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Pandémie de Covid-19

En décembre 2019, Une épidémie de pneumonie d'allure virale d'étiologie inconnue a
émergé dans la ville de Wuhan (province de Hubei, Chine), tres vite il a été confirmé qu’il
s’agissait d’un nouveau virus initialement appelé nCOV-2019 pour nouveau coronavirus 2019,
puis renommé SARS-CoV-2 est a I’origine d’une maladie appelée COVID-19 (Coronavirus
Disease 2019). Les Coronavirus sont des virus appartenant a la famille des Coronaviridae,
responsables d’infections des voies respiratoires chez 1’étre humaine et 1’animal, tirent leurs
noms du fait de leurs apparences : ils sont entourés d’une capsule de protéines formant une

couronne.

Le Sars-CoV-2, par rapport au syndrome respiratoire aigu Sévere provoque par
Coronavirus 2 , il s’agit d’un coronavirus, appartenant a I'espece virale SARSr-CoV, dans
le sous genre Sarbecovirus du genre Betacoronavirus, son hote naturel apparait étre la chauve-
souris sauf que plusieurs hypotheses ont été émises a propos de réservoir intermédiaire du virus,
notamment celles du pangolin, mais aucune n'a été validée avec certitude. L’entrée de ce virus
dans le corps humain provoque une maladie infectieuse respiratoire pouvant étre mortelle chez
les patients fragilisés par I'd4ge ou une autre maladie chronique. Elle se transmet par contact
rapproché avec des personnes touchées, ces symptémes principales sont la fievre, la fatigue et
la toux séche comme certains patients peuvent présenter des symptdmes secondaires tels que
les douleurs, I’écoulement nasal, les maux de gorge et la diarrhée, ces derniers sont
généralement bénins tandis que la pneumonie est la complication la plus fréquente de la maladie
COVID-19.

La situation épidémique a évolué au niveau mondial, la COVID-19 est maintenant
pandémique et touche de nombreux pays dans le monde y compris 1’Algérie. Depuis le 25
février 2020, la maladie se propage sur le territoire Algérien amenant 1’état Algérien a imposer
un confinement de facon progressif ainsi la fermeture de tous les secteurs économiques,
éducatifs a savoir les entreprises, les établissements dont les établissements scolaires et

universitaires.

Sur ce, malheureusement, nous n’avons pas pu y parvenir a mettre en pratique nos
connaissances sur le terrain, avec un travail expérimental visant 1’optimisation de procédé
d’extraction et la purification de 1I’a-amylase présent dans les graines de la plante medicinal

Pinus halepensis Mill, citant que ce travail est prévu qu’il soit réalisé selon plusieurs étapes :
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une extraction par macération et précipitation fractionnée par sulfate d’ammonium présentes
dans les graines de Pinus halepensis et les graines d’Opuntia ficus indica traitées par un
broyage et une délipidation, dosage de taux de protéines et la présence de a-amylase,
optimisation selon méthodologie d’expérience choisissant le plan box behnken a la suite
purification de a-amylase selon divers étapes chromatographiques et ultrafiltration a la fin une

électrophorese de cet enzyme purifier.



Résumeé

L'a-amylase (E.C.3.2.1.1.) est une enzyme appartenant a la famille des hydrolases. Elle
hydrolyse au hasard, les liaisons osidiques de 1’amidon, amylopéctine... pour donner des
composées d’unité de glucose, elle est largement distribuée dans les plantes, les tissus des
mammifeéres et les microorganismes. Et elle est classee parmi les enzymes les plus utilisées
dans des procédés industriels agroalimentaire mais aussi utilisé dans les domaines pharmaco-

médicales et biologiques.

L’objectif de ce travail repose sur I’optimisation de procédé d’extraction de 1’a-amylase
a partir des graines de deux plantes médicinales : Opuntia ficus indica et Pinus halepensis Mill,
utilisant la méthode de surface de réponse basée sur le plan d’expérience Box Behnken afin de
déterminer les conditions optimales de I’extraction de cette enzyme végétale. Ensuite la
purification de I’enzyme par un enchainement des méthodes chromatographiques, citant:
chromatographie  d’exclusion  moléculaire, chromatographie = échangeuse d’ions,

’ultrafiltration, et a la fin une 1’¢lectrophorése SDS-PAGE.

Ce travail est fait d’'une maniére théorique résumant toutes les étapes a suivre pour
résoudre la problématique posée et aussi donnant des travaux déja réalisés afin d’argumenter et
d’apporter plus d'importance a notre thématique, et tout ¢a a cause de 1’état sanitaire actuelle et la
propagation gigantesque de la pandémie « COVID-19 » qui nous a entraver de rejoindre le lieu
de notre stage afin d’appliquer sur le terrain les expériences qui nous auraient permis d’avoir

les résultats voulus.

Mots clés: Plantes médicinales, Pinus halepensis Mill, Opuntia ficus-indica, a-amylase, plan

Box Behnken, optimisation, extraction



Abstract

a-amylase (E.C.3.2.1.1.) is an enzyme that belong to the hydrolase family. It randomly
hydrolyses the osidic bonds of starch, amylopectin, etc. to give glucose unit compounds, and it
widely distributed in plants, mammalian tissues and microorganisms and it is classified among

the most widely used enzymes in industrial processes.

The objective of this work is based on the optimization of a-amylase extraction processes
from two medicinal plants seeds: Opuntia ficus indica and Pinus halepensis Mill, using the
response surface method using the Box behnken design to determine the optimal conditions for
the extraction of this plant amylolytic enzyme. Then the purification of the enzyme by a
sequence of chromatographic methods, citing: Molecular exclusion chromatography, ion
exchange chromatography and ultrafiltration and at the end a SDS-PAGE electrophoresis.

This work is done in a theoretical way summarizing all the steps to be followed to solve
the problem posed and also giving similar works in order to argue and bring more importance to our
theme, and all this because of the current sanitary situation and the gigantic propagation of the
pandemic "COVID-19" which hindered us to reach our stage site in order to apply in the field

the experiments which would have allowed us to have the desired results.

Keywords: Medical plants, Pinus halepensis Mill, Opuntia ficus-indica, a-amylase, Box

Behnken design, optimization, extraction
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Introduction Générale

Depuis I'Antiquité et jusqu'a ce jour, 1’&tre humain utilise les plantes qu’il trouve dans la
nature pour traiter et soigner ces maux. L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie
est trés ancienne et connait actuellement une part d’intérét auprés du public. selon I’O.M.S :
environ 65-80% de la population mondiale a recours a la médecine traditionnelle pour satisfaire
ses besoins en soins de santé primaire, en raison de la pauvreté et du manque d’accés a la
médecine moderne (Bouziane, 2017). Au cours des derniéres années, un intérét croissant pour
I’exploitation des différentes parties des plantes médicinales (feuille, tige, fruit, graines...etc.)
a été observe dans différents domaines non seulement dans le domaine médical mais surtout

dans les industries agroalimentaires (Baghdali et Maameri, 2019).

Ces plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances naturelles
bioactives. Les diverses propriétés connues sont liées a la grande source de molécules
chimiques complexes qu’elles représentent : métabolites primaires voir les protéines, mais aussi
en métabolites secondaires (Kadri et al., 2013). Ces protéines végétales sont une trés bonne
alternative aux protéines animales que ce soit pour une application alimentaire, cosmétique ou
pharmaceutique, en raison de leurs faibles codts, de I'abondances et de la diversités de leurs
sources, de leurs qualités et valeurs nutritives, de leurs facilités de digestion et enfin pour leurs

propriétés fonctionnelles (Abbou et al., 2020).

Sous I’intitulation : « Caractérisation et optimisation de 1’activité de 1'a-amylase présente
dans les graines des deux plantes médicinales : Pinus halepensis Mill et Opuntia ficus indica»,
les principaux objectifs choisis pour réaliser ce travail sont : Extraction de 1’enzyme a-amylase
a partir des graines de pin d’Alep, identification des conditions physico-chimiques influengant
le procédé d’extraction ensuite 1’optimisation de ces conditions choisies en utilisant la

méthodologie des plan d’expérience.
Les différentes parties de ce mémoire sont :

e Le 1 chapitre sous le titre Plantes médicinales consiste une description botanique de
02 plantes médicinales : Pinus halepensis Mill et Opuntia ficus indica.

o Le 2°™ chapitre est consacré pour 1’état de 1’art de I’enzyme a-amylase.

e A cause de la pandémie COVID-19 qui a affecté le monde et a entravé 1’acces aux
travaux de groupe, via des mesures de confinement drastiques prises par le
gouvernement, nous n’avons pas pu concrétiser nos objectifs expérimentaux, sur le

terrain (entreprise SAIDAL), pour cela, nous avons pensé a consacrer le chapitre 03 a




Introduction Générale

la description de I’ensemble des investigations souvent utilisées pour 1’étude de I’a-

amylase d’origine végétale, et ce notamment par :

- Les méthodes d’extraction et de dosage de la fraction protéique présente dans les
graines des 02 plantes choisis : Pin d’Alep et figuier de Barbarie.

- L’étape d’optimisation utilisant le plan d’expérience Box Behnken, dans le but
d’augmenter le rendement d’extraction de 1’a-amylase végétale permettant d’avoir
une activité amylolytique maximale.

- Les méthodes chromatographiques a suivre afin d’obtenir une enzyme purifice.

- Alafin un 4° chapitre qui est consacré a I’étude de quelques exemples de recherches
relatives a notre thématique, traitant 1’a-amylase végétale et optimisant quelques

caracteres qui influence son activite.
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La définition d'une plante médicinale est trés simple. En fait il s'agit d'une plante qui est
utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés medicamenteuses (feuille,
tige, racine, fleur...) (Zeghad, 2010), leurs actions proviennent de leurs divers composés
chimiques (métabolites primaires et secondaires) ou de la synergie entre les différents composés
présents (Sanago, 2006). Environ 35 000 espéces de plantes sont employées par le monde a des
fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres
humains. Les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré

I'influence croissante du systeme sanitaire moderne (Elqgaj et al., 2007).

Et parmi tous les plantes médicinales existantes, Pinus halepensis Mill et Opuntia ficus
indica représentent 1’objet de notre étude, choisies en fonction de leur large disponibilité et de
leur emploi tres fréquent en Algérie.

1. Pinus halepensis Mill
1.1. Présentation de la plante

Le pin est la désignation générique des plantes appartenant au genre Pinus. L’origine du
nom Pinus provient du mot « pit », ¢’est un mot Indo—Européen désignant une résine
(Bellahoual, 2012). Le genre Pinus est un conifere de la famille des pinacées (Philippe et al.,
2006), qui comprend 250 espéces reparties dans le monde entier et essentiellement autour des
cbtes méditerranéennes (Fekih et al., 2014), appelés aussi les résineux ou sécrétrices de la
résine, une substance visqueuse utilisée dans la fabrication de nombreux produits. Elles sont
des arbres ou plus rarement des arbustes aux rameaux régulierement verticillés. Les feuilles

sont en forme d'aiguilles et persistantes (Lin et al., 2010).

Le pin d’Alep est une espéce décrite par le botaniste écossais Philip Miller en 1768 (Tekié
et al., 2015). C’est un arbre circum méditerranéen que 1’on trouve a 1’état spontané autour du
bassin méditerranéen sauf I’Egypte (Bouazza, 2013), est souvent connu sous le nom de pin
méditerranéen du groupe halepensis ou pin d’Alep, Pin blanc, Pin de Jérusalem en francais,
Sanawbar el halabi en arabe, Azoumbei, tayada en berbére et Aleppo Pine, jerusalem pine pour
les Britanniques (Guit et al., 2016).




Chapitre | : Les plantes médicinales

1.2. Taxonomie de ’espéce

Le Tableau I présente la taxonomie du pin d’Alep qui fut retenue par tous les botanistes
qui est celle donnée par Philip Miller (1768).
Tableau I : Situation botanique de I’espéce Pinus halepensis Mill (Schiller, 2014).

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Gymnospermes
Classe Pinopsida
Ordre Coniferales
Famille Pinaceae
Sous famille Pinoideae
Genre Pinus
Espéce Pinus halepensis Mill

1.3. L’aire de répartition géographique

1.3.1. Dans le monde

Pinus halepensis Mill occupe une place primordiale des pins méditerranéens. 1l est tres
répandu en Afrique du Nord surtout en Algérie, Tunisie et Maroc ou il constitue les massifs les
plus importants et en Moyen-Orient (Syrie, Liban, Jordanie, Palestine et Turquie) (Elaieb et
al., 2017). Et sur les rivages européens, il est présent en Espagne, France, Italie, et en Gréce
(Djerrad et al., 2015), voir la figure 1. La couverture forestiere totale est estimée a environ
3.5 millions d’hectare (Vennetier et al., 2010).
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- Alre de repartition du pin &' Alep
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Figure 01 : Figure montre aire de répartition du pin d’Alep dans la région méditerranéenne
(Guit et al., 2016).

1.3.2. En Algérie

En I’ Algérie, le pin d’Alep est fréquent surtout sur les massifs du Tell littoral et 1’ Atlas
Saharien, Il s’étend a lui seul sur pres de 900.000 hectare (Kadri et al., 2015), il occupe 37%
de la surface boisée de 1’Algérie (Bentouati, 2006), s’étend essentiellement dans la partie
septentrionale du pays, exception faite de la région Nord orientale. C’est ainsi qu’il occupe de
spacieux peuplements en Oranie (Sidi-Bel-Abbeés, Saida, Tlemcen, Tiaret, Ouarsenis) sur le
Tell algérois (Médéa, Bibans), sur 1’Atlas saharien (Monts des Ouleds Nails). Dans le
Constantinois, il est surtout localisé dans les Aurés et les Monts de Tébessa ou il rejoint la

Tunisie par la dorsale (Bouguenna, 2011) comme I’indique la figure 2.
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Figure 02 : Figure représente aire de répartition du Pinus halepensis en Algérie (Guit et al.,
2016).

1.4. Description botanique

Le pin d’Alep est un arbre toujours vert et vivace, pouvant atteindre une hauteur de 25 a
30 m et une circonference de plus de 3 m, peut vivre jusqu’a 200 ans. 1l est doté :

- D’un tronc d’arbre tordu recouvert d’une épaisse écorce fissurée. Cette écorce est lisse,
de couleur grise-argentée chez les jeunes arbres et devient fissurée et plus sombre de
couleur brune rougeétre chez les adultes (figure 3) (Durand et Saichi, 2009). L'écorce
est tres inflammable et tres riche en tanin et en résine (Nedjimi et al., 2014).
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Figure 03 : Photo illustre I’écorce de Pinus halepensis adulte

(Mifsud, 2002).

Des aiguilles ou feuilles ont une longueur de 6 a 10 cm et une largeur moins de 1mm,
serrulées sur les bords, molles, lisses et aigués, fasciculées par deux, groupées en touffe

a I’extrémité des rameaux, de couleur vert-jaunatre (figure 4) (Schiller, 2014).

Figure 04 : Photo illustre les aiguilles de Pinus halepensis (Photo originale, 2020).

Des fruits appelés les « cones » ligneux, durs et écailleux, les cbnes mars sont ovoides
et allongeés, fins, brun rougeétre brillant, de 6 a 12 cm de long et portés par un
pédicelle courbé vers le sol (figure 5). Ils persistent 3 ans sur 1’arbre mais peuvent libérer
les graines des la deuxieme année et aussi apres passage d’un incendie qui favorise leurs

germinations et leurs dispersions (Durand et Saichi, 2009).




Chapitre I : Les plantes médicinales

Figure 05 : Figure présente un céne de Pinus halepensis (Photo originale, 2020).

Les écailles s'écartent a maturité, libérant des graines d’environ 7 mm, mates, a aile
allongée 4 fois plus longue qu’elles et presque droite des deux cotés (figure 6), cette aile
persistante permet de disséminer les graines d’une maniére rapide, éloignée et efficace

assurant la colonisation de nombreux milieux (Bellahoual, 2012).

Figure 06 : Figure montrant I’aspect du fruit apreés libération des graines (Photo
originale, 2020).
a- Cone ouverte de P. halepensis b- Les grains de P. halepensis
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1.5. Composition chimique

En raison de sa large gamme d’utilisation médicales, les graines des pins ont fait I’objet
de plusieurs études dans le but d’évaluer le potentiel biopharmaceutique de différentes

especes de pin, rapportées dans la littérature (Simard, 2007).

Ces études ont revélé que ces graines sont riches en plusieurs constituants tels que les
lipides, les protéines, les sucres, les sels minéraux et les composés secondaires comme les
composés phénoliques, et les flavonoides, dont la teneur peut varier d’une espéce a une autre

selon les conditions du milieu, comme le montre le tableau II.

Tableau Il : La composition chimique des graines de Pinus halepensis Mill (Cheikh-
Rouhou et al., 2006).

Composition Pourcentage
Protéines 22.7%
Lipides 43.3%
Cendres 8.3%
Carbohydrates totaux 25.7%

Potassium, magnésium, calcium 1%
Composes phénoliques 3.71%
Flavonoides 0.80%
Acides gras insatures
Acide oléique 27.3%
Acide linoléique 48.8%
Acide gras saturés

Acide palmitique 8.75%

Les graines de pin sont des graines oléagineuses riches en huiles (Chokri, 2005), aussi
sont plein en vitamines, voir les vitamines: E ; F, connues pour leurs haut niveau
physiologique et propriétés antiacides, B1; B2 ; B3; vitamine pro A (béta-carotene) et d’autre
caroténoides (Kadari, 2012).
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1.6. Les propriétés pharmacologiques et biologiques de la plante

1.6.1. Usages traditionnels

Les Pins sont utilisés en médicine traditionnelle algérienne. lls sont le plus souvent

utilisés comme :

- Antiseptique puissant a action dynamisant ; recommandeé dans toutes les infections
des voies respiratoires, les infections urinaires et les calculs biliaires... (Sarac et al.,
2014);

- Rubéfiant et balsamique, actif dans les affections pulmonaires : la grippe, la sinusite,

les rhumatismes (Sarac et al., 2014).

1.6.2. Intéréts nutritionnels et organoleptiques

Les protéines de pin d’Alep présentent un apport énergétique essentiel, de méme sont
riches en corps gras qui fournissent environ deux fois plus de calories que les glucides (Kadari,
2012). En plus de leur role nutritionnel, les corps gras ont un intérét organoleptique non
négligeable. En effet, ils contribuent par leurs utilisations culinaires, a la sapidité des aliments

qu’a leurs textures (Kadri et al., 2014).
1.6.3. Intéréts thérapeutiques

Depuis I'Antiquité, le pin d'Alep est traditionnellement utilisé comme agent thérapeutique
dans le but de guérir les troubles humains internes et externes tels que : diabéte, douleurs
musculaires, bronchite, inflammation des articulations, problémes dentaires et blessures et en

tant que désinfectant des voies respiratoires et urinaires et méme antifongique (Schiller, 2014).

Il existe aussi quelques études récentes sur le potentiel thérapeutique des extraits de pin
et des composeés provenant du genre Pinus. En particulier :

» Suppression de I’appétit : L’huile de pin fournit un moyen naturel pour réduire la
sensation de la faim. Ceci conduit a une consommation calorique réduite et a la
diminution de I’absorption des graisses. Donc elle peut étre prescrite pour les
personnes obeses sans s'inquiéter des effets secondaires, rencontrés lors de la prise
des médicaments chimiques (Woods, 2004).

» Maladies cardio-vasculaires : L’huile contient de 1’acide pinolénique, un acide gras
polyinsaturé, isomeére de position de ’acide gamma linolénique (GLA), qui régule
le taux des lipides totaux dans le sang et reduit la consolidation des plaquettes,

réduisant ainsi la pression artérielle (Benseghier et khamed, 2014). De méme en
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raison de la teneur elevée en B-sitostérol, les graines sont devenues plus important
cette derniére peut étre la plus appropriée et la plus efficace pour abaisser le
cholestérol sanguin et prévenir les maladies coronariennes (Schiller, 2014).

» Activité antioxydante : Au cours de ces dernieres années, I’activité antioxydante des
extraits de Pin a été clairement démontrée ou la présence des composés phénoliques
explique en grande partie ce puissant potentiel antioxydant (Kadri et al., 2014).

» Affection gastro-intestinale : Des études ont montré que I’huile vierge des pins peut
soulager efficacement des maladies gastriques, telles que les ulcéres d’'estomac et
d’autres affections liées aux inflammations du revétement gastro-intestinal

(Benseghier et khamed, 2014).

1.6.4. Intéréts biologiques

» Activité antimicrobienne
L’effet de I’huile essentielle de Pinus halepensis provenant de I'Ouest
d'Algérie sur 11 types de bactéries a été évaluée par la méthode de diffusion sur
disque. Les tests montrent que I'huile a une activité antibactérienne variable contre
les souches testées, la zone maximale d’inhibition a €té enregistrée contre les cing

souches mentionnées dans le tableau 111 ci-dessous (Fekih et al., 2014).

Tableau 111 : Activité antimicrobienne de 1’huile essentielle du Pinus halepensis Mill
(Fekih et al., 2014).

Micro-organismes Diamétre d’inhibition (mm)
Enterococcus faecalis 9
Lysteria monocytogenes 10
Acinetobacter baumanii 9.5
Citrobacter freundii 8
Klebsiella pneumoniae 10

Les résultats de la présente étude ont montré que I'huile essentielle de Pinus
halepensis est potentiellement une bonne source de composés antimicrobiens
(Seladji, 2014).

» Activité antifongique : D’aprés Abi-Ayad et ces colleges, les résultats présentant

dans le tableau IV montrent que I'huile essentielle de Pinus halepensis posséde une




Chapitre | : Les plantes médicinales

activité antifongique contre Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Fusarium
oxysporum, Rhizopus tolonifer et peut donc étre utilisée comme traitement naturel
pour les infections fongiques, ainsi que comme conservateur naturel dans la
nourriture (Abi-Ayad et al., 2011).

Tableau IV : Activité antifongique de I’huile essentielle du Pinus halepensis Mill
(Abi-Ayad et al., 2011).

Champignons Diameétres d’inhibition (mm)
Aspergillus flavus 3
Aspergillus niger 3.75
Fusarium oxysporum 9
Rhizopu stolonifer 35

1.6.5. Intéréts économiques

Sur le plan écologique, Pinus halepensis est I'espéce forestiére la plus importante dans de
nombreux pays méditerranéens. Il est utilisé dans les programmes de reboisements et dans la
reconstitution des zones dégradées. Son réle se manifeste par la fixation du sol par les racines
d’une part et par la formation d’un couvert végétal assez large protégeant ce sol contre les pluies
torrentielles d’autre part (Cherak, 2010). C’est le cas de la « ceinture verte » dans le Sud de
I'Algérie, ou 1.000.000 d’hectares de pin d'Alep ont été plantés il y a plus de 20 ans (Ghougali,
2011).

Les bois du pin d’ Alep sont recherchés tant pour les usages industriels (pate a papier) que
comme bois d’ceuvre pour I’ameublement, les parquets et lambris, bois de mine et poteaux
télégraphiques, etc. Son bois tendre et dur fut utilisé pour le support des mines, la construction

navale et la menuiserie (Bouguenna, 2011).

Le pin d’Alep produit environ 3 Kg de résine (la gemme) par arbre et par an. La gemme
pure contient 20 a 24% de térébenthine et 75 a 80% de cellophane, elle a aussi plusieurs usages

médicinaux (Bellahoual, 2012).

Le pin est utilisé en cosmétique vu sa richesse en huiles essentiels, acides gras, vitamine
E, composés phénoliques et antioxydants naturelles (Cheikh-Rouhou et al., 2006). Les graines
de pin sont comestibles et utilisées dans les préparations culinaires, en patisserie et confiserie
(Fekih et al., 2014).
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2. Opuntia ficus indica

2.1. Présentation de la plante

L’espéce Opuntia ficus indica ou bien figuier de Barbarie est originaire du Mexique
(Abdel-Hameed et al., 2014). Elle était inconnu dans le monde avant les voyages de Christophe
Colomb et fut décrit de fagcon précise pour la premiere fois en 1535 par 1’Espagnol Gongalo

Hernandez de Oviedo y Valdes dans son « Histoire des Indes Occidentales » (Bhira, 2012).

C’est une Cactacée originaire des régions tropicale ou subtropicale cultivée dans les
climats arides, comme 1’Amérique centrale (Ginestra et al., 2009; Temagoult et al., 2017).

Elle a été introduit en Afrique du nord vers le 16ieme siecle (Salim et al., 2009).

On compte, de nos jours, 1500 espéces de cactus appartenant au genre Opuntia (El-
Mostafa et al., 2014), et la plus grande diversité, pour le genre et les espéces (63 et 669,
respectivement), se trouve au régions semi-arides du Mexique (Santos-Diaz et al., 2010), elle
se caractérise par une remarquable adaptation a la sécheresse obtenue au fil du temps par la

fantastique évolution de la structure de son organisme (Schweizer, 2000).
2.2. Nomenclature et appellation

Le Figuier de barbarie « Opuntia ficus indica » son appellation scientifique vient du latin
Opuntius « Oponte » ; nom de la ville grecque. Il peut porter un nom différent selon I’idiome
local, dont le Nopal est le nom mexicain de la plante, vient du mot Nochtli en nahuatl, langue
classique des Azteques. En Espagne, outre Nopal, est appelé familierement Tuna, Ensada
(Cota-Sanchez, 2016). Dans les pays francophones du bassin méditerranéen, ou il est tres
populaire, I’Opuntia est une appellation savante, aussi il est surnommé Cactus raquette, Figuier
a raquettes, Figuier de Barbarie, Figuier d’Inde...En Angleterre : Barbary dig, Devils tongue,
Prickly pear, Indian fig tree (Halmi, 2015; Schweizer, 2000), en arabe c’est : el-tin-el-Choki.
Et en Algérie, Hendi et Karmous Nssara, plus précisément en Kabylie, elle est surnommée

Akermousse.
2.3. Classification

De nombreux auteurs ont élaboré des classifications du Genre Opuntia. La classification

considérée comme la plus valable a ce jour est comme suite dans le tableau V (Halmi, 2015) :
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Tableau V : Position systématique de 1’espéce Opuntia ficus indica (Halmi, 2015).

Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Caryophyllidae
Ordre Caryophyllales
Famille Cactaceae
Sous famille Opuntioideae
Genre Opuntia
Espéce Opuntia ficus indica.

2.4. Distribution géographique

Le genre Opuntia est originaire du Mexique. Sa distribution géographique est trés large,
localisée principalement dans : le Mexique, la Sicile, le Chili, le Brésil, la Turquie, Espagne, la
Corée, I'Argentine et I'Afrique du Nord (EI-Mostafa et al., 2014; Halmi, 2015; Kabas et al.,
2006). 11 a été introduit d’abord en Espagne et plus tard au 16°™ siécle au Nord et au Sud de
I’ Afrique et s’est diffusé rapidement dans le bassin méditerranéen : sud de I’Espagne, 1’Italie,
le Portugal, et I’Afrique du Nord (Tunisie, Algérie et Maroc) et s’y est naturalisé au point de
devenir un élément caractéristique du paysage (Neffar, 2012; Valente et al., 2010). Dans
certains pays tels que I’Italie, I’Espagne ou le Mexique ; la culture du cactus est pratiquée de
facon intensive et moderne avec des programmes de recherche-développement pour la
production du fruit ou de fourrage et méme pour des usages industriels (Arba et al., 2018). En
revanche, en Australie et en Afrique du Sud, ce végétal, en particulier la variété asperme est
considérée comme une mauvaise herbe a cause de la facilité avec laquelle elle se propage
(Mulas et Mulas, 2004).
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2.5. Description botanique

Le figuier de Barbarie est une plante arborescente robuste de 2 8 6 m de haut possede un
tronc épais et ligneux (figure 7) (Neffar, 2012).

Figure 07 : Photo représente le tronc d’Opuntia ficus indica (Drouet, 2015).

Du point de vue morphologique, la caractéristique principale est le fait que les branches
sont transformées en organes aplatis en forme elliptique ou ovoidale, carnées et de couleur verte
matte ayant une longueur de 30 a 50 cm, une largeur de 15 a 30 cm et une épaisseur de 1.5a 3
cm, appelées raquettes ou cladodes (figure 8) (Benattia, 2017). Ces derniers assurent la
fonction chlorophyllienne a la place des feuilles, ils sont recouvertes d'une cuticule cireuse (la
cutine) qui limite la transpiration de la plante et la protége contre différents prédateurs
(Obulbiga et al., 2018). Aussi ils sont couverts de petites aréoles, d’épines et glochides blancs
(Bhira, 2012).
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Le figuier de barbarie donne des fleurs marginales sur le sommet des cladodes agées d’un
an, large de 4 a 10 cm (Tamine, 2019), de couleur jaune et deviennent rougeatres a 1’approche
de la sénescence de la plante (figure 9) (Toure, 2017). Ces fleurs sont hermaphrodites, a ovaire
infere uniloculaire, et étamines visibles. Le pistil est surmonté d’un stigmate multiple
(Benattia, 2017).

Figure 09 : Photo montre I’aspect de fleur d’Opuntia ficus indica (Benattia, 2017).

Ces fleurs donnent naissance aux fruits appelé figue de barbarie; des grosses baies
charnues (100 a 150g) ovales ou piriformes, ornées de petites épines (Rai, 2017). lls sont
généralement verdatres, mais prends une couleur variant du jaune clair au rouge violacé a
maturité. La pulpe est toujours juteuse, de couleur jaune orangé, rouge ou pourpre, parsemée
de nombreuses petites graines (figure 10) (Medina et al., 2007; Wilson et al., 2019).

Figure 10 : Photo représente les fruits d’Opuntia ficus indica (Drouet, 2015).

Les graines d’Opuntia ficus indica sont de 5 mm de diamétre, dures, indigestes, mais tres
riche en vitamines (figure 11) (Rai, 2017).
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Figure 11 : Photo illustre les graines d’Opuntia ficus indica (Halmi, 2015).

2.6. Composition chimique

Les graines du cactus ont suscité ces derni¢res années beaucoup d’intérét et les études se
sont multipliées pour caractériser leurs constituants afin d’évaluer surtout leurs valeurs
nutritives. Ces graines qui sont I’objet de notre travail sont riches en sels minéraux et acides
aminés soufrés et elles sont caractérisées par une grande teneur en protéine, fibre brute, cendres,

glucides et 1’huile brute comme montre le tableau VI suivant :

Tableau VI : Composition chimiques des graines de figue de barbarie (Habibi, 2004).

Constituants Teneur (%)

Eau 5-6

Huile 7-8,5
Cendres 15
Lignine 18

Protéines 11-12
Cellulose 30
Autres polysaccharides 27

Comme ces graines contiens divers vitamines (tableau VI1), avec une teneur qui differe

d’une espece a une autre, tout dépend les conditions climatiques et édaphiques etc.




Chapitre | : Les plantes médicinales

Tableau VII : Composition en vitamine de la graine de figue de barbarie (Ramadan et
Morsel, 2003).

Vitamines Teneur (mg/g)
a-tocophérol 56
-tocophérol 12
y-tocophérol 33
o-tocophérol 5
B-Carotenes 47
Vitamine E 106
Vitamine Ky 52,5

Encore, le tableau V111 montre la quantité des composés phénolique et des flavonoides

présente dans les graines d'Opuntia ficus indica (EI-Mostafa et al., 2014) :

Tableau VIII : La quantité des composés phénoliques et des flavonoides présente dans les

graines d'Opuntia ficus indica

Composés Quantité en mg / 100g
Les acides phénoliques totaux 48-89
Les flavonoides totaux 1,5-2,6
Les tannins totaux 4,1-6,6

2.7. Les principales utilisations du figuier de barbarie
Le figuier de barbarie posséde des intéréts multiples et diverses utilisations :

2.7.1. Utilisations traditionnelles

Le nopal figurait dans I’antique formulaire des plantes médicinales de la pharmacopée
azteque ou pratiqguement tout ce que nous savons aujourd’hui était déja consigné. Par ailleurs,
dans tous les pays ou le figuier de Barbarie s’est implanté, on lui a reconnu de précieuses vertus
médicinales :

- Dans les campagnes marocaines, les raquettes frottées en surface pour éliminer les
épines, puis ouvertes en deux tranches, sont appliquées, face interne contre la peau,

comme cataplasme anti-inflammatoire et émollient, dans les contusions
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douloureuses, les bleus, les hématomes, les plaques eczémateuses, 1’arthrose et les
rhumatismes (Keller et al., 2009).

- Pour les nomades du Sahara, les raquettes étaient, au méme titre que 1’Alo¢s, la
plante des premiers soins (Keller et al., 2009).

- En Afrique du Sud, les cladodes, chauffés avec du savon et du sel, sous forme de
cataplasme, sont également utilisés pour soigner les blessures, les coupures, les
plaies, les crevasses et les furoncles.

- Les bergers d’Australie appliquaient sur leurs blessures la partie interne de la
raquette pour arréter le saignement et éviter 1I’infection (Keller et al., 2009).

- Le thé aux fleurs d'Opuntia est utilisé en Sicile comme reméde aux maux des reins
, aussi utilisé comme anti-diarrhéique et contre la dysenterie, et indiqué contre les
hémorroides (Arba, 2009; Minhaj et al., 2019).

2.7.2. Utilisations Pharmaco-médicales

Le figuier de barbarie appartient depuis toujours aux plantes médicinales les plus utilisées.
La recherche médicale moderne redécouvre avec un intérét grandissant la plante et ses
propriétés elle étudie les molécules actives qui la composent et lui permettent de lutter
efficacement contre quelques-unes des affections les plus graves de notre temps : réduire le taux
de sucre et de cholestérol dans le sang (Toure, 2017), utilisée comme régulant diurétique et
comme remede au dysfonctionnement de la prostate (Minhaj et al., 2019). Cette plante a aussi
des effets anti-ulceres, effets anti inflammatoires et analgésiques, effet antimicrobiens, effets
anti oxydants, effets neuroprotecteurs, effets anti alcools, effet ostrogénique, effet anti
hyperlipidémique, effet hypercholésterolemique (Tamine, 2019). Utilisé aussi comme reméde
aux douleurs gastro-intestinales, 1’angoisse, 1’artériosclérose, la spasmopbhilie, le stress, aux

bralures et coups de soleil (Mssadak, 2018).
2.7.3. Utilisations cosmétiques

L’huile essentielle des graines des fruits du cactus sont riches en acides gras
polyinsaturés, en stérols et en vitamines, elle est utilisée comme antiride naturel et pour la

fabrication des cremes dermiques antirides et des cremes antisolaires (EI Hachimi et al., 2015).

Le mucilage des raquettes est utilisé dans la fabrication des champoings, des

assouplissants des cheveux, des crémes dermiques et des laits hydratants (Arba, 2009).




2.7.4. Utilisations agroalimentaires

Le tableau IX suivant résume certaines usages d’Opuntia ficus indica dans le domaine

agroalimentaire.
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Tableau IX : Utilisations agroalimentaires d’Opuntia ficus indica (Neffar, 2012).

Aires commerciales

Usages spécifiques

Production alimentaire

Fruits, jus de fruit, huiles des graines

Production d’énergie

Alcool, biomasse fraiche

Aliment de bétail

Fourrage, déchets de fruits

Usage agronomique

Fixation du sol, source d’eau

complémentaire, brise-vent
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Tous les organismes vivants, des bactéries jusqu’a 1’étre humaine, dépendent pour leurs
existences des catalyseurs biologiques, appelés « Enzymes » (Charnock et McCleary, 2005).
Aprés des millions d’années d’évolution, ces micromachines composées des protéines de tres
hauts poids moléculaires de 10.000 a 1.000.000 Da (Meunier, 1999), sont capables de realiser
des taches biochimiques trés précises. Certaines enzymes ont été concues par la nature pour
produire des composés chimiques, tandis que d’autres jouent un rdle dans la décomposition ou
la modification de tels composeés. Ces réactions impliquent la création ou la rupture des liaisons
chimiques, et les enzymes font en sorte que ces réactions se produisent plus rapidement, souvent
des millions de fois plus vite, qu’clles ne le feraient en absence d’enzymes, d’ou le nom

catalyseurs (Charnock et McCleary, 2005).

Le tableau X montre une classification des enzymes en six groupes selon la Commission
sur les Enzymes de I'Union Internationale de Biochimie en se basant sur leurs actions

specifiques (Meunier, 1999).

Tableau X : Principales classes des enzymes et leurs types de réactions (Cornish-Bowden,

2014).
Classes Types de réactions catalytiques
Oxydoréductases Reéactions de transfert d’électrons
Transférases Transfert des radicaux chimiques
Hydrolases Réactions d’hydrolyse
Addition de doubles liaisons & une molécule
Lyases et enlevement de groupement chimique sans
hydrolyse
Isomérases Réaction d’isomérisation

Formation de liens chimiques couplés avec
Ligases la rupture d’ATP

1. Définition

L'a-amylase est largement présent dans les plantes, les tissus des mammiféres et les
microorganismes. C’est une macromolécule appartenant a la classe des protéines globulaires
de type Endoglucanase de la classe des hydrolases dont la masse moléculaire est comprise entre

50 et 60 kDa (Feillet, 2000), elle catalyse I'nydrolyse au hasard des liaisons a-D-(1,4)
glucosidiques des composants de I'amidon (amylose et amylopectine), de glycogéne et divers
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oligosaccharides pour donner des simples unités du glucose, du maltose et surtout d’a-dextrines
(Ait Kaki et al., 2012).

2. Nomenclature

Nom systématique : a-(1-4) D-glucane glucanohydrolase.

Nom codifié : E.C .3.2.1.1

Nom recommandé : Alpha-amylase.

Synonymes: glycogenase, endoamylase, maxilase, taka-amylase A, takatherm,
thermolase, amylotherm, clarase, amylopsin, spitase CP1, G995, kleistase L1, THC 250,
maxamy, ptyalin (Laiche et Siboukeur, 2018).

3. Structure de ’a-amylase

Le domaine A est représenté en rouge (hélices et feuillets béta), le domaine B en jaune et
le domaine C en bleu foncé, I'ion calcium est représenté dans la sphére bleue et I'ion chlorure
dans la sphére jaune. La fleche indique la fente du site actif situe entre le domaine A et B
(Hiteshi, 2014; Toumi, 2018).

Figure 12 : Structure tridimensionnelle de I’a-amylase (Hiteshi, 2014).
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La protéine contient 3 domaines : A, B et C (figures 12 et 13) :

- Le domaine central A, forme un tonneau (B/a) qui contient 8 feuillets B plissés,
disposées en parallele et 8 hélices a, il porte le site actif & la partie C-terminale des
feuillets B (Maktouf, 2013);

- Le domaine B est formé d'une boucle de 64 résidus d’acides aminés reliant A-B3 avec
A-a3, et forme une sorte de « couvercle » au-dessus du site actif ;

- Alors le domaine C est constitué d’un tonneau de 8 feuillets B antiparalléles formant un
motif clé grecque (Franco et al., 2002; Souza, 2010);

- Le calcium (Ca?") est situé entre les domaines A et B et peut agir dans la stabilisation

de la structure tridimensionnelle et comme activateur allostérique (Souza, 2010).
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Figure 13 : La représentation des domaines et des éléments de la structure secondaire de

I’a-amylase (Kadziola et al., 1994).

En outre I’a-amylase est une métallo-enzyme dépendante de calcium, le Ca?* joue un réle
crucial pour la fonction de 1’a-amylase en général (activateur allostérique) et dont son absence
entraine l'inactivation (Demers, 2010; Franco et al., 2002). Cet ion divalent se liera a son site,
stabilisant ainsi la structure de I'enzyme en maintenant I'enzyme dans une conformation
optimale pour un maximum d'activité et de stabilité vis a vis de la dénaturation thermique (le
maintien de sa structure tertiaire) (Nouadri, 2011; Savchenko et al., 2002). De plus, la
présence des ions anioniques aident également a activer cette enzyme, mais I'ion chlorure le

fait d'une maniére plus importante (Demers, 2010).
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4. Différentes origines

L’a-amylase est une enzyme synthétisée par des plantes, des animaux et des micro-
organismes. En dépit de la large distribution des amylases de source microbienne, a savoir les
amylases fongiques et bactériennes (Gupta et al., 2003), elles sont utilisées pour la production
industrielle gréce a leurs faibles codts, réduction du temps et d'espace requis et la facilité de

I’optimisation ainsi que 1’efficacité enzymatique élevée (Mouas, 2016).

Bien que I’a-amylase de différentes origines n’aient presque pas de séquences d'acides
aminés identiques, leurs structures tridimensionnelles et l'organisation de leur site actif sont

similaires (Nouadri, 2011).
4.1. Origines animales

Chez les mammiféres, l'a-amylase est présente principalement dans les sécrétions

salivaires et pancréatiques (Sales et al., 2012).
4.2. Origines Végétales

Les a-amylases végétales possédent un role capital dans le métabolisme des glucides ou
elles participent a la conversion de I'amidon en sucres réducteurs qui présente une source
énergétique nécessaire a la germination (Nouadri, 2011). Mais elles sont également obtenues
par extraction a partir des sources végétales telles que céréales, notamment le blé, le mil, le
sorgo, 1’orge, et le riz (Rao et al., 2005). Ces enzymes végétales sont synthétisées par un
mécanisme cellulaire compliqué (figure 14), Elles sont souvent formées au cours de la
germination des graines, qui nécessite une activité enzymatique trés importante pour

I’utilisation des réserves et le développement des embryons (Zoubiri, 2017).




Chapitre Il : L’a-Amylase

ansduction
imvolving calmodulin
and protein kinase

mrvand me o rys PN

e o e

* e *—a-amylase - .’:
>

Starch degradation in endosperm

Figure 14 : Photo illustrant la biosynthése de 1’a-amylase dans la cellule végétale (Nouadri,
2011).

Les gibbérellines bioactives (GA) sont des phytohormones essentielles pour de nombreux
processus du développement comme la germination de la graine, I’allongement de la tige,
I’expansion des feuilles, la maturation du pollen et I’induction de la floraison (Regnault, 2014).

Par exemple, pendant la germination des graines de céréales, la GA est synthétisée par
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I'embryon et sécreté dans l'aleurone. Dans cette situation, la GA régule la synthese et la

sécrétion des enzymes d’hydrolyses (telles que 1'a-amylase) dans I'endosperme (Fu et al.,

2002), cela se fait comme suit :

1-

2-

O-

10-

11-

12-

Le GA: de I’embryon se lie d'abord a un récepteur membranaire a la surface d'une
cellule aleurone ;

Le complexe de récepteur GA sur la surface cellulaire interagit avec la protéine G,
déclenchant deux chaines de transduction de signal distinctes ;

Une voie indépendante du calcium impliquant la GMPc (Guanosine Monophosphate
cyclique) et autre composants entraine l'activation d'une protéine F-box, qui fait partie
d'un complexe SCF-ubiquitine ligase ;

La GA1 peut également pénétrer directement dans la cellule et se fixer a une protéine
réceptrice, qui est principalement située dans le noyau ;

A lintérieur du noyau, les protéines DELLA, une famille de régulateurs
transcriptionnels, servent comme des médiateurs de signal de la GA. La protéine F-box
activée se lie a une protéine répresseur de domaine DELLA qui bloque la transcription
d'un géene appelé GAMYB et bloque alors I'activité de I'activateur de transcription ;

Le répresseur est dégradé ensuite par le complexe SCF-ubiquitine ligase ;

La dégradation du répresseur permet I'expression des genes GAMYB et les génes de
réponse précoce ;

La protéine GAMYB nouvellement synthétisée entre dans le noyau et se lie aux
promoteurs de I'a- amylase et aux genes codant pour d'autres enzymes hydrolytiques.
La transcription de ces genes est activée ;

L’a-amylase et les autres hydrolases sont synthétisées dans le réticulum
endoplasmique ;

Les protéines sont ensuite sécrétées par I’appareil de golgi vers I’extérieur de la cellule
végétale ;

Cette voie sécrétoire des enzymes nécessite au début une stimulation par la GA d’une

voie dépendant du calcium-calmoduline (Fu et al., 2002; Sponsel, 2003).

4.3. Origines microbiennes

Les enzymes amylolytiques microbiennes sont souvent exo-cellulaires (Merabti, 2006).

L'a-amylase peut étre produite par différentes especes de micro-organismes, mais pour des

applications commerciales les bactéries sont les plus utilisées, principalement les bactéries

dérivées du genre Bacillus (Dakhmouch-djekrif, 2016). Les a-amylases produites a partir de
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Bacillus licheniformis, Bacillus stearothermophilus et Bacillus amyloliquefaciens trouvent une
application potentielle dans un certain nombre de processus industriels tels que les industries
alimentaires, de fermentation, des textiles et du papier (Souza, 2010).

De méme, les champignons appartenant au genre Aspergillus et les levures ont été
largement utilisés comme des producteurs des protéines extracellulaires, aussi ils sont
largement exploités pour la production de différentes enzymes, y compris I'a-amylase (Mouas,
2016).

5. Mécanisme d’action

L’activité catalytique de I'enzyme implique la participation des trois acides aminés du site
actif : Asp 231 (nucléophile catalytique), Glu 261(donneur catalytique de I'hydrogéne) et Asp
328 (I'aide de catalyse) (Sales et al., 2012). En effet, le mode d’action de I’a-amylase est décrit

en 4 étapes, la figure 12 illustre les différents mécanismes biochimiques mis en jeu.

Etape 1 : Formation du complexe enzyme/substrat : 1’enzyme se lie a ’intérieur de la
chaine ou sur les extrémités réductrices de 1’amidon par affinité, les chaines d’amidon
déformées par le complexe enzyme/substrat, mais stabilisées par un grand nombre de
liaisons hydrogenes entre les acides aminés du site de fixation de 1’enzyme et les

groupements polaires (OH) de la chaine carbonée (figure 12) (Faiveley, 2010).

Etape 2 : L’attaque de la liaison a (1-4) : Au niveau de la liaison osidique située sur le site
catalytique, 1’acide glutamique (Glu 261) est le point du départ de I’attaque, sous sa forme
protonnée (au pH optimal de I’enzyme), il fournit une atome d’hydrogéne a I’atome
d’oxygéne de la liaison glycosidique a cliver, situé sur le carbone Cs de la chaine, ce qui
provoque alors la rupture de cette liaison. L’acide aspartique (Asp 231) est en revanche
ionisé au pH optimal de 1’enzyme en forme électronégative, il établit une liaison covalente
avec le carbone anomérique ou Cy, ce qui permet alors la libération de la premiére partie de
la chaine carbonée (Faiveley, 2010; Sales et al., 2012). Pendant le clivage, il y a formation

d’un intermédiaire glycosyl-enzyme covalent (figure 15) (Devin, 2010).

Etape 3 : le retour a I’état initial de I’enzyme : cette étape est réalisee par I’intervention
une molécule d’eau. L’eau est une molécule polaire qui va se substituer a la molécule de
glucose encore rattachée a I’enzyme. L’acide glutamique, chargé négativement, capte un

proton de la molécule d’eau, le groupement OH restant instable, il se combine avec carbone




Chapitre Il : L’a-Amylase

anomérique ou Cy apres le clivage de la liaison entre C; et I’acide aspartique (Asp 328), cette
réaction permet d’éjecter de la deuxieme partie de la chaine carbonée, ¢’est I’étape 4 (figure
15) (Faiveley, 2010; Khacheba et Benamar, 2008).

Enzyme Enzyme Enzyme

Figure 15 : Mécanisme d’action de I’a-amylase (Faiveley, 2010).
6. Caractéristiques physico-chimiques de I’a-amylase
6.1. Le poids moléculaire

Le poids moléculaire de la majorité des a-amylases est compris entre 40.000 et 70.000

Da, il varie d’une origine & une autre et d’une espece a une autre (El-Fallal et al., 2012).
6.2. Le pH optimale d’activité

Les a-amylases sont généralement stables dans une gamme de pH de 4 a 8 (Laiche et
Siboukeur, 2018), avec un pH optimum situé entre 4 a 5 pour les a-amylases fongiques (Ait
Kaki et al., 2012), 6 a 8.5 pour les a-amylases bactériennes. Pour les levures le pH optimum
varie entre 4 & 6,5 (Zoubiri, 2017). Les a-amylases végétales signalent une activité optimale

avec un pH qui se situe entre 6 a 7 (Saini et al., 2017).
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6.3. Latempérature optimale d’activité

En général, les a-amylases ont une température optimale comprise entre 25 °C et 70 °C,
avec une grande stabilité thermique pour les a-amylases bactériennes (Toumi, 2018), signalent
que la température optimale des a-amylases bactériennes varie de 50 °C a 90 °C accompagnee
avec une resistance thermique a des températures tres elevées chez des souches thermophiles.
(Nouadri, 2011; Zoubiri, 2017). Cependant, la température optimale des a-amylases fongiques
est de 40°C a 60°C avec une thermostabilité assez faible (Bakri et al., 2009). Et pour la
température optimale de a-amylase végétale, elle differe d’une espéce a une autre et varié entre
54 75°C (Saini et al., 2017).

6.4. Effet des cofacteurs métalliques sur ’activité enzymatique

L’a-amylase est une métallo-enzyme dépendante du Ca?* qui a un role d’un activateur
allostérique et stabilisateur en maintenant la structure tertiaire de 1’enzyme vis-a-vis de
dénaturation thermique (Savchenko et al., 2002). Les ions CI-, Zn%*, Mg?*, Mn?*, Fe?* sont
¢galement des activateurs de 1’a-amylase (Saini et al., 2017), et cette activité reste intacte en
présence de K*, Na*, NH4* (Nouadri, 2011). L’activité de 1I’a-amylase est fortement inhibée
par I’acide formique, 1’urée, I’acide oxalique, 1’acide citrique et par ’EDTA et les métaux
lourds (Gupta et al., 2003).

7. Les applications industrielles et biotechnologiques de 1'a- amylase

Les amylases ont des applications potentielles dans un certain nombre de processus
industriels tels que dans les industries alimentaires, textiles, papetieres, panification, détergents,
jus de fruits, boissons alcoolisées, édulcorants, aide digestive et détachant dans le nettoyage a
sec...etc. (Saranraj et Stella, 2013; Singh et al., 2011).

Actuellement, les a-amylases microbiennes sont parmi les enzymes les plus utilisées en

raison de leur productivité et thermostabilité (Mobini-Dehkordi et Javan, 2012).
7.1. Utilisation de I'a-amylase dans les industries agro-alimentaires

Le tableau XI montre les différentes industries agro-alimentaires utilisent I’enzyme a-

amylase dans diverses préparations.
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Tableau XI : Les applications de I'a-amylase dans 1’industrie agro-alimentaire (Mobini-

Dehkordi et Javan, 2012).

Industries Applications
Dégradation et transformation de 1’amidon, accompagnée d’une chute
Glucoserie . TP
importante de la viscosité (liquéfaction).
Faciliter les opérations d'extraction et de raffinage du saccharose a
i partir de la betterave ou de la canne a sucre en éliminant des traces
Sucrerie

d'amidon génant la purification.

Biscuiterie et

panification

Décomposition de I’amidon ; production de dextrines ;

Amélioration des propriétés rhéologiques et fermentaires de la pate,
ainsi que le volume et la texture de la mie ;

Géneére du sucre supplémentaire dans la pate, ce qui améliore le godt,

la couleur de la crodte et les qualités de grillage du pain.

Brasserie

Liquéfaction ;
Clarification ;

Compléments des enzymes de malt.

Textile

Le désencollage des tissus ;
Améliore la résistance du textile ;

Offre une douceur a la surface de fil.

Détergent

L'utilisation de cet enzyme dans la formulation des détergents
améliore la capacité des détergents a éliminer les taches tenaces et a
rendre le détergent écologique ;

L’augmentation du pouvoir blanchissant.




Chapitre 11 : L’a-Amylase

7.2. Autres Domaines d’application de I’a-amylase

- Le domaine pharmaceutique : les a-amylases sont utilisées comme agents anti-
inflammatoires et aussi comme des aides pour le traitement des troubles digestifs
(Mobini-Dehkordi et Javan, 2012), tels que : les dyspepsies et les fermentations
intestinales (Nouadri, 2011).

Le domaine médical : une concentration plus élevée que la normale des a-amylases
peut refléter plusieurs atteintes médicales, y compris une inflammation aigué du
pancréas mais également un ulcére gastroduodénal perfore, une torsion d'un kyste
ovarien, un iléus d'étranglement, une macroamylasémie et des oreillons. L'amylase
peut étre mesurée dans d'autres fluides corporels, y compris l'urine et le liquide
péritonéal (Saranraj et Stella, 2013; Singh et al., 2011).

Le domaine de biologie moléculaire : en biologie moléculaire, la présence de 1’a-
amylase peut servir comme cible mutationnelle dans la méthode de sélection des
cellule ayant inséré un géne étudié (Mobini-Dehkordi et Javan, 2012). Une
intégration réussie perturbera le géne de l'amylase et empéchera la dégradation de

I'amidon, qui est facilement détectable par coloration a I'iode (Singh et al., 2011).
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L’objectif anticipé pour cette étude est la détermination du taux des protéines présente
dans I’extrait des graines de figue de Barbarie et de pin d’Alep et la recherche de leurs activités
amylolytiques. D’autre part, nous avons prévu de réaliser une étude mathématique basée sur la
mise en place d’un plan d’expérience au vue de sélectionner les conditions optimales permettant
d’avoir un rendement ¢élevé en protéines et d’augmenter I’activité amylasique résiduelle, cette
¢tape est appelée optimisation des conditions d’extraction de a-amylase. Ce chapitre est

consacré & mentionner les aspects expérimentaux a utilisé pour atteindre cet objectif.
1. Extraction des protéines végetales totales

1.1. Broyage

Le broyage est une opération unitaire visant a fragmenter les graines dans le but de réduire

leur taille sous forme de poudre et de séparer ses constituants (Chamayou et Fages, 2003).
1.2. Délipidation

Les lipides totaux, que comprenaient les graines finement broyées sont éliminées dans
cette étape a I’aide de I’appareil Soxhlet. Cet appareil consiste a libérer la matiére grasse
contenue dans 1’échantillon a 1’aide d’un solvant organique non miscible a 1’eau, souvent
I’hexane. A la fin, la phase huileuse extraite est éliminée et la poudre délipidée sera récupéréee
et laissée sous la hotte afin d’aspirer les traces restantes d’hexane (Bou-Maroun et Cayot,
2011).

1.3. Macération

La poudre délipidée sera ensuite macérée, une étape qui consiste a laisser séjournée la
poudre dans un solvant (Tris HCL, éthanol etc.) a température ambiante pendant une période
de 20 min a 1h (Abbou et al., 2020).

1.4. Test a I’iode

Ce test permet la confirmation de la présence de 1’a-amylase, il est basé sur la réaction
qui a lieu entre I’amidon et 1’iode et qui donne une coloration bleu violet, la disparition de la
couleur indique d’abord la dégradation de I’amidon qui justifie la présence de I’enzyme dans le

milieu réactionnel (Chavan et Wadatkar, 2014).
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1.5. Preécipitation fractionnée de I’a-amylase par le Sulfate d’Ammonium (NH4)2
SO4

C’est une démarche trés souvent utilisée comme étape dans I'extraction des protéines. Elle
est basée sur le fait que les conditions ioniques et le pH rendent les protéines insolubles, varient
pour chaque type protéique. Par conséquence, la concentration ionique et le pH peuvent étre

ajustés pour séparer la proteine désiree

L'électrolyte le plus couramment utilisé pour la précipitation différentielle est le sulfate
d'ammonium vu sa haute solubilité dans les milieux aqueux permettant d'atteindre des forces
ioniques tres élevées. Il a une forte hydrophilicité et rentre en compétition avec les protéines
pour I'eau provoquant leurs déshydratations. Les ions sulfate d’ammonium sont assez petits et
peuvent facilement accéder a des résidus protéiques chargés a fin les neutraliser en formant des
liaisons électrostatiques. Ce sel présente également I'avantage de dénaturer légérement la
protéine permettant de maximiser I'extraction des protéines biologiquement actives (Duong-Ly
et Gabelli, 2014).

Selon (Wingfield, 2016), cette méthode consiste simplement a solubiliser une quantité de
sulfate d'ammonium dans la solution dont on veut précipiter les protéines. Et pour calculer cette

quantité 02 méthodes sont utilisées :

515(X-X0) .
——— (Pour 1L de I’extrait a 0°C)
100-0.27X

533(X—X0)
100—-0.3X

» Une équation de masse : m (NH4)2SO4=

: m (NH4)2 S04 = (Pour 1L de I’extrait a 20°C)

Ou : X : Taux de saturation a atteindre
Xo: Taux de saturation initial.

» Un tableau de pourcentage de saturation ou précipitation de protéine par le sulfate
d’ammonium [20% - 90%)] :

On peut tirer la masse de (NH4)2 SO4nécessaire directement a partir de la figure

16 ci-dessous qui nous donne les quantités requises pour atteindre le niveau de

saturation voulu a 0°C. La figure indique aussi la quantité de sel a ajouter a une

solution qui contient déja le (NH4)2 SOa,
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% de saturation en sulfate d'ammonium & 0°C
20 25 30 35 40 45 50 55 60 &5 70 75 8O 85 90 95 100

grammes de sulfate d'ammaonium & ajouter & un litre de solution:

106 134 164 194 226 2568 291 326 361 398 436 476 516 559 603 6560 697 0
79108 137 166 197 229 262 296 331 368 405 444 484 526 570 615 662 5
53 81 109 139 149 200 233 2646 301 337 374 412 452 493 5346 581 627 10
26 54 B2 1711 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 503 547 592 15
0 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 349 387 427 449 512 557 20
0 27 56 84 1156 146 179 211 245 280 317 356 395 436 478 522 25

0O 28 56 856 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488 30

0O 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 3469 410 453 35

0 2% 58 8% 120 153 187 222 258 296 335 376 418 40

0 29 5% 90 123 156 190 226 263 302 342 383 45

0 30 &0 92 125 159 194 230 268 308 348 &0

0O 30 61 93 127 161 197 235 273 313 56

0 31 62 95 129 164 201 239 279 &0

0O 31 63 97 132 168 205 244 &5

0O 32 65 99 134 171 209 70

0O 32 &6 101 137 174 75

0O 33 67 103 139 80

0 34 &8 105 85

(9.0 D) WNUOWWD P 8|D)Ns Ua 8|DIjIU| UOI|DINos 9

0 34 70 0
o 35 @5
0 100

Figure 16 : Image représente le tableau de pourcentage de saturation en sulfate d’ammonium

(Wingfield, 2016).

Dans notre travail les pourcentages utilises sont: 20%, 50%, 80% selon le tableau
précédent : a une température de 0°C et un pourcentage initiale de (NHa4)2 SO4 en solution nulle,
les masses a rajouter pour précipiter les protéines dont I’a-amylase dans 1 litre de solution sont :
106 g, 2919 ,519¢ respectivement, Cependant si le pourcentage initial en (NH4)2 SO4# 0 ; soit
disant 20%, pour atteindre 50% il nous faut rajouter 175 g de sulfate d’ammonium.

A la fin de I’expérience, la solution protéique aura une concentration élevée en sel, la

dialyse est généralement la meilleure méthode pour retirer le (NH4)2 SO4 d'un échantillon.
1.6. Dialyse

La dialyse permet de séparer des molécules selon leurs tailles. En utilisant des membranes
semi-permeables dont les pores ont une taille inférieure aux dimensions macromoléculaires.
Ces pores permettant aux petites molécules comme celles du solvant, des sels, et des petits
métabolites de se diffuser au travers de la membrane mais empéchant le passage des grosses
molécules (Voet et Voet, 2016).

Les membranes de dialyse utilisées se présentent sous forme de cylindres allongés

nommeée « boudin de dialyse », il est fermé aux deux extrémités et contiennent dedans le liquide
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a dialyser. Il sera placé dans un récipient contenant le liquide contre lequel s’effectue la dialyse
ou liquide de contre-dialyse (figure 17) (Hainque, 2008).

{al Au début de b) A I"équilibre
la dialyse
) ) \ vv."
W\ L AN 2 e
B, Jq | _—Saca ~__| \ \h’
(N dialyse T waf X
| \ '] LR . .
r..._\ . 148 .
'.'.:' . l. ! oY
\‘::.'...lj — Tampon —— " .l.:..l So -
r:?5:'| AL e e
,‘...';" 2e''e o
\".:-5"]“"--\\ -9 e

. . .
asy — - Solution » \\ & = B=C
e . > »
RN concentrée | . * :
- >/ " o P ',-"

Figure 17 : Photo illustrant la séparation par dialyse (Voet et Voet, 2016).

2. Dosage des protéines totales : Méthode de Bradford (1976)

C’est un dosage colorimétrique qui permet d’estimer la quantité de protéine contenue
dans un extrait en utilisant le réactif Coomassie protein Assay reagent (Uptima) et la sérum
albuminé bovine (BSA) comme standard (Hijazi, 2011).

Cette méthode est tres sensible, rapide et stable, ayant pour principe la formation de
complexes entre le bleu de Coomassie avec les groupements basiques des acides aminés
(tryptophane, tyrosine, phénylalanine) et les résidus hydrophobes des acides aminés présents
dans la ou les proteines... Elle est basée sur le changement d’absorbance qui se manifeste par
la modification de la couleur du Bleu de Coomassie qui se fixe sur les liaisons peptidiques et
se stabilise sous forme anionique. La solution initialement marronne se change au bleu en
présence des protéines, déplagant la bande d’absorption de 465 nm a 595 nm. Le changement
d’absorbance est proportionnel a la quantité de colorant lié, indiquant ainsi la concentration en

protéines dans I’extrait des graines exprimée en mg/ml (Boumaza, 2015).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_amin%C3%A9
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3. Dosage de ’activité amylolytique : Méthode de Bernfeld

C’est un test colorimétrique indirect du dosage du glucose qui résulte par 1’hydrolyse
enzymatique de 1’amidon par 1’acide 3,5-dinitrosalicylique « DNS ». Son but est de quantifier

I’activité de I’a-amylase dans les extraits protéiques (Yao et al., 2015).

En milieu alcalin et a chaud, les groupements aldéhyde libres du glucose (sucre réducteur)
réduisent l'acide 3,5-dinitrosalicylique oxydé de couleur jaune-orangé en acide 3 amino 5-
nitrosalicylique de couleur rouge-orangée qui absorbe a 540 nm (figure 18). L'intensité de la
coloration rouge-orangé est proportionnelle a la quantité du sucre réducteur présent dans le

milieu réactionnel et dont I’activité enzymatique est exprimée en Ul/mg (Bechroune et Larab,
2018).

COOH COOH
a jou
Reduction
———t
NO, NG NO,  NH:
3,5-dinitrosalicylic acid 3 amino, 5-nitro salicylic acid
(vellow) (orange-red)

Figure 18 : La réaction de réduction de ’acide 3,5-dinitrosalicylique (Bechroune et
Larab, 2018).

4. Optimisation des paramétres d’extraction par la méthodologie des plans

d’expériences

Dans tous les domaines, il est souhaitable d’étudier un phénoméne dépendant de divers
parametres contrélables. La méthode qui consiste généralement a fixer le niveau de toutes les
variables sauf une et de mesurer la réponse pour plusieurs valeurs de la variable mobile n’est
pas toujours la meilleure, car si plusieurs parameétres doivent étre étudiés, il faut répéter cette
technique pour chaque parametre. Par exemple, si I’on souhaite d’étudier 6 parametres a 4
niveaux il faut donc réaliser 4096 (4°%) expériences. Ce nombre d’expériences demande
beaucoup d’effort et souvent irréalisable. Pour résoudre ce probléme, il faut donc réduire le
nombre d'expériences a effectuer sans pour autant de perdre la fiabilité des résultats attendus.
L'utilisation d'un plan d'expérience fournit alors une stratégie dans le choix des méthodes

d'expérimentation (Bouzaouit, 2016).
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4.1. Plan d’expérience Box-Behnken

C’est un plan mathématique quadratique combiné a la méthode de surface de la réponse
(RSM), qui sert a créer un plan d'expérience afin de modéliser la courbure des données
expérimentales et de déterminer les parametres des facteurs qui optimisent la réponse. Les plans
de Box-Behnken sont utiles car pour un méme nombre de facteur, ces plans contiennent
généralement moins d'essais. De plus, ces plans n'incluent pas de point définis sur les
parametres extrémes de tous les facteurs, ce qui peut étre plus adapté pour certains procédes
(Carletti et al., 2006). Cette démarche est réalisée suivant les étapes citées ci-apres, en

considérant I’exemple de I’extraction de I’alpha-amylase :

4.1.1. La Sélection des facteurs influencant I’extraction de I’a-amylase

Les facteurs sont les variables que 1’on désire étudier et qui sont supposées avoir une
influence sur le systéeme généralement caractérisés par une seule variable naturelle : qualitative
ou quantitative (Bouzaouit, 2016).

Ces facteurs sont limités par deux bornes, valeur minimale et maximale. On désigne la
valeur basse par le signe (-1) et la valeur haute par le signe (+1) et (0) pour la valeur moyenne
(Dakhmouche-Djekrif, 2016). Dans le cas de notre travail, comme le montre le tableau XIl,
les facteurs choisis sont : Température, pH, quantité de sulfate d’ammonium rajouté pour la
précipitation.

Et pour optimiser ces facteurs affectant 1’étape d’extraction de 1’a-amylase, la
méthodologie de surface de réponse (RSM) avec Box Behnken Design a été realisée a l'aide du
logiciel statistigue MINATAB.

Tableau XI1 : Tableau montrant la relation entre les niveaux codés et les niveaux réels

des facteurs utilisés dans le plan Box Behnken pour améliorer 1’extraction de 1’a-

amylase.
Eactelrs Valeurs minimales | Valeurs moyennes Valeurs maximales
Codées | Réelles | Codées | Réelles | Codées Reelles
T (°C) -1 10 0 50 1 90
pH -1 4 0 6.5 1 9
Quantité
d’(NH4)2S04 -1 20 0 50 1 80
(%)
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4.1.2. La Matrices des expériences

La matrice d’expérience est un utile mathématique qui représente, sous forme codée ou

non codée, I’ensemble des expériences a réaliser (Karam, 2004). Dans cette étude, quinze

expériences ont été realisées avec les différentes valeurs de pH (4, 6.5, 9), de température (10,

50, 90°C) et de pourcentage de saturation en sulfate d’ammonium (20, 50, 80%) comme indique

dans le tableau X111 suivant :

Tableau XI11 : Tableau présentant la matrice des expériences : Plan d’expérience Box-

Behnken pour I’étude de 03 facteurs obtenus par le logiciel statistique MINITAB.

Response (a-

Sulfate

StdOrder | RunOrder | PtType | Blocks |Temp (T)| pH (P) | d’ammonium aalr(?t)i/\l/?s;

(SA) Ul/mg)
3 1 2 1 -1 1 0
14 2 0 1 0 0 0
2 3 2 1 1 -1 0
13 4 0 1 0 0 0
15 5 0 1 0 0 0
12 6 2 1 0 1 1
5 7 2 1 -1 0 -1
10 8 2 1 0 1 -1
7 9 2 1 -1 0 1
11 10 2 1 0 -1 1
9 11 2 1 0 -1 -1
4 12 2 1 1 1 0
1 13 2 1 -1 -1 0
8 14 2 1 1 0 1
6 15 2 1 1 0 -1




Chapitre 111 : Les méthodes d’étude de I’a-amylase végétale

4.1.3. Résultats et interpretations

Le calcul des coefficients de régression avec les données codées (probabilités) est fourni
par le logiciel MINITAB. C’est un logiciel de traitement statistique, qui comprend un grand
nombre de fonctionnalités (Carletti et al., 2006), il prend en charge les calculs d’analyse de la
variance & un ou plusieurs facteurs, les comparaisons des résultats statistiques et de nombreux
types de graphiques. L’analyse de la variance est également fournie par ce logiciel (Bouzaouit,
2016).

» Détermination du modele mathématique

Dans le processus d'optimisation, la réponse peut étre liée aux variables choisies
par des modeles linéaires ou quadratiques (Elmoubarki et al., 2017). Le modele

quadratique prévu a utiliser est donné dans I'équation suivante :

Y= Bo+ Zi, BiXi+ ZiLq Bi X+ iy, Bij Xi Xj = Bo + BiX1 + BoXa + BaXs + BuX % +
B22X?2 + BazX?3 + B12X1X2 + B13X1X3 + B23X2X3
Ou: Y : la réponse mesurée dans notre cas c’est I’activité a-amylasique Ul/mg
(Tableau VIII)

X : les facteurs ;

Bo : coefficient constant ;

k : Nombre des facteurs a optimiser ;

Bi : coefficients des effets linéaires ;

Bii : Coefficients des effets quadriques ;

Bij : coefficients des interactions (Abbou et al., 2020).

Et aprés I’obtention de 1’équation mathématique, elle sera remplie a partir du
tableau de régression obtenue par MINITAB et ensuite 1’équation sera améliorée a une
équation optimale apres exclusion des termes non significatifs dont leurs probabilités
>0.05 (Elmoubarki et al., 2017).

4.1.4. Optimisation des conditions influencant le procédé d’extraction

Pour larecherche des conditions optimales, c'est-a-dire les valeurs des facteurs permettant
d’aboutir a une meilleure extraction, 1’utilisation des fonctionnalités de tracage des surfaces de

réponses par MINITAB nous aide a visualiser les effets mutuels des facteurs et les relations
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entre une variable de réponse et deux facteurs (Peng et al., 2020). Deux types de graphiques de
surface de réponse peuvent étre générer : le graphique de contour et le diagramme de surface
(figure 19) (Karam, 2004). Ces graphiques montrent les relations entre une variable de réponse
et deux facteurs a partir d'un modele d'équation, les facteurs supplémentaires éventuels étant
maintenus constants. Ils permettent aussi d'obtenir les valeurs de réponses et les conditions

d'utilisation souhaitables (Bouzaouit, 2015).

S CTET T P

]c‘tor 2

c.oe

0.06

Figure 19 : Figure illustrant un exemple des courbes de surfaces de réponses (d’iso-
réponse ) (Bouzaouit, 2016) :
a- Diagramme de contour b -Graphique de surface
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5. Purification de I’a amylase
5.1. Chromatographie de filtration sur gel

Elle est dite aussi chromatographie d’exclusion ou tamisage moléculaire (Walls et al.,
2017), c’est une technique qui permet une séparation simple et rapide des molécules solubles
dans I'eau ou certains solvants organiques, en fonction de leurs tailles, donc de leurs masses
molaires (Coskun, 2016). Dans la colonne chromatographique, les gels sont formés de dextran,
de polyacrylamide, d’agarose modifiée aussi le séphacryl ( gel formé a base de sépharose
combiné au polyacrylamide) et se présentent sous forme de billes poreuses dont les pores
correspondent a une zone relativement étroite (Voet et Voet, 2016). Le meilleur gel indiqué
pour cette technique est le séphacryl, vu a sa grande résistance aux variations physico-
chimiques (pH, force ionique et température) et facilité de mise en ceuvre : commercialisé sous

forme d’une pate.

Pour la purification des a-amylases, le gel Séphadex G-75 est le mieux adapté pour la
séparation des protéines de masse moléculaire : 3000 Da< PM<80.000 Da (Mouas, 2016).

Si une solution contenant des protéines de tailles différentes traverse une telle colonne,
qui constitue en quelque sorte un «tamis moléculaire », les molécules dont la taille est
supérieure a celle des pores du gel, c'est-a-dire supérieur a la limite d’exclusion ne peuvent y
pénétrer, migrent dans la phase aqueuse qui entourent les graines du gel et quittent la phase
stationnaire les premiéres, par contre les plus petites molécules y compris I’a-amylase pénétrent
dans le gel et leur migration est ainsi retardées. A la fin les molécules quittent donc la colonne
dans I’ordre de masse moléculaire décroissant. Cette colonne peut étre réutilisée lorsque les

molécules de petites tailles quittent le gel (figure 20) (Mouas, 2016).

Citant que méme s’ils partagent le méme principe de séparation, il existe une différence
de diametre des pores du gel servant de phase stationnaire entre le tamisage moléculaire et la
chromatographie d’exclusion, ce qui influence le mécanisme de la séparation : Le tamis
moléculaire est un matériau avec des tres petits pores et donc les grandes molécules ne peuvent
pas entrer (Takeshi et al., 2015). Cependant, la chromatographie d’exclusion est généralement
appliquee a des grosses molécules ou a des gros complexes macromoléculaires (Giridhar et
al., 2017).
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A la fin, la fraction éluée celle qui contient I’activité d’amylase sera analysée et ensuite

poursuit le chemin de purification.

-
o

/ Matrice
Bille du ge
de gel

Quantité de soluté
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molécules |
\

8 Volume d'effluent
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Ao l\.
de gel Grandes \\
molécules

Figure 20 : Photo présentant la chromatographie sur gel de filtration (Voet et Voet,
2016).
5.2. Chromatographie échangeuse d’ions

La chromatographie échangeuse d'ions (CEI), est basée sur les interactions
électrostatiques entre les groupements des acides aminés des protéines chargées et le matériau
de support solide (matrice), les matrices utilisées sont des polymeéres insolubles préparés sous
formes de billes griffés sur la colonne, appelées résines. Citant que ces résines doivent avoir
une charge opposée a celle de la protéine a séparer (Coskun, 2016) ; cette charge dépend de
pH du milieu c’est-a-dire, dans un milieu avec une valeur de pH inferieur a son point
isoélectrique, une protéine aura une charge nette négative est retenue sur I’échangeur de cations,

tandis qu'a un pH supérieur, ce sera sur un échangeur d'anions.

La colonne DEAE-Cellulose, pour Di-ethyl-aminoéthyl-cellulose, elle est souvent utilisée
pour la purification de 1’a-amylase. C’est une échangeuse cationique, fixe seulement les
molécules chargées négativement tels que 1I’a-amylase. Les molécules neutres ou chargées

positivement ne vont pas étre retenues et vont donc étre éluees immédiatement (Walls et al.,
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2017). La récuperation de la protéine désirée fixée a la colonne est ensuite obtenue par des

modifications de pH, de force ionique de la solution tampon (Dey et Banerjee, 2015).

Et aprés I’analyse de la fraction éluée, les fractions actives sont ensuite réunies et

concentrées par ultrafiltration.
5.3. Ultrafiltration

C’est une séparation des macromolécules en solution dans une phase dispersante,
permettent la concentration des protéines (Baltas et al., 2016). Il s’agit des dispositifs de
membrane avec une porosité trés faible qui peuvent étre constituées de divers matériaux tels
que I’acétate de cellulose. Le solvant et les petits solutés traversent la membrane et les
macromolécules restent dedans plus concentrées. Le concentrat est obtenu aprés une
centrifugation (Dakhmouch-djekrif, 2016; Voet et VVoet, 2016).

Les tubes d’ultrafiltration AMICON 10 KDa sont les dispositifs utilisés pour concentrer
I’a-amylase (Dey et Banerjee, 2015).

Citant qu’il existe une autre méthode plus sélective pour la purification des enzymes : la
chromatographie d'affinité, basée sur le principe d’interaction spécifique substrat - ligand. C’est
une méthode de purification plus robuste, généralement utilisée dans les premiers stades de
purification et peut étre la seule étape de chromatographie nécessaire pour atteindre une pureté
adéquate sauf qu’elle est plus lourde et plus onéreuse a mettre en ceuvre que d’autres types de

chromatographie (figure 21).
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Figure 21: Photo correspondant la chromatographie d’affinité (Voet et Voet, 2016).

5.4. Electrophorese SDS-PAGE

L’électrophorése présente un principe commun qui consiste a soumettre un mélange de
molécules a un champ électrique, ce qui entraine la migration des molécules chargées (Voet et
Voet, 2016).

La technique du gel d’¢lectrophorése en conditions dénaturantes SDS-PAGE est une
technique utilisée le plus souvent dans un but de séparation et de détermination de la masse
moléculaire et le nombre d’unités composantes d’une protéine mais également parfois pour la

purification des molécules (Dey et Banerjee, 2015).

La détermination du poids moléculaire de 1’a-amylase repose sur la comparaison de sa
mobilité électrophorétique avec des marqueurs protéiques standards ayant un poids connu
(Baltas et al., 2016; Bano et al., 2011).

Les standards utilisés pour déterminer le poids moléculaire de 1’a-amylase sont :

- LaPhosphorylase B (94 KDa) ;

- Fructose 6 phosphate kinase (84 KDa) ;

- BSA (sérum bovine albumine) (66 KDa) ;

- Glutamate déshydrogénase (55KDa) ;

- Ovalbumine (43 KDa) ;

- Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (36 KDa) ;
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Anhydrase Carbonique (30 KDa) ;
Trypsinogéne (24KDa) ;

Inhibiteur de trypsine de soja (20 KDa) ;
a-Lactabumin (14 KDa) (Martinez et al., 2000).
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Chapitre IV : Résultat des autres études relatives

Vu a I’absence de nos propres résultats, on a fait une recherche bibliographique afin de
trouver des travaux similaires. Les exemples trouveés sont partiellement semblables a notre sujet,
traitent la caractérisation et 1’extraction de 1’o-amylase a partir des plantes et inclus aussi
I’étapes d’optimisation de température et de pH sauf que ces derniers sont optimises par la

méthodologie de pas a pas et non par I’utilisation de la méthodologie des plans d’expériences.

1. Extraction et optimisation de I’a-amylase présente dans les graines de pin

Coréen

En raison du manque des études faites sur I’a-amylase de pin d’Alep, on a utilisé comme
un exemple une autre espece de Pinaceae appelé pin Coréen. Et donc le tableau XIV suivant
résume toute les informations présentent dans D’article avec le titre «Isolation and
characterization of a novel thermostable a-amylase from coréen pine seeds » : extraction et
caractérisation d’une nouvelle a-amylase thermostable a partir des graines de pin korean (Azad
et al., 2009).

Tableau X1V : Tableau représente le résumé des étapes utilisées dans le 1°" article

Méthodes d’extraction, de purification et de Résultats

Espece Auteurs o .
dosage utilisées trouves

1. Préparation d'extrait protéique brut

Md. Abul _
Kalam Azad; | - Broyage des graines.

- Homogénéisation dans un tampon (acétate de

- Chromatographie échangeuse d’ions (DEAE—-

Jae-Han Bae: | sodium 20 mM, pH 5,5, CaCl2 10 mM) pendant 3 oH
minutesa 4 ° C. optimale :
pi Jong-Sang |- Centrifugation a 13 000 tr/ min pendant 30 43
N -
, Kim; min & 4°C.
coreen o _
- Filtration de surnageant avec papier wattman.
Jin Kyu Lim | Obtention de I’extrait brut de graines de pin.
; Température
) 2. Purification de I’extrait protéique optimale :
Kyung-Sik e : 65°C
song; - Précipitation par sulfate d’ammonium et
dialyse
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Beom-Soo | Sépharose CL-6B et I'élution a été realisée par
Shin; Tampon Tris— HCI 50 mM (pH 7,6) avec un

gradient progressif de NaCl (0 a 500 mM).
Hak-Ryul

Kim - Chromatographie d’affinité (Colonne préparée

avec 40,0 g d'amidon de mais et I’¢lution se fait
avec le méme tampon acétate de sodium en
utilisant un gradient de concentration de NaCl
(100-400 mM) a un débit de 5,6 ml / h.)
- Electrophorése SDS-PAGE.
- Les concentrations protéiques sont mesurées
par le dosage de Bradford.

3. Dosage enzymatique
- L’activité enzymatique de I’a-amylase est

déterminée par la méthode de Bernfeld.

2. Extraction et optimisation de I’a-amylase présente dans les graines de figue de
barbarie

Les étapes suivies par les auteurs dans Darticle sous le titre « Purification and
characterization of an amylase from Opuntia ficus-indica seeds » (Ennouri et al., 2013):
Caractérisation et purification d’une a-amylase a partir des graines d’Opuntia ficus indica, sont

brievement citées dans le tableau XV suivant :
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Tableau XV : Tableau resume breivement les étapes utilisées dans le 2°™ article

A Méthodes d’extraction, de purification et de Résultats
Espece Auteurs o )
dosage utilisées trouves
1. Préparation d'extrait protéique brut
- Broyage des graines.
- Homogénéisation dans un tampon (acétate de
sodium 20 mM, pH 5) pendant 30 minutes a 4
°C.
- Centrifugation a 19650 x g pendant 30 min a
Monia 4°C
Ennouri; o N
- Filtration de surnageant avec papier filtre.
- Obtention de I’extrait brut de graines de pin.
Bassem 2. Purification de I’extrait protéique pH
Khemakhem; .
optimale :
- Précipitation par sulfate d’ammonium 5
Opuntia Hanen Ben | (précipitation fraction entre 60% et 80% de
ficus Hassen; saturation en sulfate d'ammonium)
indica - Dialyse utilisant une membrane de 12kDa. )
Imen Ammar: ) _ . Temperature
' | - Centrifugation et récupeération du surnageant. )
optimale :
- Chromatographie échangeuse d’ions (colonne 60°C
Karima . e .
. Bio-Rad) (2,1 x 24 cm), 1’élut t fait
Belghith: ( ) ( ), ’élution est faite avec
gradient de 0-1 mol L™ d’NaCl dans le méme
. tampon acétate a un débit de 5 mL min 1),
Hamadi P )
Attiab - Electrophorése SDS-PAGE.

- Chromatographie liquide haute performance
- Les concentrations protéiques sont mesurées
par le dosage de Bradford.

3. Dosage enzymatique
- L’activité enzymatique de I’a-amylase est

déterminée par la méthode de Bernfeld




CONCLUSION
GENERALE



Conclusion Générale

Le travail qui fait I’objet de ce mémoire est consacré essentiellement a optimiser les
facteurs influengant 1’extraction de I’a-amylase a partir des graines de pin d’Alep et de figuier
de Barbarie. L’efficacité de I’extraction de 1’enzyme dépend de plusieurs facteurs et plus
précisément le traitement de la maticre végétale, aussi le choix de la méthode de I’extraction et

du solvant reste primordial.

Le traitement de la matiére végétale renferme le lavage des graines, broyage suivi d’une
délipidation, dans le but d’¢liminer la fraction lipidique présente dans la poudre broyée.
Cependant, 1’¢tape de 1’extraction débute par une macération qui consiste a faire sortir les
protéines libres solubles dans I’eau, et pour les protéines non solubles une étape de précipitation
par sulfate d’ammonium se poursuit. Ensuite vient la modélisation de 1’étape d’extraction par
la méthodologie de surface de réponse utilisant le plan Box-behnken avec 03 facteurs
(Température, pH et pourcentage de précipitation en sulfate d’ammonium). Les données
statistiques (Coefficient de régression, les probabilités, tableau de la variance et coefficient de
détermination) sont tout obtenus par le logiciel MINITAB et leurs traitements est se fait par
I’analyse de la variance (ANOVA).

A la fin il est souhaitable que ce travail aura 1’occasion de se réaliser au laboratoire afin
d’obtenir des résultats voulus permettant de déchiffrer la thématique, ainsi que de donner

naissance a d’autre travaux relatifs citant :

- Etude détaillée sur I’enzyme a-amylase extrait et purifiée a partir des graines d’Opuntia
ficus indica et de Pinus halepensis Mill.
- Optimisation d’autres conditions influengant 1’activité de I’enzyme a-amylase.

- Etude d’autres activités enzymatiques presentes dans les graines de nos 02 plantes.

Et tout ¢a dans le but d’enrichir le savoir sur la flore méditerranéenne.
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