices de protéases ont ét€ répertoriées par
Boudier,

1.2.4.4 Succédanés d’origine fongique

Ces dernieres années, de trés nombreux travaux ont portés sur la recherche de
protéases d’origine fongique ; au plan pilote, elles ont donné trés tot des résultats souvent
comparable et parfois supérieurs a ceux obtenus avec la présure ; ils ont été rapidement
validés en fabrications industrielles.

Différentes préparations sont commercialisées sur le marché international par les laboratoires
spécialisés et sont employées a plus ou moins grande échelle selon les pays (Eck & Gillis,
1997, Wahba & EL- Abbassy, 1989).

Cependant d’autres expérimentalistes ont remarqué chez les premicres, le
développement d’une amertume plus ou mois marquée due au détachement de peptides de
golt amer.

Ces défauts sont souvent attribués a une protéolyse excessive consécutive a un exces de ces

enzymes pour obtenir un temps de coagulation rapide.
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Les especes les plus étudiées sont :
v Mucor meihei
V' Mucor pussilus
V' Endothia parastica.
Ces trois especes sont utilisées par les usines de fermentation pour produire des
coagulases (Rotini & Sequi, 1972 ; Lagrange et al., 1980).
» Mucor meihei : moisissure banale thermophile du sol dont trois souches différentes
sont exploitées :
v" « Rennilase » commercialisé par la firme danoise NOVO ;
v" « Fromase » commercialisé par la firme frangaise RAPIDASE ;

v' « Marzyme » commercialisée par la firme américaine MARCHALL.

» Mucor Pusillus : moisissure banale mésophile du sol, de la quelle la firme japonaise
METTO- SANGYO, a extrait une préparation commercialisée par NOURY.

» Endothia parasitica : moisissure parasite du chataigner, de la quelle la firme
américaine PFIZER, a extrait une préparation coagulante, commercialisée sous le nom de

« Sure curd » et « suparen ».

Ces préparations enzymatiques ont ét¢ soumises a des controles hygiéniques et
toxicologiques séveres, afin de déterminer 1’absence d’antibiotiques et d’aphlatoxines (Noor —

Deviliet et al., 1983).

1.2.4.5 La chymosine produite par génie génétique :

Les méthodes modernes du génie génétique ont été récemment appliquées a la
production de chymosine par des micro-organismes clonés par le géne induisant 1’expression
de la prochymosine.

Actuellement, plusieurs préparations commerciales sont disponibles sur le marché (Eck &
Gillis, 1997), citons :
- Kluyveromyces lactis : a partir de laquelle la firme Gist Brocades n.v (NL) produit et
commercialise la préparation Maxiren.
- Kluyveromyces lactis : a partir de la quelle la firme Pfizer Inc (USA) produit et

commercialise la préparation Chymax.
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- Aspergillus awamori : a partir de la quelle la firme Ch. Hansen Lab (DK) produit et
commercialise la préparation Chymogen.
L’analyse biochimique fine montre une identité absolue entre les isomeres de la chymosine
naturelle (isomere A, B, C) et celles produites par les micro-organismes recombinés.
L’activité protéolytique mesurée sur les différentes fractions de la caséine est également

rigoureusement la méme.

10
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I1. Le lait
I1.1. Définition
Le lait destiné a I’alimentation humaine a ét¢ défini en 1909 par le congrés
international de la répression des fraudes comme étant : « le produit intégral de la traite
totale et ininterrompue d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée.

11 doit étre recueilli proprement et ne pas contenir de colostrum » (Luquet, 1985).

I1.2. Caractéristiques du lait
Le lait est un liquide blanc opaque, d’une odeur peu prononcée, d’un goit
légérement sucré et d’une viscosité égale a deux fois celle de 1’eau. Ce liquide complexe
hétérogene, altérable et de composition variable, est le résultat de la sécrétion mammaire
de femelles mammiféres. En pratique, le lait a pour fonction d’étre non seulement un
aliment exclusif des jeunes mais est présent dans I’alimentation humaine et la

transformation industrielle (Alais, 1984).

IL1.3. Composition du lait

La composition du lait varie selon I’animal, la race, 1’age, 1’alimentation, la saison
et le moment de la traite (Martin ez al., 1995 et Krevzet et al., 1996).

La composition moyenne des principaux constituants de lait est donnée dans le tableau I1-1

Tableau II-1 : Composition moyenne de lait de vache

(Mahaut et al., 2003).

Constituants plastiques Teneur (g. kg D)
Eau 870 — 875

Caséines 12,5-13,0
Maticres azotées  protéines solubles 5,0- 6,0

Azotes non protéiques 1,5- 2,0
Matiéres grasses 35 -45
Matiéres salines 8,0-9,5
Lactose 48 — 50

11.3.1 Eau
C’est de loin le plus abondant : 902 grammes par litre. En elle sont dispersés les autres

constituants du lait, tous ceux de sa matiére seche (Mathieu, 1997).

11
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I1.3.2 Glucides

Le constituant principal de la matiére séche du lait est le lactose qui présente une
moyenne de 50 g/l (Linden & Lorient, 1994).
D’autres glucides peuvent étre présents en faible quantité, comme le glucose et le galactose
qui proviendraient de I’hydrolyse du lactose ; en outre, certains glucides peuvent se combiner
aux protéines ( Amiot et al., 2002).
I1.3.3 Lipides

Les lipides du lait n’ont aucun role particulier dans le phénomeéne de coagulation. Ils
sont constitués en majeure partie de triglycérides qui représentent 97 a 99% des lipides
totaux. Ces lipides se solidifient a température ambiante (Boyaval, 1995)..

La composition des lipides du lait varie avec I’espéce ; 35 g/l environ pour celui de la
femme et de la vache ; 40 a 50 g/l pour les autres espéces.
En plus des triglycérides, on trouve des phospholipides, stérols cholestérol notamment) qui
constituent le reste (1 a 3% des lipides totaux) (Linden & Lorient, 1994).
11.3.4 Matiéres azotées

Le lait de vache contient environ 5,3 g d’azote par Kg dont 95 % sous forme de
protéines.
Sur la base de la précipitation a pH 4,6, on sépare :

v" Les caséines, protéines coagulables : elles sont au nombre de 04 (a Sy, a Sy, B et x).

v" Les protéines solubles : cette fraction, également appelée protéines sériques (6 — 7
gkg™), est complexe : on y trouve des protéines synthétisées au niveau de la cellule
mammaire (o — lactalbumine, B — lactoglobuline), des protéines d’origine sanguine
(bovine sérumalbumine, B — lactoglobuline) et des produits d’hydrolyse de certaines
caséines (protéoses peptones) (Mahaut et al., 2003).

Les caséines constituent la fraction protéique la plus déterminante dans le processus de

coagulation du lait. Pour cela, nous allons passer en revue leurs principales caractéristiques

I1.3.4.1 Les caséines

Les caséines représentent 80% des protéines totales du lait de vache soit 26 g. kg ™
(Mahaut et al., 2003) Elles sont associées a des phosphates et citrates de calcium et
contiennent une faible proportion de sucre, ce sont des phospho-glycoprotéines appelées aussi
phospho-caséinates de calcium (Veisseyre, 1975). Ces protéines ont un certain nombre de

caractére commun (voir tableau II-2).

12
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Elles se différencient les unes des autres par le taux de phosphorylation, la présence ou
non de cystéine, leur caractére plus ou moins hydrophobe. Le nombre de charges négatives
confére a ces caséines (notamment o S et ) I'une de leurs propriétés principales : leur

pouvoir de fixation du calcium (Mahaut et al., 2003).

Tableau II-2: Caractéristiques physicochimiques des caséines (Schemidt, 1982 ; Swaisgood,

1982 ; Walstra & Jenness, 1984 in Mahaut et al., 2003).

a Sy aS; B K
Masse moléculaire (Da) 23614 | 25230 | 23983 | 19 023
Résidus d’acides aminés (nombre) | 199 207 209 169
Résidus cystéines (nombre) 2 2
Groupements phosphoséryls 8-9 [10-13 5 1-2
Glucides (g. 100™'g de caséine) 5
Hydrophobicité (KJ/ résidu) 4,9 4,7 5,6 5,1
Charge a pH 6,6 -20,9 | -14,8 | -123 -3,0
Sensibilité a la chymosine + + +++
Sensibilité au calcium ++ -+ + -

La caséine k qui ce distingue des autres par la présence de glucide, a la propriété de
former avec les autres caséines des complexes stables en présence de calcium, minéral
fortement représenté dont le lait, et a un réle de colloide protecteur. Elle présente une trés
grande sensibilité a I’action de la chymosine au niveau de la liaison Phe-Met (105 — 106) (voir

figure : II-1) (Mahaut et al., 2003 ; Vierling, 2003).

13



Synthese bibliographique

Zones en feuillets B
assncifes £n struciure antiparailile

Région en courbure B

= paracaséine
Zone en feuillet B, s hydrophabe
Zone en hélios o
Site d'attaque de la chymosine de la présure,
eniouré de zoncs liches en courbure i,
ce qui facilite Facces de Penzyime
Partie hydrophile

= caséinoglycopeptide G o= parfie glocudigue hydrophile

P = résadu phosphoryie fixeé sur ld sénne

Zane termenale en feusllet plissé

[

Figure II-1 : Schéma possible de la structure secondaire de la caséine k (Vierling, 2003).
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Figure I1-2 : structure de la micelle de caséine (Amiot et al., 2002).
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Les caséines s’associent pour donner des agrégats sphériques reproductibles d’un
diametre de 30 a 300 nm de poids moléculaire élevé, appelés micelles (Linden & lorient,
1994). Les mécanismes de formation sont décrits par plusieurs auteurs, entres autres Schmidt,
(1980).

Ainsi selon Schmidt, la micelle (voir figure: I1-2) serait formée de sous unités (submicelles)
d’un diamétre de 15 a 30. 10 m et d’un poids moléculaire de 250 000 g mol ™. La structure
des sous unités n’est pas uniformes , elles auraient un cceur hydrophobe formé par les parties
apolaires des caséines, les parties polaires hydrophiles, notamment les résidus

phosphosériques seraient localisées a la périphérie.

L’agrégation entre les submicelles (figure: 11-2) est favorisée par la présence de sites

phosphoséryls qui ont une affinité pour le calcium (Mahaut et al., 2003).

11.3.4.2 Matiéres azotées non protéiques NPN

1l s’agit de substances de bas poids moléculaire. La teneur (1,5 4 2,0 g I'") varie en
fonction de I’alimentation. Le constituant le plus important est I’urée qui représente 20 a 40%
du NPN.
On trouve aussi des bases organiques, des peptides, des acides aminés etc (Mahaut et al.,

2003).

I1.3.5 Minéraux

La fraction minérale, bien que mineure, dans la composition des laits est considérée
comme trés importante tant au point de vue nutritionnel que technologique.

Les composants majeurs sont le potassium, le calcium, le sodium, le magnésium, le

phosphate, le citrate et les chlorures (Mahaut et al., 2003).

I1.3.6 Vitamines
Un litre de lait couvre pratiquement la totalité des besoins journaliers d’un étre humain

en cinq vitamines : A, Bj, By, By, et acide folique (Mahaut et al., 2003).
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II1. Coagulation du lait
La coagulation du lait constitue une étape déterminante dans le processus de
fabrication d’un fromage. Elle peut étre obtenue par action de la présure, abaissement du pH

ou par action mixte.

II1. 1 La coagulation du lait par la présure

La présure est une enzyme protéolytique utilisée pour la fabrication de fromages
affinés (types Cheddar, Emmenthal, etc), et de la caséine. Son substrat spécifique est la
caséine k qu’elle hydrolyse a une température de 1’ordre de 35°c.
La Chymosine de la présure coupe la caséine k a la liaison Phénylalanine-Méthionine entre
les résidus 105 et 106.
La protéolyse conduit a une déstabilisation de caséine micellaire et libére deux molécules ; la
para caséine k et un macro peptide ou caséinoglycopeptide soluble, renfermant 20 a 30%
de glucides et une séquence de 64 acides aminés.
Cette action spécifique accentuée par la présence de Ca et P est dite réaction primaire de la
présure. Elle est trés rapide et constitue avec la réaction lente (tertiaire, non spécifique) de
protéolyse générale, le premier stade enzymatique de la coagulation du lait (Cheesman, 1981 ;

Lenoir, 1985 ; wigley, 1996 ; Sousa & Malcata, 1997 et Vierling, 2003).

I11. 2 La coagulation du lait par abaissement du pH

Elle consiste a précipiter les caséines a leur point isoélectrique (pH; = 4,6) par
acidification biologique a I’aide de ferments lactiques qui transforment le lactose en acide
lactique ou par acidification chimique (injection de CO;) ou encore par ajout de protéines
sériques a pH acide.
L’acidification entraine une diminution des charges négatives des micelles et donc une
diminution de la couche d’hydratation et des répulsions électrostatiques, ainsi qu’une
solubilisation du calcium et du phosphore minéral, entrainant une destruction des micelles de
caséine avec réorganisation protéique, pour former un réseau puis un gel a pH 4,6 (Mahaut et

al., 2003).

I11. 3 La coagulation mixte
Elle résulte de 1’action conjuguée de la présure et de 1’acidification. Cette méthode est

utilisée pour I’obtention de fromages frais (petits- suisse, demi-sels) et de fromages a pate
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molle (camembert) (Green, 1977 ; Cheftel & Cheftel, 1980 ; Wigley, 1996 et Mahaut et al.,
2003).

Dans les deux cas, apres formation du coagulum, celui-ci s’exsude et se détache du
lactosérum : c’est la synérése du caillé ou égouttage. Ce phénoméne de synérése est rapide

pour le coagulum par emprésurage et lent pour le coagulum acide. Lenoir, (1985).

I11. 4 Mécanisme de la coagulation
La coagulation du lait par la présure se déroule en trois étapes désignées
communément par :
= Phase primaire ou enzymatique ;
= Phase secondaire ou d’agrégation des micelles déstabilisées ;
= Phases tertiaire ou phase de réticulation (Mahaut et al., 2003) ;
I11.4.1 Phase primaire
La phase primaire ou enzymatique déclenche la coagulation par hydrolyse spécifique de
caséine K au niveau de la liaison phénylalanine (105) et méthionine (106). Selon Khalid et al.,
(1992), il résulte de cette coupure deux segments inégaux possédant des caractéristiques
différentes (figure : 03).
v' La para caséine : segment de 1 a 105, basique, hydrophobe et liée aux caséines a s
et B siege de la coagulation proprement dite (formation du coagulum).
v" La caséine macro peptidique (appelée aussi glycopeptide) : segment de 106 a 169,
acide, hydrophile et libre qui passe dans le lactosérum.
I11.4.2 Phase secondaire

La réaction secondaire de la coagulation est purement chimique et nécessite la
présence d’ions calcium et phosphate qui interviennent dans la formation du gel par
polymérisation des para caséines (voir figure : III-1 ).

Plusieurs hypothéses ont été émises pour expliquer le mécanisme de la formation du
gel, suite a un phénomene de polymérisation par condensation de deux molécules de para
caséines K. Les ions calcium initient la polymérisation en formant des ponts salins, alors que
les ions phosphates conduisent a la fermeture du cycle de la polymérisation, avec 1’apparition
d’une valence libre. Celle ci est capable de s’accrocher a nouveau a un autre cycle similaire et
permettre ainsi la condensation avec d’autres molécules, le mécanisme conduit a la formation
d’un réseau protéique plus au moins lache qui confére au coagulum son caractere gel (Green

et al., 1987 ; Dajnoweiec et al., 1997).
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1/ Réaction primaire.

a) hydrolyse enzymatique d’une molécule de caséine K

Hydrolyse

COOH CO —— NH NH
\ R/ \ R/ 2
NH, — T~ NH co — T~ COOH

v

b) La molécule de caséine « se scinde en deux segments inégaux

COOH CcO COOH CcO
~__ . / . ~__ . /
NH, / \ NH / \

Paracaséine « Caséine macropeptide

NH NH,

2/ Réaction secondaire.

a) Formation des ponts salins avec les ions calcium

/ COOH Ca™ / COO - Ca* - COO
—3 R \
\ \ NH - /

2x R R

NH;

b) Polymérisation COO - Ca2 - COO

2x R / \ R+ PO,
\ NH NH / '
/ COO - Ca*" - COO
R T~ R
\ NH - PO,— NH /

Valence libre —— » |

Fig II1-1 : Mécanisme de la coagulation du lait par la présure (Garnier et al., 1968).
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Un tel mécanisme a été vérifié sur un systéme modele proposé par Garnier et al., (1968).
Cette réaction est étroitement dépendante de la concentration en Ca et POy libres (ioniques).
Selon Mahaut et al., (2003), la réaction secondaire ne commence que lorsque le taux
d’hydrolyse de la caséine « atteint 80 a 90%.
I11.4.3 La réaction tertiaire

La réaction tertiaire consiste en une protéolyse générale, elle n’intervient pas
directement dans le phénomeéne de coagulation proprement dit. C’est une réaction lente et non
spécifique car elle concerne toutes les caséines. Elle débute lentement avec la réaction
primaire et se poursuit durant I’affinage (Alais & Blanck, 1975).

Durant le phénomene de coagulation, les trois réactions démarrent en méme temps

mais, a chaque étape une réaction prédomine par rapport aux deux autres.

III. 5 Les facteurs influencant la coagulation
III .5.1. Effet du pH

Le pH du lait exerce une influence sur le temps de coagulation et la fermeté du gel.
En effet, selon Mahaut et al., (2003), en passant de pH 6,7 a pH 5,6, la vitesse de coagulation
est multipliée par 30. Ceci résulte d’une augmentation de la vitesse d’hydrolyse, multipliée
par 7, et dun plus faible pourcentage d’hydrolyse nécessaire a 1’agrégation. Cet
accroissement de la vitesse de coagulation entraine une diminution du temps de
raffermissement.
Selon Ramet & Weber, (1980) et Cheesman, (1981), ce phénomene constitue la conséquence
de I’influence du pH a la fois sur I’activité de la présure, maximale a pH 5,5 et sur la stabilité
des micelles qui décroit avec le pH, par neutralisation des charges négatives (précipitation des
caséines a pH 4,65) et libération d’ions Ca ™, qui migrent vers la solution (lactosérum).

En revanche, a pH élevé (supérieur a 7), il n’y a plus de coagulation, I’enzyme étant
inactivée rapidement.
II1 .5.2 Effet de la température

Le phénoméne de coagulation est fortement dépendant de la température. La présure
possede un maximum d’activité¢ dans un intervalle de température de 40 a 42°C. A une
température inférieure a 10°C, la coagulation ne se produit pas, entre 10 et 20°C elle devient
extrémement lente et au-dela de 65°C elle est nulle car on a une inhibition de la présure

(Garnier et al., 1968 ; Ramet et Hardy, 1973).
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111 5.3 Effet de la concentration en chlorure de calcium

La réticulation du gel lors de la coagulation du lait par la présure, impliquant des
liaisons phosphocalciques, est particuliérement influencée par la teneur et la nature du
calcium présent. L’addition de Cacl, entraine une augmentation du calcium ionisé et du
calcium colloidal ayant pour conséquence une augmentation de la taille des micelles et un
abaissement du pH par dissociation des groupements phosphoriques et carboxyliques des
protéines (Mahaut ef al., 2003).

Ainsi, un lait pauvre en calcium coagule lentement et le gel obtenu est mou, 1’addition
de chlorure de calcium peut restaurer I’aptitude du lait a la coagulation (Lenoir, 1985 et

Balcones et al., 1996).

111 5.4 Effet de la concentration en enzyme
D’aprés Mahaut et al., (2003), le temps de coagulation est inversement proportionnel

a la concentration en enzyme, ce qui peut se formaliser selon I’équation empirique suivante :

K
tC: —+ta
E

Avec :
t. : temps de coagulation (s)
K : inverse de la constante de vitesse (mol.s/l)
E : Concentration en enzyme (mol/l)

t, : temps écoulé entre la fin de réaction enzymatique et le point de coagulation (s).
III 5.5 Effet de la dimension des micelles

Les dimensions des micelles (voir tableau III-1), liées aux proportions relatives des

caséines Oy, [} et K, montrent une corrélation positive entre le temps de coagulation et la taille

des micelles (Mahaut et al., 2003).
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Tableau III-1: Temps de coagulation par la présure de micelles de caséines de

différentes dimensions (Mahaut ez al., 2003)

Composition de la Longueur relative
Fractions Diameétre . Temps de coagulation
caséine des phases
micellaires Moyen (nm) o B " (s) a30°C 1 I
GM 172 51 40 9 686 1,18 1,72
MM 94 52 | 37 11 540 1,0 1,0
PM 55 48 | 35 18 470 0,9 0,72

GM : Grandes micelles ;
MM : Moyennes micelles ;

PM : Petites micelles.

II1 5.6 Effet des traitements préalables du lait

Le refroidissement du lait et son maintien 48 heures voir 72 heures a 2 — 3°C est a
I’origine de modification dans les équilibres salins et la structure de la micelle, qui entrainent
un allongement du temps de prise et la formation d’un gel mou avec diminution du
rendement. Mahaut ef al., (2003.).

Le traitement thermique a aussi un effet négatif sur le temps de coagulation et la
fermeté du gel.

Alais, (1984) et Lopez et al., (1995) expliquent cet effet par :

v" Laréduction de la teneur en calcium ionisé et celle du phosphate soluble ;

v La diminution du diamétre moyen des micelles des phospho — caséines ;

v" La modification des protéines solubles : le dépot des protéines dénaturées par le

chauffage sur les micelles de caséines a probablement une action protectrice.

Cependant, il a été montré que la caséine K forme un complexe avec la B —lactoglobuline

dénaturée ; les micelles de caséine protégées deviennent moins sensibles a 1’action de la

présure que la caséine d’origine.
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IV. L’Aspergillus niger

IV-1 Généralités
Aspergillus  sp est I'un des genres de champignons les plus importants
économiquement, bien que 1’altération des aliments et la production de mycotoxines figurent
en téte de ses caractéristiques (Pitt, 1989).
Le genre comprend prés de 180 espéces réparties en 18 groupes essentiellement définis
d’apres les caractéres de 1’appareil reproducteur (Botton et al. ,1990). Peu d’especes trouvent
des applications industrielles dans le domaine alimentaire ; les plus importantes probablement

Aspergillus niger.

I1V-2 Taxonomie

D’apres Bocquet, (1993), la position systématique de 1’Aspergillus niger est résumée

comme suit :
Regne : Mycetes
Embranchement : Amastigomycota

Sous-embranchement : Deutéromycotina

Classe : Deutéromycetes

Ordre : Moniliales

Famille : Moniliacea (mucedinaceae)
Genre : Aspergillus

Espece - Aspergillus niger

IV-3 Morphologie

Thalle a croissance lente sur milieu de Czapek, a mycélium blanc ou jaune et revers
souvent incolore. Tétes conidiennes bisériées, radiées, se scindant généralement en plusieurs
colonnes, noir brunitre foncé ou noires. Conidiophores 1.5 a 3 mm, lisses, hyalins ou
brunatres dans leur moitié supérieure. Vésicule globuleuse 30(45)-75(100) um. Mérules
brunatres, variables, 20-30 (70) x5-6 (10) um. Phialides brunes, echinulées a tres
verruqueuses. Sclérotes parfois différenciés, 0.8-1.2 mm, d’abord créme a chamois foncé,

puis virant a chamois vinacé (Botton et al., 1990) ( voir Photo 1).
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a: Aspect microscopique de la conidiophore b: Aspect microscopique de la téte

de I’Aspergillus niger sporifére de I’ Aspergillus niger

Photo 1: Aspect microscopique de I’ Aspergillus niger (Anonyme 1).

IV-4 Habitat

L’Aspergillus niger est une espéce cosmopolite, bien que signalée dans le monde entier
elle est un peu plus fréquente dans les zones tiedes et les sites exposés au sud. On peut la
trouver aussi bien sur les sols glacés, dans les environnements marins que dans les steppes,
paturages, foréts et dunes. Elle est fréquemment retrouvée dans les céréales, les fruits et
légumes moisis, le fourrage, les produits laitiers, les arachides. Elle est trés utilisée dans
I’industrie agroalimentaire pour la production de divers acides organiques et enzymes

(Anonyme 2).

IV-5 Reproduction

Ayant un cycle sexué rare, I’Aspergillus niger se reproduit asexuellement par germination
des conidies. Les spores mires sont libérées des appareils sporiféres et sont disséminées dans
I’atmosphere (Bocquet, 1993). Elles poussent trés en Chaplet a ’extrémité d’une structure
différenciée de I’hyphe appelée conidiophore. Dans les conditions favorables, leur
germination se fait par émission d’un tube germinatif qui croit en mycélium pouvant atteindre

plusieurs metres de long (Frobisher & Fuersti, 1976).

IV.6 Enzymes produites par I’Aspergillus niger
Aspergillus niger est I’'une des espeéces les plus importantes économiquement grace a au

nombre important d’enzymes qu’elle produit (Tableau IV-1).
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Tableau IV-1: Principales enzymes produites par I’Aspergillus niger
(Collin Ratledge & Bjorn Kristiansen, 2004).

Alpha amylase Amyloglucosidase
Arabinase Béta-glucanase
Catalase Cellulase
Alpha galactosidase Gluco-amylase
Glucose-oxydase Lipase
Narginase Pectinase
phospholipase Phytase
Protease Xylanase
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V. Ochratoxine A

Selon la définition donnée par Bennett (1987), les mycotoxines sont « des produits
naturels, synthétisés par les champignons, capables de provoquer une réponse toxique
lorsqu’ils pénétrent par voie naturelle (ingestion, inhalation ou adsorption par la peau) chez
I’animal ou dans I’organisme humain ».

Les mycotoxine sont généralement des molécules de faible poids moléculaire (PM<1000
Da), d’origines chimiques trés diverses puisque certaines dérivent des acides aminés, d’autres
des polycétoacides (aflatoxines, ochratoxine A (OTA), citrinine, patuline ...) et d’autres sont

des dérivés terpéniques (toxine T2, désoxynivalénol...) (Betina, 1994).

V 1. Origine et structure

L’ochratoxine A (OTA) a été isolée pour la premiére fois en 1965, par un groupe de
chercheurs sud-africains a partir d’un isolat d’ Aspergillus ochrraceus (Van der Merwe et al.,
1965 a et b).

Elle est constituée d’'une  molécule de  3-méthyl-5-chloro-8-hydroxy-
3,4dhydroisocoumarine liée par une liaison peptidique, au niveau de son groupement
carboxyle en C7, au groupement amine de la L-B-phénylalanine. Sa structure est représentée

par la figure V-1

COOH
©\/I\ o OH O
o

|
||||(:H
H 3

H
Cl

Fig V-1 : Structure chimique de ’ochratoxine A

L’OTA est un solide blanc de masse molaire 403.8g/mole, ayant un point de fusion de
90°C lorsqu’elle est cristallisée dans le xyléne. Son spectre d’absorption UV varie avec le pH
et la polarit¢ du solvant. L’OTA posséde un maximum d’absorption a 333nm avec un
coefficient d’extinction molaire de 5500 mole™’. cm™ dans le méthanol. Il présente un
maximum d’émission de fluorescence a 428 nm dans I’éthanol absolu .’OTA (Faucet-

Marquis, 2005).
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L’OTA est partiellement dégradée dans des conditions normales de cuisson (Miiller,
1982).elle est complétement dégradée par un traitement a ’hypochlorite de sodium 4%

(Castegnaro et al. 2001).

V 2. Production de L’OTA

L’OTA est un métabolite secondaire ¢laboré par diverses moisissures des genres
Aspergillus et Penicillium. La production d’OTA est liée aux conditions de température,
d’humidité ambiante, et de teneur en eau du support contaminé (Aw) (Pitt, 1987). Les valeurs
minimales d’Aw pour la production d’OTA oscillent entre 0.83 et 0.90 en fonction de la
moisissure étudiée (Northolt et al. ,1979). La température optimale de production de I’'OTA
par Aspergillus ochraceus est de 28°C, cette production est moins importante a 15 ou 37°C
(Trenk et al. , 1991). Au contraire, Penicillium viridicatum croit dans une gamme de
température qui varie de 4 a 30°C en présence d’une humidité de 22% (Mislivec & Tuite,
1970). Dans les régions froides, ’OTA est donc produite par des Penicillia, alors que les
régions chaudes, ce sont plutot les Aspergillii qui la synthétisent (Pohland et al. ,1992 ;
Miller, 1995). Ainsi la production d’OTA est liée a la physiologie propre de chacune des
especes et aux parametres écologiques (Faucet-Marquis, 2005).

L’ocratoxine A, a été répertoriée par le centre international de la recherche sur le cancer
(TARC), en 1993, comme « potentiellement cancérogéne pour I’homme » (groupe 2B).

Le mécanisme par lequel cette toxine induit des cancers n’est pas totalement élucidé et fait
I’objet de débats (pour un article général voir O’Brien & Dietrich, 2005 ; Manderville, 2005 ;
Turesky, 2005).
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V1. Fermentation

D’aprés Simon & Meunier (1970), la mise en ceuvre des procédés de la fermentation
industrielle peut tendre vers divers buts qui sont :
-L’obtention des micro-organismes eux-mémes ; en quantité importante pour la préparation
des protéines, ou des autres constituants cellulaires ;
-La production de composés ou produits sécrétés naturellement par les micro-organismes
comme les enzymes, les pigments ou les toxines ;
-La production de métabolites dans certaines conditions, comme les antibiotiques, les
vitamines ou les aminoacides ;
-La transformation biochimique de composés définis comme celle de certains stéroides ou du
sorbitol pour la synthése de I’acide ascorbique ;
-La dégradation de certains composés chimiques en éléments plus simple, propriété utilisée

notamment dans le traitement des eaux usées.

VI .1 Types de fermentation
VI.1.1 Fermentation sur milieu liquide

Cette technique a ét¢ la premiere utilisée. Elle consiste a cultiver les moisissures sur la
surface d’un milieu nutritif liquide, elle nécessite des conditions aseptiques strictes. La culture
en milieu liquide s’effectue dans des appareils d’agitation qui favorisent la diffusion de 1’air a
travers les tampons de coton servant a les boucher (Simon & Meunier, 1970).

La production d’enzymes a partir de micro-organismes se fait généralement en
fermentation liquide ou submergée dans des fermenteurs de tailles diverses (jusqu’a plus de
300 meétres cubes). Ce procédé de fabrication est aujourd’hui majoritairement utilisé par les
principaux producteurs d’enzymes car il est particulierement bien adapté a la fermentation des
bactéries aérobies. Ces micro-organismes permettent la production d’amylases, protéases,
cellulases, hémicellulases et autres enzymes bactériennes constituant une grande partie du

marché des enzymes (Anonyme 3).

VI.1.2 Fermentation sur milieu solide ou semi solide

Appliquée aux micro-organismes fongiques, cette technique de fermentation liquide
ou submergée présente certains inconvénients: le développement naturel sous forme
mycélaire des micro-organismes fongiques provoque une augmentation de la viscosité,

préjudiciable a la solubilisation de I’oxygeéne dans le milieu. Pour faire face a ce probléme,
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une agitation mécanique est généralement mise en place mais a I'insu de la qualité¢ du
mycélium.

La fermentation solide existe depuis plusieurs siécles, elle a pour origine la
fermentation traditionnellement effectuée en Asie et au Japon, appelée fermentation « Koji ».
La fermentation sur milieu solide est beaucoup mieux adaptée aux micro-organismes
fongiques.

Elle s’effectue sur des milieux solides ou semi solides, a base d’agar ou constitués de
matériaux solides inertes comme le son de blé, imbibé de milieu nutritif. L’aération est
assurée par la diffusion de I’air a travers les tampons de coton des Erlenmeyers ou a travers
les interstices des boites de pétri, il faudrait aussi que le milieu solide ne soit pas pateux mais
suffisamment poreux. Le développement du mycélium dépendra de I’homogénéité de la
répartition de I’inoculum et des sels minéraux ajoutés dans la masse des substrats solides
(Simon & Meunier, 1970).

VI .2 Critéres de choix des germes et du milieu de culture

VI .2.1 Germes
Les germes sont choisis en fonction des critéres suivants :

- croissance rapide sur un substrat peu cotliteux, en fournissant des quantités importantes de
corps microbiens et ceci de facon constante ;

- fourniture de quantité abondante d’enzymes ;

- obtention des transformations recherchées d’une maniere simple et rapide n’entrainant pas
I’utilisation de méthodes d’extraction compliquées, avec un rendement élevé et en utilisant le
minimum d’énergie ;

- conservation des propriétés sécrétoires des souches dans le temps, sans risque de variation
génétique ;

- ¢laboration de produits faciles a isoler (Simon & Meunier, 1970).

V1.2 .2 Milieu de culture

Un milieu de culture choisi pour favoriser la croissance d’un micro-organisme n’est
pas nécessairement celui qui offre un rendement élevé de production enzymatique. Le
meilleur milieu de culture est celui qui assure la meilleure production dans le plus court délai
et dont le prix de revient est réduit.

La composition du milieu varie avec les micro-organismes utilisés, la préparation et la

stérilisation.
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Dans la microbiologie industrielle, chaque micro-organisme possede des exigences
physiques et nutritionnelles particulicres.

On peut cependant indiquer qu’un milieu de culture doit contenir en général une
source d’azote, une source de carbone, des éléments minéraux et souvent certains facteurs de
croissance comme les vitamines.

- Le glucose, le saccharose et parfois le lactose et le glycérol ainsi que certains produits
naturels, comme la cellulose, constituant les principales sources d’énergie.

- Les hydrolysats de protéines animales ou végétales, les peptones et extraits de viande a coté
des sels azotés minéraux comme les nitrates ou les sels d’ammonium, fournissant 1’azote
nécessaire aux micro-organismes.

- Les éléments minéraux sont ajoutés aux milieux sous forme de solution de sels minéraux ou
organiques plus ou moins complexes, quoiqu’en pratique I’eau du robinet en rapporte des
traces suffisantes pour la croissance de nombreux micro-organismes (Simon & Meunier,

1970).

VI .3 Technologie de fermentation

Les fermenteurs utilisés habituellement atteignent des volumes de 100 a 200 m’. Ils
doivent étre équipés d’un systéme d’agitation de puissance importante, capable d’agiter des
milieux relativement visqueux puisqu’ils peuvent contenir jusqu’a 350 g /L de matiére séche
(Sicart, 1980).

Les fermenteurs sont également équipés d’une couronne d’aération classique, la
plupart des fermentations productrices d’enzymes présentant une forte demande en oxygene
(Aunstrup et al., 1979).

Des équipements de mesure et de controle sur le fermenteur permettent de suivre et de
réguler les parametres de la culture. Les controles s’exercent généralement sur le pH, la
température, 1’oxygene dissous, les mousses et I’évolution de la concentration en certains
nutriments. De plus, la mesure de 1’apparition de I’activité enzymatique est effectuée a
intervalles réguliers par le laboratoire de contrdle (Sicart, 1980).

Des conditions aseptiques rigoureuses sont nécessaires en production d’enzymes,
d’une part, pour obtenir un bon rendement et, d’autre part, pour ne pas risquer la sécrétion de
substances toxiques par des contaminants. Cette asepsie est difficile a maintenir, le milieu
étant tres riche et le pH voisin de la neutralité.

Des précautions sont donc nécessaires au niveau de la construction du fermenteur, du

choix des installations et des équipements périphériques. Pendant toute la durée de la
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fermentation, une légere surpression d’air dans le fermenteur empéche les contaminants d’y
pénétrer et des gardes de vapeurs, a chaque point de communication avec I’extérieur,

renforcent cette précaution (Scriban, 1988).

VI .4 Extraction et purification des enzymes

La fermentation terminée, les enzymes doivent étre séparées des cellules et du milieu,
et traitées de fagon a obtenir une préparation commerciale répondant aux critéres de pureté et
de stabilité¢ souhaités. Ces traitements sont des opérations unitaires simples telles que
centrifugation, filtration, évaporation, précipitation, séchage,.... Les préparations
enzymatiques sont commercialisées sous différentes formes : liquide, poudre, concentré,
lyophilisée, immobilisée...

Dans le cas des enzymes endocellulaires, la récupération est plus difficile et suppose

une étape supplémentaire de broyage ou de lyse des cellules microbiennes (Scriban, 1988).
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VII. 1 Matériel biologique

VII.1.1 Obtention de la souche

VII.1.1.1 Source de prélévement

Afin de procéder a I’isolement de I’ Aspergillus niger, nous avons prélevé un échantillon du
sol (environ 500g de I’humus en surface) a partir d’une terre agricole proche d’une forét de

chéne dans la région de Zemmouri (30 Km Est de Boumerdes).
VII.1.1.2 Préparation des dilutions

10g de sol sont mis en suspension dans 90ml d’eau physiologique a 9 %o de Na CI. Aprés
agitation pendant 3mn, des dilutions décimales de 102,107 et 10™ sont réalisées. 0.1ml de
chaque dilution est ensemencé en surface sur milieu solide : milieu Sabouraud (voir annexel).

3 boites de chaque dilution sont ensemencées et I’incubation a lieu a 28°C pendant 5 jours.
VII.1.1.3 Phase d’isolement

Les différents types de colonies représentatifs sont repiqués sur le milieu incliné de
Sabouraud. Aprés incubation pendant 7 jours a 28°C, les isolats sont conservés a +4°C avant

leur identification
VII.1.1.4 Identification des isolats

L’identification des espéces du genre Aspergillus a ét¢ effectuée sur milieu extrait de malt et

sur milieu Czapek extrait de levure agar C.Y.A (Cahagnier et al. ,1998) (voir annexe 1)

Elle est basée sur 1’étude des caractéres culturaux et morphologiques (Guiraud & Galzy

,1980 ; Botton et al. ,1990)

VII.1.1.4.1 Caracteres culturaux

La procédure d’identification des moisissures implique 1’étude des caractéres suivants :
-Vitesse de croissance;
-Texture du thalle (laineux, velouté, ...);
-Couleur du thalle (pigmentation du mycélium, couleur des conidies);

-Couleur du revers de la culture et présence d’un pigment diffusible;
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- Odeur;
-Exsudat (gouttelettes transpirées par le mycélium aérien).

VII.1.1.4.2-Caractéres morphologiques

-La clef d’identification des especes d’Aspergillus est basée sur la couleur du mycélium, la
présence ou I’absence des métules, I’aspect de la téte du conidiophore, I’arrangement et la

forme des phialides et des conidies.

-Taille et forme des tétes et des stipes (conidiophores).

-Organisation des tétes: monosériée ou bisériée (1 ou 2 rangées de phialides).
-Taille et forme des phialides (cellules conidiogeénes).

-Taille, forme, ornementation et couleur des conidies (spores).

VII.1.1.4.3-Dosage de ’OTA :

La capacité¢ de production de 1’ochratoxine A, a été réalisée selon la méthode décrite par
Bragulat et al., (2001). Les isolats d’Aspergillus niger sont cultivés sur milieu C.Y.A pendant
7 jours a 25°C. Apres incubation, 3 carottes sont prélevées de chaque culture a ’aide d’un
emporte piece puis pesées et introduites dans un micro tube au quel est ajouté Iml de
Meéthanol (pour HPLC). Le mélange est incubé durant 1 h a température ambiante. Apres
centrifugation des micro- tubes 3 fois a 13000 tr /mn pendant 10 mn, le surnageant obtenu est

filtré (filtre Millipore PVDF Hydrophilic ©¥=0.45)

L’ochratoxine A produite par les isolats est quantifiée par Chromatographie Liquide Haute
Pression (HPLC) sur une colonne en phase inverse (Zorbax SB-C18 4.6x150mm ,5um avec
une pré colonne munie de barrettes de diode avec détection par fluorescence (excitation :

A=332 nm et émission : A=466 nm) et en UV-visible (A; a 220 nm et A, a 330 nm).

L’appareil utilis¢ est de marque AUTOSAMPLER 465, Bio-Tek Instruments. Nous avons
utilisé le programme rapide de 9 mn dont la phase mobile est constituée de 51% d’acétonitrile
et 49%d’eau acidifiée a 0.2% par 1’acide acétique. Le temps de rétention de 1’ochratoxine A

est d’environ 4.5 mn avec un débit de 1 ml/mn. Le volume injecté est 80pl.

Une courbe étalon est établie en injectant 10, 20, 40 et 80 pul d’une concentration de 10 pg/ml

d’ochratoxine A standard.
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VII.1.1.5 Revivification de la souche d’Aspergillus niger

La souche d’Aspergillus niger isolée a partir du sol est conservée dans des tubes a 4°C,

sur gélose Sabouraud inclinée au chloramphénicol.
Un repiquage bimestriel est nécessaire afin de préserver la vitalité de la souche.

Pour la revivifier, il suffit de prélever avec une anse stérile quelques spores ou un fragment
mycélien a la marge du thalle a partir du tube de gélose inclinée, et de transférer 1’inoculum
sur milieu Sabouraud dans des boites de pétri (Botton et al., 1990). Les boites de pétri sont

alors incubées a 28°C pendant 5 jours.

VIIL.1.1.6 Préparation de I’inoculum

Apres 5 jours d’incubation, la souche est submergée de solution stérile de Tween 80 (une
goutte dans 200 ml d’eau distillée stérile) . A I’aide d’une anse de platine stérile, on gratte
légérement la surface de la gélose afin de mettre en suspension les spores. Cette derniere est

filtrée par son passage sur la laine de verre stérile tapissant sur un entonnoir.

VIIL.1.1.7 Préparation et inoculation du milieu de culture

Pour la fermentation, le milieu de culture choisi est un milieu solide ; il est favorable a la
production des protéases extracellulaires (Kumar S ef al., 2005). Ce milieu est composé de

son de blé et de solution de sulfate d’ammonium a 0.001%.

> Meéthode

Le son de blé est distribué dans des Erlenmeyers a raison de 60 g supplémenté de 10 ml
d’une solution de sulfate d’ammonium. Les Erlenmeyers sont bouchés avec du coton cardé
enveloppé dans un filet de gaze et coiffés de papier Aluminium (qui assure une bonne
¢tanchéité et supporte les hautes températures sans inconvénients). Ils sont alors stérilisés a
I’autoclave (MODE AE-12) a 121°C pendant 15 minutes. On introduit dans chaque

Erlenmeyer 10 ml de I’inoculum. On les incube a 28°C pendant 5 jours.

VII.1.1.8 Extraction de I’enzyme coagulante

L’extraction d’enzyme est réalisée par 1’addition de 200 ml d’eau distillée stérile dans
chaque Erlenmeyers. Elle est suivie d’une agitation lente pendant 45 mn (systéme
d’agitation : STUART SCIENTIFIC). Le mélange est alors filtré sur une bande a gaze,

entreposée sur un entonnoir, ensuite sur un papier filtre. Pour terminer, le filtrat est soumis a
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une centrifugation (HERMELE) a 11000 tr/mn pendant 20 mn a 4°C. Le surnageant est

appelé extrait enzymatique brut

VII.2 Mesures des activités enzymatiques

VI 2.1 L’activité coagulante

L’activité coagulante est mesurée selon la méthode de Berridge (1945), modifi¢e
(Siboukeur et al., 2005). Elle est réalisée sur le substrat standard. La technique consiste a
ajouter Iml d’extrait coagulant a 10ml de substrat, puis noter le temps de coagulation a 35°C.
Le substrat standard est préparé par dissolution de la poudre de lait type low heat a 10 %
(P/V) dans une solution de CaCl, (0.01M) et ajustement du pH a 6.4 a I’aide d’une solution de
NaOH 0.1 N. Une unité d’activité enzymatique ou unité présure (UP), correspond au nombre
d’unités de poids ou de volumes de lait qui peuvent étre coagulés par 1ml de préparation

coagulante.

_10xV ml
TexQ Sxml

UP

Ou:
UP : unité présure ;
V : volume de substrat standard utilisé (ml);
Q : volume d’extrait coagulant (ml);
Tc: temps de coagulation (secondes)

L’activité coagulante peut étre également exprimée en « force coagulante de SOXHLET »

(F), selon la relation suivante :

Fe=_Y2
0.0045

VII.2.2 Mesure de ’activité protéolytique

Cette mesure est déterminée selon la méthode décrite par Siboukeur ef al., (2005)

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

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

trichloracétique (TCA) a 12%.

L’addition du TCA arréte la réaction, et une centrifugation a 5000 tr/mn pendant 15 mn a
4°C, permet de séparer le précipité de la caséine (culot) et le produit d’hydrolyse (surnageant),
solubilisé dans le TCA. La détermination de 1’activité protéolytique de I’extrait enzymatique

comporte cing étapes :

-Ajustement de ’activité coagulante qui consiste en dilution des extraits coagulants (03
¢chantillons) avec la solution tampon citrate de sodium (pH 5.2, 0.1 M) jusqu’au niveau qui

permet d’obtenir un temps de coagulation fixé a 15 mn ;

-Hydrolyse enzymatique réalisée par I’incubation a 35°C pendant 60 mn d’un volume de

Iml d’extrait coagulant dilué ;

-Blocage de la réaction enzymatique obtenu aprés 60 mn par addition de 5 ml de TCA a

12% ;

-Mesure de la protéolyse effectuée apres un repos de 15 mn a la température ambiante du

surnageant ;
- Détermination de 1’absorbance a 280 nm.

Les résultats s’expriment en terme de concentration de tyrosine (pg/ml) d’extrait
enzymatique (Federici, 1982 cité in Fernani, 2002), par référence a une courbe étalon établie a

partir de concentration croissante en tyrosine variant de 10 a 100pg/ml (Annexe 2).

VI1.2.3 Dosage des protéines

Le dosage des protéines de I’extrait enzymatique est déterminé selon la méthode de
Bradford, (1976), dont le principe est basé sur la coloration des protéines de la solution par le
bleu de Coomassie G250. Le maximum d’absorption du colorant est effectué a une longueur

d’onde de 595 nm.

La concentration en protéines est déterminée a 1’aide d’une courbe étalon réalisée avec le

sérum albumine bovine (BSA) (Annexe 4).

VII. 2.4 Essai de purification partielle de I’extrait enzymatique

L’extrait coagulant issu d’Aspergillus niger est purifié par les méthodes suivantes :
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» Précipitation au sulfate d’ammonium

» Chromatographie d’exclusion moléculaire
VIL.2. 4. 1 Précipitation au sulfate d’ammonium

L’addition du sulfate d’ammonium a une solution protéique provoque une

déshydratation et précipitation des protéines, induisant ainsi le phénomene de relargage

L’avantage du relargage est que les protéines conservent leur conformation native et
peuvent étre dissoutes habituellement sans dénaturation. Le choix est porté sur le sulfate

d’ammonium pour sa solubilité dans I’eau et sa force ionique élevée (Kamoun, 1977)

L’extrait enzymatique brut est soumis a une précipitation au sulfate d’ammonium a 40%,
60% et 80% de saturation. A5S0 ml de I’extrait enzymatique, on ajoute progressivement 14 g,
21 g et 28 g de sulfate d’ammonium, sous agitation lente et a 4°C pour atteindre les 40%, 60%
et 80% de saturation respectivement. Les solutions enzymatiques ainsi saturées sont mises a

décanter pendant 16 h a 4°C.

Apres centrifugation réfrigérée a 10000 tr/mn pendant 30 mn a 4°C (Kumar et al., 2005),
la présence de ’enzyme coagulase est recherchée dans le culot et le surnageant. Le culot est
mis en suspension dans le tampon citrate de sodium 0.1 M, pH 5.2 (préparation voir annexe

05), pour étre dialysé.

VII .2.4.1.1 Dialyse

La dialyse est une méthode de séparation qui permet d’éliminer d’une solution
macromoléculaire des ions ou petites molécules, par le passage de ceux-ci a travers une
membrane semi-perméable. Les protéines du fait de leur poids moléculaire élevé, ne sont pas

diffusibles (Kamoun, 1977)

Apres mise en suspension des protéines précipitées dans un volume adéquat du tampon
citrate de sodium 0.1 M, pH 5.2, elles sont dialysées en utilisant une membrane (spectra-for-
23 mm.100 ft) contre de I’eau distillée, sous une faible agitation a 4°C pendant 24 h, pour

accélérer la sortie des sels. L’eau distillée est renouvelée toutes les 10 h.

Apres dialyse, les fractions protéiques sont concentrées en recouvrant le boudin avec une

solution de saccharose a 50%, apres 10 h, on récupére le concentré (Matoub, 2000).
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VII.2.4. 2 Chromatographie d’exclusion moléculaire

L’extrait enzymatique concentré est soumis a une chromatographie d’exclusion

moléculaire sur gel Séphdex G75

» Principe
Les gels sont formés de dextran modifié et se présentent sous forme de perles qui

gonflent considérablement dans I’eau ; les plus utilisés sont les Séphadex.

Les molécules dont la taille est supérieure a celle des plus gros pores du gel, c'est-
a-dire supérieure a la limite d’exclusion de ce gel, ne peuvent y pénétrer, migrent dans
la phase aqueuse qui entoure les grains du gel et quittent les premicres le lit du gel
placé préalablement dans une colonne a chromatographie.

Par contre les molécules les plus petites pénetrent dans le gel et leur migration est
ainsi retardée.

Les molécules quittent donc un gel Séphadex placé dans une colonne de verre dans

I’ordre des masses moléculaires décroissantes (Kamoun, 1977)

» Préparation du gel

10 g de gel Séphadex G 75 sont lavés avec la solution tampon citrate de sodium
0.1 M, pH 5.2, puis mis a gonfler dans un exces de cette méme solution tampon
pendant 24 h a température ambiante. A 1’aide d’une pompe a vide, le gel est dégazé

pour éviter la formation des bulles d’air dans la colonne.

Le volume de la colonne est donné par la formule suivante :

V= m.R> H
Ou:
V : volume de la colonne (ml)
m: 3.14
R : rayon intérieur (cm)

H : hauteur de la colonne (cm)
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» Remplissage de la colonne

Une fois le gel prét, il est coulé sur les parois de la colonne en verre
(Pharmacia 20cm x1.1 cm) a I’aide d’une baguette en verre afin d’éviter la
formation des bulles d’air. Le gel doit étre bien tassé et homogeéne et présente une

seule phase.

N.B : Pour éviter I’apparition des stries dans le gel, un mouvement de rotation est
indiqué.

La colonne est ensuite équilibrée avec la solution tampon.

» Dépot de I’échantillon

Avant le dépot de I’échantillon, il faut procéder a un lavage du gel dans la
colonne avec la solution tampon, ensuite 0.4 ml de I’extrait enzymatique concentré

est déposé¢ délicatement a la surface du gel a 1’aide d’une seringue.

> Elution

L’¢élution est réalisée par une pompe péristaltique (Pump p-3 Pharmacia). Le
débit imposé a la colonne est de I’ordre de 0.2509 ml/mn. Les éluats sont recueillis

dans le collecteur de fraction (type LKB.BROMMA) a raison de 2.2 ml par tube.

La lecture de ’absorbance a été faite par spectrophotométre (SP.6-550 UV VIS
UNICAM) réglé a 280 nm

La recherche de I’activité coagulante a été effectuée au niveau de chaque tube.

VII .2.5 Electrophorese S.D.S -PAGE
» Principe

L’électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de sodium dodécyl
sulfate (S.D.S) est réalisée selon la méthode de Laemmli, (1970). Cette

technique permet de séparer les protéines en fonction de leurs charges et leur

poids moléculaire.

Le sodium dodécyl sulfate (S.D.S) neutralise les charges propres aux

protéines ou a leurs sous-unités dissociées en formant un complexe poly
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anionique. La mobilité eléctrophorétique du complexe SDS-protéines dépendra de

ce fait, du poids moléculaire.

A chaque étape de purification, un échantillon est conservé a 1’état congelé
en vue d’une électrophorese dans le but de controler I’homogénéité, la pureté de

I’enzyme et de déterminer son poids moléculaire.

La représentation graphique du logarithme du poids moléculaire en fonction de

la mobilité relative des protéines donne une droite.

Le poids moléculaire d’une protéine est déterminé en rapportant a une courbe
étalon préalablement établie dans les mémes conditions a I’aide de marqueurs de

poids moléculaire connu.

» Préparation des gels

L’¢électrophorese des protéines totales en conditions dénaturantes est effectuée
a I’aide d’une mini cuve MAX FILL a migration verticale, en utilisant un générateur

de type BIOMETRA (voir figure 01).

2 Le support de migration est le gel de polyacrylamide systeme PAGE. Il est constitué
de deux gels superposés de porosités différentes dont la préparation et la composition

sont indiquées dans I’annexe 3

> Gel de séparation

La résolution des protéines, selon leurs poids moléculaire, est réalisée sur un
gel de séparation de 12%. Ce gel est préparé a partir d’une solution mére composée
d’acrylamide a 30% et de bis acrylamide a 0.8% additionnée d’un tampon Tris-HCl
1.5M, pH 8.8. Ce gel est coulé entre deux plaques en verre 68mm X 90mm X Imm et

sur lesquels on dépose le gel de concentration

> Gel de concentration

Ce gel dont la concentration en acrylamide est de 3% est préparé a partir d’une
solution mere composée d’acrylamide a 30% et de bis-acrylamide a 0.8% additionnée

d’un tampon Tris-HCI 0.5M, pH6.8

Le gel de concentration est déposé sur le gel de séparation a I’aide seringue.
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Apres coulage du gel, un peigne de 2mm d’épaisseur est immédiatement introduit entre
les deux plaques en verre, afin de créer les puits dans lesquels seront déposés les

différents échantillons

Préparation des échantillons

Les échantillons protéiques (le brut dont la concentration en protéines est
0.408mg/ml; le précipité avec une teneur en protéines de 0.107mg/ml; le purifié dont sa
concentration en protéines est de 0.011mg/ml et celui des protéines standard qui
proviennent du laboratoire Bio-Rad), sont dénaturés pendant 5 mn dans un bain marie

réglé a 95°C et ceci en présence d’un volume égal d’un tampon échantillon (annexe 3).

Apres refroidissement, on dépose a 1’aide d’une micro seringue 20 ul de chaque

échantillon dans les puits préalablement formés.

» Conditions d’électrophorese

La migration est faite a 10 mA pour le gel de concentration puis a 20 mA pour le
gel de séparation. Le tampon d’électrophorése est constitué de Tris-Glycine pH8.3

(voir annexe 3).

L’¢électrophorese est arrétée une fois que le front de migration ait atteint 1 cm du bas du

gel.

» Coloration, décoloration et fixation du gel

La méthode utilisée est la coloration au bleu de Coomassie R250. Cette méthode
permet de visualiser dans le gel, des bandes contenant un minimum de 0.lpg de

protéine (Hames & al., 2000 in Benslimane, 2002).
Le gel est coloré pendant 1 h au minimum dans une solution de bleu de Coomassie

R250 a 0.3%, il est ensuite décoloré dans une solution d’éthanol et d’acide acétique.
La solution de décoloration est renouvelée plusieurs fois jusqu’a 1’apparition des
bandes. Le gel obtenu est conservé dans une solution de fixation. La composition des
différentes solutions utilisées pour la coloration, la décoloration et la fixation du gel est

indiquée dans ’annexe 3.
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Figure VII.1 : Dispositif d’électrophorése
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VIL.3 Caractérisation de I’extrait enzymatique partiellement purifié

La caractérisation des protéases extraites a partir de [’Aspergillus niger, consiste a
déterminer les conditions optimales d’activité coagulante en fonction de certains facteurs

(concentration en extrait, la température, le pH et concentration en CaCl,).

La mesure de I’activité coagulante relative (%) est déterminée en mesurant le temps de

coagulation, selon la méthode de Soxhlet rapporté par Alais, (1984).

VII.3.1 Influence de la concentration en extrait

L’influence de la concentration en extrait coagulant, a ¢ét¢ déterminée en évaluant le
temps de coagulation du lait en fonction de concentrations variables de 1’extrait enzymatique

(de 0.0025 a 0.083 mg /ml) (Matoub, 2000).

VIIL.3.2 Détermination de la température optimale d’activité

La température optimale de coagulation du lait par I’extrait enzymatique coagulant a été
déterminée en mesurant le temps de coagulation du lait porté a des températures variables (30

4 60°C) (Matoub, 2000).

VIIL.3.3 Détermination du pH optimum

Le pH optimum de coagulation du lait est déterminé par la mesure du temps de
coagulation du lait additionné de I’extrait enzymatique. Le pH du lait est maintenu a

différentes valeurs variant de 5 a 7 (Matoub, 2000).

VIIL.3.4 Détermination de la concentration optimale de CaCl2

La concentration optimale en CaCl, du lait est déterminée en mesurant le temps de
coagulation du lait additionné de quantités de CaCl, variant de 0.005 a 0.05M (Matoub,
2000)

VIIL.3.5 Etude de la stabilité de I’extrait enzymatique

L’¢étude de la stabilité de I’extrait enzymatique est réalisée en fonction de la température,

du pH et au cours de la conservation a +4°C et a -18°C.
VII .3.5.1 Stabilité thermique

La stabilité thermique est déterminée par incubation de 1’extrait enzymatique purifi¢ a

des températures variant de 30°C a 60°C pendant 30 mn, dans du tampon citrate de sodium
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0.1M, pHS5.2. L’activité coagulante résiduelle est déterminée selon les conditions standards
(température du lait 35°C, pH du lait 6.4, concentration en CaCl,:0.01M) (H.M.Fernandez-
Lahore et al. ,1999)

VIL. 3.5.2 Stabilité vis-a-vis du pH

La stabilit¢é au pH est déterminée par la mesure de 1’activité coagulante résiduelle de
I’extrait enzymatique purifi¢ dans les conditions standards de mesure, apreés étre maintenu a

différents pH (variant de 2 a 8) de la solution tampon citrate de sodium 0.1M.

Les extraits enzymatiques sont alors incubés a +4°C pendant 18 h (H.M.Fernandez-Lahore et

al. ,1999)

VI11.3.5.3 Stabilité au cours de la conservation

L’extrait coagulant est conservé a +4°C et a -18°C pendant 3 mois. L’activité résiduelle est
mesurée périodiquement dans les conditions standard de mesure décrites précédemment

(Matoub, 2000).

VIIL.4 Parametres de purification

Afin de pouvoir quantifier et interpréter les différentes étapes de purification réalisées, les
parametres de purification ont été¢ déterminés (1’activité spécifique, le rendement en activité et
le facteur de purification).Ces parametres sont déterminés a partir du dosage de I’activité

coagulante et de la teneur en protéines.
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VIII.1 Isolement et identification morphologique de la souche

VIIIL.1.1 Isolement

Aprés 72 heures d’incubation, nous avons procédé au dénombrement des unités
formant colonies (unité formant colonie) de moisissures, les résultats de la lecture des boites
ensemencées a partir des dilutions de sol (107,107 et 10™) sont indénombrables (le sol :
source de prélévement de notre souche présente une microflore mycélienne trés importante).

Par contre nous avons pu compter 920 000 UFC/g de sol pour la dilution 107,

Pour isoler I’Aspergillus niger contaminé par d’autres champignons, il fallait prélever
sous la loupe quelques spores et transférer I’inoculum en boite de pétrie sur un milieu neuf.

Pour obtenir une souche pure nous avons effectué six repiquages.

VIII.1.2 Identification morphologique
Aprées incubation, purification et conservation, nous avons procédé a ’identification

des colonies des moisissures obtenues (voir planche 2)

Les résultats de I’examen microscopique et macroscopique de la souche isolée et

purifiée au laboratoire des technologies alimentaire (LTA), sont résumés dans le tableau VIII.1.
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Tableau VIII.1 : Résultats de ’examen microscopique et macroscopique de la souche isolée et

purifiée
Caractéristiques
Paramétres
Aspect Taille Couleur
Croissance lente sur
milieu Czapek, - -
Thalle . .
apparaissant a 1’ ceil
nu comme un point
Conidiophore Lisse 2 mm Brunatre
Métules Variables 45 x 8 um Brunatres
Vésicules Globuleuses 30x 75 um -
Phialides - 8.5x 3.5um -
Conidies Globuleuses 4.5 um Brunes
" Conidienne biseriée,
Téte . .
radiée se scindant en - -
plusieurs colonnes
Mycélium Granuleux - Jaupe et revers
incolore
Pigment Absent - -
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a : Aspect macroscopique de L’ Aspergillus niger

cultivé sur milieu OGA, culture agée de 5 jours

b : Aspect macroscopique de L’Aspergillus niger

cultivé sur milieu PDA, culture agée de 5 jours

¢ : Aspect microscopique de L’ Aspergillus niger

(G X 400)

d : Aspect microscopique de L’ Aspergillus niger
(G X 400)

e : Aspect microscopique de la phialide de la souche Aspergillus niger observée au microscope
photonique (G X 1000)

Planche 1: Aspect microscopique et macroscopique de I’ Aspergillus niger isolé au laboratoire des

technologies alimentaire (LTA).
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En comparant ces résultats avec ceux donnés par la littérature (Botton et al., 1990),
nous avons pu identifier notre souche ; il s’agit bien de /'Aspergillus niger. 1l faut signaler que
I’étude des caracteéres macroscopiques et microscopiques a été confirmée dans un laboratoire

spécialisé en mycologie situé en France.

VIII.1.3 Dosage de I’ochratoxine A (OTA)

Les enzymes obtenues a partir d’une culture microbienne n’excluent pas I’existence de
substances toxiques. Or, la réglementation impose que ces préparations répondent a certains
critéres strictes d’hygiéne afin d’éviter tout risque de toxicité (Aunstrup.,1979 et Noor-

Develliet et al.,1983).

Nous avons procédé au dosage de 1’ochratoxine A "substance trés toxique et qui peut

étre sécréter par ['Aspergillus niger” par la Chromatographie Liquide Haute Pression (HPLC).

La quantification de la mycotoxine est faite par comparaison avec une courbe étalon établie

avec des concentrations connues d’ochratoxine standard (Voir figure VIIL.1).

Le profil HPLC obtenu, montre que notre isolat n’a pas produit d’ochratoxine au seuil de

détection de 1 ng/g de milieu (figure VIIL.2).

L’absence d’OTA, donne a notre souche 1’avantage d’étre employé dans la production

d’enzymes coagulantes sans risques de toxicité.
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OTA standard

Fig VIII.1 : Chromatogramme HPLC de I’ochratoxine A standard Volume injecté 80ul,

débit: Iml/mn

Fig VIII.2 : Chromatogramme HPLC de I’isolat d’Aspergillus niger .Volume injecté 80pl,
débit :1 ml/mn.

VIII.2 Mesure des activités enzymatiques

VIII.2.1. Activité coagulante
L’activité coagulante de I’extrait enzymatique issu de I’ Aspergillus niger est exprimée
en force coagulante selon le principe de Soxhlet (décrit précédemment).La force coagulante

de notre extrait brut est de 1/82.88 ce qui implique qu'un ml d’extrait enzymatique coagule
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82.88 ml de substrats de Berridge. De méme, notre activité coagulante est de I’ordre de 0.373

UP.

Kumar et al. , (2005), dans une étude similaire sur une coagulase purifiée de Rhizopus
oryzae, ont rapporté une activité coagulante de 1’ordre de 32 110 UP. Cependant Khan et al.,
(1983) ont obtenu une activité coagulante de I’ordre de 47 170 UP pour la coagulase de

Mucor pusillus.

Par rapport a une présure bovine de référence dont la force de coagulation est de
1/10000 (Matoub, 2000), et par rapport méme aux coagulases d’origine fongique, la force
coagulante de notre extrait enzymatique est trop faible. Ceci peut étre expliquer par le fait que
notre milieu de culture (son de blé) et le tampon utilisé ont été choisis sur la base d’un milieu
de culture et tampon optimisés d’une souche produisant la protéase (coagulant le lait) dont le

genre et I’espéce sont connus; il s’agit de Mucor pusillus (Khan et al. ,1983).

En ce qui concerne le milieu optimal pour la production de coagulase d’Aspergillus niger, il
n’y a pas eu d’études faites dans cet axe. Par contre beaucoup de recherches ont été effectuées
sur la souche su citer; sur la production d’autres enzymes telles que: les lipases,
pentaosanases, o amylases, phospholipase, phytase, pectinase, catalase, cellulase,... (Collin

Ratledge & Bjorn Kristiansen, 2004).

VIIIL.2.2 Précipitation au sulfate d’ammonium

Le sulfate d’ammonium permet de fractionner et de précipiter les protéines contenues
dans I’extrait brut. Un gradient de concentration en (NH4),SO4 a été utilisé au cours de la

précipitation dans I’intervalle de concentration 40%, 60% et 80%.

A chaque précipitation, I’activité coagulante du culot et du surnageant et aprés centrifugation

réfrigérée a 10 000 tr/mn pendant 20 mn a 4 C°, est mesurée selon la méthode de Soxhlet.

Ainsi nous avons constaté¢ d’aprés les valeurs illustrées dans le tableau VIIL.2 Une

précipitation totale a partir du taux de saturation de 80% de (NH4),SOs.

Dans ces conditions de précipitation (80%), I’activité coagulante du culot est de 1’ordre de
0.248 UP et la teneur en protéines totales est de 0.107 mg/ml, soit 26% des protéines

enzymatiques précipitées par rapport a 1’extrait brut.
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Notre résultat concorde bien avec ceux de Khan et al., (1983), Yang et al.,(1987) et Selim et

al., (1991), qui ont obtenu une précipitation totale des protéines enzymatiques a 80% de

saturation au sulfate d’ammonium.

Tableau VIIL.2 : Précipitation de I’extrait enzymatique brut au sulfate d’ammonium

Saturation en (NH4)>SO4

Activité coagulante dans le

Activité coagulante dans le

(%) surnageant (UP) culot (UP)
40 0.169 0.089
60 0.098 0.172
80 - 0.248

VIIIL.2.3 Activité protéolytique
Au cours de la coagulation du lait, il est impératif de connaitre le degré de protéolyse

engendré par les enzymes qu’elles soient animales, végétales ou microbiennes.

En effet, une activité protéolytique trop €levée est a I’origine du développement d’amertume

retrouvé dans les produits fromagers.

La mesure de cette activité est fondée sur D’intensité de la protéolyse des cas€ines sous
I’action enzymatique qui aboutit a la libération de peptides de faible poids moléculaires, et qui
sont séparés des caséines non dégradées par adition d’acide trichloracétique (TCA) a 12%. A
cette concentration, le TCA permet la défécation de tous les peptides et ne laissant en

solution que ceux de faible poids moléculaires (Siboukeur ef al., 2005).

La mesure de I’absorption a 280 nm permet d’apprécier la richesse en peptides du filtrat

obtenu, celle- ci étant proportionnelle a I’activité protéolytique.(figure VIII.3)
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Fig VIIL.3 : courbe étalon de la tyrosine

Tableau VIIL.3 : Concentration des peptides des filtrats des extraits enzymatiques selon les
étapes de purification en pg de tyrosine/ml d’extrait enzymatique

Concentration de tyrosine pg/ml

Etapes de purification D0 a 280 nm . .
d’extrait enzymatique

Extraction de I’enzyme 0,0200 2,06

P’rempltat%on au sulfate 0.0180 1,66

d’ammonium

Chromatographie par gel 0,0098 0,02

filtration

D’apres les résultats illustrés dans le tableau VIIL.3, Iactivité protéolytique diminue
progressivement avec le degré de purification ce qui méne a dire qu’il y a eu une élimination

d’enzymes non spécifiques durant notre purification.

La concentration de la tyrosine de I’extrait purifié est de I’ordre de 0,02ug/ml d’extrait
coagulant, résultat satisfaisant en le comparant avec celui de la protéase issue de
Myxococcus xanthus qui est de I"ordre de 0,23 a 0,55 pg/ml d’extrait enzymatique et celle
obtenue par des coagulants microbiens commercialisés qui est de [’ordre de 7,6 a 15 pg/ml

Poza et al. , (2003).
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VIII.2.4 Filtration sur gel G75

La technique de chromatographie d’exclusion moléculaire (gel filtration) a été utilisée
pour la séparation des protéines obtenues par précipitation au sulfate d’ammonium a 80 %.
Les protéines enzymatiques sont séparées selon leurs poids moléculaires a travers le gel
Séphadex G75 dont la zone de fractionnement et comprise entre 3000 et 70 000 Da. L’¢lution

est réalisée avec la solution tampon citrate de sodium 0.1 M, pH 5.2.

La figure VIIIL.4, illustre le profile d’élution, en faisant apparaitre un seul pic. La mesure de

I’activité coagulante a été effectuée au niveau de chaque tube.

L’enzyme coagulante a été retrouvée dans les tubes 4,5 et 6, le volume récupéré est de 6.3 ml.
La force coagulante de cette fraction est de I’ordre de 20.44 S, son activité coagulante est de

I’ordre de 0.092 UP et sa teneur en protéines est de 0.011 mg/ml.

Poza et al. , (2003), ont obtenu un seul pic lors de la gel filtration de la protéase issue
de Myxococcus xanthus. De méme, Fernandez — Lahore et al., (1999), ont signalé un seul pic

lors de la gel filtration de la protéase issue de Mucor sp.

Notre protéase apparait sous un seul pic ce qui explique qu’elle se trouve soit sous une
seule forme moléculaire, soit que d’autres formes moléculaires existent mais elles sont

masquées (protéines ayant un poids moléculaire trés rapprochés).

Une autre chromatographie sur colonne telle que la DEAE semble étre nécessaire pour

vérifier ce résultat.
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Fig VII1.4 : Filtration sur gel de I’extrait précipité au sulfate d’ammonium. 0.4 ml de I’extrait
enzymatique sont appliqués sur 1 colonne de Séphadex (20 cm x 1.1 cm) équilibrée avec le
tampon citrate de sodium 0.1M, pH 5.2. Le débit et le volume des fractions sont 0.25ml/mn et
2.2 ml respectivement.

VIII.2.5 Parameétres de purification
Afin de pouvoir quantifier les différentes étapes de purification réalisées, les

paramétres de purification ont été déterminés (tableau VIIL.4).

La diminution de la teneur en protéines et I’augmentation de ’activité spécifique
(213,13 S/mg protéine enzymatique pour ’extrait brut, et 1858.18 S/mg protéine

enzymatique pour I’extrait purifié par la gel filtration) affirme qu’il y a eu une purification
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Tableau VIII.4 : Paramétres de purification en fonction des étapes de séparation

Paramétres | Concentration Activité
Activité Force de spécifique Rendement
en protéines coagulante coagulation (S/m Facteur de en activité
Etapes p ! g g ”g purification
(UP) S) protéine %
de purification (mg/ml) enzymatique)
Extrait enzymatique 0.408 0.373 82.88 203.13 1 100
brut
Précipitation au
, . 0.107 0.248 55.11 515.04 2.53 66.49
sulfate d’ammonium
Filtration sur gel 0.011 0.092 20.44 1858.18 9.14 24.66

Activité spécifique : représente le rapport de la force coagulante par la concentration en

protéines S/mg de protéine enzymatique.

L’activité spécifique de notre extrait enzymatique apres purification est de I’ordre 1/1858;

valeur marquant I’efficacité de la purification, mais elle est faible par rapport a celle de la

présure bovine (1 / 8130) (Matoub, 2000)

Facteur de purification : représente le rapport entre I’activité spécifique apres la

purification et celle de I’extrait brut.

L’étape de purification sur gel filtration a permis de concentrer I’enzyme coagulase environ 9

fois, comparée a 1’extrait brut.

Rendement en activité : représente le rapport de la force coagulante aprés 1’étape de

purification celle de I’extrait brut.

L’étape de purification par précipitation au sulfate d’ammonium permet d’avoir un

rendement de 66,49 %. En revanche, 1’étape de purification sur gel G75 présente un

rendement d’activité de 24,66%. Cette différence observée pourrait étre liée a la concentration

des protéines enzymatiques dans 1’extrait brut.

VIIIL.2.6 Electrophorése S.D.S-PAGE

Cette technique permet de vérifier I’homogénéité du produit purifié, de mettre en

¢vidence la présence de sous unités protéiques dans la fraction enzymatique active

(coagulase) et d’estimer le poids moléculaire de I’enzyme.
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Trois échantillons (brut, précipité au sulfate d’ammonium (SO4), NHy4 et celui obtenu
aprés gel filtration) sont analysés par ¢€lectrophorése en conditions dénaturantes en présence

de S.D.S.

Le profil électrophorétique (eléctrophorégramme) des différentes étapes de

purification est illustré par la photo 06.

L’¢léctrophorégramme obtenu montre que |’extrait enzymatique brut de I’ Aspergillus
niger révele une succession de bandes correspondant a la diversité d’enzymes produites par
cette souche (Lipase, Amyloglucosidase, Pentosanase, a-amylase, Phospholipase, Phytase,

Protéase, Pectinase, Catalase, Cellulase,...) (Collin Ratledge & Bjorn Kristiansen, 2004)

L’¢échantillon issu de la précipitation au sulfate d’ammonium, révele plusieurs bandes

mais de maniére moins accentuée.

En revanche 1’échantillon obtenu apres gel filtration, révele une seule bande qu’on
retrouve aussi sur les deux profils €éléctrophorétiques (celui du brut et celui précipité par le

sulfate d’ammonium) correspondant a la coagulase recherchée.

Selon, Denis & Viellet-Poncet, (1980) puis Safarik, (1984) un comportement
chromatographique (un seul pic) et un comportement éléctrophorétique homogéne (une seule

bande éléctrophorétique) sont des critéres de pureté valables.

» Détermination du poids moléculaire de la protéase

Le poids moléculaire est une caractéristique de 1’enzyme. Sa détermination a été
réalisée par électrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes, en présence

de S.D.S.

La migration eléctrophorétique de I’enzyme ¢étudiée a été réalisée parallelement a
celle des marqueurs de poids moléculaire variables (Myosine : 200000 Da, B galactosidase :
116 250 Da, Phosphorylase 97400 Da, BSA: 66200 Da, Ovalbumine: 45000 Da,
Carbonique anhydrase : 31 000 Da et Trypsine inhibiteur 21 500 Da).

Le profil éléctrophorétique (Figure VIIL.S) montre que la fraction active de nos
échantillons (purifié, précipité au sulfate d’ammonium et brut) se situe entre la 4™ et 5™

bandes des marqueurs de poids moléculaire.

55



Résultats et discussions

La courbe d’étalonnage obtenue avec les marqueurs de poids moléculaires connus

séparés dans les mémes conditions est indiquée dans la figure VIII.6.

D’aprés cette courbe, le poids moléculaire de la fraction enzymatique active

(protéase) est de I’ordre de 48 736 Da.

Modeler et al., (1973) et plus récemment Preetha & Boopothy ,(1997) ont signalé un

poids moléculaire de 45 000 Da pour les coagulases fongiques

De son coté Réné Scriban, (1988) a signalé un poids moléculaire de 38 000 Da pour la

protéase fongique du Mucor miehei .

Safarik, (1984) et Yang et al., (1987) en purifiant la protéase de Bacillus subtilis ont obtenu
des poids moléculaires de I"ordre de 42 000 Da et 29 000 Da. La différence de poids
moléculaire indique que cette caractéristique dépend de 1’origine de 1’enzyme. Ainsi Chopra
& Mathur, (1985) rapportent un poids moléculaire de la coagulase purifiée de Bacillus

stearothermophilus, de 67 000 Da.

Par ailleurs, le poids moléculaire des deux enzymes qui constituent la présure, la chymosine et
la pepsine sont respectivement de 31 000 Da et 35 000 Da, ce qui indique que 1’origine de
I’enzyme peut influer considérablement sur les caractéristiques de cette méme enzyme

(Garnot & Martin, 1980)
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Fig VIILS : Eléctrophorese sur gel
polyacrylamide/ SDS (12%).

Ligne 1:Protéines marqueurs (Myosine:200 000

Da, B galactosidase : 116 250 Da,
Phosphorylase 97 400 Da, BSA : 66 200 Da,
Ovalbumine : 45 000 Da, anhydrase
carbonique: 31000 Da et Trypsine inhibiteur
21 500Da)

Ligne 2 : Extrait enzymatique brut
(concentration en protéines est de 1’ordre de
0.408 mg/ml).

Ligne 3 : Extrait enzymatique précipité au
sulfate d’ammonium (concentration en
protéines est de 1’ordre de 0.107 mg/ml).

Ligne 4 : Extrait enzymatique purifié sur gel
Séphadex G75 (concentration en protéines est
de I’ordre de 0.011 mg/ml).
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Fig VIIIL.6 : Courbe étalon des marqueurs de poids
moléculaires

VIIL.3. Caractérisation de I’extrait partiellement purifié

VIIIL.3.1 Influence de la concentration en extrait

L’influence de la concentration en enzyme sur I’activité coagulante a été déterminée

en variant la teneur en protéine d’extrait de 0.0025 a 0.0830 mg/ml. La figure VIIL.7

indique que D’activité coagulante relative augmente avec l’augmentation de la quantité
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d’extrait. Cependant, dans I’intervalle de concentration testé, nous n’avons pas observé le

pallier correspondant a une concentration saturante en enzyme.

Matoub., (2000), a signalé la méme observation lors de son étude sur les protéases de Bacillus
subtilis. D’une manicre générale, nos résultats concordent bien avec les travaux de Garnot &
Martin, (1980) et Stodio et al., (1997), qui ont montré que ’activité coagulante relative de la
présure croit linéairement en fonction de sa concentration lorsque celle-ci est faible, ce qui

correspond aux doses employées en fromagerie.

120,00
100,00 -
80,00 -
60,00 -
40,00

20,00

Activité coagulante relative (%)

D.ﬂﬂ T T T T T
0,0025 00051 0,003 00207 00415 0,083
Concentretion en extrait cosgulant {mgimil)

Fig VIIL.7 : Influence de la concentration en extrait enzymatique purifié sur l'activité coagulante (pH
6,4; température 35°C; concentration en CaCl, 0,01 M)

VIIL.3.2 Influence de la température du lait
L’influence de la température du lait sur ’activité coagulante de 1’enzyme a été

¢tudiée dans I’intervalle de température de 30 °C a 60°C.

Les résultats rapportés dans la figure VIIL.8, indiquent que I’activité coagulante
augmente avec I’¢élévation de la température pour atteindre son maximum au voisinage de
45°C ; entralnant ainsi une diminution du temps de coagulation. L’activité diminue par la

suite, puis s’annule a 60°C (inhibition totale de I’enzyme).

Dans une étude similaire, Poza et al ., (2003), ont observé une température optimale a 37°C

pour la protéase de Myxococcus xanthus.

Cependant, une température optimale de 60°C est observée chez la protéase de Rhizopus

oryzae et Penicillium oxalicum et Cryptococcus albidus (Kumar et al., 2005).
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La thermo résistance des micro-organismes est a [’origine de la variation de la température

optimale de I’activité coagulante du lait.

En définitif, il faut signaler que nos résultats se rapprochent de ceux de la présure ; en
effet, selon Garnot & Martin, (1980) ; Mahaut et al., (2003), la présure est caractérisée par

une activité coagulante optimale au voisinage de 42°C et devient nulle a 65°C.
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Fig VIIL.8 : Influence de la température du lait sur l'activité coagulante de 'extrait enzymatique
purifié (pH 6,4; concentration en CaCl, 0,01M; concentration en enzyme 0,01 1mg/ml)
VIII.3.3 Influence du pH du lait
L’influence du pH du lait sur I’activité coagulante de I’enzyme est illustrée dans la
figure VIII.9 Les résultats indiquent une activité coagulante optimale au pH 5.5 et une

inactivation totale au pH 7.

Kumar et al., (2005) ; Sternberg ., (1970); Alessandro et Federico., (1980), ont
observé le méme pH optimal respectivement chez les protéases de Rhizopus oryzea, Mucor

miehei et C. albidus.

Yang et al., (1987), dans une étude similaire sur une protéase purifiée de Bacillus subtilis, ont
rapporté un pH d’activité optimale de 5.8. Cependant Chopra et Mathur. , (1985), ont obtenu

une coagulase de Bacillus stearothermophilus dont 1’activité optimale est observée a pH 8.

Par contre, Garnot & Martin. , (1980), indiquent un pH optimum de la présure de I’ordre de
5.8.
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En définitif, il apparait que le pH optimum des protéases varie dans I’intervalle de 5.8

a 8 selon leur ’origine.

120

100 -

80 ~

60

40 ~

20 ~

Activité coagulante relative (%)

5 55 6 6.5 7
pH

Fig VIIL9 : Influence du pH de lait sur l'activité coagulante (température 35°C; concentration en
enzyme 0,011 mg/ml; concentration en CaCl, 0,01 M)

VIII1.3.4 Influence de la concentration en Ca Cl,

L’ion calcium est un activateur des protéases. Il est indispensable pour la
coagulation du lait et joue le role de ciment dans la polymérisation des caséines par la
formation de ponts calciques, aprés 1’hydrolyse de la caséine k par la protéase coagulante

(Lenoir., 1985).

Un taux de calcium adéquat est indispensable pour favoriser 1’action des protéases
coagulantes. Le calcium est généralement ajouté au lait sous forme de Ca Cl,. Nous avons
¢tudié I’influence du calcium en modifiant sa concentration dans le lait par addition de Ca Cl,

(0.005 & 0.05 M).

Les résultats indiqués dans la figure VIII 10, montrent que 1’activité coagulante
relative augmente avec la concentration en Ca Cl,. L’activité optimale est obtenue pour une
concentration de 0.01M. Pour des concentrations supérieures, 1’activité baisse par un effet
inhibiteur de I’ion calcium. L’inhibition est expliquée en partie par la précipitation d’une
partie des caséines du lait (Cheftel & Cheftel., 1977).

Houins et al.,, (1973) ; Preetha & Boopolthy, (1997), ont observé la méme concentration de
CaCl, pour avoir une activité coagulante optimale. Morsli., (1996) indique une valeur de

0.01M pour la présure.
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Fig VIIIL.10 : Influence de la concentration en Ca Cl, sur I’activité coagulante de 1’extrait
enzymatique purifié (T : 35 °C ; pH : 6.4 ; concentration en enzyme 0,011 mg/ml)

VIIL.3.5 Stabilité de I’extrait enzymatique partiellement purifié a la température

L’influence de la température sur la stabilité de 1’extrait enzymatique purifié¢ a été
¢tudiée en maintenant notre extrait a des températures variant dans 1’intervalle de 30 a 60 °C.

Le temps d’exposition est de 30 mn.

Les résultats illustrés dans la figure VIII.11, montrent une activité coagulante résiduelle
stable dans I’intervalle 30 a 45 °C, pour des températures supérieures a 45 °C, cette activité
diminue progressivement. Une inhibition totale est observée a 60 °C. Cette inhibition résulte

de la dénaturation des protéines enzymatiques.

Yang et al., (1987), rapportent une température de stabilit¢ maximale comprise entre 30 et 40

°C pour les protéases de Bacillus subtilis.

Cependant, Areces et al. , (1992), ont signalé une stabilité a 55°C pour les coagulases du
Mucor miehei. Kumar et al. , (2005), ont observé une stabilité a 60°C pour la protéase du

Rhizopus oryzae.

Par ailleurs, Preetha & Boopathy, (1997), ont montré que la température de stabilité¢ des
protéases fongiques varie dans un intervalle de 30 a 46 °C ; cette observation concorde bien

avec nos résultats.
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En définitif, il apparait que la protéase d’Aspergillus niger n’est pas stable aux
températures élevées, tout comme les protéases du Mucor bacilliformis et Mucor sp et la

chymosine bovine (Fernandez-Lahore et al., 1999).
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Fig VIIL.11 : Stabilité de I’extrait enzymatique purifié¢ en fonction de la température aprés 30 min
d’incubation a pH 5.2 (Teneur en protéines 0.11mg/ml).
VIII.3.6 Stabilité vis-a-vis du pH

La stabilité¢ de ’extrait purifié vis-a-vis du pH est déterminée en variant le pH de la

solution tampon et en I’incubant a 4 °C pendant 18 heures (Fernandez-Lahore et al., 1999).

D’aprés la figure VIII 12, notre enzyme coagulante conserve son activité initiale
o) dans l'intervalle de ad. urant plus ae eure, depassant cet intervalle,
(100%) dans 1’1 lle de pH3 a55d plus de 18 h dép i 11

I’activité résiduelle diminue progressivement jusqu'a s’annuler a pH 7.

Dans une étude similaire portée sur la protéase du Mucor sp , (Fernandez-Lahore et al.,
1999), ont signal¢ une stabilité de ’enzyme dans I’intervalle de pH 3 a 6 pendant 18 h a 4°C,

dépassant pH 6.5, Iactivité résiduelle diminue rapidement.

De son c6té, Areces et al., (1992), ont signalé méme comportement des protéases du Mucor

miehei et Mucor bacilliformis étudiés dans les mémes conditions.

Cependant, Tubesha & Al-delaimy, (2003), ont observé une stabilit¢ du Mucor sp dans un
intervalle de pH 3.5 a 4.
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Signalons enfin que le pH de stabilité de la présure est compris entre 5.3 et 6.3 (Garnot &

Martin., 1980).

La variation de I’intervalle de stabilité vis-a-vis du pH revient a la a la variation de la
conformation des enzymes et donc a la structure du substrat et I’activité catalytique du

groupement du site actif de I’enzyme (Tubesha & Al-delaimy, 2003).
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Fig VIII.12 : Stabilité de I’extrait enzymatique purifié en fonction du pH aprés 18 h d’entreposage a
4°C

(Teneur en protéines 0.11mg /ml)

VIIL.3.7 Stabilité de I’extrait enzymatique purifié au cours de la conservation a
4°Ceta-18°C

L’estimation de la stabilit¢ au cours de la conservation a été déterminée par
I’entreposage de I’extrait purifi¢ a 4°C et a -18°C pendant 3 mois. L’activité coagulante

résiduelle a été évaluée périodiquement (chaque 05 jour).

Les résultats indiqués par la figure 13, montrent une baisse de 1’activité (de 1’ordre de
4%) a partir du cinquiéme jour pour une conservation a 4 °C. au bout de 30 jours, I’enzyme

présente une activité résiduelle de 68 %. Au dela de ce délai, elle reste stable (VIII.14)

En revanche, lorsque I’extrait coagulant est conservé a -18°C comme le montre la figure
VIII.13, nous avons noté une faible baisse d’activité résiduelle (de I’ordre de 3%) et I’enzyme

sauvegarde 97% de son activité pendant toute la période de conservation (3 mois).
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Résultats et discussions

Matoub., 2000, a observé une perte d’activité de I’ordre de 27% de la protéase issue de

Bacillus subtilis lors de sa conservation a 4 °C durant 3 mois, alors que la perte d’activité

n’était que de 2% apres 3 mois a -18°C. Signalons que la présure est stable a cette température

pour la méme période.

D’une manicre générale, la température de -18 °C stabilise les protéases, néanmoins ce mode

de conservation est coliteux pour une enzyme industrielle telle que la présure.

e 102 2 i
= _ S _ 105
2 100 ¢ EX>
S g2 851
25 9 E |
< 94 ———— < 4 ——
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Temps (jours) Temps (jours)
Fig VIIIL.13 stabilité de D’extrait Fig VIIIL.14 stabilit¢ de I’extrait

enzymatique purifi¢ =~ d’Aspergillus  niger
(concentration en protéines 0,011 mg/ml) au
cours de sa conservation a -18°C dans la
solution tampon 0.1M. pH 5.2.

enzymatique purifi¢ d’Aspergillus niger
(concentration en protéines 0,011 mg/ml) au
cours de sa conservation a 4°C dans la
solution tampon 0.1M. pH 5.2.
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Conclusion

Conclusion

Cette étude nous a permis de contribuer aux travaux de recherches préexistants dans le
domaine de I’industrie fromagere, et de renforcer 1’idée de pouvoir trouver de nouvelles
sources potentielles de succédanés de présure.

Notre travail de recherche nous a donné la possibilité d’isoler notre souche localement.

Par ailleurs notre souche s’est avérée non pathogeéne apres le dosage de I’ochratoxine
A par HPLC, néanmoins, ce résultats reste a vérifier avec d’autre méthode de dosage.

La purification de notre extrait enzymatique par chromatographie d’exclusion
moléculaire sur G 75 révele la présence d’un seul pic actif.

L’estimation du poids moléculaire de notre protéase par électrophorése en conditions
dénaturantes, en présence de SDS s’est avérée de 1’ordre de 48700 Da.

En outre, nos résultats montrent que les conditions optimales d’activité de I’enzyme
sont déterminées.

L’activité coagulante est maximale a pH 5.5, a une température de 45° C, et a une
concentration en Ca Cl, de 0.01M. Les résultats montrent par ailleurs, que notre enzyme est
caractérisée par une activité coagulante stable dans un intervalle de température de 30 a 45°C,
et conserve son activité initiale dans I’intervalle de pH de 3 a 5.5.

En revanche, I’entreposage a une température de -18°C pendant 3 mois permet une bonne
conservation.

Cependant notre étude a démontré que notre enzyme a une faible activité coagulante,
contrastant avec la largeur de la bandelette enzymatique révélée par I’électrophorese, outre le
pic unique de ’activité de I’enzyme. Ceci nous offre plusieurs perspectives :

1- optimiser les parametres de production de I’enzyme (pH, milieu de culture,

le substrat...)

2- optimiser les parametres de I’activité enzymatique

3- optimiser les paramétres de la conservation.

4- purifier I’enzyme par chromatographie échangeuse d’ions

5- rechercher I’existence d’une enzyme intra-cellulaire ayant une activité
coagulante.

6- Améliorer les performances de la souche par manipulation génétique.
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Annexes

Annexe 1

Composition des milieux de culture

v Milieu Czapek :

NaNO;:20g ; KH,PO4:1.0g; MgSO4, 7H,0:0.5g; KCl: 0.5g; FeSO4,7H,0 :0.01g;
saccharose : 30g ; Agar : 20g ; Eau distillée : 1000 ml

Stérilisation a 110°C pendant 20 minutes.

Ce milieu permet de bien différencier sur les boites ensemencées les Fusarium, Aspergillus et

Penicillium. L’acidité¢ de ce milieu permet en outre d’éliminer les bactéries. (Botton et al.
1990)

v Milieu Czapek extrait de levure agar (CYA) :

KH,PO4 :1g ; Czapek concentré : 10 ml ; solution métallique :1 ml ; extrait de levure :5g;
sucrose : 30 g et Agar 15 g ; Eau distillée :1000 ml.

Stériliser a 120°C pendant 20 minutes

v Milieu malté :
Extrait de malt : 20g ; Agar : 20g ; Eau distillée : 1000 ml
Dissoudre 1’agar a chaud puis ajouter 1’extrait de malt. Stériliser a 120°C pendant 20 minutes.

Ce milieu est utilisé¢ pour la recherche et le dénombrement des moisissures. (Botton et al.,
1990)

v Milieu de Sabouraud :
Glucose : 20g ; Peptone Chapoteaut : 10g ; Agar : 150g ; Eau distillée : 1000 ml.

Ajuster le PH a 5.6 et stériliser 20 minutes a 120°C.KH,POy4 :1g ; Czapek concentré : 10 ml ;

solution métallique :1 ml; extrait de levure :5g; sucrose: 30 g et Agar 15 g; Eau
distillée :1000 ml.

Stériliser a 120°C pendant 20 minutes
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Annexe 2

Mesure de P’activité protéolytique (Green & Stackpoole, 1975 in Fernani, 2000;
Siboukeur et al. , 2005)

1- Mode opératoire

*Ajustement de ’activité coagulante qui consiste en dilution des extraits coagulants
avec la solution tampon citrate de sodium (0.1M, pH 5.2) jusqu’au niveau qui permet
d’obtenir un méme temps de coagulation 15 mn.

*2 ml de la solution de caséine a 1% dans le tampon citrate de sodium 0.1M, pH 5.2 sont
additionnés a 1 ml d’extrait enzymatique ; le mélange réactionnel ainsi préparé est incubé
1 heure a 35°C

*Apres le temps d’incubation, la réaction est arrétée par addition de 5 ml d’une solution
de T.C.A 0 12 %, suivi d’un temps de repos ne dépassant pas 15 minutes. Un précipité
blanc se forme, que I’on sépare par une centrifugation réfrigérée a 4°C et a 5000 tr /mn
pendant 15 minutes.

*Sur les 200 pl du surnageant obtenu, nous avons effectué¢ le dosage de la tyrosine en
mesurant 1’absorbance a 280 nm.

*La lecture est faite au spectrophotométre.

2-Courbe d’étalonnage

*Solution étalon : tyrosine a raison de 100 pg /mn dans une solution tampon citrate de
sodium 0.1M, pH 5.2

*Gamme étalon : des solutions diluées de concentrations croissantes 10, 20, 40, 60, 80 et
100 pg/ml sont préparées a partir de la solution étalon dans le tampon citrate de sodium.

*Dosage : mesure de I’absorbance

*Lecture : Elle s’effectue au spectrophotometre a 280 nm contre un blanc.
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Annexe 3

Electrophorése (Bollag et al., 1996)

Préparation des gels :
» Réactifs :
- Acrylamide ;
- Bis-acrylamide(N, N’-méthylénebisacrylamide) ;
- Tris (2-hydroxyméthyl-2-méthyl-1.3-propanidiol) ;
- SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) ;
- TEMED (N, N, N’, N’-tetraméthyléne-éthylénediamine) ;
- APS (Persulfate d’ammonium) ;
- 2-mercaptoéthanol ;
- Glycerol ;
- Bleu de bromophénol ;
- Bleu de Coomassie R 250.
- Glycine ;

- HCI (Acide chlorhydrique).

» Solutions stock :
- Tris-HCI 2M pH 8.8, 100 ml ;
- Tris-HCI 1M pH 6.8, 100 ml ;
- SDS (P/V) (10%), 100 ml ;
- Glycérol (50%), 100 ml ;

- Bleu de bromophenol 1%, 10 ml.
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Préparation des solutions :
a)- Solution A (solution stock d’acrylamide) :
- Acrylamide (30%) ;

- Bis-acrylamide (0.8 %).

b)-Solution B (4x tampon du gel de séparation) :

- 2M Tris-HCI (pH 8.8) 1.5M
- SDS 0.4%
-HyO4 q.s.p 100 ml

¢)- Solution C (4x tampon du gel de concentration) :

- 1 M Tris-HCI (pH 6.8) 0.5M
- SDS 0.4%
- H,0q4q.s.p 100 ml

d)- APS 410%

Les solutions A, B, C et la solution d’APS peuvent étre conservées pendant des
mois au réfrigérateur.

e)- 5 x Tampon échantillon :

- 1M Tris-HCI (pH 6.8) 60 mM

- Glycérol 25%

- SDS 2%

- 2-mercaptoéthanol 14.4 mM
- Bleu de bromophenol 0.1%

- H>Oq4 g.8.p 10 ml
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Cette solution est stable pendant des semaines dans le réfrigérateur et pendant des
mois a moins 20°C.

f)-Tampon de migration

- Tris 25 mM

- Glycine 192 mM
- SDS 0.1%

- H,O4 q.5.p 1000 ml

Le pH doit étre proche de 8.3, cette solution est stable a température ambiante. On
peut également préparer 10 x solution stock.

g)-Solution de coloration :

- Bleu de Coomassie R-250 0.3%
- Ethanol 40%
- Acide acétique glacial 10%

h)-Solution de décoloration :

- Acide acétique 10%
- Ethanol 20%
- H,Oq4 100 ml

i)-Solution de fixation :

- Acide acétique 10%
- Ethanol 40%
- Hy0q4 100 ml
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» Composition du gel de séparation :

-Solution A 2.5ml
- H,O4 3.25 ml
- Solution B 2.5ml
- TEMED 15 pl
- APS 35l

» Composition du gel de concentration :
- Solution A

- H,O4

- Solution C

- APS

1 ml
4.8 ml
1.88 ml

35 ul
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Annexe 4

Dosage des protéines (Bradford, 1976)

Reéactifs

v Réactif de Bradford
100 mg de bleu de Coomassie G250 ;
100 ml d’acide phosphorique a 85% ;
50 ml d’éthanol a 95 % ;
Qsp 1000 ml d’eau distillée.

Ce réactif de peut étre conservé a 4°C et a I’abri de la lumiere.

v  BSAa0.1%
v" Tampon citrate de sodium (0.1M, pH 5.2)

e Mode opératoire
v' Préparation a partir de la solution mére de BSA a 0.1g dans gsp 100 ml de
solution tampon citrate de sodium (0.1M, pH 5.2), des dilutions de
concentrations croissantes selon le tableau suivant :

Tableau 01: Préparation de la solution étalon de la B.S.A

N° Tube 1 2 3 4 5 6

B.S.A (ul) 0 20 40 60 80 100
Tampon (pl) 100 80 60 40 20 0

R.B (ml) 5 5 5 5 5 5

- Les 6 tubes sont incubés a température ambiante pendant 5 minutes a I’abri de la
lumiere.

- Lireles D.O a 595 nm des 5 tubes (de 2 a 6) contre le blanc (tube N° 1)

- Le tracé de la courbe d’étalonnage de la D.O en fonction de la concentration en
B.S.A.

v’ Préparation de la solution protéique a doser

Les échantillons a doser sont préparés selon le tableau 02 :
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Tableau 02: Préparation des solutions a doser.

Echantillon

Extrait brut Extrait précipité Extrait purifié

Volume de I’extrait (pul)

10 10

Volume du tampon (ul) 90 90
R.B (ml) 5 5
Courbe étalon de la B.S.A.
0,6
05 . y = 0,4754x + 0,0073
’ R = 0,9964 ]
0,4 - .

DO a 595 nm
e
w

0,2 0,4 0,6 0,8 1

Concentration en B.S.A (mg/ml)
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Annexe 5

Préparation de la solution tampon (Kamoun, 1977)

La solution tampon citrate de sodium a 0,1M est préparée comme suit :
- Solution A : acide citrique 0,1 molaire. 21,01 g /1 (C¢HsO7.1H,0)
- Solution B : dissodique 0,2 molaire. 35,60 g /1 (Na,HPO4.2H,0).
- Pour avoir une solution tampon a pH=5,2, mélanger :

46,9 ml de A+ (100-46,9) ml de B=100ml
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