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RESUME

La production d'une protéase neutre a été réalisée
par fermentation d'une moisissure mésophyle
(Aspergillus oryzae Ahlburg (Cohen) 1042.72) en
erlenmeyers sur milieux a base de déchets d'oranges
enrichis a [aide de sous-produits agro-industriels.
L'optimisation de la synthese de l'enzyme a été
effectuée en utilisant une méthode statistique de
planification expérimentale (les matrices de Plackett
et Burman a N = 8, soit a 8 expériences et N-1 =7
variables). Les variables utilisées sont les 5 facteurs
de production (lactosérum, déchets de dattes ou
dattes déclassées, corn-steep liquor, sels minéraux
et pH) et 2 erreurs. Les résultats ont été modélisés

selon une régression linéaire multiple de type :

ﬁ0+ﬁ/X1 +ﬁ2XZ+ﬂ3><3+ﬁ4X4+ﬁ5X5+e
Les résultats statistiques (corrélation et seuil de
signification) ont permis de sélectionner les facteurs
permettant la meilleure production de [l'enzyme.
Celle-ci (2016 U) est obtenue sur un milieu a base de
déchets d'oranges enrichis en corn-steep liquor apres
72 h de fermentation a pH 6. Ainsi, le milieu optimal
permet une production importante de protéase
neutre sur un milieu a moindre co(t.

MOTS-CLES : protéase neutre, Aspergillus oryzae,
déchets d'oranges, optimisation, matrices de Plackett
et Burman

ABSTRACT

The production of neutral protease was carried
out by the cultivation of Aspergillus oryzae Ahlburg
(Cohen) 1042.72 in submerged fermentation using
orange waste resulting from juice processing as a
basal medium enriched with agro-industrial wastes.
Optimization of the enzyme synthesis was achieved
using the statistical method of Plackett-Burman
design with N = 8 experiments and N-I factors;
five real (corn-steep liquor, pH, salt, decommissioned
dates, whey) and two errors. The results were
modeled using a linear regression of the type:
ﬁ0+ﬁ/></ +ﬁ2X2+ﬁ3><3+ﬁ4X4+ﬁ5X5+e
The statistical results (correlations and significance
level) made it possible to select the factors allowing
the maximum production of protease (2016 U)
obtained on a medium containing orange waste
enriched in corn-steep liquor in 72 h and at pH 6.
A large production is therefore obtained on a cheap
medium.

KEYWORDS: neutral protease; Aspergillus oryzae;

orange waste; optimization; Plackett-Burman design
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Introduction

La pollution du milieu environnant par les déchets et les sous-
produits rejetés par les industries représente une grande
préoccupation. En Algérie, le phénomene s'accentue de jour
en jour avec le développement industriel, en particulier celui
du secteur agro-alimentaire. Les agrumes sont les fruits les
plus produits dans le monde. Le Ministére de I'agriculture et
du développement rural algérien (MADR) montre qu'en 201 |
I'agrumiculture couvrait une superficie totale de 64 323 ha
avec une production totale avoisinant les | 100 000 tonnes
toutes variétés confondues. Celle-ci est constituée a 72 %
d'oranges dont une grande partie est utilisée dans l'industrie
citricole ou les déchets représentent 50 % du produit
traité. Plusieurs sous-produits agro-industriels générés par
de nombreux processus représentent 'une des sources les
plus abondantes en carbone et peuvent étre utilisés comme
matiere premiére pour d'autres industries. Lutilisation de ces
déchets dans différentes fermentations microbiennes permet
la production de métabolites a haute valeur ajoutée tels
que les antibiotiques et les enzymes ; ce qui représente un
moyen prometteur économiquement (Zouari et al, 2002).
Les déchets d'oranges ont été utilisés dans la production de
I'a-amylase microbienne (Bennamoun et al., 2004 ; Oussadi et
Kitouni, 2015)

40 % des enzymes industrielles sont produites par les
microorganismes parmi lesquels, des souches fongiques
(Garcfa-Gémez et al, 2009). En effet, les moisissures
sont considérées comme les microorganismes les plus
importants en biotechnologie. Aspergillus oryzae est 'une
des principales espéeces fongiques appliquées dans la
production commerciale des enzymes. Par ailleurs, I'emploi
des enzymes connait un succeés remarquable et entrouvre
des perspectives nouvelles. En effet, le marché mondial
des enzymes industrielles dépasse |,5 milliard de dollars
et enregistre une croissance annuelle de 6,5 % (Danson
et Hough, 1998). Certaines industries n'ont vu le jour que
grace a la mise sur le marché d'enzymes purifiées. Parmi
ces enzymes, les protéases constituent le groupe le plus
important avec 40 a 60 % du total des ventes d'enzymes
dont les deux tiers sont d’origine microbienne (Gupta et al,
2002 ; Garcia-Gomez et al., 2009). Les ventes industrielles
des protéases sont estimées a plus de 350 millions de
dollars annuellement (Kumar et al., 2008). Par ailleurs, dans
la production des enzymes industrielles, le milieu compte

pour 25 a 30 % du prix de revient (Hepner, 1983) et peut
aller jusqu'a 40 % (Srinubabu et al,, 2007). Lutilisation des
sous-produits dans la composition d'un milieu de culture
permet non seulement de réaliser des économies, mais
aussi de lutter contre la pollution de I'environnement.

Dans ce cadre nous nous proposons de produire une protéase
neutre (ou métalloprotéase) par Aspergillus oryzae sur des
milieux a base de déchets d'oranges enrichis par trois sous-
produits agro-industriels (lactosérum, dattes déclassées et
corn-steep liquor (concentré de solution de trempage de mais).
Ce travail consiste a déterminer au préalable la composition
chimique des déchets d'oranges, utilisés comme base du
milieu de culture, puis I'optimisation de ce dernier. Pour cela,
une méthode statistique a été adoptée ; le plan d'expériences
factoriel fractionnaire de Plackett et Burman (1946).Alors que
la démarche classique consiste a faire varier successivement
chacun des facteurs en maintenant les autres constants et ne
peut aboutir a des optima (Larpent et Sanglier, 1992), ce plan
permet d'étudier plusieurs facteurs a la fois tout en réduisant
le nombre d'expériences et d'exprimer la production selon
un modéle mathématique. Cette méthode est considérée
comme un outil fiable, reproductible et économique ; elle a
été utilisée dans I'optimisation de la production de différentes
enzymes comme I'a-amylase par Aspergillus oryzae et Rhizopus
oryzae (Francis et al, 2003 ; Ait Kaki El-Hadef EI-Okki et al.,
2017), la chitinase par Streptomyces griseorubens (Gasmi et
Kitouni, 2016) et les protéases par Aspergillus oryzae et Bacillus
subtilis. Ces protéases ont été produites sur des milieux de
cultures a base de substrats naturels issus de déchets agricoles
et des industries agroalimentaires (Belmessikh et al, 2013 ;
Sathishkumar et al, 2015).

I. Matériel et Méthodes

I1.1. Préparation des spores

La souche fongique utilisée est Aspergillus oryzae Ahlburg
(Cohen) 1042.72, conditionnée sous forme lyophilisée dans
une ampoule en verre fournie par l'lnstitut Pasteur de Paris
(France). Sa réactivation est effectuée sur gélose inclinée a
I'extrait de malt a 30°C jusqu'a formation de mycélium. La
sporulation est réalisée sur le milieu de culture Potato Dextrose
Agar (PDA).
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1.2. Déchets utilisés
1.2.1. Déchets d’oranges

Les déchets d'oranges ont été fournis par 'lENAJUC, (Skikda,
Algérie).

1.2.2. Dattes déclassées

Les dattes déclassées sont impropres a la consommation
humaine et sont destinées a l'alimentation du bétail. Apres leur
récupération (Tolga, Biskra, Algérie) et avant leur utilisation,
elles sont séchées a 'ombre puis broyées.

1.2.3. Lactosérum

Le lactosérum doux est fourni par l'unit¢é LONALAIT
(Constantine, Algérie) sous forme liquide, il est obtenu par
coagulation du lait avec de la présure. Avant son utilisation le
lactosérum est d'abord filtré puis centrifugé a 15000 g durant
20 minutes pour éliminer les impuretés. Il est utilisé sous sa
forme liquide.

1.2.4. Corn-steep liquor

Le corn-steep liquor est fourni par SAIDAL (Médéa,
Algérie) sous forme liquide. Un sous-produit de
I'extraction de I'amidon, il est trés utilisé pour sa
richesse comme nutriment des microorganismes dans
les fermentations dans la production de la pénicilline
par exemple. Avant son utilisation le corn-steep liquor est
clarifié par centrifugation a 15000 g pendant 20 minutes
et le surnageant obtenu est utilisé dans I'enrichissement
du milieu de culture.

1.3. Milieu de culture et
conditions de fermentation

Le milieu de culture de base est préparé a partir de 20 g
de déchets d'oranges secs qui sont dissous dans 500 ml

d'eau distillée ; la suspension est centrifugée a 15000 ¢
pendant 20 minutes. Le surnageant est dilué a 50 % a l'aide
du tampon phosphate 0,1 M a pH 5 ou 6. Le milieu est
enrichi (selon le plan expérimental) puis réparti dans des
erlenmeyers de 250 ml a raison de 40 ml par erlenmeyer.
Avant stérilisation a |15°C pendant 20 min le pH de
chaque erlenmeyer est ajusté selon le plan statistique. |l
est ensemencé avec |0° spores/ml, puis homogénéisé afin
d'éviter I'agrégation et incubé a 30°C pendant 3 jours sous
une agitation de 220 rpm.

1.4. Plan d’expériences

Le plan dexpériences adopté est celui de Plackett et
Burman (1946) afin de sélectionner les facteurs influencant
la production de la métalloprotéase. Une matrice de 7
facteurs (5 facteurs réels et 2 facteurs irréels ou erreurs)
et 8 expériences a été utilisée. C'est une matrice carrée, ne
contenant que des éléments égaux a +1 ou —I, les facteurs de
la derniére combinaison étant toujours pris au niveau inférieur
-1. Cette matrice est obtenue par permutation circulaire a
partir d'un générateur de base.

1.5. Analyse statistique

A la fin de chaque expérience, leffet de chaque facteur
sur la production de 'enzyme et de la biomasse est estimé
comme étant la différence entre la moyenne des valeurs de
réponses observées au niveau supérieur (+) et la moyenne
des valeurs de réponses observées au niveau inférieur (-)
selon I'expression mathématique suivante :

D Réponses au niveau (+) Y Réponses au viveau (-)

Nombre de valeurs (+)
E : effet de chaque facteur

Nombre de valeurs (-)

La variance du systéme est égale a la moyenne des carrés des
erreurs, qui peut étre exprimée mathématiquement par :

v - > (Erreurs)’
£ Nombre des erreurs

Tableau |. Relation entre les niveaux codés et les niveaux réels des facteurs

| Facteurs | Niveau inférieur (-1) | Niveau supérieur (+1

X, : Corn-steep liquor
(ml/L)

X, : dattes déclassées (g/L)
X, : Erreur

X,:pH

X, : Erreur

X, : Lactosérum (ml/L)

X, : Sels (mg/L) :

0 5%
0 5%
5 6
0 5%
0 [ mg/L
0 3 mg/L
0 4 mg/L
0 05 ¢g/L
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VeﬁetS :Variance des effets ; c'est la moyenne des carrés des
€carts des valeurs de la distribution de x, (facteur) par rapport

a la moyenne.

Lerreur standard E.S est égale a la racine carrée de la variance :

E.S =+ Veffets

La signification de chaque effet est déterminée par le test T
de Student :

_ Effet
E.S

Les calculs ont été effectués par le logiciel STATISTICA 6.0.
Toutes les variables ayant une probabilité de signification infé-
rieure a 70 % sont rejetées. Les résultats de production (en-
zyme et biomasse) se présentent sous forme d'une équation
polynomiale du premier degré avec seulement les variables
explicatives a effet significatif positif ou négatif :

T

Y:ﬁo * ﬁ/X/ + ﬁ2X2+ ﬂ3X3 + ,34X4 * ﬁ5X5 te (M
Y :la réponse expérimentale ;

pB,.la réponse moyenne (constante) ;

X, X, X,, X, et X, :les variables explicatives ;

B, B, B, B, et B.:les coefficients des variables explicatives ;
e :la moyenne des erreurs expérimentales.

1.6. Les mesures effectuées

1.6.1. La matiére séche (Lecoq, 1965)

5 g de déchets d'oranges sont placés dans une étuve a
|03°C £ 2°C durant quatre heures, refroidis dans un
dessiccateur et pesés. L'échantillon est remis a I'étuve pendant

une heure et pesé plusieurs fois jusqu'a stabilité du poids. Les
résultats sont rapportés a 100 g de produit.

1.6.2. La matiére minérale (Lecoq, 1965)

La teneur en matiere minérale est conventionnellement le
résidu de I'échantillon aprés incinération. Celle-ci est réalisée
dans un four a moufle jusqu'a combustion compléte du
charbon formé et obtention d’'un résidu gris clair

1.6.3. Dosage des sucres (Dubois, 1956)

La méthode de Dubois est basée sur le développement
d'une coloration brique sous l'effet du phénol. Lintensité
de la coloration est proportionnelle a la concentration du
sucre dans le milieu. Lacide sulfurique concentré et la chaleur
provoquent le départ de plusieurs molécules d'eau a partir
des alcools des oses. Cette déshydratation s'accompagne
par la formation d'un hydroxyméthyl furfural dans le cas d'un
hexose et d'un furfural dans le cas d'un pentose. Le produit se
condense avec le phénol pour donner des composés colorés.

1.6.4. La biomasse

La biomasse est séparée du milieu de culture par simple
filtration sur du papier Whatman n°1. La biomasse humide est
séchée dans une étuve a 103°C £ 2°C, puis pesée plusieurs
fois jusqu'a stabilité du poids dit poids sec.

1.6.5. L’activité protéolytique

Lactivité de la métalloprotéase est mesurée a pH 7 sur caséine
selon la méthode d'Anson, (1938) adoptée et modifiée par
Lenoir et Auberger (1977) et Mechakra et al. (1999). Le
mélange réactionnel est préparé par addition de 1,5 ml de
tampon phosphate 0,1 M pH 7, 2,5 ml de substrat (caséine a
2,5 % dans citrate de sodium 0,02 M) et | ml de la solution
enzymatique. Apres agitation, la solution est incubée | heure
au bain-marie a 40°C.

La réaction est arrétée par addition de 5 ml de TC.A a 4 %,
ce qui entraine une précipitation des protéines. Les composés
azotés non protéiques sont dosés sur le filtrat par colorimétrie
selon Folin et Ciocalteu (1927). Les mélanges de digestion,
non incubés sont traités dans les mémes conditions afin de
supprimer I'absorbance liée aux acides aminés aromatiques
faisant partie des structures des enzymes. L'unité d'activité

Tableau 2. Composition des déchets utilisés par rapport a 100 % de matiére séche.

20,10 %

03,40 %

45,50 %

03,74 %

. Déchets Dattes .

87,34 % 65 % 45 %
1,29 % 10,46 % 16,42 %
59 % 71,53 % 8,31 %
0,89 % 86! % 50,44 %
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protéolytique correspond a | pg de tyrosine libérée par heure
et par ml de milieu de culture.

2. Résultats et discussions

2.1. Composition des déchets

La composition des déchets utilisés pour la préparation des
milieux de cultures est présentée dans le tableau 2.

Dans le tableau 2 sont synthétisées les compositions chimiques
des déchets utilisés.

Le tableau 2 montre la richesse des déchets d'oranges en
sucres solubles (45,5 %) comme cela a été mentionné par
Souci et al. en 1994 (44 %). |l fait apparaitre une teneur en
matiere seche de 20,1 %, ce qui représente un pourcentage
trés proche de celui obtenu par Fadel (1999), soit 21 %. |l
montre également un taux de 3,4 % de matiere minérale,
comparable a celui de Nouel et Combellas (1999) qui rap-
portent une teneur de 3,9 %. Le taux de protéines totales
est trés faible par rapport a celui de la bibliographie. En effet,
la valeur déterminée sur nos échantillons représente 3,74 %,
soit presque la moitié du résultat obtenu par Nishio et Nagai
(1981) pour la composition de 'orange entiere. Cette perte
peut s'expliquer aussi bien par le traitement thermique lié
au processus de fabrication du jus afin d'éviter les conta-
minations que par la variété des oranges utilisées dans la
production du jus.

Ces résultats montrent la richesse de ces déchets en sucres
solubles et en minéraux et encouragent leur utilisation comme
milieu de base dans la culture des moisissures et donc la pro-
duction d'enzymes.

Pour les dattes, on observe des teneurs de 59 % en sucres
solubles, de 87,34 % en matiére seche, de 1,29 % en ma-
tiere minérale et de 0,89 % de protéines totales (tableau 2).

Comme dans notre étude, la bibliographie indique la richesse
des dattes en sucres et leur de faible teneur en composés
protidiques (Vayalil, 2012 ; Mkaouar et Kachaou, 2013). Elles
sont particulierement utilisées comme substrat de fermenta-
tion pour leur richesse en source carbonée (Ait Kaki El-Hadef
El-Okki et al,, 2017).

Concernant le lactosérum, la composition indique un taux
de 71,53 % pour les sucres solubles, de 10,46 % pour la ma-
tiere minérale et de 8,61 % pour les protéines. Ce sous-pro-
duit de l'industrie laitiére se caractérise par sa richesse en
lactose et en sels minéraux (Alais, 1981 ; Sienkiewicz et Rie-
del, 1990).

Le tableau 2 mentionne également la composition du corn-
steep liquor ou les sucres totaux solubles représentent 8,31 %,
la matiere seche 45 % et les protéines 50,44 %. La littérature
rapporte des résultats variables selon la source du corn-steep
liquor (Hull et al, 1996 ; Gao et Yuan, 201 ) mais toutes les
références présentent ce sous-produit industriel comme une
bonne source d'azote englobant une large variété d'acides
aminés (Xiao, et al., 2013).

2.2. Sélection des facteurs de
croissance et de production

Les résultats des expériences réalisées suivant le plan de
Plackett et Burman donnent les résultats de la biomasse seche
et de l'activité protéolytique représentés dans le tableau 3. La
meilleure croissance est obtenue dans I'essai n°6 contenant le
corn-steep liquor, le lactosérum et les sels et a pH 5. Alors que
la meilleure activité protéolytique est observée dans l'essai
n°7 contenant le corn-steep liquor, les dattes déclassées et les
sels a pH. Par contre, l'activité la plus faible est obtenue dans
le milieu de base (I'essai n°8).

Lanalyse statistique permet de mesurer l'effet de chaque
facteur sur les deux parametres, biomasse et activité
protéolytique (tableaux 4 et 5).

Tableau 3. Résultats de la biomasse et de P’activité métalloprotéasique produites selon le plan de
Plackett et Burman.

. Biomasse seche
o bl

X, X, X, X, X,
| + +1 + -| +1
2 -1 +1 +1 +1 -|
3 -| -| +1 +1 +1
4 +1 -| | +1 +1
5 | + | | +1
6 +1 -| +1 -| -|
7 +1 +1 -| +1 |
8 -| -| -| -| -|

X, X,
-| -| 18,72 216,10
+1 -| 4,50 513,80
| + 4,55 181,40
+1 -l 5,37 1913,70
+1 + 6,40 132,80
+1 + 21,78 160,80
-| + 2,68 2016,80
| -l 3,59 17,30
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Tableau 4. Effet des variables sur la production de la biomasse (signification minimale supérieure a 70 %).

Facteur| Estimation| Valeur de T| Signification|
~ Corn-steep liquor 7632 390 7000%
. FErreur 7.86] 1409 80,00 %
pH 8,332 1493 80,00 %
. FErreur 0637 014 NS
- lactosérum 2,112 0378 NS
- sels 0792 0,142 NS

Moyenne = 8,4412500, variance = 31,1126563,T : test de Student, NS : non significatif.

Tableau 5. Effet des variables sur Pactivité protéolytique (signification minimale supérieure a 70 %).

Valeur de T
865,525 [,621 80,00 %
51,575 0,283 NS
-752,125 [,408 80,00 %
024,675 [919 90,00 %
-66,175 0,123 NS
72,375 0,135 NS
-42,275 0,0791 NS

Moyenne = 644,087500, variance = 2850,3557313,T : test de Student, NS : non significatif.

2.2.1. Effet du corn-steep liquor

Leffet du corn-steep liquor est significatif sur la croissance de la
moisissure. En effet la présence du corn-steep liquor entraine
une augmentation de la biomasse par rapport a son absence
de 7,63 g/l, avec une signification de 70 %, comme cela a
été observé par Kassim (1983) et Silveira et al. (2001). Une
signification de 90 % a été notée par Djekrif-Dakhmouche
et al. (2006). Les résultats indiquent un effet positif du corn-
steep liquor sur la production de la protéase neutre, une
augmentation de 8655 U est notée avec une signification de
80 %. Ces résultats confirment ceux obtenus par Abdel-Fatah
et Saleh (1979) et Tsujita et Endo (1978) qui trouvent que les
enzymes protéolytiques issues d'Aspergillus sp., sont produites
en quantités importantes quand le milieu est enrichi par le
corn-steep liquor. D'autres travaux rapportent que parmi les
sources d'azote utilisées dans la production d'enzymes, le corn-
steep liquor est I'un des meilleurs car il stimule de maniéere
significative la production enzymatique (Sonawat et al., 1981).
En utilisant le méme plan d'expériences et les mémes déchets,
Bennamoun et al. (2004) trouvent que le corn-steep liquor
présentait une signification positive de 70 % sur la production
de l'a-amylase.

2.2.2. Effet des dattes

L'addition des dattes déclassées est sans effet sur la production
des protéases et de la biomasse. Ceci peut étre expliqué par la
richesse des dattes en sucres solubles et leur faible teneur en

protéines. Un apport suffisant en sucre est déja assuré par les
déchets d'oranges. Le travail réalisé par Ait Kaki El-Hadef El-
Okki et al. (2017) confirme ce résultat en rapportant que les
dattes déclassées utilisées dans la composition de leur milieu
de culture pour la production de I'a-amylase présentaient un
rapport carbone/azote (C/N) égal a 64/1.

2.2.3. Effet du pH

L'augmentation du pH de 5 a 6 est défavorable a la croissance
d'Aspergillus oryzae (tableau 4). Ceci confirme les résultats
rapportés par Hang et Woodam, (1977) ou le pH optimal
de croissance des moisissures est acide. En effet, ces auteurs
montrent que dans un intervalle de pH compris entre 3 et
8 Aspergillus foetidus NRRL 337 présentait une croissance
optimale a pH 4.

Par ailleurs parmi les 5 facteurs étudiés, le pH apparait
comme celui ayant I'effet positif le plus significatif sur la
production de la protéase neutre par Aspergillus oryzae
(90 %). Ainsi la variation du pH de 5 a 6 entraine une
augmentation de la production de I'enzyme de 1024,6 U
(tableau 5). Cette augmentation montre que le pH 6 du
milieu figure parmi les conditions optimales de production
de la protéase neutre ; le méme résultat a été décrit
par Yang et al. (2000). Un pH proche de la neutralité a
été favorable a la production des protéases neutres
par Aspergillus oryzae (Fushimi et al, 1999). D'aprées ces
résultats, il apparait que les conditions optimales de la
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production des protéases sont différentes de celles de la
croissance de la moisissure (Lenoir et al,, 1973 ; Mechakra
et al, 1999). D’autres travaux réalisés sur la production
d'autres enzymes, utilisant les matrices de Plackett et
Burman montrent que la variation du pH de 5 a 6 permet
une augmentation de l'activité enzymatique, c'est le cas
de I'exo-polygalacturonase ou les auteurs notent une
signification positive de 97,3 % (Bennamoun et al,, 2016)

2.2.4. Effet du lactosérum

La présence du lactosérum dans le milieu de culture
entraine une augmentation de la production des protéases
et de la croissance mais cette augmentation est non
significative. En effet, le lactosérum seul est un milieu
insuffisant pour la production des protéases (Mechakra et
al, 1999). Ce phénomene est lié a I'absence des acides
aminés nécessaires a la synthese enzymatique (Lenoir et
al, 1973).

2.2.5. Effet des sels

Lutilisation des sels minéraux est sans effet significatif sur
la biomasse. En effet, les déchets d'oranges renferment
une quantité suffisante en sels pour couvrir les besoins de
la croissance de la moisissure (Sauvant, 1984 ; Mahmood,
Greenman et Scragg, 1998 ; Bennamoun, 2004).

L'effet des minéraux avec les concentrations utilisées
est négatif sur la production de la protéase neutre. En
effet, étant donné que les déchets d'oranges sont trés
riches en matiére minérale (Souci et al, 1994), un apport
supplémentaire en sels rend le milieu plus concentré. Ce
résultat est confirmé par les travaux de Tomonago (1966),
ce dernier mentionne que les concentrations élevées en
sels minéraux tels que le ZnSO,, le FeSO,, le MnSO, et
le MgSO, diminueraient la production des protéases par
Aspergillus niger. Ire et al. (2011) rapportent l'influence
des concentrations des ions métalliques sur la production
de la protéase produite par A. carbonarius. Ces auteurs
notent par exemple, 'augmentation de la production de la
protéase lorsque le FeSO,.7H,O est utilisé dans le milieu a
0,04 %, au-dela de cette valeur, la production protéolytique
diminue.

D'apres les tableaux 4 et 5, une erreur dans la production de
la protéase et une dans la biomasse ont des effets significatifs.
Cet effet significatif des erreurs sur les deux réponses peut é&tre
expliqué par 'ordre élevé du fractionnement dans les matrices
de Plackett et Burman ou I'erreur peut étre confondue avec
une interaction a effet significatif entre variables, ou bien les
erreurs sont dues réellement aux erreurs lors des dosages
effectuées.

A partir de ces résultats, deux facteurs sont sélectionnés : le
corn-steep liquor et le pH.

2.3. Expression des réponses
sous forme d’équations

A partir des résultats présentés dans les tableaux 4 et 5 et
aprés exclusion des facteurs non significatifs (signification
inférieure a 70 %) sur les réponses, activité protéolytique et
biomasse, la réponse peut s'écrire sous forme d'une équation
polynomiale réduite (1) comme suit :

*  Production de la protéase :
Y = 644,08 + 865,52 X, + 72,37 X, - 409,15 (2)
ou X, est le corn-steep liquor, X, est le pH.

*  Production de la biomasse
Y=844+763X -7237 X, +424  (3)
ou X, est le corn-steep liquor, X, est le pH.

Conclusion

La richesse des déchets d'oranges en sucres solubles permet
leur utilisation comme substrat dans les cultures de moisis-
sures et la production des métabolites recherchés. Cependant,
leur emploi comme milieu de cutture nécessite un enrichisse-
ment en protéines et en facteurs de croissance qui peuvent
étre fournis par d'autres substrats naturels. Ces derniers sont
utilisés et sélectionnés en suivant des méthodes de planifi-
cations expérimentales. Celles-ci permettent de déterminer
les facteurs ayant un effet significatif aussi bien sur la produc-
tion de I'enzyme recherchée que sur la croissance de la moi-
sissure utilisée. Parmi ces 5 facteurs (corn-steep liquor, dattes
déclassées, pH, lactosérum et sels : MnSO,, ZnSO,, FeSO, et
MgSQO,) seul le corn-steep liquor a montré une signification po-
sitive supérieure a 70 % ; le role capital du pH (la valeur 6
est retenue) vis-a-vis de la production de la protéase neutre
produite par Aspergillus oryzae a été aussi noté avec une signi-
fication de 90 %. Ce travail fait donc apparaitre l'influence de
la source d'azote et de facteurs de croissance contenus dans
le corn-steep liquor. Lenrichissement par ce dernier permet
non seulement d'éviter ['utilisation d'autres substrats plus cou-
teux mais aussi de lutter contre la pollution par ces déchets
agro-alimentaires.
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