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La réalisation de la partie pratigue de ce mémoire était prévue d’étre faite en
collaboration avec I’industrie pharmaceutique SAIDAL, au sein des laboratoires de Centre de
Recherche et de Développement (CRD) Gué de Constantine Berraki - Alger, qui consiste a
I’extraction et la purification des protéases de systéme digestif de poisson, suivie par leur
identification et caractérisation par 1’étude de leurs propriétés structurelles et fonctionnelles, a
I’aide des techniques de caractérisation disponibles au niveau de ces laboratoires
(¢lectrophorese, HPLC, spectroscopie de masse...), afin d’obtenir un produit enzymatique a
intérét industriel.

Vu la situation critique qu’on vit aujourd’hui, en ’occurrence la pandémie du COVID-
19, la partite pratique de ce mémoire n’était pas réalisée, cette derniére était annulée, et cela
suite a la décision de I’équipe de formation de notre université qui consiste a transformer cette
partie expérimentale en une recherche d’actualité.
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Introduction

Les enzymes protéolytiques ou protéases sont des macromolécules qui catalysent
I’hydrolyse des protéines d’une maniere tres ciblée. Actuellement, elles constituent le groupe
d'enzymes industrielles le plus important dans le monde, en raison de leur plus grande
efficacité, en plus d’étre biodégradables. Elles ont trouvé leur application dans divers
domaines industriels tels que le domaine alimentaire, biotechnologique et pharmaceutique
(Bose et al., 2019 ; Gurumallesh et al., 2019).

Les protéases ont de nombreuses sources différentes dans la nature, notamment les
animaux (Mosztbacher et al., 2019), les plantes (Salehi et al., 2017) et les microorganismes
(Matsuoka et al., 2017). Toutefois, I’extraction et la purification des protéases a partir de ces
sources présentent un co(t éleve (Ben Elhoul., et al 2015 : Victor Dos Cardoso Santos et
al., 2016). Afin de remedier a cette situation, plusieurs recherches ont activement poussee ses
derniéres années, visant a la mise en évidence des protéases de remplacement a partir des
organismes marins comme une source alternative qui pouvant étre utilisées dans diverses
industries (Saranya et al., 2018).

Par ailleurs, les poissons referment des enzymes protéolytiques trés actives, notamment
au niveau de leur systéeme digestif non encore bien exploitées qui méritent 1’identification et
I’application. Ceci est di principalement :

» Au caractére poikilotherme des poissons, leur regime alimentaire et les preférences de
températures variées. Ce qui suppose une variation dans les types et les caractéristiques
de leurs enzymes digestives. (El Beltagy et al., 2004 ; Klomklao et al., 2007) ;

> Aux propriétés physicochimiques et catalytiques uniques de ces protéases, comme une
stabilité thermique faible et une activité spécifique moléculaire a basse température
(Amiza et Owusu, 2002 ; Victor Dos Santos et al., 2016) ;

> La disponibilité croissante des visceres, qui constitue une source potentielle de protéases
leur utilisation est importante d’un point de vue économique et environnemental
(Taghizadeh Andevari et al., 2019) ;

> La sécurité et la législation concernant l'utilisation d'enzymes dérivées du poisson sont
minimes car le poisson est considéré comme une source naturelle. En plus, il n'existe
aucune contrainte religieuse (Khangemban et Chakrabarti, 2018).

En Algérie, la sardine Sardina pilchardus est I'une des especes de poisson pélagique
trés répondue, présentant un intérét important du point de vue économique et social. A cet
effet, ces viscéres semblent donc intéressants pour étre valoriseés afin d’extraire des protéases.

Le présent travail s’inscrit dans le cadre général de la valorisation enzymatique des
sous-produits de la sardine. Dans cette optique, notre objectif principal porte essentiellement
sur I’étude de deux points principaux :

» Recherche et identification d’une activité protéolytique dans 1’homogénat du
systeme digestif de la sardine bleue Sardina Pilchardus;
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> Etude des protéases digestives de ce poisson en déterminant leurs caractéristiques
biochimiques (structurelles et fonctionnelles), ce qui pourrait les adapter a
différentes applications industrielles.
La démarche méthodologique suivie dans cette étude est basée sur des approches
complémentaires constituées en trois chapitres.

Le premier chapitre fait 1’état d’une présentation de 1’espeéce d’étude la sardine bleue
sardina pilchardus et I’intérét de la valorisation des coproduits de poisson. Le deuxieme
chapitre est consacré essentiellement pour les protéases de poisson, ou on a commencé par
des généralités sur les protéases. Puis, traiter spécialement les protéases digestives de poisson
et leur classification en fonction de leur localisation au niveau du systéme digestif. Par la suite
on a accosté les différentes applications potentielles de ces protéases dans diverses industries.

En fin, le troisiéme chapitre évoque les différentes méthodes d’étude des protéases de
la sardine. Débute initialement par les étapes d’extraction des protéases a partir de systéme
digestif de ce poisson. Suivi par la mise en évidence de I’activité protéolytique par diverses
méthodes de dosage des protéines et de I’activité enzymatique. Par la suite, les différentes
méthodes de purification et de caractérisation innovantes de ces protéases ont été décrites.
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Chapitre | : Géneralités sur la sardine
I.1. Présentation de I’espéce d’étude sardina pilchardus

D’aprés FAO, (2018) la production mondiale de péche de capture était d’environ
90,9 millions de tonnes en 2016. Toutefois, la production annuelle en Algeérie a régulierement
augmenté soit environ 120 000 tonnes par an.

En outre, la péche sardiniére, 1'une des principales composantes des produits de la
péche, qui serait évaluée a 70% des ressources halieutiques est destinée dans sa totalité a
satisfaire le marché interne en Algérie.

En termes de flottille de péche, celle des sardiniers représente 30% du total de la flottille
de péche de la Méditerranée. Selon le suivi des stocks nationaux de poissons, le stockage
mondial de la sardine sardina pilchardus est a équivalent de 106 780 tonnes, ce qui fait que la
sardine est I'une des especes les plus exploitees et les plus étudiées au monde (Benguendouz,
2018 ; Chikhi, 2018 ; FAO, 2018).

I.1.1. Classification et position systématique

La sardine appartient a un groupe taxonomique complexe qui regroupe les poissons
pélagiques marins ou dulgcaquicoles. En 1792, Walbaum a séparé la sardine du sprat et lui a
attribué son nom Sardina pilchardus (Ladaimia, 2017). Dans le genre Sardina, il n’existe que
cette espéce Sardina pilchardus ou dite sardine Européenne (Benguendouz, 2018).

La classification de la sardine selon Walbaum (1792) est montrée dans le tableau 01
suivant.

Tableau 01 : Position systématique de Sardina Pilchardus (Whitehead, 1985)

Taxonomie Description
Embranchement Chordés
Sous-embranchement Vertébrés

Super classe Ostéichtyens (poisson 0sseux)
Classe Actinoptérygiens

Sous classe Néopterygiens

Super ordre Téléostéens

Ordre Clupéiformes (forme de tube)
Sous ordre Clupéoidés

Famille Clupéidés

Genre Sardina

Espéce Pilchardus

Nom binominal Sardina pilchardus
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Selon Whitehead, (1985), le nom le plus utilisé pour la sardine c’est Sardina
pilchardus, néanmoins, cette derniere a recu plusieurs dénominations au fil des années telles
Arengus minor (Cornide, 1788), Clupanodon sardina (Risso, 1827), Clupea sardinia (Lowe,
1837), Clupea laticosta (Lowe, 1843), Clupea pilchardus (Ginther, 1868) et Sardina
dobrocgica (Antipa, 1906). Les noms vernaculaires de cette espéce selon FAO sont
représentés dans le tableau 02.

Tableau 02 : Les noms vernaculaires de Sardina pilchardus (Davidson, 2002)

Pays Appellation
Algérie Sardine
Angleterre European pilchard
Espagne Sardina europea
France Sardine commune
Gréce Sardella

Italie Sardina

Tunisie Sardina

Turquie Sardalya

1.1.2. Description et caracteres distinctifs

Sardina pilchardus, communément appelée sardine, est un petit poisson a corps
fusiforme et allongé avec une caréne ventrale peu développeée, plutdt arrondie avec un museau
légerement saillant (Ladaimia, 2017), dont la taille moyenne est de 10 a 20 cm et peut
atteindre une taille maximale de 25 cm. De couleur bleu sombre sur le dos avec des reflets
verdatres, argentés sur les flancs et blanc au niveau du ventre, sa peau est recouverte de
grandes écailles, argentées et sessiles qui se détachent facilement du corps sauf sur la téte
(Benguendouz, 2018). Avec présence de paupicres adipeuses en avant et en arriére de 1’ceil
(Figure 01).

La sardine présente deux machoires subégales et deux opercules non échancrés ornés
de 3 a 5 stries rayonnantes bien marquees, sous chaque opercule se trouve quatre branchies
(organes respiratoires) qui permettent I’échange gazeux entre le milieu aquatique et le sang.

Elle posséde une série de taches sombres le long des flancs supérieurs, avec une seule
nageoire dorsale située en avant de celle des pelviennes et la nageoire anale se termine par
deux rayons plus longs que les autres (Whitehead, 1985 ; Jemaa, 2014).

La sardine peut se distinguer des autres poissons pélagiques par l'absence d'une fente
médiane a la machoire supérieure, la position de I'extrémité postérieure de la bouche, la
présence des stries rayonnantes sur l'opercule ainsi que des points sombres sur les cotés du
corps (Benomar, 2017).
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Figure 01 : Morphologie externe de la sardine Sardina pilchardus (Walbaum, 1792) ; 1-La
bouche, 2- L’cil, 3- Nageoire caudale, 4- Nageoire anale, 5- Nageoire pelvienne, 6- Nageoire dorsale,7-
Nageoire pédonculaire, 8- Macule noiratre, 9- Opercule strié (Benomar, 2017)

1.1.3. Habitat et répartition géographique

La sardine possede une aire de répartition assez large (Bouhali, 2016). C’est une espece
pélagique cotiere rencontrée dans le Nord Atlantique, dans les mers méditerranée et noire.
Elle se trouve distribuer au niveau des cotes de I'Atlantique de Nord oriental, de I'lslande et de
la mer du Nord, vers le sud jusqu'a la baie de Gorée au Sénégal (Whitehead, 1985). Tres
commune dans la méditerranée, ce qui fait que cette derniere est capturée tout le long de
I’année vu son abondance. Elle se distribue dans le centre, ’ouest et ’est de 1’ Algérie (Figure
02) (Forest, 2001).

Cependant, il existerait deux sous espéces Sardina pilchardus pilchardus en Atlantique
et Sardina pilchadus sardina en Méditerranée (Benomar, 2017). Ce poisson vit sur le plateau
continental a une profondeur maximale de 180 m, de 35 a 55 m le jour et de 13 a 35 m la nuit.
Toutefois, les sardines agées vivent plus au large que les jeunes. Sa répartition et son
abondance sont tres influencées par les conditions hydro-climatiques, et notamment par la
richesse du milieu en plancton. C’est un grégaire qui forme de vastes bancs et effectue de
grandes migrations, qui sont probablement conditionnées par 1’dge des individus, la
disponibilité de la nourriture essentielle, la température et la reproduction (Whitehead, 1985 ;
Benguendouz, 2018).
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Figure 02 : L'aire de répartition de la Sardina Pilchardus (Whitehead, 1985)

1.1.4. Reproduction et croissance

Les périodes de ponte de la sardine varient selon la répartition géographique. Entre le
mois de Septembre et Juin, la sardine pond ces ceufs principalement sur les cotes Atlantiques
européennes et en Méditerranée, et d’octobre a Juin au niveau des cotes africaines (Bouhali et
al., 2015 ; Benguendouz, 2018). Sa ponte est fortement conditionnée par les facteurs
environnementaux tels que la température et I’hydrodynamisme (Olivar et al., 2001). La
sardine est une espece ovipare, sa reproduction se fait par fécondation externe. Elle posséde
une forte fécondité, chaque femelle peut libérer de 5 300 a 38 500 ceufs pélagiques
(Boukhari, 2015 ; Bouhali, 2016).

La croissance de la sardine ne se fait pas de fagon réguliere tout au long de 1’année ;
rapide au printemps, elle est ralentie ou méme interrompue au cours de I'hiver. Elle présente
un cycle de vie qui se caractérise essentiellement par une croissance rapide, une durée de vie
courte (en raison de la péche excessive), une taille petite qui peut atteindre 27 cm dont 90%
est atteinte durant la premiere année de son cycle, une maturation rapide associée a une
grande fécondité. La sardine atteint sa maturité sexuelle a 14,8 cm de longueur totale durant
les deux premiéres années de sa vie (Jemaa, 2014).

1.1.5 Nutrition et digestion

La structure de 1' appareil digestif n'est pas la méme chez le poisson et chez les autres
vertébrés. En outre des variations importantes peuvent étre constatées d'une espéce a l'autre
(Boury, 1960). L'appareil digestif de sardina pilchrdus se compose de machoires qui sont
subégales, dont les dents tapissent I'ensemble de la cavité buccale disposée en table de
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broyage, pharynx, foie, cesophage, estomac, coecum pylorique et les intestins (Figure 03)
(Bouhali, 2016).

Figure 03 : Schema théorique du systeme digestif de la sardine sardina pilchardus

B: La bouche; OES: L’cesophage; EST : Estomac; L. HEP: Lobe hépatique (Foie); C. CYC: Canal
cystique ; VIS, BIL : Vésicule biliaire ; C. CHO : Canal cholédoque ; CAE. PYL : Caecums pyloriques ;
DUO : Doudénum ; PAN : Pancréas (n’a pas toujours 1’aspect compact et se trouve souvent a 1’état diffus) ; I.

GR : Intestin gréle ; REC : Rectum ; AN : Anus (Creac’h, 1963).

C’est une espece planctophage. Les jeunes se nourrissent de phytoplancton ainsi que
d’ceufs et de larves de petits crustacés comme les copépodes, des larves de mollusques, et
d’alevins de poisson (Boukhari, 2015 ; Whitehead, 1985). Les adultes consomment surtout
des crustacés planctoniques (copépodes), mais également différentes larves présentes dans le
zooplancton (Rasoanarivo et al., 1991).

La sardine utilise deux modes de nutrition ; le "particulate-feeding"” qui est une prise
de nourriture volontaire par la bouche, et un "filter-feeding™ qui représente la filtration de
petites particules grace aux branchies. La filtration est utilisée pour les petites proies
inférieures a 724 pum, tandis que le mode particulaire est utilisé pour les proies supérieures a
780 um (Garrido et al., 2007).

1.2. Valorisation des coproduits de poisson

Les coproduits de poisson sont définis comme les parties non utilisées et récupérables
lors des opérations traditionnelles de transformation du poisson pour la consommation
humaine (Boukhari, 2015), ces coproduits marins représentent entre 30% et 60% du poisson
incluant : les tétes, les visceres, le foie, la peau, les écailles, les arétes centrales, les queues, les
nageoires ainsi que les chutes de filetage. Selon les périodes de peche, les éléments
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reproducteurs tels que les ceufs ou la laitance peuvent figurer parmi ces produits (Figure 04)
(Oulhiz, 2019).

e
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Figure 04 : Principaux coproduits de poisson (Boukhari, 2015)

Cependant ces coproduits renferment plusieurs molécules potentiellement valorisables
notamment des protéines et des acides aminés essentiels, des acides gras polyinsaturés, des
vitamines, des enzymes (Oulhiz, 2019), ainsi que d’autres composés bioactifs bénéfiques
pour la santé humaine et animale (Zamora et al., 2018). Il peuvent apres trasformation,
trouver des débouchés plus valorisantes en alimentation animale ou humaine, la diététique, la
nutraceutique, la pharmaceutique, le cosmétique et d’autres applications.

En Algérie, la valorisation des coproduits de la mer est pour le moment peu exploitée,
ne font objet d’aucun traitement spécifique et sont directement rejetés dans la nature (Oulhiz,
2019). Ces deéchets engendrent des problemes sur les plans transport et pollution de
I’environnement. (Lourhzal et al., 2003).

Aujourd'hui, il existe une demande croissante pour les enzymes protéolytiques du
poisson, ses déchets sont des sources importantes d’enzymes protéolytiques et de protéines.
Toutefois, les visceres constituent 1’'un de ces coproduits les plus importants de I'industrie de
poisson qui sont connus pour étre une riche source d'enzymes digestives, en particulier les
enzymes protéolytiques (Bougatef et al., 2008 ; Sylla, 2011).
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CHAPITRE Il : Les protéases de poisson

I1.1. Généralités sur les protéases

11.1.1. Définition et fonctions des protéases
Les protéases sont des enzymes hydrolytiques qui catalysent les réactions d’hydrolyse
de liaisons peptidiques au sein des protéines (Kirti Rani et al., 2012 ; Ferrall-Fairbanks et
al., 2020) engendrant des fragments polypeptidiques, qui seront par la suite transformés sous
I’influence des peptidases en leurs sous-unités constitutives, les peptides, et les acides aminés:
on parle de coupure protéolytique ou de protéolyse (Figure 05) (Balti, 2011 ; Bose et al,
2019).

Liaison
peptidique
0 Hf 0
‘,//// 4,/
QH*’_(R*\'I T—(RB'(_(_C\ —= NHy' _[RA)\ + NH.*._[RB)L;—C\
N\ ) \
H © 9
Polypeptide Peptide 1 Peptide 2

Figure 05 : Image schématisant la coupure protéolytique (Talantikite, 2015)

Ces enzymes peuvent étre hautement spécifiques en hydrolysant une unique liaison
peptidique d’une protéine donnée, ou bien elles hydrolysent plusieurs liaisons peptidiques
d’une séquence déterminée (Talantikite, 2015). Elles constituent un groupe d'enzymes tres
vaste et complexe, qui different par des propriétés telles que la spécificité du substrat, le site
actif et le mécanisme catalytique, I’optimum de pH et de température et le profil de stabilité
(Sumantha et al., 2006). Certaines d’entre elles sont produites sous forme de précurseurs
inactifs, appelés zymogenes, généralement activés par une protéolyse qui libérent I’enzyme
fonctionnelle et déclenche ainsi I’activité (Lopez Oten, 2008).

Les protéases sont présentes chez tous les étres vivants et jouent un réle important dans
plusieurs processus physiologiques, en catalysant diverses réactions métaboliques (Sumantha
et al., 2006). Les progrées des techniques analytiques ont démontré que les protéases induisent
des modifications hautement spécifiques et sélectives des protéines : comme I’activation de la
forme zymogénique des enzymes par protéolyse (Lopez Oten, 2008), la lyse des caillots des
fibrines et la coagulation du sang, la digestion des aliments, le remodelage de tissu au cours
du développement de I’organisme et la cicatrisation, ainsi que la transformation et le transport
des protéines sécrétoires a travers les membranes biologiques (Rao et al., 1998 ; Rughnath et
Shamkant, 2010).

En revanche, ce type d’enzyme participe dans divers types de conditions

physiopathologiques telles que le cancer, I’inflammation, les troubles cardiovasculaires et
digestifs (Beynon, 1984).

=



Chapitre 11 || Les protéases de poisson

Leur importance réside dans le fait qu'elles régissent non seulement les réactions
protéolytiques, telle que la taille, la forme, la rotation et la composition des protéines
fondamentales par le clivage tres spécifique des substrats, mais aussi les différentes cascades
enzymatiques, qui aboutissent finalement & toutes les réactions métaboliques impliquant la
dégradation des graisses, des hydrates de carbone, etc (Sumantha et al., 2006 ; Gurumallesh
etal., 2019).

Elles représentent la seule classe des enzymes qui occupe une place essentielle dans les
différentes applications industrielles, biotechnologique, médicinale et dans les domaines de
recherche (Sandhya et al., 2004). Elles ont été utilisées pour la premiere fois dans 1’industrie
alimentaire comme des agents de coagulation pour la production de fromage (Sumantha et
al., 2006).

11.1.2. Classification

D’apres "The Enzyme Commission of Classification", les protéases appartiennent au
groupe 3 (hydrolases), et au sous-groupe 4 (qui hydrolyse les liaisons peptidiques) (Garcia-
Careno et al., 1997 ; Wilkesman et Kurz, 2009).

Auparavant, la classification a été basée essentiellement sur la source et la localisation
d’enzyme, I’action de catalyse, le poids moléculaire et la spécificité de substrat ou de la
charge ainsi que le pH d’activité (Hartley, 2012). Cependant, un systeme plus rationnel
s’utilise actuellement, basé sur la comparaison des sites actifs, les mécanismes d’action et sur
la structure tridimensionnelle (Kumar et al., 2008).

Les protéases peuvent étre classées en deux grandes catégories: les protéases
extracellulaires qui catalysent I’hydrolyse des protéines en petits peptides facilement
assimilables par les cellules et les protéases intracellulaires qui jouent un réle essentiel dans la
régulation des processus cellulaires et métaboliques (Balti, 2011 ; Gurumallesh et al., 2019).
Elles sont aussi classées selon la gamme du pH dans laquelle leur activité est optimale, en
proteases acides, neutres et alcalines (Rughunath et shamkant, 2010).

Par ailleurs la classification la plus courante se base essentiellement sur leur site
d’action ou on trouve deux groupes majeurs ; les exopeptidases ou peptidases et les
endopeptidases ou protéinases (Kumar et al., 2008).

11.1.2.1. Les exopeptidases

Les exopeptidases agissent seulement sur les liaisons peptidiques pres des extrémités de
la chaine peptidique. En se basant sur la nature de I’extrémité N ou C terminale, elles sont
classées en amino et carboxypeptidases, respectivement (Wilkesman et Kurz, 2009 ;
Gurumallesh et al., 2019).
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11.1.2.2. Les endopeptidases

Les protéases de poisson

Les endopeptidases sont caractérisées par leur action spécifique a I'intérieur de la
chaine peptidique (Bougatef, 2013), et ne peuvent pas décomposer les peptides en
monomeéres, c'est-a-dire en acides aminés (Gurumallesh et al., 2019). La classification des

ces protéases est représentée dans le Tableau 03.

Tableau 03 : Classification des protéases (Rao et al., 1998)

Protéases Mode d’action EC N°
Exopeptidases

Amino-peptidases @ O-O-O-O--- 3.4.11
Dipeptyl peptidases ®-e'looo- 3.4.14
Tripeptyl peptidase e 0000 3.4.14

Carboxypeptidases —OO-000'e 3..4.16-3.4.18
Protéase de type sérine 3.4.16
Métallo-protéase 3.4.17
Protéases de type cystéine OO0 'ee 3.4.18
Dipeptidase eo'e 3.4.15
3.4.13
Omega peptidases - @EtOO-- 3.4.19
Wote e o) & 3.4.19

Endopeptidases - OO0 3.4.21-3.4.34
Protéase a sérine 3.4.21
Protéases a cystéine 3.4.22
Protéase a acide aspartique 3.4.23
Métallo-protéase 3.4.24
Protéases a mécanisme catalytique 3.4.99

inconnu

@ : Ces cercles représentent les acides aminés terminaux ;

O : Ces cer cles représentent les résidus d’acides aminés dans la chaine polypeptidique ;

* . Les étoiles représentent les terminus bloqués ;

¥ Les fléches indiquent les sites d’action de 1’enzyme.

La plupart des enzymes utilisées industriellement sont des endopeptidases (Rao et al.,
1998 ; Kumar et al., 2008). Selon "The International Union of Biochemistry", les
protéinases sont divisées en quatre familles en fonction du groupement fonctionnel au niveau
du site actif et la sensibilité aux différents inhibiteurs (Sumantha et al., 2006) ; les protéases
a sérines, les protéases a cystéines, les protéases aspartiques, et les métalloprotéases (Kumar
et al., 2008 ; Hartley, 2012). Certaines des propriétés de ces protéinases sont représentées

dans le tableau 04.
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> Les sérine-protéase (EC.3.4.21)

Les protéases a sérine sont une sous-classe d’endopeptidases d’une grande importance
au niveau industriel (Kirti Rani et al., 2012 ; Talantikite., 2015). Elles sont trés répandues
dans la nature, présentes chez les virus, les bactéries et les eucaryotes. Elles sont caractérisées
par la présence de sérine résiduelle dans le site de liaison catalytique (Gurumallesh et al.,
2019). Ce dernier agit comme un nucléophile qui attaque la liaison peptidique. Certaines
d’entre elles dépendent du Ca™ pour leur stabilité (Kirti Rani et al., 2012 ; Talantikite,
2015). Si on examine en profondeur le mécanisme de la sérine-protéase, presque toutes
conservent un concept de dyade de base dans lequel la Lys ou la His sont liés au Ser
catalytique. D'autres sérine-protéases provoquent une catalyse par le biais de nouvelles triades
de résidus, comme une paire de résidus de His combinee au Ser nucléophile (Garcia-Careno
etal., 1997).

Selon Wilkesman et Kurz (2009), les protéases a sérines sont divisées en trois
groupes selon leur site d’attaque sur la protéine :

» Les protéases a sérine de type trypsine provoque 1I’hydrolyse de la protéine aprés un
résidu chargé positivement ;

> Les protéases a sérine de type chymotrypsine, hydrolysent les protéines aprés un
résidu hydrophobe de haut poids moléculaire ;

> Les proteases a sérine de type élastase, coupent les protéines apres un résidu
hydrophobe de faible poids moléculaire.

A.  Lescystéines protéases (EC.3.4.22)

Les protéases a cystéine (ou protéases a thiol), est un groupe d'enzymes caractérisé par
la présence d’une dyade catalytique composée de cystéine et d’histidine au niveau du site actif
(Garcia-Careno et al., 1997 ; Wilkesman et Kurz, 2009). En générale ces enzymes sont
actives qu’en présence d’agents réducteurs tels que la cystéine et ’acide cyanhydrique
(HCN). La majorité de ces protéases présente un pH optimum neutre et peu d’entre elles sont
actives a pH acide (par exemple les protéases lysosomales) (Rao et al., 1998).

Les enzymes les plus représentatives sont la papaine, ’actinidine, la bromélaine de la
tige, la ficine, les cathepsines B et H et les protéases activées par le calcium cytosolique
(calpaines) (Garcia-Careno et al., 1997 ; Wilkesman et Kurz, 2009).

Ces protéases suscitent un intérét croissant, notamment pour la modification des
protéines alimentaires et la synthese de peptides biologiquement actifs et de leurs analogues
(Barrett, 1994 ; Wilkesman et Kurz, 2009).
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B. Les protéases aspartiques (EC.3.4.23)

Les protéases acides ou aspartiques (ou carboxyl-protéases) forment un groupe des
endoprotéases caractérisées par une forte activité et une haute stabilité a des pH acides, c’est
la base de I’appellation de ce groupe « protéases acides » (Balti, 2011 ; Gurumallesh et al.,
2019). Le pH optimum acide est d0 a la présence de deux résidus catalytiques aspartyls qui
sont essentiels pour I’activit¢ (Rao et al., 1998 ; Roghunath et shamkant, 2010). Les
protéases acides sont regroupées en trois familles nommées : pepsine, rétropepsine et les
enzymes de rétrovirus (Garcia-Careno et al., 1997 ; Wilkesman et Kurz, 2009). Selon
l'activité notée des protéases de l'acide aspartique, le groupe fonctionnel de I'enzyme serait
ciblé. Lors du ciblage, il n'y a pas d'attaque nucléophile et il n'y a pas non plus de formation
de substance covalente qui aurait dd se produire entre I'enzyme et un fragment de substrat
(Sylla, 2011).

Les protéases aspartiques sont généralement inhibées par la pepstatine. Elles sont également
sensibles aux composes de type diazocétone tels que l'ester méthylique de diazoacetyl-DL-
norleucine (DAN) et le 1,2-epoxy-3-(p-nitrophénoxy) propane (EPNP) en présence d'ions
cuivre. (Rao et al., 1998 ; Roghunath et shamkant, 2010). Ces protéases présentent un
grand intérét industriel dans les secteurs ou I’hydrolyse des protéases a faible pH est désirée
(Sumantha et al., 2006).

C. Les métallo-proteases (EC.3.4.24)

Les métallo-protéases forment un groupe d’enzyme trés diversifié des types de
proteases catalytiques (Garcia-Careno et al., 1997). Ce type de protéase est caractérisé par
une activité catalytique exigeant la présence d’un ion métallique divalent au niveau de leur
site actif, le plus souvent le Zn*2(Rao et al., 1998 ; Wilkesman et Kurz, 2009). Le métal est
un agent électrophile qui exacerbe la réactivité de ’eau avant son attaque nucléophile sur le
carbonyl de la liaison peptidique a rompre (Sylla, 2011).

La stabilité¢ thermique de ces protéases augmente considérablement en cas d’ajout des
ions Ca™ au milieu (Talantikite, 2015). En revanche, elle diminue lorsque des agents
séquestrants sont ajoutés (Barrett et Rawlings, 1995). Ainsi, ces protéases sont inactivées en
présence d’agents chélateurs forts (ex : EDTA), qui enléve le Zn*2; alors que 1’enlévement
des ions Ca*? affecte seulement sa thermo-stabilité (Wilkesman et Kurz, 2009). Elles
comprennent des enzymes d’origine divers dont les plus importantes sont : les collagénases
des organismes supérieurs, les toxines hémorragiques du venin de serpent et la thermolysine
(Sylla, 2011 ; Kirti Rani et al., 2012).
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Figure 06 : Mécanismes catalytiques des endoprotéases (Clark, 2016)

Tableau 04 : Propriétés des endoprotéases (Rhugunath et Shamkant, 2010 ; Samantha et

al., 2006)
Propriétés Protéase a serine Protéase a Protéase Métalloprotéase
cystéine aspartique

Nom ancien Sérine Thiol Carboxyle Métallo

Nomenclature 3.4.21 3.4.22 3.4.23 3.4.24

Composition du Sérine Cystéine Acide Zn**

site actif Aspartique

Gamme de pH 7-9 3-7 2-6 5-9

optimal d’activité

La température °C 20-80 25-70 40-70 40-60

optimale d’activité

Masse moléculaire  20-135 20-65 30-60 20-60

Inhibiteur (in vitro) PMSF, DIFP E-64, lodoacétate  Pepstatine EDTA

Inhibiteur (in vivo) A, az et az cystamines Inconnu TIMP-1, TIMP-2
protéinase

Localisation Intra et Lysosomes Lysosomes Intra et
extracellulaire extracellulaire

Exemple Elastine, plasmine Cathepsine B et L Cathepsine D  Gélatinase

j
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11.2. Les protéases digestives du poisson

Diverses protéases digestives sont naturellement présentes dans les viscéres de poissons
(Isaad, 2012), elles sont localisées dans la muqueuse gastrique, le coecum pylorique, les
tissus pancréatiques ainsi que dans la muqueuse intestinale. Le type et la quantité totale de ces
protéases digestives dépendent essentiellement de I’espéce et de I’alimentation du poisson
(Boury, 1960). Ces protéases constituent actuellement le groupe dominant des enzymes
marines largement utilisées dans le domaine biotechnologique (Bougatef, 2013).

Ces enzymes peuvent offrir des propriétés liées a leur habitat (Alarcon et al., 1997 ;
Boury, 1960), contrairement a celles d’origine bactérienne, végétales ou animales,
couramment utilisées dans I’industrie, les protéases d’origine marine présentent de nombreux
avantages. En effet, les enzymes marines se distinguent par leurs conditions optimales
d’activité. Elles sont fonctionnelles dans des solutions a force ionique élevées (Bougatef et
al., 2010), possedent une forte activité catalytique a basse temperature avec une concentration
relativement faible (Kim, 2013), une grande capacité d’hydrolyser les protéines natives, une
large stabilité aux variations du pH. Elles présentent également I’avantage d’étre
thermosensibles (Balti, 2011 ; EI Hadj Ali et al., 2009), en plus de la disponibilité croissante
en matieres premiéres viscerales en tant que source potentielle de ces protéases digestives a
faible codt (Klomklao et al., 2004 ; Okada et Morrissey, 2007). Ces caractéristiques des
proteases de poissons les ont rendu adaptées a différentes applications notamment dans de
nombreuses opérations de transformations alimentaires (El Hadj Ali et al., 2009).

Generalement, les protéases digestives de poissons ont une activité optimale a une
température beaucoup plus €élevée que celle de I’habitat du poisson. Ceci peut étre expliqué du
fait que les températures internes du tractus digestif des poissons sont toujours plus élevées
que la température ambiante de la mer (Koury et al., 1971). Bien qu’il n’y ait pas de grandes
différences apparentes entre eux, les protéases digestives d’origine marine possédent une forte
activité dans une large gamme de pH et de température (Bougatef et al., 2007 ; EI Hadj Ali
et al., 2009 ; Balti, 2011).

Les protéases digestives les plus importantes des visceres de poisson sont les enzymes
gastriques acides et les enzymes intestinales alcalines (Shahidi et Kamil, 2001 ; Bougatef,
2013). Cependant diverses études sur ces protéases ont montré des activités importantes et
stables a des valeurs de pH allant de 2,0 a 4,0 dans I’estomac (pepsine), et de 8,0 a 10,0 dans
I’intestin (trypsine) (Chong et al., 2002 ; Hidalgo et al., 1999).

Par ailleurs ces protéases peuvent étre récupérées a partir de viscéres entieres pour les
especes de petite taille comme les sardines. En revanche chez les espéces de taille assez
importante, les intestins et I’estomac peuvent étre séparées (Balti, 2011).
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11.2.1. Classification des protéases digestives du poisson

11.2.1.1. Les protéases gastriques

Les enzymes protéolytiques présentent dans 1’estomac des poissons sont des protéases
acides (Balti, 2011). Dans le systeme EC, toutes les protéinases acides/aspartyl provenant
d'animaux marins ont les trois premiers chiffres en commun, comme EC 3.4.23 (Kim, 2013).
Les trois protéinases aspartyl communes qui ont été isolées et caractérisees dans l'estomac des
animaux marins sont la pepsine, la chymosine et la gastricsine (Klomklao, 2008).

Les protéases gastriques n'ont pas été détectées chez les poissons sans estomac et les
invertébrés aquatiques. Ces poissons sans estomac peuvent contenir une enzyme homologue,
la cathepsine D (Shahidi et Kamil, 2001 ; Kim, 2013) (Des exemples sur les protéases
gastriques de quelques especes de poisson : Voir I’annexe I).

A. Lapepsine

La pepsine (EC.3.4.23.1), présente chez les vertébrés et chez de nombreuses espéces
marines, elle est I’'une des principales protéases presentent dans les visceres des poissons, elle
se présente comme la protéase gastrique majoritaire (Klomklao et al., 2007 ; Balti, 2011).
C’est une enzyme a fonction extracellulaire (Klomklao, 2008), Elle possede une spécificité
préférentielle aux acides aminés aromatiques (Phénylalanine, tyrosine et Tryptophane) et une
faible activité sur les peptides a courte chaine (Zhao et al., 2011).

La pepsine est composée d'une seule chaine polypeptidique de 321 acides aminés avec
un poids moléculaire de 35 kDa (Simpson, 2000). Cependant, les pepsines provenant
d'animaux marins ont un poids moléculaire allant de 27 a 42 kDa (Klomklao, 2008 ; Acevedo
Gomez et al., 2018).

La pepsine est sécrétée sous forme de zymogene (Pepsinogene), est activée par I’acide
de I’estomac en une forme active (Klomklao, 2008 ; Sholeh et al., 2020). Son activité est trés
dépendante des valeurs du pH, des températures et du type de substrat, comme toute autre
protéase aspartique, elle est caractérisée par une activité considérable sur I’hémoglobine
(Balti, 2011 ; Zhao et al., 2011).

La pepsine posséde une activité coagulante satisfaisante. En revanche Klomklao (2008), a
démontré que les pepsines de poisson hydrolysent I'némoglobine beaucoup plus rapidement
que la caséine. A cet effet, ce dernier est le substrat le plus fréquemment utilisé pour la
détermination de son activité, probablement en raison de sa meilleure solubilisation dans le
milieu réactionnel acide (Jardillier et al., 1972 ; De Vecchi et Coppes, 1996 ; Klomklao et
al., 2004).

La pepsine de I'estomac de poisson est particulierement active pour un pH compris entre
2 et 3; son action est déja sensible a pH 1 mais son activité devient tres faible au-dessus de pH
4 (Boury, 1960 ; Klomklao, 2008).
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B. Lachymosine

La chymosine (EC.3.4.23.4), communément appelée "rénine", est une protéase acide
présentant certaines caractéristiques particuliéres, telles qu'une activité et une stabilité autour
de pH 7,0 pour la protéolyse, avec une étroite spécificité de substrat qui la différencie des
autres protéases acides telles que la pepsine. La chymosine possede certaines propriétés qui la
différencient de la pepsine parmi lesquelles ; un pouvoir élevé de coagulation du lait, un pH
optimal entre 2,2-3,5 pour I’hydrolyse de ’hémoglobine comme substrat, une faible activité
sur le N- acétyl-L- Phénylalanyl-3,5- diiodo-1- tyrosine (APD), I’incapacité a inactiver la
ribonucléase et une sensibilité élevée a I’inactivation par I'urée. La forme zymogéne possede
une masse moléculaire de I’ordre de 33,8 KDa (Vega-Villasante et al., 1995 ; Shahidi et
Kamil, 2001 ; Klomklao, 2008 ; Balti, 2011).

C. Lagastricsine

La gastricsine (EC.3.4.23.3) est une protéase aspartique qui a été identifiée dans les
organismes marins, ayant des proprietés enzymatiques et biochimiques semblables a celles de
la pepsine. Toutefois, elle differe de la pepsine par sa structure et certaines propriétés
catalytiques (D-Vecchi et Coppes, 1996 ; Shahidi et Kamil, 2001 ; Balti, 2011).

Deux isozymes de la gastricsine ont ete purifiées et caractérisées a partir des sucs
gastriques du merlan. Le pH optimal pour I'nydrolyse de I'hémoglobine par ces gastricines de
merlan était de 3.0, ce qui était similaire a celui des gastricines de mammiferes. Elles étaient
stables jusqu'a un pH 10 mais rapidement inactivées a des valeurs de pH plus élevées. Cette
derniére propriété semblerait distinguer les gastricsines des pepsines (Simpson, 2000 ;
Klomklao, 2008 ; Kim, 2013).

D. Lacathepsine D

La cathepsine D (EC.3.4.23.5) est une endopeptidase aspartique qui posséde une activité
pepsine-like mais elle differe des pepsines par sa haute activité sur les peptides a longue
chaine. La cathepsine D posséde un poids moléculaire de 40 KDa et son pH optimal est de
I’ordre de 3,5. Sa température optimale est de 40°C mais elle perd son activité initiale a 50°C.
Les inhibiteurs comme la leupeptine et ’EDTA présentent un effet minime sur I’activité de la
cathepsine D alors que la pepstatine A I’inhibe d’une maniére irréversible. Cette protéase
hydrolyse les protéines comme 1’hémoglobine et les protéines sarcoplasmiques, mais elle a
trés peu d’effet sur le collagene. A des pH acides (pH < 6), cette enzyme est capable de
dégrader I’actine et la chaine lourde de la myosine (Wang et al., 2007 ; Balti, 2011 ; Sylla,
2011). Des exemples de certaines protéases digestives de quelques espéces de poissons et
leurs caractéristiques sont représentées dans le tableau 5.
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Tableau 05 : La température optimale, le pH optimal et la masse moléculaire de certaines
protéases gastriques du poisson

Enzyme Espece PM pH T Références
(KDa) (C°)
Pepsine Séabalo 45 2 45  (Acevedo Gomez
Prochilodus lineatus et al., 2018)
Thon 32,7 2,0 50 (Nalimanon et al.,
(Thunnus alalunga) 2010)
Emissole lisse (Mustelus 35 2,0 40  (Bougatef et al.,
mustelus) 2008)
Parone (Parona signata) - 3,5 37  (Pavlisko et al.,
1997)
Chymosine Carpe (Cyprinus carpio) - 2,0 - (Cohen et Gertler,
1981)
Gastricsine Merlan (Merluccus gayi) - 3,0 - (Sanchez-Chiang
et Ponce, 1981)
Morue Atlantique (Gadus 34 - - (Amiza et Owusu.,
morhua) 2002)
Cathepsine D Morue Atlantique (Gadus 40,0 3,0 - (Wang et al., 2007)
morhua. L)

11.2.1.2. Les protéases intestinales et hépatopancréatiques

Ces protéases sont sécrétées par le caecum pylorique ou par le pancréas et présentent
dans les intestins. Elles sont principalement représentées par : la trypsine et la chymotrypsine.
Toutefois, d’autres enzymes telles que les collagénases, les élastases et les carboxypeptidases
ont été découvertes dans les viscéres intestinaux des poissons. Une étude des enzymes
proteolytiques dans le tube digestif de diverses especes de poissons a révélé que les sérines
proteases distribuées dans l'intestin des poissons possédent des activités nettement supérieures
a des pH alcalins plutdt que neutres. De plus, plusieurs études ont montré que les protéases a
sérine de poissons sont généralement similaires a celles des vertébrés du point de vu masse
moléculaire, composition en acides aminés et la sensibilité vis-a-vis des inhibiteurs (Simpson,
2000 ; Shahidi et Kamil, 2001 ; Balti, 2011 ; Sylla, 2011 ; Kim, 2013) (Exemples de
certaines protéases intestinales et hépatopancréatiques de quelques espéces de poisson : Voir
I’annexe I).

A. Latrypsine et la chymotrypsine

Ce type de protéases pancréatiques est présent chez diverses espéces de poissons,
notamment chez les sardines (Gaillard, 2003). Elles sont actives en milieu alcalin. Chez les
vertébrés supérieurs, ces enzymes sont sécrétés sous forme de zymogénes inactifs (Sylla,
2011). Le trypsinogene est activé en trypsine par autocatalyse ou par une protéase produite
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par la muqueuse intestinale, I’entérokinase (Kim, 2013). La trypsine active le
chymotrypsinogéne en le transformant en chymotrypsine (Balti, 2011).

» Latrypsine

La trypsine (EC.3.4.21.4) posséde une spécificité trés étroite sur les liaisons peptidiques
du coté carboxyle des résidus d’arginine et de lysine (Klamklao et al., 2006). Elle joue un
role majeur dans les processus biologiques, notamment la digestion, 1’activation des
zymogenes de la chymotrypsine et d’autres enzymes (Cao et al., 2000). En revanche elle peut
inactiver des enzymes telles que la polyphénol oxydase (PPO) (Kim, 2013).

Les trypsines des animaux marins ressemblent aux trypsines des mammiféres en ce qui
concerne leur taille moléculaire (22-30 KDa) (Sylla, 2011), leur composition en acides aminés
et leur sensibilité aux inhibiteurs de sérines- protéinase (Balti et al., 2009). Leur pH optimal
pour I'hydrolyse de divers substrats se situe entre 7,5 et 10,0, tandis que leurs températures
optimales sont comprises entre 35 et 65°C (De Vecchi et Coppes, 1996 ; Klamklao, 2008).
Par contre, elles sont instables a pH acide et elles ne sont pas activées ou stabilisées par les
ions calcium, contrairement aux trypsines pancréatiques des mammiféres (Kishimura et
Hayashi, 2002).

» Lachymotrypsine

La chymotrypsine (EC.3.4.21.1) possede une spécificité beaucoup plus large que la
trypsine. Elle clive des liaisons peptidiques impliquant des acides aminés ayant des chaines
latérales volumineuses et des acides aminés non polaires tels que la tyrosine, la phénylalanine,
le tryptophane et la leucine (Vega-Villasante et al., 1995 ; Kishimura et Hayashi, 2002). En
général, cette enzyme est une molécule composée d’une seule chaine polypeptidique dont le
poids moléculaire est compris entre 25 et 28 KDa (Simpson, 2000). Elle est plus active dans
la gamme de pH de 7,5 a 8,5 et est plus stable a un pH d'environ 9,0. Sa température optimale
est comprise entre 45 et 55°C (Klamklao, 2008 ; Bougatef et al., 2010). Les chymotrypsines
de poisson ont une vitesse de réaction plus élevée et hydrolysent plus de liaisons peptidiques
dans divers substrats protéiques (caséine, collagéne et aloumine de sérum bovin) que leur
homologue de mammifére provenant du pancréas de beeuf (Kishimura et al., 2008).

B. Lacollagénase

La collagénase (EC.3.4.24.7) est une protéase a sérine qui hydrolyse les molécules de
topocollagéne triple de type I. Il. 1l (Zefirova et al., 1996 ; Balti, 2011). Sa fonction
physiologique dans plusieurs organismes est due a son pouvoir digestif, elle differe des
collagénases musculaires qui appartiennent aux protéases des métalloenzymes a zinc en raison
des différences existantes au niveau de leur site actif et présente a la fois des activités de type
trypsine et chymotrypsine (Shahidi et Kamil, 2001 ; Kim, 2013).

Les collagénases d’origine marine possedent des masses moléculaires comprises entre
24 et 36 KDa. Elles sont actives dans une gamme de pH de 6,5 a 8,0 et inactives a des pH <
6,0 (Balti, 2011 ; Sylla, 2011). Ce sont des protéases thermosensibles qui perdent leur activité
a une température de 40°C. Ces enzymes ont des applications potentielles en tant
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qu'attendrisseurs de viande dans la fabrication de viandes et de produits carnés de haute
qualité (Shahidi et Kamil, 2001 ; Kim, 2013).

C. L’élastase

L’¢lastase (EC.3.4.21.11) est une protéase produite initialement par le pancréas sous
forme de précurseur inactif et est destinée a la digestion des protéines telles que 1’élastine et la
protéine fibrillaire soluble du tissu conjonctif (Balti, 2011). L'action protéolytique n'est
cependant pas limitée a I'¢élastine native, car les élastases sont efficaces pour hydrolyser
diverses protéines solubles. C’est une enzyme, ayant une spécificité pour les liaisons
peptidiques ou le clivage se produit au niveau des groupes carbonyles des acides aminés
portant de petites chaines latérales non polaires (Ageirsson et Bjarnason, 1993 ; Simpson,
2000).

Au niveau de I’intestin I’¢lastase s’active et fonctionne a un pH alcalin. Contrairement a
I’¢lastase du porc, celle de poisson présente de faibles interactions au niveau du coeur
hydrophobe, ce qui contribue a sa meilleure adaptation a des basses températures (Balti,
2011 ; Shahidi et Kamil, 2001 ; Kim, 2013). Des exemples de certaines protéases digestives
de quelques especes de poissons et leurs caractéristiques sont représentées dans le tableau 6.

Tableau 06 : La temperature optimale, le pH optimal, la masse moléculaire et le substrat
spéecifique de certaines protéases intestinales du poisson

Enzyme Especes PM T pH Substrat Références
KDa °C
Trypsine Bogue (Boops boops) 23,0 55 9,0 BAPNA?® (Barkia et al.,
2010)

Saumon royal 28,0 60 8,0 BAPNA?® (Kurtovic et
(Oncorhynchus al., 2006)
tshawysha)
Sardine du pacifique 255 50 8,0 BAPNA? (Castillo-
(Sardinops sagax yanez et al.,
caerulea) 2005)

Chymotrypsine Marbré (Lithognathus 27,0 55 11, SAAPFena® (Bougatef et
mormyrus) 0 al., 2010).
Sardine du pacifique 26,0 50 8,0 SAAPFpna® (Castillo-
(Sardinops sagax yanez et al.,
caerulea) 2006)

Collagénase Morue de I’Atlantique 24,0 45 8  SAAPFena® (Kristjansson
(Gadus Morhua) 55 95 et al. 1995)
Maquereau (Scomber 14,8 55 7,5 Collagene (Park et al.,
japonicus) de type | 2002)
Poisson fichier 27,0 55 7,0 Collagene (Kimetal.,
(Novoden medestrus) 8,0 de type | 2001)

Elastase Morue de I’Atlantique 24,8 25 9,3 SAAApn® (Asgeirsson et
(Gadus Morhua) Bjarnason,

1993)

Poisson chat (Solea 195 37 7,5 Caséine (Clarck et al.,
Solea. L) 1985)
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& N-a-benzoyl-pL-arginine-P-nitroanilide ;
b Succinyl-L-Ala-L-Ala-L-Pro-Phe-P- nitroanilide ;
¢ Succinyl-Ala-Ala-Ala-P- nitroanilide.

11.2.2. Applications potentielles des protéases digestives du poisson

Environ 60 % des enzymes présentes sur le marché mondial sont des protéases
(Gurumallesh et al., 2019), dont elles constituent une classe importante d’enzymes a large
potentiel d’applications industrielles. Le choix de la protéase est basé sur le coft, la spécificité
vis-a-vis du substrat, les optima de pH et de température et la sensibilité aux inhibiteurs et aux
activateurs (Balti, 2011).

Les enzymes digestives de poisson possedent plusieurs propriétés uniques et
intéressantes qui pourraient offrir divers avantages et les rendre mieux adaptées comme
auxiliaires technologiques dans plusieurs applications par rapport aux enzymes d'autres
sources (Klomklao, 2008). De plus, elles présentent une alternative avantageuse dans les pays
ou des raisons philosophiques ou religieuses interdisent I’utilisation d’enzyme provenant de
certains animaux. (Guérard, 1985).

Ces enzymes sont dexcellents catalyseurs utilisés dans diverses bio-processus
industrielles, principalement dans les domaines ; alimentaire, médical, pharmaceutique et
autres (Klomklao, 2008 ; Ducruet et al., 2019).

11.2.2.1. Industrie Agroalimentaire

A. Fabrication du fromage

Une attention considérable a récemment été accordée a la recherche de divers substituts
a la présure animale (sources bovine et porcine) (Shahidi et Kamil, 2001). Cependant, les
protéases gastriques de poisson ont été considérées comme des substituts prometteurs de la
présure en raisons économiques, efficacité, capacité a coaguler a basses températures et la
stabilité a une gamme de pH un peu élevée (Zhao et al., 2011 ; Ducruet et al., 2019). De ce
fait, la pepsine des visceres de poisson permet une coagulation efficace du lait grace a son
activité intéressante au plan de I’hydrolyse de caséine, notamment de la fraction Kappa a pH
5,5 - 6,4 (Shahidi et Kamil, 2001). Cette hydrolyse constitue la phase primaire de processus
de coagulation du lait. Cependant la trypsine de poisson pourrait étre utilisée comme
auxiliaire dans la phase d’affinage et de maturation du fromage (Guérard, 1985 ; Kim,
2013).

B. Attendrissement de la viande apres la rigidité cadavérique
Les collagénases de poisson se sont révélées d’étre spécifiques pour la dégradation du

collagéne insoluble dans la viande, contrairement aux protéases végétales utilisées auparavant
qui entrainent une hydrolyse excessive par leur dégradation a la fois du collagéne et des
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protéines myofibrillaires, aboutissant & un aspect pateux et un ramollissement indésirable de
la texture de la viande (Martin, 1994 ; Okada et Morissy, 2007). Ces collagénases
fonctionnent a un pH relativement faible, s’inactivent aprés un traitement thermique doux et
s’activent a basse température, ce qui permet de réaliser des économies d'énergie en les
faisant fonctionner dans les conditions auxquelles les viandes sont conservées pendant
I’entreposage, ce qui donne un attendrissement optimale offrant ainsi des viandes et des
produits carnés de haute qualité (Okada et Morissy, 2007 ; Arvanitoyannis et Kassaveti,
2008).

C. Suppression du gout oxydé du lait

L'oxydation du lait est un phénoméne indésirable dans l'industrie laitiére. Par ailleurs le
traitement du lait & la trypsine de poisson améliore sa stabilité au rancissement oxydatif des
lipides, probablement en raison d'une meilleure fixation du cuivre par la protéine du lait
modifiée par I'enzyme (Shahidi et Kamil, 2001). De plus, il est avantageux d'utiliser la
trypsine provenant de poissons adaptés a la température froide, en raison de son instabilité
thermique, elle s’inactive par le processus de pasteurisation, par conséquent, l'enzyme
résiduelle ne serait pas presente pour provoquer I'hydrolyse ultérieure des protéines du lait
(Martin, 1994).

D. Industrie de panification et des boissons

Les protéases de poisson sont largement utilisées dans I’industrie de panification, se
concentrent principalement sur la dégradation du gluten de blé (protéine insoluble)
(Gurumallesh et al., 2019), ce qui réduit le temps de mélange et augmente le volume du pain
(Kim, 2013 ; Sumantha et al., 2006).

Ces enzymes peuvent aussi étre utilisées en cenologie toutefois sont confrontées aux
conditions physico-chimiques du jus de raisin (Ducruet et al., 2019).

E. Transformation de poisson

L’utilisation des enzymes protéolytiques digestives de poissons fait partie de nombreux
procédes de traitement des produits de la mer, tels que la préparation des hydrolysats, de
sauce, ainsi que la purification et la production d’ceufs de poisson (Caviar) (Balti, 2011 ;
Sylla, 2011).

» Préparation des hydrolysats de poisson

Diverses recherches sur les protéases digestives de poissons ont montré des taux de
production d’hydrolysats comparables a celles des protéases microbiennes actuellement
appliquées dans la préparation des hydrolysats. En effet, les protéases digestives de poissons
ont des spécificités relativement étroites et uniques ce qui empéche la formation des peptides
amers. Par conséquent, les protéases de poissons peuvent étres de meilleurs candidats pour la
production d’hydrolysats de protéines de poissons qui sont utilisées pour renforcer la valeur
nutritive des aliments (Shahidi et Kamil, 2001 ; Sylla, 2011).
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» Préparation de sauce de poisson

Les protéases digestives de poissons essentiellement la trypsine et la chymotrypsine
sont utilisées avec succés comme auxiliaires de transformation des fruits de mer, notamment
I’accélération de la fermentation de la sauce de poisson, par une augmentation considérable de
I’hydrolyse protéique. La sauce par cette supplémentation enzymatique contenait
significativement plus d'azote total, de protéines solubles et de teneur en acides aminés libres
(Klomklao et al., 2006 ; Klomklao, 2008).

» Purification et production d’ceufs de poisson

L’utilisation des méthodes enzymatiques particulierement les enzymes des visceres de
poisson comme la pepsine, qui permet 1’élimination des écheveaux en rompant les liens qui
adherent les ceufs, offre plusieurs avantages parmi eux une meilleure récupération des ceufs
avec moins de dommages, contrairement aux methodes mécaniques (Shahidi et Kamil,
2001 ; Okada et Morissy, 2007).

11.2.2.2. Industrie pharmaceutique et recherche médicale

Les protéases de poisson sont utilisees pour la fabrication des produits spéciaux tels que
les peptones pharmaceutiques appliquées pour la régulation de la digestion (Boury, 1960).
Néanmoins ces protéases sont aussi séduisantes qu’elles puissent étre utilisées comme
médicament afin de traiter plusieurs maladies essentiellement infectieuses, inflammatoires et
gastro-intestinales (Zhao et al., 2011).

A. Médicaments a base de pepsine

Des capsules et des comprimés a base de pepsine de poisson, sont utilisées dans la
régulation de la digestion, comme antiseptique dentaire et dans le traitement de maladies
telles que la gastralgie, les vomissements obstinés, diarrhée infantile, apepsie et certains
cancers (Zhao et al., 2011).

B. Meédicaments a base de la trypsine et la chymotrypsine

Des recherches actives ont également été menées sur les enzymes protéolytiques du
poisson, essentiellement la trypsine et la chymotrypsine dérivées des viscéres de la morue de
I’Atlantique (Bjarnason, 2004). Ces recherches ont mis au point un nouveau produit
appelé « Penzim », utilisé sous forme de gel et de lotion dans le traitement des affections
cutanées, notamment le psoriasis et dautres affections de la peau (I'eczéma, l'acné, les
candidoses) (Jonsdottir et al., 2004 ; Okada et Morissey, 2007).

D’autres médicaments a base de ces enzymes sont aussi utilisés pour traiter les
douleurs, les inflammations aigués ou chroniques y compris les maladies auto-immunes (la
polyarthrite rhumatoide), les ulceres, les hémorroides, les cicatrices cornéennes et
I’accélération de la cicatrisation des plaies.

Ces enzymes sont utiles pour traiter et prévenir les infections virales telles que les
poussees d'herpés, I'hépatite, la grippe et les infections a coronavirus, les infections fongiques,
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bactériennes ou parasitaires (Bjarnason, 2004). De plus, ces principes actifs sont utilisés dans
la thérapie de remplacement des enzymes pancréatiques ou la supplémentation en cas des
maladies ceeliaques et d’insuffisance pancréatique (Bose et al., 2019).

11.2.2.3. Industrie des détergents

Les protéases de poisson présentent un grand intérét dans I'industrie des détergents. La
stabilité¢ de leur activité a basse température leur offre la capacité a I’amélioration du pouvoir
détergent en favorisant I’élimination des taches protéiques, contrairement aux autre protéases
et produits chimiques qui ne posseédent pas des propriétés équivalentes méme a haute
température (Kim et al., 2002).

11.2.2.4. Autres applications

A.  Extraction de collagéne

Les enzymes protéolytiques de poissons sont efficaces pour I'extraction du collagene
(Rustad, 2003). Nalinanon et al. (2007) ont étudié l'utilisation de la pepsine de poisson
vivaneau obese comme aide pour augmenter le rendement en collagéne extrait de la peau du
poisson. L'ajout de la pepsine a amélioré le rendement par rapport a I’extraction par une
solubilisation acide (ASP) (Nalinanon et al., 2007 ; Zhao et al., 2011).

B. Déprotéinisation des déchets de crevettes

L’utilisation des protéinases alcalines des organes digestifs de poisson, en particulier de
la trypsine dans 1’extraction de caroténoprotéines des déchets de transformation de crevettes
augmente le rendement de récupération (Klomklao et al., 2005).

Klomklao et al. (2007) ont récupéré des caroténoprotéines a partir de déchets de
crevettes tigrées noires en utilisant la trypsine de caeca pyloriques de poisson bleu. Le produit
obtenu contenait une teneur élevée en caroténoprotéines qui pouvant étre utilisés comme
compléments alimentaires en aquaculture ou comme colorant et aréme dans les produits
alimentaires (Shahidi et Kamil, 2001).

Les enzymes protéolytiques endogénes de poisson peuvent étre également utilisées pour
I’enlévement enzymatique de la peau de poisson (calmar), détachement des coquilles chez
certains crustacés, également pour I’ensilage de poisson et la production d'essence de perle a
partir des écailles de poisson. On peut envisager I’emploi de ces protéases dans la dégradation
et la solubilisation de matiéres protéiques d’origine animale ou végétale (Klamklao, 2008).
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Chapitre III. Les méthodes d’étude des protéases digestives de la sardine

La sardine commune Sardina pilchardus est une espéce de poisson trés largement
consommée par les populations du bassin méditerranéen, particulierement en Algérie. Le
choix de cette espece est justifié en raison de sa grande disponibilité et de son importance
commerciale. C’est un produit de péche le plus important car d’une part il se vend
quotidiennement a la pécherie et d’autre part il présente un codt relativement faible par
rapport aux autres poissons. (Benomar, 2017 ; Benguendouz, 2018 ; Affan, 2019).

Figure 07 : Photographie originale des echantillons de sardine péchée dans la cbte Algérienne
(2020)

111.1. Extraction des protéases digestives de la sardine Sardina Pilchardus

II1.1.1. Préparation de I’échantillon

Pour étudier le potentiel des sous-produits marins des poissons, I’ensemble du systéme
digestif de la sardine commune Sardine Pilchardus a été extrait dans le but de rechercher,
identifier et caractériser les enzymes protéolytiques présentes (Namjou et al., 2019).

Des sardines fraiches achetées ont été lavées deux fois a I’eau froide puis disséqués
soigneusement et eviscerées (Figure 08). Le systeme digestif entierement prélevé (estomac,
caecum pylorique, intestin et foie) (Figure 09) a été nettoyé a I'eau distillée pour éliminer les
taches de sang et d’autres impuretés. Les organes sont pesés puis sont immediatement utilises,
ou congelés et conservés dans des boites stériles en plastique scellées a -20 £ 2 °C jusqu’a
leur utilisation pour I’extraction d'enzymes digestives, afin de minimiser leur autolyse
(Bougatef et al., 2007 ; Bougatef et al., 2008 ; Ben Khaled et al., 2010 ; Ben Khaled et al.,
2011).

Selon Acevedo Gomez et al., (2018) la durée maximale de la conservation de ces
organes ne doit pas dépasser deux semaines.

En vue d’extraire une enzyme digestive précise, son organe de localisation est prélevé et
conservé séparément des autres organes, comme c’est le cas de Bougatef et al. (2008) et




Chapitre 111 I Les méthodes d’étude des protéases de la sardine

Nalinanon et al. (2010) qui ont séparé I’estomac de I’Emissole lisse Mustelus mustelus et
celle du thon rouge Katsuwonus pelamis pour I’extraction de la pepsine.

Figure 08 : Photographies originales représentant la dessication (a) et I'évéscération (b) de la
sardine (2020)

—8

Figure 09 : Photographie originale des différentes parties du systéme digestif récupérées de la
sardine apres dessiccation et éviscération : 1. Estomac ; 2. Foie ; 3. Caecum pylorique ; 4. Intestin
(2020)

II1.1.2. Obtention de I’extrait brut enzymatique

Le protocole utilisé pour la préparation de I’extrait brut enzymatique a partir du systeme
digestif de la sardine comprend trois étapes principales :

A. Ladécongélation

Consiste a mettre les organes sous courant d’eau distillée (26-28°C) jusqu’a ce que la
température au cceur atteigne 0 a 4° C selon Nasri et al., (2015), Aissaoui et al., (2017), ou de
-2 a 0° C selon Bougatef et al., (2008), Acevedo Gomez et al., (2018).

B. L’homogénéisation

Dans cette étape les viscéres décongelés ont été homogénéisés dans un tampon
approprié avec différents rapports échantillon/ tampon (P/V) selon chaque auteur. Chong et
al., (2002), Nasri et al., (2015), Aissaoui et al., (2017) ont utilisé un rapport de 1/1. Tandis
qu’un rapport de 1/2 a éte utilise par Bougatef et al., (2007), Bougatef et al., (2008).
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Narasimha Murthy et al., (2017), Vega-Villasante et al., (1995) ont utilisé un rapport 1/3 et
1/4 respectivement, a 1’aide d’un homogénéisateur de tissu (Blinder, ultraturaux, broyeur de
type potter...etc) pendant une durée allant de 30 sa 1 min, pour provoquer la lyse des cellules
afin de liberer les protéases (Guerard, 1985 ; Alliot et al., 1974 ; Taghizadeh Andevari et
al., 2019).

Plusieurs tampons ont été utilisés pour I’extraction des protéases digestives de poisson,
néanmoins le plus utilisé est le Tris-HCI (pH 8,0) (Chong et al., 2002 ; EI Hadj Ali et al.,
2011 ; Bkhairia et al., 2016).

La température joue un rdle important dans le recouvrement de I'enzyme brute, de se
faire la procédure d'extraction doit étre effectuée a basse température (0-4°C) afin de
minimiser sa dénaturation. Le pH est aussi un paramétre essentiel qui doit étre controlé dans
cette étape entre une valeur de 7,0 et 8,0 pour toutes les protéases digestives (Khangembam
et al., 2012; Sholeh et al., 2019 ; Ribeiro Cardoso Dos Santos et al., 2020).

C. Lacentrifugation

L’homogénat obtenu a été ensuite centrifuge a 6000 g selon (Beynon, 1984) pendant 60
min, 8000 g pendant 30 min selon (Kantaphant et al., 2010), 8500 g pendant 30 min selon
(El Hadj Alli et al., 2011),9 000 g pendant 30 min selon (Narasimha Murthy et al., 2017),
10 000 g pendant 20 min selon (Celis-Guerrero et al., 2004), 15 000 g pendant 30 s selon
(Taghizadeh Andevari et al., 2019), en utilisant une centrifugeuse réfrigerée qui permet de
garder la température a 4°C. Pour éliminer les débris de tissu, le culot est jeté et le surnageant
recueilli a été filtrés sur le papier wattman N° 1 (Kantaphant et al., 2010) ou sur le N° 3
(Anson, 1938). Le filtrat « Extrait brut actif» obtenu contenant les enzymes digestives
solubilisées est soit utilisées immédiatement, ou maintenues a -20° C en aliquotes d’environ 1
ml jusqu’a leur utilisation dans les tests de dosage et les étapes de purification qui suivent.
Avec une durée maximale de stockage ne dépassant pas 3 mois (Krogdahl et al., 2015 ;
Acevedo Gomez et al.,2018).

Préparation de 1’échantillon

v

Homogénéisation dans un tampon Tris-HCI

v

Centrifugation
Surnageant Culot

v

Filtration
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Figure 10: Procédure d'extraction, de purification et de caractérisation des protéases

digestives de la sardine
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111.2. Méthodes de dosage
IIL.2.1. Dosage de I’activité protéolytique

I11.2.1.1. Méthode d’Anson, 1938

Elle se base sur I’estimation de la teneur des peptides simples et des acides aminés libres
formés par I’hydrolyse d'une protéine substrat sous 1’action d’une protéase ou un mélange de
protéases.

Apres la protéolyse la réaction enzymatique est stoppée par [’addition de D’acide
trichloracétique (TCA), qui fait précipiter les protéines non attaquées par la protéase, puis les
éliminer par différents procédés (centrifugation, filtration). La mesure de 1’absorbance des
produits azotés libres restants en solution aprés coloration au réactif de Folin- Ciocalteau
(réagit avec la Tyrosine « Tyr » et le Tryptophane « Trp »), permet de déterminer l'activité
proteolytique par spectrophotométrie a 750 nm pour I’hémoglobine et la caséine et a 680 nm
pour la BSA (Kerboeuf et al., 2002 ; Sidikou et al., 2005 ; Baudin, 2013).

Cette activité s’exprime par référence a l'absorption d'une solution de tyrosine qui sert de
référence d’acide aminé aromatique avec des concentrations connues (0 a 100) pg/ml. En
présence d'un substrat protéique, une unité d’activité protéolytique correspond a la libération
de 1pg de tyrosine par heure et par Iml d’extrait test¢é (Anson et Mirsky., 1932 ; Anson,
1938). Néanmoins de nombreux auteurs utilisent la milli-unité de tyrosine (mU = U x 1000)
(Kerboeuf et al., 2002). La méthode est donc de type enzymatique ou protéolytique dont le
principe est présenté dans la (Figure 10).

SUBSTRAT
LECTURE DE LA DENSITE OPTIQUE
PROTEASE /
MELANGE DE
PROTEASE FOLIN CIOCALTEU

PEPTIDE 1+PEPTIDE 2 +... +PEPTIDE X

TCA

Figure 11 : Principe générale de dosage de l'activité protéolytique par méthode d'Anson 1938
(Sidikou et al., 2005)

Différents substrats non spécifiques sont utilisables dans cette méthode, principalement
I’hémoglobine, la caséine, 1’ovalbumine et 1’albumine bovin (BSA), dont le principe de ce
dernier est représenté dans la Figure 11 (Kerboeuf et al., 2002 ; BongaMbokoh et al.,
2003 ; Mendes et al., 2009). Néanmoins la gélatine ne peut pas étre utilisée en raison qu’elle
n’est pas précitée par le TCA (Anson, 1938).
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Figure 12 : Principe général du dosage du pepsinogéne sanguin par la méthode protéolytique
d'’Anson 1938 sur BSA comme substrat (BongaMbokoh et al., 2003)

Cependant la caséine et I'némoglobine sont tres largement utilisées comme des substrats
standards dans les tests de dosage de l’activité protéolytique, vue les avantages qu’elles
présentent : la non-toxicité, la richesse en acides aminés aromatiques (Tyrosine,
Tryptophane), la disponibilité et 1’approvisionnement facile; en plus elles sont pratiquement
solubles dans les tampons (Wehrle et al., 1999).

Il existe aussi des substrats spécifiques (synthétiques) mais ils sont plutdt destinés a
I’analyse de D’activité de I’enzyme purifiée. IIs ne sont pas adaptés au dosage a partir de
I’extrait brut (Kerboeuf et al., 2002) (Mode opératoire de la méthode d’Anson, 1938 : voir
annexe II).
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111.2.1.2. Méthode de Park et al., 1995

Le principe de cette méthode est identique a celui d’Anson, (1938) en utilisant un
substrat chromogeéne L’ Azocaséine. Son hydrolyse par les protéases conduit a la libération du
produit « azo » donnant une coloration rouge avec une absorption maximale a 440 nm. Cette
coloration est proportionnelle au taux d’azo libéré dans le milieu réactionnel.

Pour la détermination de I’activité spécifique en utilisant le substrat azocaséine, 1’unité
d’activité protéolytique correspond a la quantité d’enzyme libérant 1 pug d’azo a 440 nm par
min. Le coefficient d’extinction de I’azo-caséine €iwumaonm = 37 L. cm™. gt utilisé pour
calculer I’activité enzymatique (Parente et al., 2010 ; Djellouli, 2018).

Plusieurs adaptations de la méthode d’Anson, 1938 basées sur le méme principe ont été
utilisées par les auteurs pour le dosage de l’activité enzymatique de certaines protéases
digestives des poissons représentées dans le tableau 07.

Tableau 07 : Les différents substrats utilisés pour le dosage de l'activité enzymatique par la
méthode d*Anson, 1938 de quelques protéases digestives de poisson

Enzyme Espece Substrat Références
Protéase alcaline (Onchynchus Caséine (Taghizade
Mykiss) Handevari et al.,,
2018)
Protease digestive / Caséine (Saranya et al., 2018)
Pepsine (Chanos Chanos) / Hémoglobine (Nurhayat et al.,
(Ameiurus melas) 2020)
proteéase intestinale (Scorpaena notata)  Azocazéine (Aissaoui et al., 2017)
Pepsine (Katsuwonus Hémoglobine ; (Nalinanon et al.,
pelamis) BSA ; 2010)
Ovalbumine.
Protéase aspartique (Sardinella aurita) Hémoglobine (Ben Khaled et al.,
2011)
Protéases endogénes (Sardinops Hémoglobine et (Klomklao et al.,,
melanostictus) caséine 2008)
Cathepsine D (Gadus Moruha. L)  Hémoglobine (Wang et al., 2007)
Trypsine thermostable  (Latjanus Synagris)  Azocaséine (Esposito et al., 2010)
Pepsine (Hemigaleus Hémoglobine (Sholeh et al., 2019)
balfouri)

111.2.1.3. Détection de Pactivité enzymatique par la technique de Zymographie

Les techniques électrophorétiques assurent également la révélation des activités
enzymatiques spécifiques sur des gels par la technique dite I’enzymographie ou zymographie
(Quesada et al., 1996 ; Yan et Bloome, 2003). C’est une technique analytique simple et de
grande sensibilit¢ qui permet I’identification des protéases et de détecter leur potentiel
protéolytique (Choi et al., 2009 ; Walksman et Kurz, 2012 ; Grudkaush et al., 2013). De
plus elle assure la visualisation simultanée du nombre et du poids moléculaire approximative
des enzymes protéolytiques dans un échantillon donné, sur la base de leur protéolyse d’un
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substrat protéique copolymerisé dans le gel de poly-acrylamide (Walksman et Kurz, 2009 ;
Cho et al., 2020).

La gélatine est largement utilisée comme substrat dans cette technique (un produit de
bon marché et valable pour la majorité des protéases). En effet, toute protéine digérée par
la protéase d'intérét et qui reste soluble dans les systemes tampons d'électrophorése,
peut étre utilisée comme une alternative a la gélatine (ex: caséine, hémoglobine, collagéne,
fibrine, héparine, SAAPFFpNA...) (Garcia carreno, 1993 ; Troeberg et al., 2003 ; Kumar
et Samarth, 2019).

» Principe

Elle repose sur la séparation des protéines par €électrophorése sur gel de polyacrylamide
au dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE) non réducteur (absence de chauffage et d’agents
réducteurs [2-Mercaptoéthanol, Dithiothréitol DTT]) contenant le substrat protéique intégré
dans la matrice du gel qui reste immobilisé pendant 1’¢lectrophorése. Apres la migration, les
proteines séparées sont partiellement rénaturées par élimination du SDS avec un détergent
non-ionique, tel que le Triton X-100, Tween-20...etc.

Ensuite le gel (zymogramme) est incubé dans un tampon d’activation approprié qui
permet a la protéase de récupérer son activité pendant une durée et a une température optimale
en fonction du type d’enzyme et du type de substrat intégré dans le gel. A la fin, le gel est
coloré au Bleu brillant de Coomassie (BBC) R-250 puis décoloré par le mélange (méthanol,
acide acétique, eau) afin de visualiser les activités protéolytiques apres la degradation du
substrat sous forme des bandes translucides (claires) ou légérement colorées sur un fond bleu
sombre, dont I’intensit¢ de ces bandes est linéairement liée a la quantité de protéases
(Walksmer, 2009 ; Pan et al., 2011 ; Walksmen et Kurz, 2017 ; Kumar et Samarth,
2019).

Cette technique a été utilisée pour la mise en évidence de I’activité protéasique de
plusieurs enzymes digestives de poisson en utilisant divers substrats. La caséine a été utilisee
par Villanneva-Gutiérrez et al., (2020) pour détecter ’activité enzymatique de la trypsine et
la Chymotrypsine de Totoaba macdonaldi, la trypsine de Clupeonella Cultiventris Caspia par
Zamani et al., (2014), tandis que I’hémoglobine été le substrat choisi pour visualiser I’activité
de la pepsine de Lateolabrax Japonicus par Cao et al., (2011). Felberng et al. (2010) et
Aissaoui et al. (2017) ont utilisé la zymographie sur gélatine pour la recherche de I’activité
enzymatique de la protéase de Clupea harengus et de la Sardine Sardina Pinchrdus et celle de
la protéase intestinale de Scorpaena notata respectivement.

111.2.1.4. Evaluation des propriétés technologiques des protéases de la sardine

» Test de coagulation (méthode d’Arima et al., 1970)

L’activité coagulante des protéases entraine le clivage des liaisons Phe 105- Met 106 de la
caséine K, ce qui rend les micelles de caséine instable en provoquant leur agrégation ce qui
conduit a la formation d’un coagulum (un caillé) (Kumar et al., 2006 ; El Bendary et al.,
2007 ; Shieh et al., 2009 ; Bruno et al., 2010 ; Kumari et al., 2012).

E
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> Principe

La méthode d’Arima et al. (1970) se base sur 1’évaluation visuelle de I’apparition des
premiers flocons de coagulation du lait écrémé et qui s’exprime en terme d’unité d’activité
coagulante (UAC) nommeée aussi unité présure (UP). Cette derniére représente la quantité
d’enzyme par (ml) d’extrait enzymatique qui provoque la floculation de 10 ml du lait écrémé
a 10% préparé dans 0,01 M du CaCl; a pH 6,5 en 100 secondes et & 30° C. Elle se calcule
selon I’expression suivante :

AC (UP) = 10xV/TxQ

Avec

v V: volume du lait écrémé a coagulé (10ml) ;

v Q : volume de I’extrait enzymatique coagulant utilisé (1ml) ;
v’ Tc : temps de coagulation (en secondes).

L’activité coagulante peut étre egalement exprimee en force de coagulation, basee sur le
calcul du temps de coagulation sur le méme substrat mais a 35°C. Exprimée en Unité Soxhlet
(US), cette force de coagulation correspond au nombre d’unités de poids ou de volume du lait
coagulable en 40 min par unité de poids ou de volume de la préparation enzymatique. Elle se
calcule selon la formule suivante :

F (US) = 2400xV/TcxQ

Avec
v/ 2400 : temps standard du test (40 min) en secondes (40 min x 60 sec) ;
vV : volume du lait écrémeé a coaguler (10 ml) ;
v" Q : volume de [Dextrait enzymatique coagulant employé (1ml);

v Tc : temps de coagulation du lait (en secondes) (Nouani et al., 2009).

Les deux méthodes se basent sur la mesure du temps de floculation, qui correspond a
I’intervalle du temps qui s’écoule entre I’addition de I’extrait enzymatique coagulant et
I’apparition des premiéres particules du caillé sur la paroi interne de tube incliné.

Guérard, (1985) et Souaré et al., (2017) ont utilisé cette méthode pour tester I’activité
coagulante de la pepsine extraite a partir de la muqueuse gastrique de la roussette
(Scyliorhinus canicula) et celle extraite des viscéres de poisson Chanchard (trachurus
mediterraneus) respictivement.

111.2.2. Dosage des protéines

La détermination de I’activité spécifique d’un extrait enzymatique implique d’y doser le
taux de protéines, en tant qu'indicateur des concentrations des protéases digestives. De
nombreuses méthodes ont été mises au point pour déterminer cette concentration. Ce sont
généralement des méthodes spéctrophotométriques basées sur diverses caractéristiques
spectrales ou réactionnelles des acides aminés constituant les protéines, parmi les méthodes
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les plus utilisées sont celles de Lowry et de Bradford (Kruger, 2002 ; Walker, 2002 ;
Rosenberg, 2004).

111.2.2.1. La méthode de Bradford (1976)
» Principe

Elle est basée sur I’interaction en milieu acido-alcoolique entre les protéines et le BBC
G-250. Ce colorant rouge/brun a 1’état libre, prend une teinte bleue quand il s’adsorbe aux
protéines ce qui provoque un déplacement de son pic d’absorption maximale qui passe de
(464nm, forme cationique) au (595nm, forme anionique).

Cette adsorption se fait principalement et de facon spécifique par des liaisons ioniques
avec des acides aminés basiques (Arg, Lys, His) et aromatiques de la molécule protéique.

Plusieurs auteurs ont utilisé cette méthode en raison de sa haute qualité déterminée par
sa simplicité, rapidité, grande sensibilité avec une bonne stabilité de la coloration. Elle est
aussi assez résistante a la plupart des interferents qui nuisent a la plupart des autres méthodes.
Seuls les détergents (ex : SDS), autres surfactants (ex: Triton X-100) et des bases fortes
interferent fortement avec cette méthode (Bradford, 1976 ; Roe, 2001 ; Kruger, 2002 ;
Walker, 2002 ; Rosenberg, 2004 ; Boumazza, 2015). (Préparation du réactif de Bradford et
le mode opératoire de la méthode : Voir I’annexe III).

111.2.2.2. La méthode Lowry et al. (1951)
» Principe
Cette méthode est fondée sur le résultat de deux réactions :

- La réaction de Biuret, dans laquelle les liaisons peptidiques régissent avec le cuivre
dans des conditions alcalines pour produire du Cu™ qui réagit avec le réactif de folin.

- Et la réaction de folin-ciocalteu qui consiste a réduire le phosphomolybdotungstate en
bleu de I’hétéropolymolybdéne par oxydation des acides aminés aromatique présents
dans les proteines, principalement la tyrosine et le tryptophane et a un degré moindre
la cystéine et 1’histidine catalysés par le cuivre.

Ces réactions donnent une forte couleur bleue, qui dépend en partie de la teneur en tyrosine et
en tryptophane. La méthode est sensible jusqu’a environ 0,01 mg de protéine/ ml (Lowry et
al., 1951 ; Kruger, 2002 ; Walker, 2002 ; BongaMbokoh et al., 2003 ; Penda, 2007 ;
Chevereux,2009 ; Zhao et al., 2011 ; Ben Kahoul, 2016).

Pour les deux méthodes précédentes de dosage, le changement de l’absorbance est
proportionnel a la quantité du colorant lié, indiquant ainsi la concentration en protéine dans
I’extrait. La concentration en protéine totale se détermine a 1’aide d’une courbe standard
réalisée avec 1’albumine du sérum bovin (BSA) (Bradford, 1976 ; Rosenberg, 2004 ;
Belhamiche, 2005 ; Rouj, 2011). (Le mode opératoire de deux méthodes de dosage : Voir
I’annexe I1I).

Chkrabate et al. (2005) et Acevedo Gomez et al. (2018) ont adapté la méthode de
Bradford, 1976 pour le dosage de la concentration de la trypsine de Hypophthalmichthys
molitrix et de la protéase aspartique du Prochilodus lineatus, respectivement. Tandis que la
méthode de Lowry et al. (1951) a été utilisée pour le dosage du taux de la trypsine de
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Actanthopagrus lattis (Namjou et al., 2019) et la celle de Thonnus alalunga (Poonsin et al.,
2019).

II1.3. Précipitation fractionnée au sulfate d’ammonium

Les protéines sont des molécules trés sensibles a leur environnement et peuvent facilement
perdre temporairement ou définitivement leurs propriétés biologiques. La précipitation
différentielle (fractionnée) est I’'une des méthodes les plus rapides qui permet de récupérer les
protéines sous forme concentrées tout en gardant leurs activités biologiques
(Walker, 2002 ; Rosenberg, 2004, Mike et Qin, 2017).

» Principe

En principe les électrolytes (les sels) sont trés solubles en milieu aqueux, ils combinent
a la fois la déshydratation et la neutralisation des protéines. Ce type de précipitation est base
sur le changement des conditions ioniques qui rendent les protéines insolubles et cela varie
pour chaque type de ces biomolécules et donc on peut ajuster les concentrations du sel pour
isoler la protéine désirée (Walker, 2002 ; Janson, 2011).

A des concentration en sel assez elevees, les charges requises en surface sont
neutralisées et la solubilité de la protéine décroit rapidement, la protéine est privée des
molécules d'eau qui I'hydratent, celle-ci sorte de la solution et précipite, puisque I’eau
disponible pour sa solubilisation est détournée vers la solvatation du sel, c’est le phénomeéne
de relargage au sel (Salting-out) qui permet de stabiliser la conformation native et la fonction
de la protéine et diminuer au maximum sa dénaturation.

La principale méthode de précipitation différentielle est celle qui utilise le sulfate
d'ammonium (NH4)2S04, vu sa grande solubilité dans 1’cau avec un pouvoir précipitant élevé
et il est facilement retiré de la solution de protéine par simple dialyse. De plus, la méthode
permet une pré-purification et considéré comme une étape de concentration des protéines.
(Coulon et al., 2004 ; Culter, 2004 ; Koolman et Rohm, 2005 ; Voet et al., 2005 ; Burgess,
2009 ; Rouj, 2011).

La concentration en sel est exprimée en pourcentage de saturation. La quantité de
sulfate d’ammonium solide nécessaire pour obtenir la précipitation d’une protéine est calculée
soit a partir de la loi, soit déterminée directement a partir du tableau des pourcentages de
saturation en sulfate d’ammonium (Tableau 08) ci-dessous :

515 (x—x0)

m (NHa4)2 S04 (9) = 100-(0.27x)

AVec :
m : quantité de sulfate d’ammonium en (g)
Xo : taux de saturation initiale

X : taux de saturation a atteindre
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Tableau 08 : Monogramme des pourcentages de saturation en sulfate d'ammonium pour 1 |
de solution tampon et une température de 0-4 °C (Dawson et al., 1969)

Concentration finale de (NH4),S04a 0° C en (%)
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
saturation de sulfate d’ammonium Solide

0 106 134 164 194 226 258 291 326 361 398 436 476 516 559 603 650 697
5 79 108 137 166 197 229 262 296 331 368 405 444 484 526 570 615 662
10 53 81 109 139 169 200 233 266 301 337 374 412 452 493 536 581 627
15 26 54 82 111 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 503 547 592

o

o

8 po 0 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 349 387 427 469 512 557
= 25 0 27 56 84 115 146 179 211 245 280 317 355 395 436 478 522
S Bo 0o 28 56 86 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488
° BB ()} 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 369 410 453
© 40 ()} 29 58 89 120 153 187 222 258 296 335 376 418
o s 0 29 59 90 123 156 190 226 263 302 342 383
= |50 0 30 60 92 125 159 194 230 268 308 348
T s 0 30 61 93 127 161 197 235 273 313
o 60 0o 31 62 95 129 164 201 239 279
o 65 0 31 63 97 132 168 205 244
s 70 0o 32 65 99 134 171 209
€ 75 0 32 66 101 137 174
S 80 0 33 67 103 139
= 85 0 34 68 105
£ 90 0 3 70
§ 95 0 35
§ [100 0

(O]

Le précipité dans la plage choisie pour la saturation des protéines d’intérét est recueilli
par centrifugation, puis celui-ci subira une dialyse (Ben Chiheub, 2015).

Cette méthode a été utilisée comme une étape de pré-purification pour la précipitation de
plusieurs proteases de poissons, quelques exemples sont représentés dans le tableau 09.

I11.4. Dialyse des extraits enzymatiques

La dialyse est un processus de separation basé sur le phénoméne d’osmose en utilisant
une membrane semi-perméable genéralement en acétate de sodium.

Seules les molécules possedantes une taille inférieure au diametre des pores sont
capables de diffuser de part et d’autre de la membrane et d’atteindre 1’équilibre avec le
volume total de la solution dans le systeme (ex : I’cau, les sels « (NH4)2SO4 » et de petits
métabolites). Par contre, les macromolécules telles que les protéines ne sont pas diffusables
ou elles seront retenues dans le méme compartiment de la membrane.

La dialyse est non seulement utilisée pour éliminer les molécules de sels
« (NH4),S04 » (dessalage), mais aussi utilisée comme moyen de concentrer une solution
diluée (Rosenberg, 2004 ; Voet et al., 2005; Sheehan, 2009 ; Janson, 2011 ; Rouj, 2011).
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Tableau 09 : Exemples de certaines protéases de poisson précipitées par sulfate dammonium

a différenrs taux de saturation

Protéase  Espéce Taux de Dialyse Références
saturation
Protéase  (Prochilodus lineatus)  a 60% 24Ha4°C  (Acevedo Gomez et al.,
aspartique 2018)
Protéase / a80% 24Ha4°C (Saranyaetal., 2018)
digestive
Trypsine  (Common Dolphinfish) & 100% 24Ha4°C  (Ribeiro Cardoso Dos
Sautos et al., 2020)

Protéase  (Euthynnus affinis) / 20%-40% 24Ha4°C (Narasimha Murthy et
viscérales (Catla Catla) / al., 2018)

(Oreochromis

mossambicus)
Pepsine (Latimeria Chalimnea) 20%-50% 24Ha4°C (Tanjietal., 2007)
Pepsine (Lateolabrax 20%-60% 24Ha4°C (Caoetal., 2011)

Japonicus)
Pepsine (Mustelus mustelus) 20%-70% 24Ha4°C  (Bougatef et al., 2008)
Protease  (Onchynchus Mykiss) 20%-80% 24Ha4°C (Taghizade Handevari
alcaline et al., 2018)
Trypsine  (Actanthopagrus lattis)  30%-70% 24Ha4°C  (Namjou et al., 2019)

I11.5. Purification et caractérisation des protéases digestives de la sardine

Comme toute protéine, les protéases peuvent étre extraites, purifiées et caractérisées par
différentes techniques de séparation et de caractérisation afin de faciliter 1’¢tude de leurs
propriétés structurelles et fonctionnelles (Selmane, 2010 ; Benchiheub, 2015).

111.5.1. Méthodes de purification

La purification d’une enzyme a partir d’un extrait brut consiste a éliminer toutes les
protéines étrangeres, tout en perdant le moins d’enzyme possible en cours des étapes de
purification. Il s’agit donc d’obtenir des fractions successives ou le rapport activité
enzymatique totale /concentration des protéines totales augmente. Le maximum de ce rapport
est atteint quand I’enzyme est pure. Toutes les étapes de purification sont effectuées a des
températures n'excédant pas 4° C (Rosenberg, 2004 ; Bougatef et al., 2007 ; Liu et al.,
2007).

La purification des protéases fait appel soit a plusieurs étapes chromatographiques
successives, soit une seule étape chromatographique est suffisante pour obtenir la purification
(Voet et al., 2005).
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I11.5.1.1. Chromatographie d’exclusion moléculaire

> Principe

Elle est basée sur le fractionnement des protéines en fonction du poids moléculaire et de
la taille relative de ces molécules, avec un ordre d’élution décroissant. La phase stationnaire
est constituée par des billes poreuses, dont le principe consiste a faire migrer 1’échantillon a
analyser a travers ces granules, ou les molécules suffisamment petites sont retenues dans la
structure poreuse de la matrice (résine) ce qui ralentie leur progression, alors que les grosses
sont progressivement exclues de la phase stationnaire en passant entre les billes et laissent la
colonne rapidement (Figure 12) (Roe, 2001 ; Koolman et Rohm, 2005 ; Ben chiheub,
2015 ; Balasubramanian et al., 2004).

Les résultats sont contr6lés au fur et a mesure que le tampon sort de la colonne,
généralement en mesurant 1’absorbance UV a 280 nm avec dosage du rapport activité
enzymatique totale /concentration des protéines totales (Rosenberg, 2004).
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Figure 13 : Principe fondamental de la Chromatographie d’exclusion moléculaire (Voet et
al., 2005)

Cette technique est généralement utilisee comme premiere étape pour la purification de
la plupart des protéases, y compris les protéases digestives des poissons ou plusieurs auteurs
I’ont utilisé, notamment pour purifier la pepsine de Thonnus alanunga sur une colonne de
Sephadex-G 50 suivi d’une chromatographie échangeuse d’ions DEAE-Cellulose (Nalinanon

et al., 2010). Elle était la seule étape de purification pour la trypsine produite par Sardina

pilchrdus (Bougatef et al., 2007) et la protéase alcaline de Onchynchus Mykiss (Taghizade
Handevari et al., 2018) sur une colonne de Sephadex G-100 et la trypsine de Common
Dolphinfish sur colonne Sephacryl S-100 HR (Ribeiro Cardoso Dos Sautos et al., 2020).
Pour la trypsine de Thonnus alalunga le tamisage moléculaire sur Sephadex G-75 est

E
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également utilisée (Poonsin et al., 2019). Trois séries de chromatographie de gel filtration sur
Sephacryl S-200, Sephadex G-50 et DEAE-cellulose ont été utilisé par Klomklao et
Benjakul, (2017) afin de purifier la trypsine de Thonnus Alalunga.

IIL.5.1.2. Chromatographie échangeuse d’ions

» Principe

La chromatographie d’échange d'ions assure la séparation des molécules ionisables, qui
repose sur l'attraction entre la phase stationnaire, connue sous le nom d'échangeur d'ions, et le
composé a analyser sur la base des différences dans les propriétés de charge nette. Cet
échangeur d’ions est un polymere insoluble (cellulose, les gels d’agarose, Dextran réticulé,
polystyréne, les polyméres d’acrylamide ...) renferme des groupes ionisables qui lui sont
chimiquement greffés, ayant les propriétés d’échanger les molécules chargées de fagon
réversible.

On distingue deux types d’échangeurs d’ions ; les échangeurs cationiques et les
échangeurs anioniques. Les protéines ayant une affinité relativement faible avec I'échangeur
d'ion seront faiblement retenues et migrent plus rapidement dans la colonne. A linverse, les
proteines qui interagissent fortement avec I'échangeur d'ions seront retenues et leur élution
sera tardee (Culter, 2004 ; Cummins et al., 2010 ; Wilson et Walker, 2010 ; Ben Chiheub,
2015 ; Ben Kahoul, 2016).

Il existe deux maniéres d’¢luer les molécules fixées sur I’échangeur: par paliers ou par
gradient

- Modification du pH de la phase mobile de telle sorte que les molécules qui sont
chargées ne le soient plus ou qu’elles portent une charge du méme signe que
I’échangeur d’ions et donc I’interaction électrostatique entre les deux sera perdue.

- Remplacement du tampon d'¢lution par un tampon de concentration a des quantités
croissantes en sel, ce dernier apporte forcément un ion de méme charge que les
molécules fixées, cet ion s’appelle un contre ion (Figure 13) (Rosenberg, 2004 ; Voet
et al., 2005).
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A Ao A+ A2+ A3+

Figure 14 : Principe de la chromatographie échangeuse d'ions (sur une sérine échangeuse de
cation) (Janson, 2011)

Les fractions actives sont obtenues apres mesure de I’absorbance UV a 280 nm et
I’activité protéolytique est dosée (Rosenberg, 2004).

Comme la méthode de gel-filtration, la chromatographie échangeuse d’ions est utilisée
dans la plupart des protocoles de purification des protéases digestives de poissons, c’est le cas
la trypsine de Labeo rohita (Khangembam et Chakrabarti, 2018) et celle de Sardinella
longiceps (Khandagale et al., 2017) en utilisant le DEAE-Cellulose comme support. Alors
que le DEAE-Sephacryl est le gel utilisé pour la séparation de la trypsine de Cirrhinus
mirigala (Khangembam et Chakrabarti, 2015).

La protéase acide de Ctenopharyngodon idellus a été purifiées sur chromatographie
¢changeuse d’anion Mono Q-sepharose (Liu et al., 2008). Une échangeuse d’ions sur DEAE-
Sephadex A-50 est utilisée pour la purification de la trypsine produite par Balistes Capriscus
(Jellouli et al., 2009).

I11.5.1.3. Chromatographie d’affinité

La chromatographie d'affinit¢ (CA) est l'une des techniques de séparation les plus
puissantes, permettant d'obtenir la séparation la plus fine avec des rendements élevés
(Amersham, 1999 ; Zhoa et al., 2018).

» Principe

Elle est basée sur I’affinité tres spécifique que posséde la molécule a séparer vis -a- vis
de I’effecteur greffé sur la phase stationnaire, ce qui permet a la molécule de se lier au support
par des liaisons covalentes et réversibles. Quand un mélange protéique complexe traverse ce
matériel chromatographique, les protéines d'intérét par absorption sélective se lient au ligand
immobilisé, tandis que les autres composants passent au travers et sortent de la colonne en
méme temps que le tampon (Figure 14). On peut alors récupérer la protéine désirée sous
forme trés pure en modifiant les conditions d'élution. La méthode choisie pour I'élution de la

E
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cible varie en fonction de I'affinité de l'interaction entre la cible et le ligand de sorte que la
protéine se détache de la matrice chromatographique (Sheehan, 2009 ; Wilson et Walker,
2010 ; Aroraetal., 2016 ; Zhoa et al., 2018).

e S -R—
> | % < i
L |#] N <,

—{ @ — @ 4 @
FIXATION PURIFICATION ELUTION

Figure 15 : Principe générale de la chromatographie d'affinité (Vialaret, 2019)

Les fractions actives sont obtenues apres mesure de 1’absorbance UV a 280 nm et
I’activité protéolytique est dosée (Rosenberg, 2004).

Plusieurs auteurs ont utilisé cette technique pour la purification des protéases digestives
des poissons notamment la protéase de Clupea harengus et de Sardina Pinchrdus en utilisant
le SBTI-Sépharose 4 B comme support (Felberng et al., (2010). Tandis que le gel de
Sepharose 4 B été utilisé pour la separation de la trypsine de Lutjanus vitta (Khantaphant et
Benjakul, 2010) et pour celle issue de Cirrhinus mirigala le P-aminobenzamidine sépharose
a ete utilise comme gel de séparation (Khangembam et Chakrabarti, 2015).

111.5.1.4. Electrophorese SDS-PAGE (Laemmli, 1970)

L’¢lectrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium,
ou SDS-PAGE, est une technique analytique utilisée pour la séparation des protéines ; elle se
base uniquement sur la taille des molécules (Laemmli, 1970 ; Walsh, 2014).

» Principe

En milieu basique (pH 8,8), dans les conditions dénaturantes en présence d’un exces en
SDS (détergent anionique puissant) dans le tampon de charge ou tampon de « Laemmli ». Le
SDS s’adsorbe sur les protéines et les transforme en poly-anions linéaires dont ce phénoméne
est d0 au dépliement des protéines, provoqué par la répulsion électrostatique des molécules de
I’agent dénaturant; éliminant donc les facteurs de séparation basés sur la différence de formes
et de charges (Figure 15). En plus, le B-mercaptoéthanol (agent réducteur) en combinaison
avec la chaleur coupe les ponts disulfures internes des protéines établis par les résidus Cys
(structure quaternaire).

La charge globale négative entraine ainsi la migration des protéines vers 1’anode, la
séparation se fait alors en fonction de la masse moléculaire par un effet de tamisage sur la

j
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matrice crée par polymérisation d’acrylamide et de bis-acrylamide. La révélation des
protéines ainsi séparées se fait par coloration du gel au BBC G-250 suivie d’une décoloration
jusqu’a I’apparition nette de bandes (Rosenberg, 2004 ; Belhamiche, 2005 ; Koolman et
Rohm, 2005 ; Wilson et Walker, 2010 ; Rouj, 2011 ; Clark, 2016).

C’est une excellente méthode permettant de vérifier la pureté de I’enzyme au cours de la
purification et d’identifier si I’enzyme posséde une structure monomérique ou oligomérique,
elle permet ainsi de déterminer le poids moléculaire a I’aide de différents marqueurs de taille
(Roe, 2001 ; Benchiheub, 2015). (Voir la préparation des solutions et des gels : annexe 1V).

Figure 16 : Principe de la séparation des protéines par SDS-PAGE (Voet et al., 2005)

I1 existe une linéarité entre le logarithme de la masse moléculaire d’une protéine et sa
mobilité électrophorétique au sein du gel de poly-acrylamide. Une courbe d’étalonnage doit
étre établie afin de determiner le poids moléculaire de la protéine étudiée avec Log (PM)=
f(Rf) (Belhamiche, 2005). Le « Rf» représente le rapport frontal de la protéine considérée
qui est calculé par la relation suivante:

Distance parcourue par la protéine

Rf =

Distance de migration du bleu de bromophénol

La migration électrophorétique des protéases en conditions dénaturantes a été aussi
utilisée pour la vérification de la pureté et la détermination du poids moléculaire de certaines
protéases de poissons, comme par exemple la protéase aspartique de la Bagre panamensis
(Osuna-Ruiz et al.,, 2019) et celle de Cynoscion othonopterus/ Cynoscion parvipinnis/
Cynoscion xanthulus (Gonzalez-Felix et al., 2020) suivi d’un zymogramme.

Bkhairia et al. (2016), Lamas et al. (2017) I’ont aussi utilisé dans le cas de la trypsine de
Liza aurita et celle de Engraulis anchoita respectivement, aprés plusieurs étapes de
purification.

42
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I11.5.1.5. Parametres de purification

Quatre parametres de purification sont déterminés afin d’évaluer et d’interpréter les
différentes étapes de la purification (Janson, 2011 ; Walsh, 2014 ; Djellouli, 2018).

> Activité totale (AT):

AT (U)= Activité totale (U/ml ou U. ml) x volume totale de I’extrait (ml)

» L’activité spécifique (AS):

Activité totale (U)

concentration en protéines (mg)

AS (U/mg) =

» Le rendement en activité (R):

Activité totale de chaque étape de purification (U
R(%)= e © % 100
Activité totale de I'étape initiale (U)

» Le facteur de purification (FP):

FP= Activité spécifique de chaque étape de purification (U/mg)
Activité spécifique de I'étape initiale (U/mg)

111.5.2. Méthodes de caractérisation

111.5.2.1. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

La chromatographie liquide a haute performance (ou a haute pression) (CLHP ou
HPLC) est une méthodologie avec un pouvoir de séparation fortement amélioré grace a
I'utilisation de colonnes a haute résolution d'ou des temps de résolution fortement réduits.
(Rosenberg, 2004 ; Benhaim, 2018).

» Principe

Elle est basée sur la séparation des constituants d'un mélange protéique par
entrainement au moyen d'une phase mobile sous haute pression (liquide) le long d'une phase
stationnaire (solide ou liquide fixe), grace a la répartition sélective des solutés entre ces deux
phases. Chaque soluté est donc soumis a une force de rétention (exercée par la phase
stationnaire) et une force de mobilité (due a la phase mobile). Cette technique est utilisée
pour la séparation des différentes molécules ainsi que leur composition en acides aminés,
peptides et protéines, ce qui permet leur caractérisation. Le dispositif de I"'HPLC est
représenté dans la (Figure 16).
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Pour la séparation des protéines, ’'HPLC adaptée est celle en phase inverse, par
’utilisation d’une phase stationnaire trés peu polaire, et une phase mobile polaire (le plus
souvent des mélanges de méthanol ou d'acétonitrile avec de l'eau) (Bruno et al., 2010 ;
Janson, 2011 ; Walsh, 2014 ; Ben Kahoul, 2016).

HPLC

o

Pompe A

L L
:

Chambre de
melange

Injecteur

._

Impurtés

Colonne

Détecteur

Collecteur de fraction

Figure 17 : Representation schematique d'un dispositif d'HPLC (Rosenberg, 2004)

Plusieurs auteurs ont utilisé cette technique pour la caractérisation de certaines protéases
digestives de poisson, comme par exemple, la pepsine de Mustelus mustelus (Bougatef et al.,
2008), la protéase intestinale de Scorpaena notata (Aissaoui et al., 2017) et la trypsine de
Commun Dolphinfish (Ribeiro Dos Santos et al., 2020).

111.5.2.2. La spectroscopie infrarouge (IR)

L'analyse par spectroscopie infrarouge est basée sur le fait que les molécules ont des
fréquences spécifiques de vibrations internes. Ces fréquences se produisent dans la région
infrarouge du spectre électromagnétique : ~ 4000 cm™ a ~ 200 cm™.

Lorsque I’énergie apportée par le faisceau lumineux est voisine de celle de la fréquence
vibrationnelle de la molécule, une partie du rayonnement IR est absorbée par 1’échantillon et
I’autre partie est transmise. Les fréquences des radiations absorbées sont mesurées et le
spectre résultant de I'énergie absorbée en fonction de la fréquence de vibration permet
d’identifier et d’analyser les groupements fonctionnels présents dans les molécules via la
détection des vibrations caractéristiques des liaisons chimiques. On peut également utiliser la
collection unique de bandes d'absorption pour confirmer l'identité d'un composé pur ou pour
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détecter la présence d'impuretés spécifiques (Wilson et Walker, 2010 ; Olivier et Bridget,
2014). Une photographie d’un spectrométre infrarouge est représentee dans la figure 17.

Figure 18 : Photographie d'un spectromeétre infrarouge (Rosenberg, 2004)

111.5.2.3. La spectrométrie de masse (SM)

C’est une technique analytique la plus intimement associée a la protéomique, elle est
extrémement précieuse dans la détermination de la masse moléculaire des protéines jusqu'a
500 kDa, avec une précision supérieure a 0,01% (Walsh, 2014).

» Principe

Elle est basée sur la génération des protéines ionisées en phase gazeuse et la séparation
en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Les ions génerent un spectre de pics uniques
qui détermine donc l'identité de la molécule d'origine (Benhaim, 2018).

Un spectrométre de masse se compose de plusieurs parties, disposees en série, permettant
successivement :

L’introduction de 1’échantillon au niveau de la source ou s’effectue I’évaporation et
I’ionisation des molécules (passage de 1’état naturel en ions a I’état gazeux) ; 1’accélération
des ions et la séparation en fonction de leur rapport m/z tout au long d’un analyseur de masse,
en suite, les ions sont détectés sous forme de signaux qui se traduisent en spectre de masse
dans un détecteur. Ce transfert des ions de la source vers le détecteur est assuré par I’effet de
champ électrique et/ou magnétique (Figure 18) (Roe, 2001 ; Tchilabalo Dilezitoko, 2013 ;
Damian et Berkowitz, 2020).

.
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La SM permet non seulement la détermination de la masse moléculaire des protéines
intactes, mais aussi I'analyse de la structure primaire, I'identification rapide par I'empreinte de
masse de leurs peptides, le séquencage partiel ou complet des acides aminés, ainsi que la
détection des modifications des protéines (oxydation, déamination et protéolyse). Ce qui fait

que cette technique est de plus en plus dans la caractérisation des protéines. (Palii et al.,
2007 ; Garin et al., 2014 ; Walsh, 2014).
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Figure 19 : Représentation schématique des constituants d'un spectrométre de masse
(Vialaret, 2019)

Plusieurs adaptations de la technique pour la caractérisation des protéases digestives de
poisson, a savoir pour détermination d’empreinte de la masse peptidique de protéase de
Clupea harengus et Sardina Pinchrdus (Felberng et al., 2010), ainsi que pour le séquencage
des acides aminés de la trypsine du Colossoma macropomum (Marcushi et al., 2010), et de
Catla Catla Hamiltou (Khangembam et al., 2012) et celle de Cirrhinus mirigal
(Khangembam et Chakrabarti, 2015).

» Determination de la structure supérieure des proteines

La diffraction des rayons X et la résonance magnétique nucléaire (RMN) sont les
techniques les plus largement utilisées pour obtenir des informations structurelles de haute
résolution sur les protéines.

111.5.2.4. La diffraction aux rayons X (DRX)
» Principe

La DRX consiste a bombarder un échantillon de protéine sous forme cristalline avec un
faisceau de rayons X monochromatique qui s’échappe de sa source a travers une fenétre
étroite. La plupart de ces rayons passent directement a travers le cristal, mais certains sont
diffractés par les électrons des atomes de ce cristal (Figure 19). Les points diffractés sont
enregistrés sur une plaque d'image qui est ensuite balayée. Le diagramme de diffraction qui en
résulte, enregistré sur un détecteur, reflete la structure tridimensionnelle des molécules de
protéines présentes dans le cristal (Figure 20) (Kasai et Kakudo, 2005 ; Rosenberg, 2004 ;
Walsh, 2014 ; Bouchaala, 2017).
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Rayon X diffracté

Figure 20 : Diffraction des rayons X par les électrons d'un atome de cristal des protéines
(Serna et al., 2014)

Les informations du modele de diffraction peuvent ensuite étre analysées par une
expression mathématique appelée une transformation de Fourier. Permettant d'obtenir une
résolution structurelle au niveau atomique de 1’ordre de 1-1,5A (0,1-0,15nm), cela donne des
informations concernant le positionnement relatif des atomes présent dans la protéine (Joley
et al., 2012 ; Olivier et Bridget, 2014).

Cristal Détecteur
/
Faisceau de /’

rayons X Faisceau diffracté
primaire

Source de rayons X

Figure 21 : Principe général sur la diffraction aux rayons X (Walsh, 2014)
111.5.2.5. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

La spectroscopie RMN mesure les fréquences de résonance caractéristiques de tout
noyau magnétiqguement actif dans une molécule protéique (Damian et Berkowitz, 2020).

» Principe

L'analyse par RMN consiste a appliquer un rayonnement électromagnétique puissant
dans la gamme des radiofréquences a un échantillon de la protéine en question. Elle est basée
sur le fait gqu'un certain nombre de noyaux atomiques présentent un moment magnétique. Il
s'agit notamment des isotopes 1H, 13C, 15N et 31P.
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Ceci est d0 au fait que les noyaux se comportent comme s'ils tournaient autour d'un axe.
Si une protéine est placée dans un champ magnétique puissant, ces noyaux en rotation
agissent avec ce dernier comme de minuscules aimants. Le spin de ces noyaux s‘aligne sur ce
champ. Cet alignement peut étre converti en un état excité si une énergie de radiofréquence
est appliquée. Par la suite, les noyaux retournent a leur état non excité, émettant ainsi un
rayonnement de radiofréquence qui peut étre détecté et mesure, permettant ainsi de fournir
des informations structurelles tridimensionnelles sur la protéine (Walsh, 2014).

%] e
— i Préampli
Y 1
Ordinature &
o P
Console de
radiofréguences

Figure 22 : Dispositif de RMN (Damian et Berkowitz, 2020)
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Conclusion et perspectives

L’objectif fixé dans ce travail était de rechercher et identifier des enzymes
protéolytiques présentes dans 1’homogénat du systeme digestif de la sardine bleue Sardina
Pilchardus, la purification de I’extrait enzymatique brut et la caractérisation biochimique des
extraits purifiés en étudiant le site actif, le poids moléculaire et autres paramétres
physicochimiques, ce qui seraient d un grand apport pour la valorisation de ces protéases.

Les protéases digestives de poisson sont uniques par rapport aux protéinases
homologues des mammiferes, et présentent également des propriétés saillantes et
intéressantes ; I’instabilité thermique et une activité élevée a basse température de traitement.
Ces propriétés permettent de réfléchir a la valorisation future des sous-produits de production
intensive de ce poisson en tant que source importante de ces enzymes a haute valeur ajoutée.
Ces protéinases digestives peuvent étre donc un outil trés utile dans divers industries
(Klomklao, 2008).

Bien que la recherche scientifique sur les protéases digestives des poissons reste
passionnante, en partie en raison du caractere unique de ses ressources et des possibilités
qu'elles peuvent offrir dans divers domaines notamment dans les domaines de la
biotechnologie, alimentaire et de la médecine, la question demeure de savoir si elle atteindra
son Vvéritable potentiel au-dela du cadre du laboratoire et deviendra sur le marché mondial
(Okada et morrisey., 2007 ; Morrissey et al., 2005).
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Résumé

Ce travail est une contribution a la recherche et 1’identification d’une activité protéolytique digestive a
intérét industriel chez la sardine commune « Sardina Pilchardus ». C’est une espéce de poisson pélagique trés
répondue dans toute la Méditerranée notamment en Algérie avec un grand intérét économique et sociale.

L’activité protéolytique est le résultat d’une coupure de liaison peptidique suite la présence d’une
protéase. Cependant, les protéases digestives des visceres de poisson ont suscité un intérét croissant en raison de
leurs propriétés uniques et intéressantes qui sont trés appréciées dans un large éventail d'applications et de
procédés industriels. Les protéases les plus importantes des visceres de poisson sont les enzymes gastriques
acides (pepsine, chymosine, gastriscine et cathepsine D) et les enzymes intestinales alcalines (trypsine,
chymotrypsine, collagénase et I'élastase) qui peuvent étre extraites et purifiées par différentes méthodes
chromatographiques toute en évaluant 1’activité protéolytique par les méthodes de dosage sur divers substrats
protéiques. La caractérisation de ces protéases par les méthodes de protéomique innovantes est nécessaire pour
permettre une étude de leurs propriétés structurales et fonctionnelles.

Mots clés : Sardine bleue (Sardina Pilchardus), protéases digestives, activité protéolytique, visceres, systéme
digestive, valorisation, purification, caractérisation.

Abstract

This work is a contribution to the research and identification of a digestive proteolytic activity of
industrial interest in the common sardine "Sardina Pilchardus". It is a species of pelagic fish that is widely
distributed throughout the Mediterranean, particularly in Algeria, and is of great economic and social interest.

The proteolytic activity is the result of a cut in the peptic bond following the presence of a protease.
However, the digestive proteases of fish viscera have aroused growing interest due to their unique and interesting
properties which are highly appreciated in a wide range of applications and industrial processes. The most
important proteases in fish viscera are acidic gastric enzymes (pepsin, chymosin, gastriscin and cathepsin D) and
alkaline intestinal enzymes (trypsin, chymotrypsin, collagenase and elastase) which can be extracted and purified
by different chromatographic methods while evaluating the proteolytic activity by assay methods on various
protein substrates. The characterization of these proteases by innovative proteomics methods is necessary to
allow a study of their structural and functional properties.

Keywords: Sardine blue (Sardina Pilchardus), digestive proteases, proteolytic activity, viscera, digestive
system, valorisation, purification, characterization.
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