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Introduction générale

Les enzymes sont des biocatalyseurs essentiels a de nombreuses réactions
physiologiques et métaboliques (Khosla, 2015). Ces enzymes accélérent les réactions
biochimiques telles que la glycolyse, la réplication, la digestion etc. (Shuang, 2012 ; Karasov
et Douglas, 2013 ; ke et al, 2015 ; Babiker et al ,2016 ; Yu et al, 2016) et convertissent des
substrats en produits (Broderick et al, 2014), essentiels a la fonction cellulaire, a la croissance
et a la survie de 1’organisme (Sweetlove et Fernie, 2018). Les enzymes sont des molécules de
protéines constituées d’acide aminé relié entre eux par des liaisons peptidiques (Combes et
Monsan, 2009). On les retrouve, ces biocatalyseurs, chez tous les organismes vivants (les

microorganismes, les animaux et les végetaux) (Sharma et Kanwar, 2014).

En plus de leur importance chez les différents organismes vivants, les enzymes sont
aussi importantes en industrie et elles sont utilisées de nos jours dans divers secteurs industriels
comme dans le secteur agroalimentaire, secteur pharmaceutique, secteur des détergents, du
textile et dans le secteur de la santé (Cabrera et Blamey, 2018 ; Combes et Monsan, 2009 ;
Fernandes.2010 ; Gurung et al, 2013 ; Jung et al., 2015 ; Morlighem et al, 2018).

Selon le comité de nomenclature de I'Union internationale de biochimie et de biologie
moléculaire (NC-IUBMB), il existe 07 classes d’enzymes (Adharis, 2019 ; de Souza
Vandenberghe et al, 2020 ; Feehan et al, 2021 ; Pradhan et al, 2020), la troisieme classe (EC3
. hydrolases) représente 75% des enzymes utilisées dans les domaines industriels (Gurung et
al, 2013 ; Li et al, 2012).

Les plantes, comme tout organisme vivant, sont aussi riches en enzyme hydrolytique,
on peut citer entre autres, les protéases, les lipases, les amylases et les glycanases (Adamczyk
et al, 2010 ; Asselin, 1993 ; Fickers et al, 2008) qui interviennent dans la production d’énergie
nécessaire a la germination de la graine et au développement de la jeune plante tout en la
défendant contre les diverses attaques pathogénes (Adlercreutz et al., 1997 ; Asselin, 1993 ;
Fickers et al, 2008).

Parmi ces plantes, I’avoine (Avena sativa L.) est une plante reconnue dans le monde
comme un aliment sain (Sterna et al, 2016) de par sa richesse en nutriments et en enzymes (Kim
etal, 2021).

Pour cela, I’objectif de notre travail est de rechercher et caractériser 2 hydrolases (lipases

et amylases) au niveau des flocons d’avoine.
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Syntheése Bibliographique

1/Les enzymes
1-1/généralités

Le mot « enzyme » a été utilisé pour la premiére fois par un physiologiste allemand
Willhelm Kuhne en 1878 et qui signifie en grecs en (signifiant “dans®) et zume (signifiant
“levure®) apres qu’il découvre que les enzymes de la levure permettent la production de I’alcool

en présence du sucre (Robinson, 2015).

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques (Furukawa et al., 2020) qui permettent
I’accélération des réactions biochimiques se déroulant dans I’environnement interne ou externe
aux cellules (kingsley et lill, 2015) a des vitesses allant jusqu’a 106 fois plus rapidement, et de
maniere spécifique et sélective (Agarwal, 2006 ; Richard, 2013 ; Agarwal, 2018 ; Hauer, 2020).
Les enzymes sont de nature protéique, elles sont constituées d’une succession d’acides aminés
reliés entre eux par des liaisons peptidiques et leurs activités catalytiques sont dépendantes de
leurs structures (Bhatia, 2018).

La relation structure-fonction des enzymes est basée sur leurs séquences en acides
aminés, leurs structures tridimensionnelles et leurs conformations spatiales des régions du site
actif (Priyadarshini et Singh, 2019).

Les enzymes agissent & faible concentration et restent intacte a la fin de la réaction
(Robinson, 2015), assurant ainsi la conversion du substrat en produit (Robinson, 2015 ;

Cooper, 1999) selon la réaction suivante :
E+S~—ES—E+P

Elles sont présentes chez les différents organismes vivants (les animaux, les végétaux et
chez les microorganismes) (Agarwal,2006; Zhang et Kim,2010; Robinson,2015;
Bhatia,2018), indispensables au maintien de la vie des différents organismes vivants (Gurung
et al.,2013) et la vie serait impossible en leurs absences (Cooper,1999), du fait qu’elles
catalysent et coordonnent des réactions cellulaire complexes (Robinson,2015 ; Bhatia,2018)
telles que la glycolyse comme par exemple I’hexokinase, la lactate desydrogénase, la
phosphoglycérate kinase, la pyruvate kinase (Yu et al.,2016)), le cycle de I’acide
tricarboxylique comme par exemples 1’a-cétoglutarate déshydrogénase, la succinyl-CoA

synthase, la succinate déshydrogénase, la fumarate hydratase (ke et al.,2015), la digestion
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comme par exemplela trypsine, la chimotrypsine, les lipase, les phospholipases, la
maltase(Karasov et Douglas,2013), le fonctionnement des cellules cardiaques comme par
exemple la chymase, la créatinine kinase, la lactate déshydrogénase (Babikerv et al ,2016) et
des fonctions hépatigue comme par exemple I’alanine aminotransférase, 1’aspartate
aminotransférase, la gamma-glutamyl transférase et la phosphatase alcaline (Contreras-Zentella
et Hernandez-Mufioz,2016).

En plus de leur réle important au niveau cellulaire ces enzymes sont aussi importantes
et utilisée dans divers domaines industriels tels que : I’industrie alimentaire (humaine et
animale), I’industrie pharmaceutique, 1’industrie du papier, du cuir, du textile et du détergent

(Bhatia, 2018 ; Nisha et al., 2012)
1-2/Structure des enzymes

1-2-1/Présentation liaison enzyme-substrat

Les enzymes sont des biocatalyseurs protéiques (kingsley et lill, 2015) qui se

caractérisent par deux propriétés fondamentales (Cooper, 1999) :

1- L’augmentation de la vitesse des réactions chimiques sans étre eux-mémes consommés ou

modifiés en permanence par la réaction,

2- L’augmentation de la vitesse des réactions sans altérer I'équilibre chimique entre les réactifs

et les produits.

Les résidus des enzymes varient de moins 100 a plus de 2000 acides aminés et sont
disposés en une ou plusieurs chaines polypeptidiques (Robinson, 2015). L’intégrité de I’enzyme
dépend de la stabilité de sa structure (Kingsley et Lill, 2015). Cette structure tridimensionnelle
spécifique comporte une petite zone connue sous le nom de site actif (Figure 1) ou le substrat

se lie reellement (Agarwal, 2018) pour étre transformé en produit (Cooper, 1999).
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Substrate

Active site 7\

Figure 1 : Représentation de la liaison du substrat au site actif d’une molécule d’enzyme

(Rhobinson, 2015).

1-2-2/ Structure et fonction de I’enzyme

Selon Combes et Monsan (2009) et Bhatia (2018) toute comme les protéines, les

enzymes sont constitués d’une structure décrivant quatre étapes :

e Structure primaire : constitué¢ d’une chaine linéaire de résidus d'acides aminés liés via
des liaisons peptidiques, qui constituent une molécule protéique.

e Structure secondaire : résulte de 1’établissement des liaisons hydrogéne entre les grou-
pements amide (-NH) et carboxyle (-CO) du squelette peptidique.

e Structure tertiaire : c’est le repliement de structure secondaire qui donne une configura-
tion spatiale bien déterminée.

e Structure quaternaire : c’est une agglomération de plusieurs chaines pliées, formant une

protéine oligomérique.

I1 existe une relation étroite entre la structure et la fonction d’une enzyme Priyadarshini
et Singh (2019). L’organisation structurelle et le site actif des enzymes a un impact sur les
capacités catalytiques des protéines (Davidson et al., 2018), et par conséquence la modification
de cette structure peut conduire a la modification de la fonction de I’enzyme (Aghajari, 1998 ;
Agou, 1995).

1-2-3/Cofacteur
Bien qu'un grand nombre d'enzymes se composent uniquement de protéines, beaucoup

contiennent également un composant non protéique, appelé cofacteur, qui est nécessaire a

I'activité catalytique de I'enzyme (Agarwal, 2018).
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Une enzyme qui est active qu’en présence d’un cofacteur est appelé “Apoenzyme “et

I’association d’une apoenzyme a son cofacteur (enzyme active) est appelée “Holoenzyme*

(Robinson, 2015).

3

Il convient de noter que les cofacteurs peuvent étre une molécule organique (Bhatia,

2018) comme par exemple : le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+), qui fonctionne

comme un transporteur d'électrons dans les réactions d'oxydoréduction (Cooper, 1999).

Les cofacteurs peuvent étre aussi une molécule inorganique, typiquement union

métallique comme par exemple le fer, le manganese, le cobalt, le cuivre ou le zinc (Bhatia,

2018) (Figure 2).

Enzyme

Complexe ou holoenzymes (partie
protéique et partie non protéique -
cofacteur)

Apoenzyme (partie protéique)

Simple (constitué que
de protéine)

Groupement prosthétique
e Généralement petite molécule ou atome
inorganique
e Généralement étroitement lié a ’apoenzyme

\

Cofacteur

Coenzyme
e Grosse molécule organique
e Faiblement li¢ a ’apoenzyme

Figure 2 : Principaux Composants d’enzyme selon Bhatia (2018).

1-3/Mécanismes d’action des enzymes

1-3-1/Principes de la catalyse enzymatique

Le mécanisme d’action d’une enzyme pour son substrat est basé sur sa structure et la

formation du complexe enzyme-substrat (liaison entre résidus acides aminés au niveau du site
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catalytique de 1’enzyme et les groupements spécifiques du substrat) (Bhatia, 2018 ; Fried et

Boxer, 2017), voir Figure 1.

Le principe de catalyse enzymatique sont illustrés par le fait qu’une molécule
appelée substrat [S] sera convertie en un produit (P) lorsqu’une enzyme agit sur elle, en passant
par un état de transition (qui est le résultat d'interactions entre I'enzyme et le substrat) (Cooper,

1999) selon la réaction suivante :

E+S—ES—E+P

La région du site actif fournit a I'environnement une électrostatique optimale pour
favoriser la I’abaissement de I’énergie libre de 1’état de transition (Neet, 1998). Plusieurs
enzymes contiennent des réseaux conservés de résidus qui relient les régions de surface au site
actif, Ce qui les permet assurer un couplage thermodynamique lors de la réaction catalytique
(Agarwal, 2018).

1-3-2/Le Modele clé-serrure /Le Modele d'ajustement induit

La formation du complexe enzyme-substrat est assurée par les propriétés de forme et de
charge du site actif qui confere a notre enzyme une spécificité du substrat (Du et al., 2016).
Celle-ci est expliquée pour la premiere fois par le chimiste Emil Fischer en 1894 dont la théorie
est basée sur le modeéle clé-serrure (Figure 3A), il explique qu’un substrat s'insére comme une
clé s'insére dans une serrure. Dans ce modeéle le site catalytique de I’enzyme adopte une forme
rigide (Mihut et al., 2017 ; Richard, 2019).

En 1958 Daniel Koshland a étendu les idées de Fischer et a présenté le modéle
d'ajustement induit (Figure 3B) selon lequel les enzymes ne sont pas des structures rigides et la
molécule d'enzyme change Iégérement de forme pour s'adapter a la liaison du substrat (Du et
al., 2016 ; Schneider, 2015). L'analogie explicative utilisée est le « modele main dans le gant »,
ou la main et le gant sont de forme largement complémentaire, mais le gant est moulé autour
de la main au fur et a mesure de son insertion afin de fournir une correspondance parfaite
(Robinson, 2015).

La rigidité et la flexibilité sont des propriétés protéiques complémentaires qui sont

nécessaires pour obtenir 1’efficacité catalytique de nombreuses enzymes (Richard, 2019).
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Substrate

Lock-and-key
model
R _—
5;

By >, 5
| Substrate and enzyime
R / distorted to transition
state confornmation

‘f 7

Figure 3 : Modeéles d'interaction enzyme-substrat. (A) Le modeéle clé-serrure. (B) Le modéle

d'ajustement induit (Cooper, 1999).

1-4/Classification des enzymes

Selon le Comité de nomenclature de I'Union internationale de biochimie et de biologie
moléculaire (NC-IUBMB), les enzymes peuvent étre classées, selon les réactions qu’elles
catalysent en 7 classes différentes. Le numéro de classification enzymatique (EC) introduit par
I’TUBMB, est un systéme qui permet une classification numérique des enzymes (Concu et

Cordeiro, 2019 ; Egelhofer et al 2010 ; Dalkiran et al., 2018).

Le schéma de classification permet un acces immédiat aux propriétés fonctionnelles de
I'enzyme (Egelhofer et al., 2010). Ainsi ’'TUBMB dans un premier temps a classé les enzymes
en six groupes selon le type de réaction catalysée (McDonald et Tipton ,2014). Cependant, en
ao(t 2018, un nouveau groupe d'enzymes a été ajouté pour décrire les enzymes impliquées dans
le mouvement des ions ou molécules a travers les membranes. Ces enzymes sont désormais
classées dans la nouvelle classe des translocases (EC 7) (Concu et Cordeiro, 2019). Les

enzymes sont classées comme suit :

1/ EC1(Oxydoréductases) ; sont des enzymes qui catalysent les réactions d’oxydo-réduction.
(McDonald et Tipton ,2014 ; Combes et Monsan, 2009) :

AH2+B ——— A+BH2  OU  AH2+B+ ——— A +BH +H+
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Exemple : catalase, glutamate déshydrogénase, carbonyl réductase, l'arsenate réductase
(McDonald et Tipton ,2014 ; Egelhofer et al 2010).

2/ EC2 (Transférases) ; sont des enzymes qui catalysent le transfert d’un groupe spécifique

d’une molécule a une autre (McDonald et Tipton ,2014 ; Combes et Monsan, 2009) :

AX+B A +BX

Exemple : méthyltransférases, acyltransférases, glycosyltransférases, adénosinetriphosphatase
et myosine ATPase (McDonald et Tipton ,2014 ; Egelhofer et al 2010).

3/ EC3 (Hydrolases) ; sont des enzymes qui catalysent la coupure hydrolytique des liaisons C—
0O, C—Net C—C. (McDonald et Tipton ,2014 ; Combes et Monsan, 2009) :

A-B+H20 —, AH+BOH

Exemple : kératinases (Qui et al., 2020), I’amylase, exodésoxyribonucléase (McDonald et
Tipton ,2014).

4/ EC4 (Lyases) ; sont des enzymes qui coupent les liaisons C—C, C—O et C—N par
¢limination d’un groupement, en formant des doubles liaisons ou des cycles. (McDonald et

Tipton ,2014 ; Combes et Monsan, 2009) :
A=B+X-Y — A— |‘3
X Y

Exemple : fructose biphosphate aldolase (McDonald et Tipton ,2014), lyase d’ammoniaque
(Boyce et Tipton, 2001).

5/ EC5 (Isomérases) ; enzymes qui catalysent des changements geométriques ou structuraux

dans une molécule (McDonald et Tipton ,2014 ; Combes et Monsan, 2009).

A =B (ou A est un isomere de B)

Exemple : racemases, epimerases, isomerases, tautomerases, mutases ou cycloisomerases
(Boyce et Tipton, 2001).
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6/ EC6 (Ligases) ; sont des enzymes qui catalysent la liaison entre deux molécules, couplée a
I’hydrolyse d’une liaison phosphate de I’ ATP (ou un autre tri-phosphate). (McDonald et Tipton
,2014 ; Combes et Monsan, 2009) :

A+B+ATP —. A-B+ADP +PI

Exemple : la cytidine triphosphate synthase, trans-féruloyl-COAsynthase (McDonald et Tipton,
2014), peptide synthases (Boyce et Tipton, 2001), pyruvate carboxylase (Combes et Monsan,
2009).

7/ EC7 (Translocases) ; sont des enzymes catalysant le mouvement des ions ou des molécules

a travers les membranes ou leur séparation au sein des membranes (Concu et Cordeiro, 2019).
AX+B —— A+X+B

Exemple : Ubiquinol oxydase, Ascorbate Ferri réductase, Protéine-sécrétante ATPase (Adharis,
2019).

Chacune de ces classes a ensuite été subdivisée, chaque enzyme recevant un code unique
a quatre chiffres (Egelhoferet al 2010 ; McDonald et Tipton ,2014 ; Dalkiran et al.,2018 ;Concu
et Cordeiro,2019 ;) tel que: Niveau 0: enzyme ou non-enzyme , Niveau 1: classe principale,
Niveau 2: sous-classe, Niveau 3: sous-sous-classe et Niveau 4: classes de substrat (Dalkiran et
al.,2018).

Exemple d'enzyme de restriction de type Il, annotée EC 3.1.21.4, a titre d'exemple, le
«3» indique qu'il s'agit d'une hydrolase ; le «1» indique qu'il agit sur les liaisons ester; le «21»
montre gu'il s'agit d'une endodésoxyribonucléase produisant des 5-phosphomonoesters; et le

«4» indigue qu'il s'agit d'une désoxyribonucléase spécifique a un site de Type Il (Li et al., 2018).
1-5/ L’importance des enzymes chez différent organismes vivant

1-5-1/ Importance des enzymes au niveau cellulaire

Comme décrit ci haut les enzymes sont des biocatalyseurs essentiels a de nombreuses

réactions physiologiques et métaboliques (Furukawa et al., 2020).

Les enzymes sont des molécules présentes et importantes pour tous les organismes

vivants (les microorganismes, les animaux et les végetaux) (Zhang et Kim, 2010). Ces
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molécules sont indispensables au maintien de la vie de ces différents organismes vivants
(Gurung et al., 2013) et assurent une diversité de réactions biochimiques nécessaires a la vie
telles que la réplication de I’ADN, la transcription des génes, la synthése des protéines, le
métabolisme et transduction du signal (Shuang, 2012 ; Karasov et Douglas, 2013 ; ke et al.,
2015 ; Babikeret al ,2016 ; Yu et al., 2016).

1-5-1-1/ Importance des enzymes chez les microorganismes

Les microorganismes, comme tous les autres organismes vivants, sont dépendants des

enzymes qui sont essentiels a leurs survies (Jackson et al., 2013).

Ces enzymes sont impliquées dans diverses fonctions physiologiques et jouent des rbles
importants comme par exemple dans la régulation de la glycolyse avec la glucokinase, la
phosphofructokinase, la phosphoglycérate kinase, la pyruvate kinase (Zhou et al.,2013;
Brésen et al.,2014), dans la régulation de 1’apoptose par les protéases de type caspase chez les
levures (Herker et al.,2004 ; Carmona-Gutierrez et al.,2018) ou encore dans la synthese des
phopholipides chez la levure Saccharomyce cerevisiae avec la phosphatidylglycérol phosphate
synthase, la phosphatidyléthanolamine méthyltransférase (Kuchler et al.,1986).Ces enzymes
sont aussi impliqués dans la réplication et la transmission du génome microbien d’une

génération a 1’autre par I’intervention de I’ADN polymérase (Worning et al., 2006).

1-5-1-2/ Importance des enzymes chez les animaux

Comme chez le cas des autres organismes vivants, les animaux ont aussi une machinerie
enzymatique indispensable aux différents métabolismes (Bacou et Vigneron,1976), comme par
exemple l'acide gras synthase une enzyme métabolique clé qui catalyse la synthése d'acides
gras saturés a longue chaine (Huijin et al., 2016), ou la protéases a cystéine (caspases) dont
I’expression dans de nombreuses tumeurs humaines protége contre la mort cellulaire, évitant

ainsi une apoptose inappropriée (Evelyne, 1999)

Aussi d’autres enzymes possédent une grande importance comme par exemple, I’ADN
polymerases qui a pour role principal de répliquer avec précision et efficacité le genome pour
assurer le maintien de l'information génétique et sa transmission fidéle aux générations
suivantes (Miguel et catarzina, 2007), ou le fructose diphosphate aldolase qui intervient dans
le métabolisme glycolytique, la NADP isocitrate déhydrogénase et la succinate déhydrogénase
qui intervient dans la voie oxydative (Bacou et Vigneron,1976).
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1-5-1-3-/ Importance des enzymes chez les vegétaux

Les végétaux comme autres étres vivants, sont aussi riche en enzymes qui participent
dans divers métabolismes (Bino et al., 2004 ; Afendi et al., 2012 ; Dale et al., 2010). Les
enzymes sont des biocatalyseurs qui conditionnent la croissance cellulaire et celle de la plante
(Georges et al 1991), c’est I’exemple des lipases qui fournissent 1’énergie nécessaire a la
germination de la graine et au développement de la jeune plante (Adlercreutz et al., 1997 ;
Fickers et al., 2008) et les protéases qui sont potentiellement important pour la nutrition des
plantes en azote (Adamczyk et al., 2010).

Aussi les plantes possédent une large gamme de substances trés variées pour leurs
défenses contre les diverses attaques pathogenes (Asselin, 1993)) comme par exemple les
enzymes telles que les glycanases qui hydrolysent certains polysaccharides qui appartiennent a
la paroi des champignons parasites et défendent la cellule végétale contre I'invasion parasite
(Cline et Abersheim, 1981).

Aussi, les études ont montré les interactions entre les plantes et les microorganismes au
niveau de la rhizosp hére, font intervenir des enzymes qui sont reconnues comme les principaux
acteurs de toutes les activités se déroulant dans les environnements de la rhizosphere
(Gianfreda, 2015).

1-5-2/ Importance des enzymes au niveau industriel

Les enzymes sont les catalyseurs biologiques beaucoup plus performants que les
catalyseurs chimiques (Cabrera et Blamey, 2018). L'industrie des enzymes est I'une des
principales industries au monde (Gurung et al., 2013), le nombre d'applications industrielles de

ces enzymes a considérablement augmente ces dernieres années (Choi et al., 2015).

Gréace au développement de la technologie recombinante et de I'ingénierie des protéines,
les enzymes sont exploités a différentes fins industrielles (Gurung et al., 2013), ce qui leur
confére un large avantage sur le plan économique et sur le plan de la qualité des produits (Falch,
1991).

Ce développement a permis l'introduction d'enzymes dans de véritables produits et
procédés industriels, comme dans le secteur agroalimentaire (Fernandes.2010), du
pharmaceutique (Jung et al., 2015 ; Morlighem et al., 2018), des détergents, du textile (Gurung
etal., 2013 ; Cabrera et Blamey, 2018) et dans le secteur de la santé (Combes et Monsan, 2009).
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Les enzymes industrielles majoritairement utilisées sont les hydrolases (amylases,
lipases et protéases) qui sont utilisées pour la dégradation de diverses substances naturelles
(Gurung et al., 2013). Les hydrolases représentent prés de 75 % des enzymes industrielles (Li
etal., 2012).

1-5-2-1/Importance des enzymes des microorganismes au niveau industriel

La source la plus courante d'enzymes sont les microorganismes (plus de 50%), elles
constituent une source idéale d'enzymes industrielles qui pourraient étre produites en quantités
illimitées (Solaiman et al., 2005 ; Borrelli et Trono, 2015). Les enzymes des microorganismes
possédent une grande diversité biochimique (ce qui permet aux microorganismes 1’adaptation
a des environnements avec une salinité et une pression élevée, une basse température...), de
plus les microorganismes sont faciles a manipuler génétiquement (Zhang et Kim, 2010), ce qui
permet d’améliorer I’activité et la diversité catalytique des enzymes (Gurung et al., 2013). Les
enzymes microbiennes sont les plus utilisées en industries en raison de leurs thermotolérances
et thermostabilités et par conséquent appropriées aux conditions industrielles (Banat et al.,
1992 ; Wati et al., 1996 ; wang et al., 2012 ; Poonam, 2013), c’est I’exemple des hydrolases
halophiles récupérées de certaines bactéries et archées) qui traitent les déchets des champs
pétroliferes dans des conditions de température et salinité élevées (De Lourdes Moreno et al.,
2013).

Les enzymes microbiennes permettent de répondre aux besoins de plusieurs industries
telles que le biodiesel, les aliments et boissons, le cuir, le textile, les détergents, le papier, les

produits pharmaceutiques (Gurung et al., 2013 ; Chandra et al., 2020).

1-5-2-2/Importance des enzymes des animaux au niveau industriel

Les enzymes commercialisées en industrie peuvent €tre aussi d’origine animale, elles
sont omniprésentes chez le régne animal comme par exemple, I’humain, porcin, vipére, serpent,

rat, murin, abeille, 1ézard, scorpion et mollusque (Borrelli et Trono, 2015).

Par contre, les enzymes animales présentent une grande variation de rendement et leurs
manipulations génétique est techniquement beaucoup plus difficile, colteuse et fait toujours
I'objet de préoccupations éthiques importantes (Robinson, 2015).Néanmoins elles restent des
biocatalyseurs efficaces et sont utilisées dans plusieurs domaines industriels tels que la

production pharmaceutique, la bioconversion dans I'industrie des énergies renouvelables et des
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biopolymeres, la chimie verte (Morlighem et al., 2018), I'industrie alimentaire et I’industrie des
détergents (Bruno et al., 2019).

1-5-2-3/Importance des enzymes des végétaux au niveau industriel

Tous comme les autres organismes vivants, les végétaux sont dotés d’une large gamme
d’enzyme trés variées qui sont d’une originalité remarquable (Tusé et al., 2014 ; Xu et al.,
2018). L’originalité des végétaux résident dans leurs capacités a produire des substances
naturelles tres variés parmi lesquelles un grand nombre d’enzymes (Karam et al., 1997). De
plus, les végétaux sont beaucoup plus faciles a manipuler, moins codteux et plus stable que les

animaux (Longoni et al., 2015).

Le métabolisme végétal de par sa variété et sa richesse, en enzymes et autres
métabolites, est utilis¢é dans plusieurs domaines industriels comme dans 1’industrie
agroalimentaire et I’industrie pharmaceutique (Haddouchi et Benmansour, 2008). En industrie
alimentaire, par exemple les enzymes végétales sont utilisées dans le domaine de diversification
des produits sucrants utilisé dans les boulangeries-patisseries, les confiseries, les conserves des
fruits, les industries laitiers et les industries de boissons (Pascal et Mounier, 1981), ou en
industrie pharmaceutique par exemple dans la production des médicaments anticancéreux tels
que le taxol, podophyllotoxine et I'étoposide qui sont bénéfiques dans le traitement des cancers

réfractaires de l'ovaire, du sein, des poumons et de la prostate (Mukherjee et al., 2001).

Les enzymes des végétaux sont aussi utilisées pour la fabrication des détergents, des
biopesticides et des biocarburants (Eid et al., 2021) et peuvent étre utilisées, aussi, pour agir sur
des polluants récalcitrants spécifiques pour les éliminer par précipitation ou transformation en

d'autres produits (Karam et al., 1997).

Plusieurs plantes sont utilisées pour la production de ces enzymes telles que les carottes,
les graines de soja, (Sheldon et al., 2020) ; le tabac (Tusé et al., 2014) ; le malis, le riz, les
pommes de terre, la luzerne (Davies, 2010) et I’avoine (Halima et al., 2015 ; Perrelli et al.,
2018).

L’avoine est une céréale annuelle (Kim et al., 2021) du genre Avena, I’espéce la plus
importante sur le plan économique est Avena sativa de par sa richesse en nutriments et bioactifs

(Chen et al., 2021) reconnue pour la santé (Allwood et al., 2019).
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La production actuelle d’avoine est d'environ 23 a 26 millions de tonnes par an (Jokinen
et al., 2021). Les plus grands producteurs d'avoine sont I'Union Européenne, suivie du Canada,
de la Russie, de I'Australie, des Etats-Unis et du Brésil (Zhang et al., 2021a). L’Avena sativa L.
occupe le sixieme rang dans la production cérealiere
possédant des propriétés importantes (Chen et al., 2021 ; Liu et al 2021) telles que des

propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes (Kim et al., 2021).
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2/La plante d’avoine (Avena sativa)
2-1/ Généralités

L'avoine est une céréale (De Souza et al., 2016 ; Tarazona et al., 2021) qui appartient a
la famille des Poacées et est une graminée annuelle (Perrelli et al., 2018), qui serait originaire
d'Asie (Liu et al., 2021). Parmi les avoines cultivées, Avena sativa L. (avoine commune) est la
variété la plus importante (Chen et al., 2021 ; Podyma et al., 2019). L'avoine est reconnue
comme une céréale saine depuis le milieu des années 1980 et est maintenant bien utilisée dans
le monde (Liu et al., 2021). Le tableau suivant montre la classification taxonomique de I’avoine

(Avena sativa).

Tableau 1 : Classification de 1’ Avoine selon Soltner, (2005) et Halima et al., (2015).

Régne Plantae (plantes)

Division Magnoliophytae (plantes a graines)
Classe Liliopsida (monocotylédones)
Ordre Cyperales

Famille Poaceae (famille des graminées)
Genre Avena (avoine)

Espece Avena sativa L.

2-2/ Caractéristiques morphologiques de I’avoine

La plante d’avoine (Figure 4) est une plante de grande taille (Salgado et al., 2008), avec
une longueur de 30 a 150 centimetres de hauteur (Ibrahim et al., 2018 ; Salgado et al., 2008),
elle comporte une tige constituée d’une série de nceuds et d’entre-nceuds (Ibrahim et al., 2018)

avec des feuilles d'environ 5 a 20 millimetres de large (Salgado et al., 2008).
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Figure 4 : Photo de la plante d’avoine (Avena sativa). Photo Schilperoord (2018).

L'avoine annuelle formant un systéme racinaire fasciculé solide dans les dix premiers
centimétres du sol (Amghar, 2019).La panicule d’avoine est munie d’un axe principal qui se
termine par un seul épillet (Amghar, 2019 ; Salgado et al., 2008), 1’épillet quant a lui renferme
une a trois fleurs, dont généralement deux sons fertiles et donne la graine (Salgado et al., 2008).
La fleur est entourée de deux bractées ou glumelles, le lemma et le paléa, qui constituent

I’enveloppe des grains récoltés (Amghar, 2019) (Figure 5).
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Noeud avec verticilie de

Dermiére !
foulle ramifications
Gaine de la derniére feullie
Fj_ Nosud supérieur de a tige
Chaumeou —
tige florifére

Figure 5 : Panicule de 1’avoine selon Salgado (2008).

L'avoine (Avena sativa L.) reconnue pour ces caractéristiques multifonctionnelles et
nutritionnelles, elle est importante dans la nutrition humaine et animale ainsi que dans
I'industrie cosmétique et pharmaceutique (Butt et al., 2008 ; Zebrowska et al., 2017 ; Yang et
al., 2020). En effet, I'avoine et ses sous-produits sont riches en acides gras insaturés, en fibres
solubles, en vitamines, en minéraux, en composés phytochimiques, en B-glucanes, en protéines
et en peptides (Liu et al., 2021). Leurs incorporations dans les produits alimentaires améliorent

non seulement la nutrition mais aussi une thérapie contre diverses maladies (Butt et al., 2008).

2-3/ Les différentes propriétés de I’avoine

L'avoine (Avena sativa) se distingue parmi les autres céréales par ses effets
thérapeutiques (Butt et al., 2008), notamment ses effets anti-inflammatoires, antioxydants, anti-
démangeaisons, anti-irritantes, sa régulation de la glycémie, sa capacité hypolipidémique, son
immunorégulation, etc.(Kim et al., 2021 ; Liu et al., 2021 ; Martin-Diana et al., 2021).Plus le
temps passe, plus des composés bioactifs importants d’avoine sont découvertes, tels que les
composés phénoliques (des flavonoides, des acides phénoliques, des lignanes et des
avenanthramides) (Rasane et al., 2015 ; Zhang et al., 2021b),qui sont des antioxydants a effets
protecteurs contre le développement de diverses pathologies ((Zhang et al., 2021a), notamment
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les maladies cardiovasculaires, le diabéte, les maladies inflammatoires de l'intestin, le cancer,
I'obésite (Perrelli et al., 2018).L’avoine permet aussi le renforcement de la santé digestive en
fournissant une source importante de fibres insolubles, qui peuvent aider a prévenir ou a traiter

certaines affections liées a la digestion(Lawton et al.,2013 ; Rasane et al.,2015).

2-4/ Les enzymes des plantes d’avoine

L’avoine avec et sans coque sont des céréales riches en activités enzymatiques, en plus
de nos jours a partir d’une germination contr6lée, on peut optimiser leur activité enzymatique
(Hosseini et al.,2010). C’est dans ce sens que des travaux ont éte faite sur des enzymes d’avoine
comme par exemple les lipases (Hosseini et al., 2010 ; Zhang et al., 2021a), les amylases
(Halima et al., 2015), les protéinases (Hosseini et al., 2010), les chitinases (Halima, 2019 ;
Halima et al., 2015), I’a glucosidase ou glucoamylase (Kim et al., 2011), les glucanases
(Halima, 2019), I’avenanthramide. Phénoloxydase (Khang et al., 2016) et I’enzyme glutamate
décarboxylase (Komatsuzaki in Khang et al., 2016).
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Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Biochimie du I’universitaire Belhad
Bouchaib- Ain Témouchent (UBBAT), durant le second semestre de master 2 de I’année
universitaire 2020/2021.

1/Récolte du matériel végétal

Pour la recherche et la caractérisation d’activité lipasique et amylasique, des flocons
d’avoines (Figure 6A) achetés au commerce a Ain Témouchent ont été utilisees comme

matériel biologique.

Ces flocons d’avoines sont ensuite, broyés et tamisés. La poudre obtenue (Figure 6B)

est utilisée pour la récupération de I’extrait brut enzymatique.

(A) (B)

Figure 6 : Photo des flocons d’avoine (A) et de la poudre des flocons d’avoine (B), utilisés
dans cette étude.

La caractérisation des activités lipasique et amylasique a été effectuée en utilisant
I’extrait enzymatique d’avoine obtenu par macération, qui consiste a ajouter 2g de poudre
d’avoine a 10 mL de tampon phosphate a 0,1M pH 7, apres agitation, laissez reposer pendant
2h. La solution est ensuite centrifugée a 6000 trs/min pendant 5 min, le surnageant est récupéré

pour étre utilisé comme extrait brut enzymatique.
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2/Détermination du pH de I’extrait brut enzymatique

Le pH de I’extrait brut enzymatique est mesuré par immersion des bandelettes a 1’intérieur de

la solution.

3/Recherche et caractérisation des activités lipasiques et amylasiques chez les

flocons d’avoine

Les activités enzymatiques recherchées et caractérisées sont celle des hydrolases qui

incluent les activités lipasiques et amylasiques.

Cette caractérisation consiste a déterminer I’influence du pH et de la température sur
I’activité enzymatique, ainsi que la détermination de I’influence du pH de la température élevée

sur la stabilité des enzymes.

La recherche et la caractérisation de I’activité lipasique de la poudre des flocons
d’avoine a été effectuée par quantification des acides gras libérés. Pour rappel, les lipases

catalysent la réaction suivante :
Triglycéride + H20  lipase mmmmm— Diglycéride + acide gras (Smichi et al.,2017).

Le test consiste pipeter les réactifs suivants dans deux béchers, un bécher servira comme
controle et I’autre comme test. Ces béchers contiennent : 3 mL huile d’olive ; 2,5 mL d’eau

distillée et 1mL de tampon phosphate a 0,2 M et pH 7,2.

Ensuite,ImL de I’extrait brut enzymatique est ajouté seulement au bécher qui sert de bécher

test. Les 2 béchers incubé & 37°C pendant 30 min.

Apres incubation, 3mL d’éthanol a 95 % (v/v) sont ajoutés dans les deux béchers pour stopper
la réaction, puis quatre goute de phénolphtaléine quant a elles sont ajoutés comme indicateur

coloré.

Apreés que la réaction soit stoppée,1 mL de I’extrait brut enzymatique est ajouté au bécher

controle.

La quantité des acides gras libérés sous I’action des lipases est déterminée par titration avec du

NaOH a 50 mM, jusqu’au virage de I’indicateur de couleur vers le rose.
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La recherche et la caractérisation de I’activité amylasique de la poudre des flocons d’avoine a

éte effectuée selon la méthode développée par Farkhanda (2017).

L’amylase est une enzyme hydrolytique qui converti I’amidon en maltose, selon 1’équation

suivante :
(C6H1205) n + H20 Amylase — C12H22011

(C6H1205) n : I’amidon C12H22011: le maltose

La préparation de la solution d’amidon a été effectuée comme suit :

e Faire bouillir 50 mL d’eau distillée.
e Ajouter 40 mL d’une solution d’amidon a 1% & ces 50 mL d’eau distillée bouillante et
laisser refroidir.

e Ensuite, ajout de I’eau distillée pour arriver a un volume final de 100 mL.

De cette solution, un volume est récupéré et dilu¢ 10 fois dans de 1’eau distillée, pour
étre utilisée comme solution mere dans la préparation du courbe étalon et comme substrat pour

la recherche d’activité amylasique (Farkhanda ,2017).
Le milieu réactionnel est constitué de

e 0,1 mL de la solution d’amidon préparée.
e 0,750 mL du tampon phosphate a 0,1M de pH 7,2.

e 0,4 mL de la solution de I’extrait d’avoine.

Aprés incubation a 37 °C pendant 30 min, 0,750 mL de Lugol sont ajoutés au mélange
réactionnel, ensuite pour arréter la réaction, 1,5 mL d’HCI a 10% sont ajoutés & 1 mL du
mélange réactionnel. La DO est mesurée a 620 nm (Farkhanda, 2017), contre un blanc qui est
constitué des mémes composantes que le milieu réactionnel a la seule différence que la solution
enzymatique des flocons d’avoine est ajoutée apres incubation et aprés que la réaction soit

arrétée par le HCI.
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- Courbe d’étalonnage de I’amidon

La courbe étalon DO=f ([amidon]) sera établie en utilisant différentes concentrations
d’amidon (20 a 100 pg/mL) préparées a partir de la solution mére d’amidon (400 pg/mL) (voir
Tableau 3).

Tableau 2 : Difféerentes concentrations utilisées pour la préparation de la courbe étalon de

I’amidon
Solutions étalons d’amidon 0 20 40 60 80 100
(ug/mL)
Solution mére d’amidon 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
a 400pg/mL (mL)
Eau distillée (mL) 2 1,9 1,8 1,7 1,6 1,5

4/ Influence de la température sur Pactivité lipasique et amylasique de la

poudre des flocons d’avoine

Pour déterminer I’influence de la température sur 1’activité lipasique et amylasique, les
mélanges réactionnels décris précédemment, sont incubés a différentes températures 4°C, 20°C,
37°C et 45°C pendant 30 min.

5/ L’influence du pH sur I’activité lipasique et amylasique de la poudre des

flocons d’avoine

Pour déterminer I'influence du pH sur Pactivité lipasique et amylasique, le tampon
phosphate a pH 7,2 des milieux réactionnels décris préecédemment est remplacé par un tampon

phosphate a pH6 (acide) et a pH8,5 (basique).
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6/ Effet du traitement thermique sur la stabilité des lipases et des amylases

de la poudre des flocons d’avoine

La stabilité thermique est déterminée par le chauffage de la solution d’avoine dans un
bain marie a 90°C pendant 30 min et 60 min. Apres ce traitement thermique, 1’activité résiduelle
des lipases et amylases sont mesurées en suivant les mémes protocoles utilisés précédemment,
a la seule différence que la solution de la poudre des flocons d’avoine non-traitée est remplacée

par la solution de la poudre des flocons d’avoine traitée.

7/ Effet du pH sur la stabilité des lipases et des amylases de la poudre des

flocons d’avoine

Afin de déterminer 1’effet des pH sur la stabilité des lipases et des amylases, la solution
de la poudre des flocons d’avoine est pré-incubée en présence du HCI (acide) et du NaOH (base)
a une concentration finale de 1 M pendant 30 min et 60 min.

Apres pré-incubation et traitement pH, 1’activité résiduelle des lipases et amylases sont
mesurées en suivant les mémes protocoles utilisés préecédemment, a la seule différence que la
solution de la poudre des flocons d’avoine non-traitée est remplacée par la solution de la poudre

des flocons d’avoine traitée.
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Les flocons d’avoine (Avena sativa) utilisés, dans cette étude, pour rechercher et caractériser
’activité enzymatique amylasiques et lipasiques ont été achetés dans le commerce de la ville

d’Ain Témouchent.
1/ Mesure du pH de la solution de la poudre des flocons d’avoine (Avena sa-
tiva)

La mesure du pH d’avoine a été effectuée par utilisation des bandelettes de mesure du
pH. Le résultat de cette mesure, montre que notre solution de la poudre des flocons d’avoine a

un pH de 6 (Figure 7).

Figure 7 : Mesure du pH de la solution de la poudre des flocons d’avoine

2/Caractérisation de l'activite lipasique et amylasique de I’extrait brut enzy-
matique de la poudre des flocons d’avoine
La caractérisation de I'activité lipasique et amylasique est réalisée par détermination de

I’influence du pH et de la température sur ’activité des lipases et des amylases de la solution

de la poudre des flocons d’avoine.

L'activité lipasique a été recherchée dans les solutions de la poudre des flocons

d’avoine par la méthode de dosage par le NaOH qui agit sur I’acide gras libéré par 1’action des
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lipases selon le principe de neutralisation d’un acide par une base caractérisé par le virage de la

couleur vers le rose
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Lecalcul de la concentration d’acide gras libéré se fait comme suit : Ca*Va= Cb*Vb, avec
: Ca : concentration d’acide gras, Va: volume du milieu réactionnel, Cb : concentration du NaOH,

Vb : volume de NaOH pour atteindre le virage de la couleur.

Les résultats obtenus de ce test de recherche d’activité lipasique (& pH 7,2 et a la température
d’incubation de 37°C) montrent la présence d’une activité lipasique dans la solution de la poudre

des flocons d’avoine, et cette activité a permis la libération de 18 mM d’acides gras.

L'activité amylasique a été recherchée dans les solutions de la poudre des flocons d’avoine selon

la méthode développée par Farkhanda (2017).

Notre étude consiste a déterminer 1’action des amylases du solution de la poudre des
flocons d’avoine sur le mélange réactionnelle contenant 1’amidon, par une diminution de la DO a

620 nm qui signifie ’hydrolyse d’amidon par I’amylase.

Afin de déterminer la quantité d’amidon dégradée par I’avoine et convertir les valeurs des

DO obtenues en pg/mL, une courbe étalon a été établie (Figure 12).

y =0,0037x+0,0201
0,4 R%=0,9669

0,15 L

absorbance a 620nm

0,05

0 20 40 60 80 100 120

Concentration d'amidon en pg /mL

Figure 8 : Courbe étalon de 1’amidon

Les résultats obtenus de ce test de recherche d’activité amylasique (a pH7,2 et a la
température d’incubation de 37°C) montrent la présence d’une activité amylasique dans la solution

de la poudre des flocons d’avoine, et cette activité a permis la dégradation de 193,41 pg/mL.
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Une fois les 2 enzymes, lipases et amylases, ont été détectées dans la solution de la poudre
des flocons d’avoine, leur activité et leur stabilité ont été caractérisées en fonction du pH et de la

température.

3/Influence de la température sur ’activité lipasique et amylasique de I’extrait

brut enzymatique de la poudre des flocons d’avoine

L’influence de la température sur I’activité lipasique et amylasique a été déterminée par

incubation du mélange réactionnel, pendant 30 min a 4°C, 20°C, 37°C et 45°C.

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure ci-dessous :
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Figure 9 : Influence de la température sur 1’activité lipasique (A) et amylasique (B) de I’extrait

brut enzymatique de la poudre des flocons d’avoine

Les résultats obtenus sur les 2 hydrolases de 1’extrait brut enzymatique de la poudre des
flocons d’avoine (lipases et amylases) en fonction de la température montrent que la température
d’incubation influence leurs activités et que les 2 enzymes atteignent leurs optimums d’activité a
la température d’incubation de 37°C. Pour les lipases, les études de Martin et Peers (1953) et
Ekstrand et al., (1992) sont en accord avec nos résultats, en effet, ces études ont montré que la
température optimale de ’activité lipasique de I’avoine est entre 37-38°C. Par contre, pour les
amylases, les travaux de Halima et al, (2015) ont montré que la température optimale d’activité
amylasique de ’avoine est de 55°C. Les travaux de Li et al., (2019) ont montré que la température

optimale de la chitinase de 1’avoine est de 40°C
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I1 faut noter qu’aux températures 4°C et 45°C, les lipases de I’extrait brut enzymatique
de la poudre des flocons d’avoine ne présentent aucune activité contrairement aux amylases de
I’extrait brut enzymatique de la poudre des flocons d’avoine, ou leur activité est détectée, a ces 2
températures d’incubation. Pour la température d’incubation de 20°C, I’activité des amylases est
presque similaire aux activités détectées a 4°C et a 45°C, par contre les lipases présentent une
meilleure activité a 20°C qu’aux tempeératures de 4°C et de 45°C. Les travaux de Yi et al., (2005)
ont montré la présence d’activité enzymatique de 1’avoine a 25°C, en effet, ils ont montré que les
lipoxygeénases et les peroxydases de I’avoine présentent des profils d'activité similaires avec une

température de réaction optimale de 25°C.

Pour I’activité amylasique détectée a 4°C, ceci a ét€ montré pour 1’activité chitinasique des pois-

sons qui présentent une activité assez élevée a 2° C (Péres et al., 1973).

4/Influence de pH sur ’activité lipasique et amylasique de ’extrait brut enzy-

matique de la poudre des flocons d’avoine

L’influence du pH sur I’activité des lipases et des amylases a été testée a pH acide (pH 6),

pH neutre (pH 7,2) et pH basique (pH 8,5).

Nous avons obtenu les résultats représentés dans les figures ci-dessous :
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Figure 10 : Influence du pH sur I’activité lipasique (A) et amylasique (B) de I’extrait brut

enzymatique de la poudre des flocons d’avoine.
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Les résultats obtenus montrent que les activités lipasique et amylasique de 1’extrait brut

enzymatique de la poudre des flocons d’avoine sont influencées par les pHs.

Les résultats montrent que nos deux hydrolases (lipases et amylases) atteignent leurs opti-
mums d’activité a pH 7,2. Il faut noter qu’entre le pH acide et le pH basique, I’activité lipasique
est plus faible a un pH basique qu’a un pH acide (Figure 10A), alors que ’activité amylasique est

plus faible a un pH acide qu’a un pH basique (Figure 10 B).

Les travaux de Martin et Peers (1953), sont en accord avec nos résultats qui ont démontré
que le pH optimal de I’activité lipasique de 1’avoine est de 7,4. Aussi, les travaux d’Ekstrand et
al., (1992) ont montré aussi une faible activité lipasique de I’avoine au pH 6 acide par rapport a
I’optimum de 7 et cette activité est séverement affectée au pH 8,5 alcalin. Par contre pour les
amylases, nos resultats ne sont pas en accord avec les travaux de Hosseini et al., (2010) qui ont
montré, que chez I’avoine, ces enzymes atteignent leur activité optimale a pH 6. Aussi, les travaux

de Halima et al., (2015) ont montré que I’activité maximale des amylases d’avoine est située a un

pH 5,6.

5/ Effet du traitement thermique sur la stabilité des lipases et amylases de I’ex-

trait brut enzymatique de la poudre des flocons d’avoine

La thermo-stabilité des lipases et des amylases de 1’extrait brut enzymatique des flocons
d’avoine a été testée apreés un traitement thermique de la solution d’avoine, a 90° C pendant 30

min et 60 min. Les figures ci-dessous représentent les resultats obtenus.
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Figure 11 : Effet du traitement thermique sur la stabilité des lipases (A) et des amylases (B) de

I’extrait brut enzymatique de la poudre des flocons d’avoine.

Les résultats de ce test montrent que I’activité résiduelle, apres traitement thermique a 90°C,
des lipases et des amylases de I’extrait brut enzymatique de la poudre des flocons d’avoine, sont
différente. Le traitement thermique affecte la stabilité des 2 hydrolases de maniere différente. En
effet, aprés 30 min de traitement a 90°C, les lipases de 1’extrait brut enzymatique de la poudre des
flocons d’avoine ne conservent que 17% de leur activité alors que celle des amylases conversent
100%de leur activité d'origine. Aprés 60 min de traitement a 90°C, les activités des lipases et des
amylases sont séverement affectées et perdent, respectivement, 100% et 99% de leurs activités
d’origine. Ce qui montre que ces deux hydrolases de I’extrait brut enzymatique de la poudre des
flocons d’avoine sont thermosensibles au traitement thermique. Des travaux ont montré que les
enzymes de 1’avoine sont thermosensibles, en effet, selon Zhang et al (2021b), le traitement
thermique de I'avoine inactive les enzymes. Aussi, Li et al., (2019), ont montré que la chitinase de
I’avoine est inactivée a des températures élevées supérieures a 85°C. De plus, il a été montré que
les lipases d'origine végétale sont peu thermostables (Fickers et al., 2008), ce qui est en accord

avec nos résultats.

Ces résultats de diminution de 1’activité peuvent étre expliqué par le fait que la tempéra-
ture conduit a un affaiblissement des liaisons hydrogene intermoléculaires qui assurent l'intégrité
de la structure enzymatique, induisent des modifications conformationnelles différentes et par con-

séquence 1’activité enzymatique résiduelle finale (Cavaillé., 1995).

6/ Effet du pH sur la stabilité des lipases et amylases de I’extrait brut enzyma-

tique de la poudre des flocons d’avoine

L’influence du pH sur la stabilité des 2 hydrolases de I’extrait brut enzymatique des flo-
cons d’avoine a été testée par pré-incubation de la solution d’avoine pendant 30 min et 60 min
dans des solutions de HCI (acide) et de NaOH (basique) a 2 M et a température ambiante. Les
figures ci-dessous représentent les résultats de 1’activité résiduelle des 2 hydrolases obtenus apres

ce traitement.
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Figure 12 : Effet du traitement pH acide(A) et du traitement pH basique (B) sur la stabilité des

amylases de I’extrait brut enzymatique de la poudre des flocons d’avoine.

Les résultats de ce test montrent que 1’activité résiduelle, aprés traitement pH, des lipases
et des amylases de I’extrait brut enzymatique de la poudre des flocons d’avoine, est différente. Le

traitement pH affecte la stabilité des 2 hydrolases de maniere différente.

Aprés traitement a pH acide (Figure 12 A), les lipases d’avoine ne présentent aucune
activité, ce qui montrent qu’elles sont sensibles a ce traitement, alors que les amylases d’avoine
retiennent jusqu’a 59% de leurs activités d’origine aprés 30 min de traitement et 32% aprés 30 min
de traitement. Ce résultat montre les amylases qu’on a testées présentent une certaine stabilité
comme c’est le cas des amylases de grains de mais qui conservent 75% de leur activité d'origine a
pH 5 (Figueira et al., 2003).

Aprés traitement a pH basique, les amylases d’avoine perdent presque 90% de leur activité
(Figure 12 B). Les travaux de Aljabi, (2016) ont montré que l'a-amylase du blé et du mais a pH
basique (pH9) présente des conditions défavorables a la conservation de leur stabilité (10%), ce

qui est similaire a notre résultat.

Ceci montre que le traitement pH basique influence plus séverement 1’activité amylasique
par rapport au traitement acide. Pour le traitement basique des lipases, ce test n’a pas pu étre réalisé

du fait que le dosage de 1’activité se basse sur un virage de couleur lorsque le pH est basique et la
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solution a doser se trouve en condition d’alcalinité avant méme le dosage en raison de la présence

du NaOH qui permis le traitement (virage de couleur avant la titration).

Ces résultats de diminution de I’activité peuvent étre expliqué par le fait que le pH extréme
influence sur la stabilité de ’enzyme par la variation des charges de ces acides amines, aussi il
y’aura interruption des interactions €lectrostatiques et des liaisons hydrogéne qui ont un role direct

sur la stabilisation de la structure tridimensionnelle de I’enzyme (Antonini et Ascenzi., 1981).

7/ Discussion géenérale

Les lipases et les amylases sont des enzymes trés polyvalentes obtenue a partir de diverses
sources vivantes (animales, végétales et microbiennes) (Chandra et al., 2020 ; Rodriguez-Viera et
al., 2016). Les lipases et les amylases sont des enzymes hydrolytiques qui sont indispensables des
industries mondiales (Lahmar et al., 2017). Ces ont attiré l'attention sur leur importance dans
plusieurs processus industriels (Kumari et al., 2019) de par leurs avantages comme leurs activité
et stabilité accrues, solubilité plus élevée du substrat, facilité de récupération des produits (Sharma
et Kanwar, 2014), ce qui les rend indispensables dans les industries alimentaires, des détergents,
du cuir, du textile, du cosmétique, et les industries pharmaceutique (Okino-Delgado et al.,2017 ;
Sharma et Kanwar, 2014). Cependant, les conditions extrémes requises pour de nombreuses
opérations industrielles limitent I'applicabilité de la plupart des hydrolases présentes dans la nature
(Gémez-Villegas et al., 2021) ; La caractérisation biochimique détaillée des leurs activités et leurs
stabilités en fonction de la température et le pH est donc indispensable pour leurs utilisations
industrielle (Li et al., 2007 ; Da Lage, 2018).

De nos jours beaucoup de recherche sur des lipases et amylases des différentes parties de
plante ont été réalisé afin de sélectionner des nouvelles propriétés adaptables aux conditions utili-
sées dans les processus industriels (Azad et al., 2009 ; Figueira et al., 2003 ; Khemakhem et al.,
2013 ; Lahmar et al., 2017 ;Rajan et al., 2020 ; Sankar et Ponnuraj, 2020 ; Shah, 2005).

L’objectif de notre étude était de caractériser 1’activité et la stabilité des lipases et des
amylases de 1’extrait brut enzymatique de la poudre des flocons d’avoine selon les variations de

pH et de la température, selon les résultats obtenus (Tableau 4) il en ressort que :

Les lipases et les amylases de I’extrait brut enzymatique de la poudre des flocons d’avoine

ont un optimum d’activité a pH 7,2 et a une température de 37 °C.
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Pour le test de stabilité thermique, le traitement a 90°C les lipases de 1’extrait brut enzy-
matique de la poudre des flocons d’avoine n’ont gardé que 17% de leur activité d’origine aprés
30min de traitement alors que les amylases de I’extrait brut enzymatique de la poudre des flocons
d’avoine retiennent jusqu’a 100% de leurs activités d'origine apres 30 min de traitement. Par contre
aprés 60 min de traitement a severement affecté les 2 enzymes, en effet, les lipases et les amylases

ont perdu, respectivement, 100% et 99% de leur 1’activité.

Pour le test de stabilité a différents pH, le traitement au pH acide et pH basique ont affecté
la stabilité des lipases de ’extrait brut enzymatique de la poudre des flocons d’avoine, en effet,
aucune activité n’a été détectée. Concernant les amylases, elles sont plus affectées par le traitement
basique que le traitement acide, ces amylases ont perdu presque 90% de leur activité aprés 60 min
de traitement basique. Ce qui montre que les 2 hydrolases testées sont sensibles au traitement pH,

néanmoins, les amylases sont moins sensibles aux traitements extrémes par rapport aux lipases.

Tableau 3 : Tableau récapitulatif de la caractérisation des lipases et amylases de 1’extrait brut

enzymatique de la poudre des flocons d’avoine.

Lipase de I’extrait brut enzymatique Amylases de I’extrait brut
de la poudre des flocons d’avoine enzymatique de la poudre des flocons
(Avena sativa) d’avoine (Avena sativa)
Activité pH optimal 7,2 pH optimal 7,2
) ) Température opti- 37°C
Température optimale 37°C
male
Faible  [Stabilité thermique a Moyenne
Stabilité 90°C 30 min) min)
min)
Stabilité aux pHs ex- Faible  |Stabilité aux pHs ex- Moyenne
trémes (activité rési- | car aucune trémes
duelle) activité
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Acide (59% pour
30 min et 32%pour
60 min)

Basique (7% pour
30 min et 12% pour
60 min)
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Conclusion et perspectives

Notre étude consistait a rechercher et a caractériser I’activité et la stabilit¢ des deux
hydrolases (lipases et amylases) des flocons d’avoine (Avena sativa) en fonction des variations de

température et du pH.

Les résultats de I’influence de température et du pH sur 1’activité de ces 2 hydrolases,
montrent que I’activité de ces derniéres atteint son optimum a une température de 37°C et a un pH
7,2.

Concernant les tests de stabilité des 2 hydrolases aux conditions extrémes, les résultats du
traitement thermique montrent qu’aprés 60 min de traitement a 90°C, les deux hydrolases sont

thermosensibles et perdent la totalité de leur activité (aucune activité résiduelle détectée).

Pour le traitement pH, les résultats montrent que les 2 hydrolases sont sensibles a ce
traitement, les amylases sont séverement affectées au pH basique et ne retiennent que 32% de leur
activité suite au traitement acide. Pour les lipases, elles ont perdu la totalité de leur activité suite
au traitement acide, le traitement basique n’a pu étre testé par ce protocole comme expliqué

précédemment.

D’apres les résultats de notre étude ; il est nécessaire de mieux caractériser nos enzymes
d’avoine en recherchant d’autre facteur impliqué dans la catalyse enzymatique tel que leur

séquence en acides amines, de leur structure et conformation tridimensionnelle etc.

Cela permettra d’apporter des modifications génétiques des génes codants ces enzymes

afin de les rendre adaptables et utilisables aux conditions industrielles extrémes.
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Résumé

Les enzymes sont des biocatalyseurs omniprésents chez tous les organismes vivants. lls interviennent sur
le plan cellulaire notamment dans divers métabolismes de 1’organisme tel que la réplication, la
transmission du signal, I’apoptose, la photosynthése etc. Leurs actions spécifique et rapide a conduit les
scientifiques a la recherche de leur exploitation dans différents domaines industriels afin de satisfaire les
besoins de la vie quotidienne. Parmi ces enzymes, les hydrolases représentent la classe la plus utilisée dans
le milieu industriel.

Un grand nombre d'enzymes provenant d'une variété de plantes différents jouentactuellement un role
important dans un éventail d'applications industrielles différentes.La plante d’avoine est I’une des varietés
la plus importante reconnue comme une céréale saine depuis le milieu des années 1980.

Pour cela, I’objectif de notre travail consiste a rechercher et caractériser des activités enzymatiques de 2
hydrolases (lipases et amylases) des flocons d’avoine (Avena sativa) par étude de I’influence du pH et de
la température sur I’activité et la stabilité de ces 2 hydrolases.

Les résultats obtenus montrent que les 2 hydrolases atteignent leurs activités optimales a pH de 7,2 et a la
température d’incubation de 37°C et que la stabilité de ces deux enzymes est affectée par les traitements
de 60 min aux conditions extrémes de température et de pH

Mots clés : flocons d’avoine, hydrolases, amylases, lipases, activité enzymatique, stabilité des enzymes.

Abstract

Enzymes are ubiquitous biocatalysts in all living organisms. They are involved at the cellular level in
various metabolisms of the organism such as replication, signal transmission, apoptosis, photosynthesis
etc. Their specific and rapid actions have led scientists to seek their exploitation in various industrial fields
in order to satisfy the needs of daily life. Among these enzymes, hydrolases represent the most widely
used class in industry.

A large number of enzymes from a variety of different plants currently play an important role in a range
of different industrial applications. The oat plant is one of the most important varieties recognised as a
healthy cereal since the mid-1980s.

To this end, the objective of our work is to research and characterise the enzymatic activities of 2
hydrolases (lipases and amylases) of oat flakes (Avena sativa) by studying the influence of pH and
temperature on the activity and stability of these 2 hydrolases.

The results obtained show that both hydrolases reach their optimal activities at pH 7.2 and at the incubation
temperature of 37°C and that the stability of both enzymes is affected by the 60 min treatments at extreme
conditions of temperature and pH.

Key words: Hydrolases, Amylases, Lipases, Enzyme activity, Enzyme stability, Oats.
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